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ABSTRACT

Comparison of the Antibacterial Activity of Moringa oleifera Leaf Extract
and Piper betle Leaf Extract Against Klebsiella pneumoniae In Vitro

By

NISRINA ZALFA FATIN

Background: Antibiotic resistance in Gram-negative bacteria, particularly
Klebsiella pneumoniae, poses a major global health concern due to the organism’s
ability to produce ESBL and carbapenemase enzymes. This condition encourages
the development of alternative antimicrobial sources, including medicinal plants.
Moringa oleifera and Piper betle contain bioactive compounds such as flavonoids,
tannins, terpenoids, and saponins that are known to exhibit antibacterial activity.
This study aimed to compare the antibacterial effectiveness of ethanol extracts of
M. oleifera leaves and P. betle leaves against K. pneumoniae in vitro.

Methods: This experimental research used disc diffusion to assess inhibition zones
and broth dilution to determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC). Each extract was tested in several
concentrations, with three replications per group.

Results: Both extracts demonstrated antibacterial activity; however, P. betle extract
produced markedly larger inhibition zones, indicating stronger bacteriostatic
effects. The MIC value of P. betle was lower than that of M. oleifera, showing that
lower concentrations were sufficient to inhibit bacterial growth. Additionally, MBC
testing revealed superior bacteriostatic capability in P. betle extract compared with
M. oleifera.

Conclusions: Ethanol extracts of M. oleifera and P. betle leaves both inhibited the
growth of K. pneumoniae, but P. betle demonstrated significantly greater
antibacterial activity across all parameters. These findings support the potential of
P. betle as a promising natural antibacterial candidate for further development in
herbal-based therapies.

Keywords: Antibacterial activity, Klebsiella pneumoniae, MBC, MIC, Moringa
oleifera, Piper betle



ABSTRAK

PERBANDINGAN AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL
DAUN KELOR (Moringa oleifera) DENGAN EKSTRAK ETANOL DAUN
SIRIH (Piper betle) TERHADAP Klebsiella pneumoniae SECARA IN VITRO

Oleh

NISRINA ZALFA FATIN

Latar Belakang: Resistensi antibiotik pada bakteri Gram-negatif seperti Klebsiella
pneumoniae menjadi masalah kesehatan yang semakin meningkat. Bakteri ini
mampu menghasilkan enzim ESBL dan karbapenemase yang menyebabkan
tingginya tingkat kegagalan terapi. Kondisi tersebut mendorong perlunya
pemanfaatan bahan alami sebagai sumber alternatif antibakteri. Daun kelor
(Moringa oleifera) dan daun sirih (Piper betle) diketahui mengandung senyawa
aktif seperti flavonoid, tanin, terpenoid, dan saponin yang berpotensi menghambat
pertumbuhan bakteri. Penelitian ini bertujuan membandingkan aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun kelor dan daun sirih terhadap K. pneumoniae secara in vitro.
Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan metode difusi cakram untuk
mengukur zona hambat serta metode dilusi untuk menentukan MIC dan MBC.
Ekstrak diuji pada beberapa konsentrasi dengan tiga kali replikasi untuk setiap
kelompok perlakuan.

Hasil: Kedua ekstrak menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap K. pneumoniae,
namun ekstrak daun sirih memberikan zona hambat lebih besar dibandingkan daun
kelor, mencerminkan kemampuan bakteriostatik yang lebih kuat. Nilai MIC ekstrak
daun sirih lebih rendah, sehingga konsentrasi yang lebih kecil sudah mampu
menghambat pertumbuhan bakteri. Uji MBC juga menunjukkan bahwa aktivitas
bakteriostatik ekstrak sirih lebih tinggi dibandingkan ekstrak kelor.

Kesimpulan: Ekstrak etanol daun kelor dan daun sirih terbukti mampu
menghambat pertumbuhan K. pneumoniae, tetapi ekstrak daun sirih menunjukkan
efektivitas yang lebih tinggi pada seluruh parameter pengujian. Temuan ini
mengindikasikan bahwa daun sirith memiliki potensi lebih besar sebagai kandidat
antibakteri alami dalam pengembangan alternatif terapi berbasis herbal.

Kata Kunci: Antibakteri, daun kelor, daun sirih, Klebsiella pneumoniae, MBC,
MIC
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan antibiotik membawa dampak besar terhadap
penanganan infeksi bakteri. Namun, meningkatnya konsumsi yang tidak
rasional memicu masalah serius, yakni resistensi antibiotik. Resistensi ini
terjadi ketika terapi antibiotik menjadi tidak lagi efektif (Putri et al, 2023).
World Health Organization (WHO) bahkan menetapkan resistensi
antibiotik sebagai salah satu dari sepuluh ancaman kesehatan masyarakat
global. Berdasarkan laporan Global Antimicrobial Resistance and Use
Surveillance System (GLASS) 2019, telah terjadi peningkatan resistensi
antibiotik di Indonesia, terutama dengan strain Escherichia coli dan
Klebsiella pneumoniae (Suryanditha et al., 2024). Kedua bakteri ini
termasuk dalam keluarga Enterobacteriaceae, yang diklasifikasikan
sebagai bakteri Gram-negatif. Resistensi pada bakteri Gram-negatif
multiresisten (MDR-GNB) utamanya disebabkan oleh produksi enzim
termasuk extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) dan
karbapenemase. Klebsiella pneumoniae termasuk bakteri penghasil ESBL
yang menunjukkan resistensi luas terhadap berbagai antibiotik (Bereanu et
al., 2024). Sebagai contoh, isolate dari RSUP Dr. Soeradji Tirtonegoro
Klaten (2017) dan dari pasien post-surgery di Medan (2019) dilaporkan
menunjukkan resisten terhadap berbagai antibiotik seperti ampicillin,
ceftriaxone, cefuroxime, ciprofloxacin, hingga meropenem (Inggraini et
al., 2024).

Klebsiella pneumoniae adalah bakteri Gram-negatif bersifat
kapsuler, tidak berflagel, non-motil, berukuran 0,3—-1,5 pum x 0,6-6,0 pm,

tidak berspora, serta mampu melakukan fermentasi laktosa (Inggraini et



al., 2024). Bakteri ini umum ditemukan di tanah, air, alat medis, serta
tubuh manusia terutama di saluran gastrointestinal dan nasofaring
(Suryanditha et al., 2024; G. Wang et al., 2020). Infeksinya dapat
mengakibatkan pneumonia, infeksi saluran kemih, sepsis, dan infeksi
nosokomial lainnya. Saat ini, Klebsiella pneumoniae termasuk dalam
kelompok Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, dan
Enterobacter spp (ESKAPE), yaitu enam bakteri patogen penyebab
infeksi di layanan kesehatan yang dikenal memiliki resistensi tinggi akibat
akumulasi gen resistensi melalui transfer gen horizontal (Suryanditha et
al., 2024).

Prevalensi infeksi Klebsiella pneumoniae bervariasi secara global,
antara lain 13% di Amerika Serikat, 5% di Pakistan, 64,2% di Nigeria,
33,9% di India, 17,4% di Denmark, dan 14,1% di Singapura. Di Indonesia,
infeksi Klebsiella pneumoniae penghasil ESBL ditemukan sebesar
35,35% dari 297 isolat pasien rawat inap pada bulan Januari hingga April
2005 di RSUD Dr. Soetomo, Surabaya. Prevalensi Klebsiella pneumoniae
penghasil ESBL kemudian tercatat sebesar 23% pada Januari—Juni 2010,
50,28% pada Januari-November 2011, 58% pada Juli-Desember 2012,
dan 38,5% pada Oktober 2014—Mei 2015 di rumah sakit yang sama.
Secara nasional, bakteri ini merupakan patogen nosokomial yang sering
ditemukan dan berkontribusi terhadap tingginya angka infeksi di rumah
sakit. Hal ini diperkuat oleh penelitian Hidayat et al., (2021) pada periode
Juli hingga Desember 2019 yang menunjukkan tingginya angka kejadian
infeksi oleh Klebsiella pneumoniae di Rumah Sakit Umum Daerah Dr. H.
Abdul Moeloek Bandar Lampung. Pada penelitian tersebut Klebsiella
pneumoniae menjadi salah satu patogen terbanyak penyebab infeksi
nosokomial, ditunjukkan dengan frekuensi isolasi yang paling tinggi dari
pasien. Dari total 525 pasien yang dirawat di ICU dan ruang rawat inap
Non-ICU, Klebsiella pneumoniae ditemukan pada 24 dari 133 sampel
(18%) di ruang ICU dan 32 dari 355 sampel (9%) di ruang rawat inap Non-
ICU (Hidayat et al., 2021; Inggraini et al., 2024).



Melihat tingginya prevalensi infeksi Klebsiella pneumoniae yang
merupakan salah satu bakteri penyebab resistensi antibiotik, maka
pencarian alternatif terapi yang efektif menjadi hal yang mendesak,
mendorong para peneliti melakukan pencarian alternatif pengobatan, salah
satunya melalui pemanfaatan tanaman obat (Sadiah et al., 2022). World
Health Organization (WHO) juga memberikan dukungan terhadap
penggunaan obat tradisional apabila telah terbukti aman dan berkhasiat
bagi kesehatan, sehingga mendorong semakin banyaknya penelitian
terkait pengembangan fitofarmaka. Indonesia dikenal sebagai negara
dengan keanekaragaman hayati yang sangat tinggi, khususnya pada jenis
tumbuhan yang berpotensi dimanfaatkan sebagai obat tradisional.
Penggunaan tanaman dalam proses pengobatan merupakan pilihan
alternatif untuk mencegah dan mengobati penyakit, karena dinilai
memiliki risiko efek samping yang relatif lebih ringan serta dapat
membantu menekan laju resistensi antibiotik, meskipun penggunaannya
tetap berpotensi menimbulkan risiko apabila tidak berada di bawah
pengawasan yang tepat. WHO memperkirakan bahwa sekitar 80%
populasi di negara berkembang memanfaatkan tanaman sebagai sumber
utama pengobatan, dan telah mengidentifikasi lebih dari 2.500 spesies
tanaman di dunia yang memiliki manfaat dalam bidang kesehatan.
Beberapa tanaman yang telah banyak digunakan dalam penelitian dan
terbukti memiliki potensi sebagai antibakteri alami diantaranya adalah
daun kelor (Moringa oleifera L.) dan daun sirih (Piper betle L.) (Islamiyati
et al.,2023; Mutiara et al., 2024; Naenggolan et al., 2023).

Daun kelor (Moringa oleifera) termasuk pada famili Moringaceae.
Secara historis tanaman ini telah dikenal untuk mengobati infeksi kulit,
anemia, asma, bronkitis, epilepsi, diabetes, diare, dan penyakit lainnya.
Beberapa studi sebelumnya menunjukkan bahwa terdapat komponen
fitokimia dari Moringa oleifera termasuk tanin katekol, tanin galat,
steroid, terpenoid, flavonoid, saponin, antrakuinon, dan alkaloid.
Komponen-komponen ini diketahui memiliki potensi kuat sebagai agen

antibakteri dengan merusak membran sel bakteri dan mengganggu



integritas, permeabilitas, dan konsistensi komponen sel bakteri,
menyebabkan gangguan fisiologis dan replikasi material genetik sel
bakteri, yang mengarah pada kematian sel. Aktivitas antibakteri dari
ekstrak Moringa oleifera terhadap Pseudomonas aeruginosa telah
menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak 50% cukup signifikan dalam
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa (Islamiyati et al.,
2023).

Sementara itu, daun sirih telah lama dimanfaatkan oleh masyarakat
secara empiris untuk mengobati berbagai keluhan seperti mimisan, bau
mulut, radang tenggorokan, dan sakit mata (Sadiah et al., 2022). Daun sirih
(Piper betle) menunjukkan aktivitas antibakteri, antioksidan, dan
antihemolitik yang disebabkan oleh kandungan kimiawi dalam daunnya,
seperti saponin, flavonoid, polifenol, dan minyak atsiri. Senyawa saponin
sebagai antimikroba mampu merusak membran sitoplasma serta
membunuh sel. Flavonoid berperan dalam menghambat proses utama
dalam biosintesis prostaglandin, terutama pada jalur siklooksigenase.
Tanin diketahui memiliki aktivitas antiinflamasi, antidiare, antiseptik,
astringen, dan diuretik. Ekstrak dan minyak atsiri dari daun sirih
menunjukkan aktivitas antibakteri dan antijamur. Dari penelitian oleh
Djuma (2019), didapatkan kesimpulan bahwa ekstrak daun sirih hijau
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus, dengan diameter
zona hambat mencapai 20,3 mm pada konsentrasi 75%. Penelitian lain
juga menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih hijau dapat menghambat
bakteri Pseudomonas aeruginosa (Sadiah et al., 2022).

Meski telah banyak studi terkait aktivitas antibakteri daun kelor
dan daun sirih, sebagian besar dilakukan secara terpisah dan belum ada
penelitian yang secara langsung membandingkan efektivitas keduanya
terhadap Klebsiella pneumoniae. Selain itu, studi yang membahas aktivitas
antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae masih lebih terbatas
dibandingkan dengan bakteri lain seperti Staphylococcus aureus atau
Escherichia coli. Padahal, Klebsiella pneumoniae termasuk dalam

kelompok bakteri ESKAPE yang menjadi fokus global karena tingkat



resistensinya yang tinggi. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk
membandingkan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor dan daun
sirth terhadap Klebsiella pneumoniae secara in vitro dengan uji aktivitas
antibakteri di laboratorium menggunakan metode difusi dan dilusi sebagai
simulasi pertumbuhan bakteri, serta menentukan ekstrak mana yang lebih
potensial sebagai kandidat terapi alternatif sehingga hasil penelitian ini
diharapkan dapat menjadi dasar pada perkembangan terapi alternatif

berbasis herbal untuk infeksi akibat bakteri resisten.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah ekstrak etanol daun kelor (Moringa oleifera) dan daun sirih
(Piper betle) memiliki aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella
pneumoniae?

2. Bagaimana perbandingan efektivitas antibakteri antara kedua agen
terhadap Klebsiella pneumoniae berdasarkan zona hambat, Minimum
Inhibitory  Concentration (MIC) dan Minimum  Bacterisidal
Concentration (MBC)?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

1. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor
(Moringa oleifera) dan ekstrak etanol daun sirih (Piper betle)
terhadap Klebsiella pneumoniae secara in vitro.

2. Membandingkan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor
(Moringa oleifera) dan ekstrak etanol daun sirih (Piper betle)

terhadap Klebsiella pneumoniae secara in vitro.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor dan
daun sirih terhadap Klebsiella pneumoniae melalui pengujian

zona hambat, MIC, dan MBC.



2. Membandingkan efektivitas antibakteri antara ekstrak etanol daun
kelor dan ekstrak etanol daun sirih berdasarkan zona hambat, nilai

MIC dan MBC terhadap Klebsiella pneumoniae.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti

1. Menjadi sarana pembelajaran dan pengalaman dalam melakukan
penelitian mikrobiologi, khususnya uji aktivitas antibakteri.
2. Meningkatkan pemahaman tentang resistensi antibiotik dan

pemanfaatan tanaman obat sebagai alternatif terapi.

1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat

1. Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi tanaman lokal
sebagai agen antibakteri alami.

2. Mendorong pemanfaatan tanaman obat sebagai terapi alternatif
yang lebih terjangkau dan mudah diakses, terutama di wilayah

dengan keterbatasan akses terhadap antibiotik.

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi

1. Menambah referensi ilmiah terkait pemanfaatan tanaman herbal
sebagai antibakteri.
2. Menjadi dasar bagi penelitian lanjutan dalam pengembangan

fitofarmaka atau formulasi obat tradisional yang aman dan efektif.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Uji
2.1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram-negatif yang
memiliki kapsul, non-motil, dan bersifat fakultatif anaerob, artinya
dapat bertahan hidup baik dengan atau tanpa oksigen. Bakteri ini
pertama kali diisolasi dari saluran pernapasan pasien yang meninggal
akibat pneumonia oleh Edwin Klebs pada tahun 1875, dan kemudian
dijelaskan lebih lanjut oleh Carl Friedlinder pada tahun 1882. Oleh
karena itu, bakteri ini sempat dikenal dengan sebutan basil
Friedldnder. Genus Klebsiella mencakup beberapa spesies, seperti
Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleroma, dan yang paling
penting secara klinis adalah Klebsiella pneumoniae. Spesies ini
dikenal sebagai patogen oportunistik dan seringkali menyebabkan
infeksi yang berkaitan dengan tindakan medis (iatrogenik), sehingga
memiliki dampak yang besar dalam dunia klinis. Pada manusia,
Klebsiella pneumoniae umumnya dapat hidup sebagai penghuni
normal di saluran hidung dan saluran pencernaan tanpa menimbulkan
gejala. Namun, kondisi ini dapat berkembang menjadi infeksi apabila
sistem kekebalan tubuh melemah, seperti pada penderita diabetes,
pasien yang menjalani terapi glukokortikoid, atau penerima
transplantasi organ (Chang et al., 2021).

Sebagai patogen oportunistik, K. prneumoniae mampu
menyebabkan berbagai jenis penyakit pada manusia meliputi
bakteremia, pneumonia, dan infeksi saluran kemih (ISK), khususnya

pada individu yang memiliki daya tahan tubuh yang rendah atau



pasien yang mendapatkan perawatan di rumah sakit. Bahkan, K.
pneumoniae merupakan salah satu penyebab utama pneumonia
nosokomial dan termasuk sedikit bakteri Gram-negatif yang dapat
menyebabkan pneumonia primer. Selain itu, beberapa isolat K.
pneumoniae termasuk dalam kelompok Carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae (CRE), yaitu bakteri yang resisten terhadap
karbapenem—Xkelas antibiotik spektrum luas yang umum digunakan.
Resistensi ini menjadikan K. pneumoniae sebagai ancaman serius
bagi kesehatan masyarakat global. World Health Organization
(WHO) pun telah mengkategorikan isolat CRE, termasuk K.
pneumoniae, sebagai "ancaman kritis", yang menandakan perlunya
pengembangan antibiotik baru untuk menangani infeksi yang

disebabkan oleh bakteri ini (Abbas et al., 2024).

2.1.2 Klasifikasi

Klasifikasi bakteri Klebsiella pneumoniae dapat dilihat pada

uraian di bawah ini.

Tabel 2.1 Taksonomi Klebsiella pneumoniae

Klasifikasi Nama
Kingdom Bacteria

Filum Proteobacteria
Kelas Gamma Proteobacteria
Ordo Eterobacteriales
Famili Enterobactericeae
Genus Klebsiella

Spesies Klebsiella pneumoniae

Sumber: (Umarudin et al., 2023)
2.1.3 Morfologi

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram-negatif

berbentuk batang (basil) dengan ukuran 0,3—1,5 pm x 0,6—6,0 um.



Bakteri ini bersifat non-motil atau tidak memiliki kemampuan
bergerak. Bakteri ini diselimuti oleh kapsul yang berfungsi
melindungi dari tekanan lingkungan, bahan kimia desinfektan, dan
sejumlah antibiotik, sehingga menjadikannya salah satu patogen yang
berbahaya. Struktur antigeniknya tergolong rumit karena terdiri atas
antigen kapsular, antigen somatik, dan endotoksin, bahkan beberapa
strain diketahui mampu memproduksi eksotoksin. Bakteri ini dapat
menimbulkan beragam infeksi, seperti pneumonia, infeksi akut pada
saluran pencernaan, infeksi saluran kemih dan reproduksi, radang
selaput mata (konjungtivitis), peradangan selaput otak (meningitis),
serta sepsis, termasuk pada hewan seperti anak domba. Selain itu,
infeksi Klebsiella juga bisa berkembang sebagai infeksi sekunder
setelah infeksi virus, yang dapat memperburuk kondisi pasien dan
meningkatkan risiko kematian (Lenchenko et al., 2020).

Klebsiella pneumoniae sendiri tergolong bakteri anaerob
fakultatif, yaitu mampu tumbuh dalam lingkungan yang mengandung
oksigen maupun tanpa oksigen. Penelitian menunjukkan bahwa
bakteri ini dapat berkembang baik dalam kondisi aerob maupun
anaerob. Secara biokimia, bakteri ini dapat memanfaatkan glukosa
dan natrium sitrat, menghasilkan asetil metilkarbinol, memfermentasi
inositol, serta menghidrolisis urea, tetapi tidak membentuk indol

maupun hidrogen sulfida (Lenchenko et al., 2020).
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Gambar 2.1 Gambaran Klebsiella pneumoniae.
Sumber: (Karampatakis ef al., 2023; Watban & Al-Maaly, 2023)
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Koloni Klebsiella pneumoniae pada media MacConkey
tampak halus, cembung, dan berbentuk bulat, dengan tekstur yang
lembap dan berlendir (mucoid). Ukuran koloni bervariasi dari kecil
hingga besar, dengan pola pertumbuhan yang menunjukkan
pergerakan meluas dan mengerut. Sementara itu, pada media nutrient
agar, koloni yang terbentuk umumnya berukuran besar, halus,
berlendir, serta berwarna putih keabu-abuan atau krem. K.
pneumoniae merupakan bakteri non-hemolitik, yang menunjukkan
hemolisis gamma (y-hemolisis) saat ditumbuhkan pada agar darah,
yaitu tanpa menyebabkan lisis sel darah merah. Di sisi lain, isolasi K.
pneumoniae pada media CHROMagar Orientation menghasilkan
koloni berwarna biru baja (steel blue) yang khas (Watban & Al-
Maaly, 2023).

Faktor virulensi bakteri ini terdiri dari tujuh komponen utama,
yaitu kapsul yang berperan dalam menghambat fagositosis oleh
sistem imun, lipopolisakarida (LPS) yang melindungi bakteri dari
sistem komplemen serum inang, fimbriae yang memungkinkan
adhesi atau penempelan pada permukaan sel inang, siderofor yang
berfungsi untuk mengikat dan mengambil zat besi dari lingkungan
tubuh inang, bakteriosin yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri lain, resistensi terhadap serum, dan enzim extended-spectrum
p-lactamases (ESBLs) yang memberikan perlindungan terhadap
antibiotik golongan sefalosporin spektrum luas. Polisakarida kapsular
(K antigen) dan lipopolisakarida (O antigen) pada Klebsiella
pneumoniae merupakan dua faktor virulensi utama yang berperan
penting dalam proses infeksi. Kedua antigen ini memiliki kemampuan
untuk mengaktifkan sistem imun bawaan (innate immune system),
sehingga memicu respons imun terhadap keberadaan bakteri (Choi et
al., 2020).

Antigen K, yang merupakan komponen utama kapsul,
membantu bakteri menghindari proses fagositosis oleh sel imun.

Antigen O, yang merupakan komponen dari struktur lipopolisakarida
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di dinding sel bakteri, juga berkontribusi dalam merangsang reaksi
imun serta memberikan perlindungan terhadap serangan dari sistem
kekebalan tubuh inang. Klebsiella pneumoniae secara historis telah
diklasifikasikan ke dalam 79 tipe kapsul berbeda berdasarkan serotipe
antigen K. Di antara tipe-tipe tersebut, serotipe K1 dan K2 dikenal
memiliki fenotipe hipermukoviskus yang khas, yaitu koloni yang
sangat berlendir saat ditumbuhkan di media agar. Fenotipe ini
disebabkan oleh peningkatan produksi polisakarida kapsul (capsule
polysaccharide/CPS), yang merupakan faktor virulensi utama dari K.

pneumoniae (Choi et al., 2020).

2.1.4 Infeksi Klebsiella pneumoniae

Klebsiella ~ pneumoniae termasuk dalam famili
Enterobacteriaceae yang dapat ditemukan secara alami di lingkungan
seperti tanaman, tanah, dan air, dan hidup sebagai bagian dari
mikrobiota normal pada saluran pernapasan bagian atas (nasofaring)
dan saluran pencernaan manusia. Enterobacteriaceae adalah
kelompok bakteri gram negatif berbentuk batang yang kerap menjadi
agen patogen penyebab infeksi nosokomial. Klebsiella pneumoniae
adalah spesies yang umumnya terlibat dalam infeksi mayor dan
menjadi ancaman serius bagi kesehatan manusia. Organ-organ yang
paling umum terserang oleh bakteri ini meliputi paru-paru
(pneumonia), saluran kemih, aliran darah (bakteremia/sepsis), luka
operasi, hingga otak (meningitis). Secara struktur, bakteri ini
memiliki susunan antigen yang kompleks, terdiri atas antigen
kapsuler, antigen somatik, dan endotoksin; beberapa strain juga
mampu menghasilkan eksotoksin. Infeksi akibat Klebsiella dapat
berkembang menjadi infeksi sekunder pasca infeksi virus, yang sering
kali memperparah kondisi klinis dan meningkatkan risiko kematian

(A. T. Putri et al., 2024; Umarudin et al., 2023).
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K. pneumoniae dikenal sebagai salah satu patogen oportunistik
yang paling penting, terutama karena perannya dalam infeksi
nosokomial dan infeksi yang didapat dari masyarakat (community-
acquired pneumonia/CAP), khususnya pada individu dengan daya
tahan tubuh yang rendah dan menjalani rawat inap di rumah sakit.
Peningkatan kasus infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini juga
dipengaruhi oleh penggunaan antibiotik yang tidak tepat. Infeksi K.
pneumoniae seringkali ditemukan pada pasien dengan luka bakar,
infeksi saluran pernapasan dan saluran kemih. Namun, dalam
beberapa tahun terakhir, bakteri ini juga mulai dikaitkan dengan
kejadian abses hati, terutama di beberapa negara Asia (Umarudin et
al., 2023).

Berdasarkan perbedaan karakter genetik dan mekanisme
patogenesisnya, Klebsiella pneumoniae diklasifikasikan menjadi dua
tipe utama, yaitu classical K. pneumoniae (cKp) dan hypervirulent K.
pneumoniae (HvKp). Tipe cKp umumnya menunjukkan resistensi
terhadap berbagai jenis antibiotik, namun jarang menimbulkan infeksi
saluran kemih (ISK) pada individu sehat. Sebaliknya, HvKp bersifat
lebih sensitif terhadap antibiotik, tetapi memiliki kemampuan untuk
menyebabkan infeksi yang lebih parah dan invasif, baik pada individu
sehat maupun pada mereka yang mengalami gangguan sistem imun.
Tipe HvKp kini menjadi perhatian serius di kalangan klinisi karena
tingkat kematian yang tinggi pada pasien yang terinfeksi. Selain itu,
HvKp juga dianggap memiliki potensi untuk menimbulkan wabah
besar, dengan tingkat penularan yang lebih tinggi dibandingkan
Escherichia coli, bahkan dapat menyaingi dampak wabah seperti
SARS-CoV-2. Salah satu contoh kejadian fatal adalah wabah HvKp
yang terjadi di unit perawatan intensif (ICU) di rumah sakit di
Tiongkok. Secara global, prevalensi infeksi HvKp dilaporkan lebih
tinggi di wilayah Asia dibandingkan benua lainnya. Beberapa negara

dengan angka kejadian HvKp yang tinggi antara lain Tiongkok
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(68,9%), Jepang (16,9%), Vietnam (39%), dan India (7%) (Inggraini
etal., 2024).

Selain dikenal sebagai penyebab utama infeksi nosokomial,
khususnya pada pasien dengan sistem imun yang lemah, kini K.
pneumoniae juga semakin sering dilaporkan sebagai penyebab infeksi
invasif yang didapat dari komunitas (community-acquired
pneumonia). Kondisi ini terutama ditemukan pada populasi Asia
Tenggara dan ditandai oleh penyebaran infeksi ke berbagai organ
serta pembentukan abses multipel. Organ yang biasanya terdampak
termasuk hati, meninges, otak, mata, dan dalam beberapa kasus kulit
serta jaringan lunak. Sebagian besar pasien dengan sindrom ini
memiliki riwayat diabetes melitus (Numan ef al., 2024).

Salah satu kasus yang dilaporkan menunjukkan infeksi K.
pneumoniae invasif yang berasal dari kulit sebagai titik awal. Pasien
tersebut mengalami abses di berbagai lokasi, seperti kulit, hati, paru
kanan, dan otak. Kultur dari luka, abses hati, dan darah semuanya
mengonfirmasi adanya infeksi K. pneumoniae. Setelah dilakukan
tindakan drainase abses hati dan pemberian antibiotik sesuai hasil uji
sensitivitas, pasien berhasil pulih sepenuhnya dalam waktu satu
bulan. Laporan ini menekankan pentingnya deteksi dini dan
penanganan yang tepat dalam menghadapi sindrom infeksi invasif K.
pneumoniae yang didapat dari komunitas, demi meningkatkan
peluang kesembuhan pasien (Numan et al., 2024).

Mekanisme resistensi antibiotik pada Klebsiella pneumoniae
terbagi menjadi dua jalur utama, yaitu melalui produksi enzim
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) dan karbapenemase. Hal
ini menjadikan salah satu tantangan besar dalam pengendalian infeksi
K. pneumoniae karena enzim ESBL dapat menghidrolisis berbagai
antibiotik B-laktam, termasuk penisilin dan sefalosporin. Infeksi yang
disebabkan oleh strain K. pneumoniae penghasil ESBL maupun
karbapenemase diketahui memiliki tingkat morbiditas dan mortalitas

yang tinggi, berkisar antara 22% hingga 72%, terutama pada pasien
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rawat inap dengan kondisi sistem imun yang lemah. Bakteri ini
menyebar dan menyebabkan infeksi melalui mekanisme transfer gen
atau plasmid secara horizontal, yang memungkinkan pertukaran gen
resistensi antar bakteri. Bahkan ketika pengobatan telah diberikan
dengan antibiotik yang sesuai, tingkat kematian akibat pneumonia
yang didapat dari fasilitas layanan kesehatan (healthcare-acquired
pneumonia/HAP) yang disebabkan oleh K. prneumoniae tetap berada
di atas 50%. Tingginya angka kejadian dan kematian akibat infeksi
bakteri ini paling banyak terjadi pada kelompok rentan seperti bayi
baru lahir, pasien dengan leukemia, dan individu dengan gangguan

sistem kekebalan tubuh lainnya (Suryanditha et al., 2024).

2.2 Tanaman Kelor

2.2.1 Deskripsi

Indonesia adalah salah satu negara dengan berbagai jenis
tanaman. Tanaman kelor (Moringa oleifera L.) adalah salah satu
tanaman Indonesia yang mengandung antioksidan. Tanaman ini telah
diketahui selama bertahun-tahun dan secara alami terbukti
berhubungan dengan manfaat dalam kesehatan, dan karena itu
digunakan sebagai sarana alternatif pengobatan. Kelor memiliki
berbagai nama di beberapa daerah di Indonesia, seperti kelor (Jawa,
Sunda, Bali, Lampung), maronggih (Madura), moltong (Flores),
keloro (Bugis), ongge (Bima), murong atau barunggai (Sumatera),
dan hau fo (Timur). Tanaman ini dapat berkembang di berbagai jenis
lingkungan, bahkan sering dijumpai di pekarangan rumah atau di
lahan marjinal, dan memiliki daya tahan terhadap kekeringan (Irwan,
2020; Marhaeni, 2021).

Tanaman kelor pertama kali diperkenalkan dari India pada
masa penjajahan, seiring dengan masuknya agama Hindu dan Buddha
yang turut memengaruhi budaya masyarakat, termasuk dalam hal

bercocok tanam. Selain di Indonesia, penyebaran tanaman kelor juga
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meluas ke wilayah Asia Selatan, beberapa negara di Asia Tenggara,
Semenanjung Arab, kawasan tropis Afrika, Amerika Tengah, Karibia,
hingga wilayah tropis di Amerika Selatan. Di Indonesia sendiri,
tanaman ini banyak ditemukan di Aceh, Kalimantan, Sulawesi, dan
Kupang. Pada zaman dahulu, tanaman ini dianggap memberikan
manfaat positif untuk berbagai penyakit, sering kali terkait dengan
ritual pengusiran roh jahat atau praktik ilmu hitam. Dengan kuatnya
kepercayaan masyarakat terhadap hal-hal mistis pada masa itu, kelor
hingga kini masih sering dipersepsikan sebagai tanaman yang
memiliki unsur mistis (Dani ef al., 2019).

Menurut penelitian yang dipaparkan oleh Fuglie LJ dalam
bukunya The Miracle Tree: The Multiple Attributes of Moringa,
terdapat berbagai vitamin seperti vitamin A, C, B, kalsium, zat besi,
serta protein yang sangat tinggi pada daun kelor, namun tetap dapat
diserap dan dicerna dengan mudah oleh tubuh manusia. Penelitian
mengungkap bahwa tanaman kelor mengandung 46 senyawa
antioksidan poten yang mampu mencegah efek dari radikal bebas,
ditambah kandungan 18 asam amino di mana 8 diantaranya
merupakan asam amino esensial vital untuk pembaruan sel-sel tubuh.
Selain itu, kelor juga mengandung 36 senyawa antiinflamasi
dilengkapi dengan 90 jenis nutrisi alami, seperti berbagai vitamin dan
mineral. Karena kekayaan nutrisi ini, kelor sering disebut sebagai

"Miracle Tree" atau "Pohon Kehidupan" (Krisnadi, 2015).
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2.2.2 Klasifikasi dan Taksonomi
Secara sistematis, berikut klasifikasi tanaman kelor:

Tabel 2.2 Taksonomi Moringa oleifera

Klasifikasi Nama

Kingdom Plantae
Divisi Spermatophyta

Subdivisi Angiospermae
Kelas Dicotyledoneae
Ordo Brassicales
Famili Moringaceae
Genus Moringa
Spesies Moringa oleifera L.

Sumber: (Marhaeni, 2021)

2.2.3 Morfologi

Tanaman kelor merupakan pohon berkayu Ilunak dengan

diameter batang sekitar 30 cm.

Gambar 2. 2 Morfologi Daun Kelor.
Sumber: (Satriyani, 2021)

Daunnya berbentuk menyirip tidak sempurna, kecil,
menyerupai telur, berwarna hijau hingga hijau kecokelatan dengan
ukuran antara 1 hingga 3 cm dan lebar 4 mm hingga 1 cm. Akar kelor
memancarkan aroma serta rasa yang kuat serta pedas dengan bagian

dalam berwarna kuning pucat dan tekstur yang berserat serta cukup
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lembut. Bunga kelor umumnya berwarna putih kekuningan di
Indonesia, dengan kelopak berwarna hijau dan beraroma harum
(Marhaeni, 2021).

2.2.4 Manfaat dan Kandungan Tanaman Kelor

Tanaman kelor dikenal memiliki berbagai khasiat karena
hampir seluruh bagiannya dapat dimanfaatkan untuk pengobatan.
Bagian-bagian seperti akar, daun, buah, bunga, dan biji memiliki
manfaat spesifik. Akar kelor bermanfaat untuk meredakan perut
kembung dan demam, serta dapat dioleskan ke kulit untuk mengatasi
iritasi. Daun kelor sering dijadikan sayuran dalam menu sehari-hari.
Selain sebagai makanan, daun kelor juga kerap digunakan dalam
pengobatan tradisional. Buahnya umumnya diolah menjadi sayur
bening atau dicampur santan. Beberapa masyarakat juga mengolah isi
buah kelor yang diserut bersama kacang hijau dan santan untuk
dijadikan hidangan sehari-hari. Bunga kelor dapat digunakan sebagai
tonik, diuretik, serta obat untuk peradangan sendi dan pencuci mata.
Batang kelor sering dimanfaatkan masyarakat sebagai pagar hidup
atau pembatas lahan, terutama di lahan berbatu atau marginal. Selain
itu, kulit batangnya juga dapat digunakan sebagai bahan pangan,
dengan cara dikerik hingga terlihat kayunya, lalu ditaburkan ke atas
daging atau ikan yang sedang direbus. Tunasnya digunakan untuk
mengobati gangguan hati, ginjal, dan nyeri sendi. Biji kelor sering
dimanfaatkan dalam pengobatan demam, rematik, dan gangguan
kulit, sedangkan daunnya dikenal memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi (Dani ef al., 2019; Isnan & M, 2017).

Penelitian farmakologis terbaru menunjukkan bahwa berbagai
ekstrak dari  Moringa oleifera memiliki beragam aktivitas
farmakologis, antara lain sebagai antimikroba, antijamur,
antiinflamasi, antioksidan, antikanker, peningkat kesuburan,
penyembuh luka, dan manfaat kesehatan lainnya (Pareek et al., 2023).

Tanaman kelor juga memiliki sejumlah manfaat terapeutik yang telah
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banyak dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional (Isnan & M,
2017), di antaranya:

1. Menurunkan berat badan. Dengan meningkatkan dan
memperlancar metabolisme tubuh, daun kelor membantu
membakar kalori lebih cepat dan efektif, yang berkontribusi pada
penurunan berat badan.

2. Antidiabetes, kandungan seng (zinc) yang tinggi pada daun kelor
berperan penting dalam produksi insulin. Karena itu, kelor
memberikan efek signifikan sebagai agen antidiabetes.

3. Mencegah penyakit jantung. Konsumsi daun kelor membantu
menurunkan kadar lipid teroksidasi dalam tubuh serta melindungi
jaringan jantung dari kerusakan struktural.

4. Menjaga kesehatan rambut. Asupan nutrisi yang lengkap dalam
daun kelor mendukung pertumbuhan rambut yang sehat dan
mengkilap.

5. Menjaga kesehatan mata. Dengan adanya kandungan vitamin A
yang melimpah, yang bisa dimanfaatkan untuk menjaga
kejernihan penglihatan. Untuk penggunaan luar, air rebusan daun
kelor bisa dimanfaatkan sebagai pencuci mata. Alternatif lainnya
adalah menumbuk 3 tangkai daun kelor, mencampurnya dengan
segelas air, mendiamkannya hingga mengendap, dan
menggunakan airnya sebagai obat tetes mata.

6. Mengatasi rematik. Kandungan kalsium yang melimpah dalam
daun kelor dapat memenuhi kebutuhan nutrisi tulang, mengurangi
rasa nyeri pada sendi, serta membantu menurunkan jumlah asam
urat pada tubuh yang menyebabkan rematik.

7. Mengobati herpes atau kurap. Penyakit kulit seperti herpes yang
disebabkan oleh virus famili Herpertoviridae dapat diatasi
dengan menumbuk 3—7 tangkai daun kelor dan menempelkannya
pada area kulit yang terinfeksi.

8. Mengobati penyakit organ dalam seperti luka pada lambung,

usus, dan batu ginjal. Konsumsi rutin daun kelor sebagai
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makanan atau minuman rebusan dapat membantu meluruhkan
batu ginjal dan memperlancar sistem pencernaan. Kelor diketahui
memiliki kandungan antioksidan yang tinggi dan efektif untuk
gangguan pencernaan.
9. Mengobati kanker. Daun kelor mengandung antioksidan dan
kalium yang tinggi, yang berperan dalam menghambat
pertumbuhan sel kanker serta membantu mengeliminasi sel-sel

abnormal. Kandungan asam amino pada kelor juga berfungsi

dalam meningkatkan daya tahan tubuh.

2.2.5 Penelitian Terdahulu

Tabel 2.3 Penelitian Terdahulu Uji Aktivitas Antibakteri Daun Kelor
Hasil

Nama & Judul Metode .re Persamaan Perbedaan
Tahun Penelitian
Zona
Aktivitas hambat: Menggunakan
Antibakteri 192 mm  Menggunakan fraksi etil
Fraksi Etil Ui (100%), ekstrak daun  asetat sebagai
Arfianti Asetat Daun Di fJusi 16,1 mm kelor untuk pelarut;
(2020) Kelor Cakram (75%), uji terhadap ~ menunjukkan
terhadap 14,1 mm K aktivitas
Klebsiella (50%), pneumoniae antibakteri
pneumoniae 6,63 mm yang tinggi
(25%)
Konsentrasi
lebih rendah
Antibacterial Zona dari A_rﬁantl,
.. hambat Sama-sama tetapi tetap
Activity of . .
Bancessi . sebesar 10  menunjukkan  menunjukkan
Moringa . .
tal . Uji mm pada potensi efek
era. oleifera Leaf L . ) . . ..
(2019) Extract Difusi  konsentrasi antibakteri antibakteri;
avainst Cakram 25% daun kelor pelarut etanol
gair (ekstrak terhadap K. 95%
Klebsiella . .
neumoniae etanol pneumoniae memberikan
p 95%) hasil berbeda
dibanding

etanol biasa

Sumber: (Arfianti, 2020; Bancessi et al., 2020)
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2.3 Tanaman Sirih

2.3.1 Deskripsi

Piper betle L., atau yang lebih dikenal dengan sirih,
merupakan tanaman dari famili Piperaceae yang banyak
dimanfaatkan sebagai obat tradisional serta memiliki peran penting
dalam berbagai budaya masyarakat Asia, termasuk Indonesia
(Silalahi, 2020). Tanaman sirih tumbuh subur di wilayah beriklim
sedang hingga basah, dengan curah hujan tahunan berkisar antara
2000-3000 mm, dan memiliki periode kering kurang dari tiga bulan.
Tanaman ini termasuk tumbuhan merambat dan penyebarannya di
wilayah Nusantara tergolong terbatas. Sirih dikenal sebagai flora
identitas Provinsi Kepulauan Riau. Dari sisi etnobotani, sirih
memainkan peran penting dalam budaya berbagai suku di Indonesia.
Misalnya, budaya “menyirih” umum ditemukan di wilayah Timur
seperti Nusa Tenggara Timur dan Papua, sementara di kalangan
masyarakat Jawa, sirih digunakan dalam tradisi “cok bakal” sebagai
sesajen, atau dalam bentuk “gantal” pada upacara pernikahan. Di
kalangan masyarakat Melayu, daun sirth bahkan menjadi simbol
penghormatan terhadap tamu (Rahmawati et al., 2020).

Potensi tanaman ini sebagai bahan pengobatan herbal sangat
besar karena kekayaan kandungan senyawanya. Pada daunnya
diketahui terdapat minyak atsiri 0,8-1,8%, yang terdiri dari senyawa
aktif seperti kavikol, fenol sirth (kavibetol), hidroksikavikol
(allylpyrocatechol), karvakrol, kariofilen, sineol, tanin, eugenol, p-
simen, terpenoid, fenilpropan, riboflavin, asam nikotinat, tiamin,
gula, asam amino, vitamin C, pati, dan kadimen estragol. Dengan
kandungan tersebut, daun sirih tidak hanya mampu membunuh
bakteri, tetapi juga berfungsi sebagai antiinflamasi, pereda gatal,
pereda batuk, antiseptik, dan dapat menghentikan pendarahan

(Rahmawati et al., 2020).
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2.3.2 Klasifikasi dan Taksonomi

Secara sistematis, berikut klasifikasi tanaman sirih:

Tabel 2.4 Taksonomi Piper betle

Klasifikasi Nama
Kingdom Plantae
Divisi Magnoliophyta
Subdivisi Magnoliopsida
Kelas Magnoliidae
Ordo Piperales
Famili Piperaceae
Genus Piper
Spesies Piper betle L.

Sumber: (Sarjani et al., 2017)

2.3.3 Morfologi

Tanaman sirih batangnya berwarna coklat kehijauan,
bentuknya bulat, beralur, serta dilengkapi dengan buku-buku yang
menjadi tempat keluarnya akar. Daunnya tunggal, berbentuk seperti
hati di bagian pangkal dan meruncing di ujung, dengan tepi yang rata.
Permukaan daun sirih licin, dengan tulang daun yang menyirip,
memiliki panjang antara 5 hingga 8 cm dan lebar 2 hingga 5 cm.
Daunnya tumbuh secara berseling, bertangkai, dan mengeluarkan
aroma khas ketika diremas, dengan panjang daun berkisar antara 6

hingga 17,5 cm dan lebar 3,5 hingga 10 cm (Siregar et al., 2021).

P/ 1= - » , Y‘:‘;

3

Gambar 2. 3 Morfologi Daun Sirih.
Sumber: (Sarjani et al., 2017)
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Akar sirih merupakan akar tunggang yang berbentuk lonjong,
berwarna coklat kekuningan, tumbuh merambat, dan memiliki
banyak tunas baru yang muncul di bagian akar. Batang tanaman sirih
berwarna hijau kecoklatan, berbentuk bulat dengan ruas-ruas, dan
dilengkapi dengan sulur-sulur tempat tumbuhnya akar. Bunga sirih
berbentuk bulir dan terkulai, ditutupi oleh daun pelindung elips
dengan diameter sekitar 1 mm. Bunga jantan memiliki tangkai yang
panjangnya 1,5 hingga 3 cm dan benang sari yang pendek, sedangkan
bunga betina memiliki tangkai antara 2,5 hingga 6 cm dengan kepala
putik yang lebih panjang. Buah sirih berbentuk bulat telur kecil
dengan ujung gundul dan berwarna abu-abu sampai hitam, ditutupi
rambut-rambut halus, tersembunyi, berwarna kehijauan sampai
keabu-abuan, dan berdaging. Bagian dalam buah berbentuk bulat
pipih dengan biji berwarna hitam, dan setiap buahnya berisi 10

sampai 20 biji (Siregar ef al., 2021).

2.3.4 Manfaat dan Kandungan Tanaman Sirih

Tanaman sirth memiliki berbagai manfaat obat, termasuk
untuk sakit kepala, sakit kulit, radang mata, hidung berdarah,
trakoma, bisul, kerusakan gigi, bau mulut, gusi bengkak, radang
tenggorokan, sariawan, asam urat, penyakit jantung, produksi ASI
yang berlebihan, batuk kering, dan keputihan. Tanaman sirih
memiliki nilai ekonomis yang tinggi karena banyak kegunaannya
yang bermanfaat dalam kehidupan masyarakat, termasuk dalam
bidang ekonomi. Salah satu contoh pemanfaatannya yang dapat
meningkatkan nilai ekonomi adalah penggunaan daun sirih (Piper
betle) sebagai bahan dasar pembuatan hand sanitizer yang memiliki

sifat antiseptik (Siregar et al., 2021).
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Tabel 2.5 Penelitian Terdahulu Uji Aktivitas Antibakteri Daun Sirih

Nama

& Judul Metode Peflleﬁiztlilan Persamaan Perbedaan
Tahun
Aktivitas Zona Sama-sama
Antibakteri hambat )
Ekstrak tertinggi menggunakan Meng gunakgn
Wahyu Etanol pada 7,5% ekstrak etanol konsentrasi
,070 .. _
nier DaunSirh  Uji Difusi  =10.9 ‘fﬁ‘ﬁiﬁ ge‘;‘j/a%in
al., Hijau Cakram mm; zona J n -
(2024) terhada hambat metode difusi hasil zona
% P terendah cakram hambat relatif
pneumonia pada 3% = melawan K ) kecil
o 4 mm pneumoniae
.. Zona
Uji Menggunakan
Aktivitas t};?':il;ggi ﬁ:ﬁi}iikn:n konsentrasi
Antlbak.t?rl Uji Difusi  pada 100%  ekstrak daun tinggi dari
Raudah  Daun Sirih - . . pelarut
.. Cakram =26,7 sirih efektif
et al. Hijau mm: zona scbagai metanol (20—
) )
(2022) terhadap hambat antibakteri .1 00%)
K. terendah terhadap K. hasilnya zona
pneumonia o p A hambat jauh
pada 20% pneumoniae .
e ~ 187 mm lebih besar

Sumber: (Raudah et al., 2022; Wahyuni et al., 2024)

2.4 Uji Fitokimia

Uji

fitokimia merupakan prosedur

yang dilakukan untuk

menganalisis kandungan senyawa kimia yang ada dalam sampel tumbuhan

atau hewan, baik secara menyeluruh atau hanya pada bagian-bagian spesifik

dari sampel tersebut. Tujuan utama dari uji fitokimia adalah untuk

mengidentifikasi senyawa-senyawa bioaktif yang mungkin memiliki efek

farmakologis, yang dapat berpotensi menjadi sumber pengembangan obat-

obatan baru, termasuk obat dengan sifat antibakteri, antivirus, dan manfaat

terapeutik lainnya (Jonathan et al., 2024).
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2.4.1 Kandungan Fitokimia Daun Kelor dan Daun Sirih
2.4.1.1 Daun Kelor

Daun kelor memiliki kandungan senyawa kimia seperti
flavonoid, alkaloid, steroid, tannin, fenolat, dan triterpenoid
yang bekerja sebagai antikanker dan antibakteri. Selain itu,
kelor juga mengandung antioksidan seperti vitamin A (alpha
& beta-carotene) dan vitamin E, serta karotenoid, yang
merupakan antioksidan larut dalam minyak. Senyawa-
senyawa ini dapat digunakan untuk mengabsorbsi radikal
bebas yang terdapat pada minyak goreng bekas (Novitasari &
Nazilah, 2020; Saputra et al., 2020).

Pada penelitian uji kandungan fitokimia pada daun
kelor yang dilakukan Rivai, (2020) menunjukkan hasil seperti
berikut.

Tabel 2.6 Uji Kandungan Fitokimia Daun Kelor

No Golongan senyawa Hasil Keterangan
Terdapat bercak berwarna
1 Flavonoid + kuning setelah disemprot AICI3,
10%
) Tannin + Terdapat bercak berwarna hitam

setelah disemprot FeCl3, 5%
Terdapat bercak berwarna
3 Terpenoid + merah muda kecoklatan setelah
disemprot H2SO4
Terdapat endapan putih setelah
4 Alkaloid + ditambahkan pereaksi
Dragendorf
Terbentuk busa stabil setelah
dipanaskan dan dikocok

5 Saponin +

Sumber: (Rivai, 2020)

2.4.1.2 Daun Sirih

Daun sirih hijau mengandung berbagai senyawa
fitokimia seperti tanin, saponin, dan flavonoid yang berfungsi
sebagai antimikroba dan antioksidan. Pada daun ini juga

terdapat senyawa utama lainnya seperti alkaloid, terpenoid,
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steroid, dan senyawa fenolik. Meskipun senyawa fitokimia
memberikan efek farmakologis, beberapa di antaranya
memiliki kelemahan, seperti ketidakstabilan terhadap suhu
tinggi dan paparan cahaya yang kuat, sehingga mudah
mengalami oksidasi, contohnya flavonoid dan polifenol. Daun
sirth hijau mengandung sekitar 4,2% minyak atsiri yang
sebagian besar terdiri dari betephenol, cineol, metil eugenol,
kariofilen, kavikol, kavibekol, estragol, dan terpinen.
Kandungan fenol seperti carvacrol dan senyawa
fenilpropanoid seperti eugenol dan kavikol pada minyak atsiri
ini diketahui memiliki kemampuan antimikroba yang kuat,
baik terhadap bakteri maupun jamur (Nisyak et al., 2022).
Pada penelitian (Vifta et al., 2017) juga dapat disimpulkan
bahwa kandungan senyawa fitokimia dalam daun sirih hijau,
seperti tanin, saponin, dan flavonoid, berfungsi sebagai
antimikroba dan memiliki kemampuan antiseptik yang
sebanding dengan antibiotik.

Pada penelitian uji kandungan fitokimia pada daun sirih
yang dilakukan (N. K. W. Putri et al., 2023) menunjukkan
hasil seperti berikut.

Tabel 2.7 Uji Kandungan Fitokimia Daun Sirih

Golongan senyawa Reagen Hasil Ket
. Terbentuknya
+
Alkaloid Mayer endapan putih

Dragendorff Mg Terdapat endapan

Flavonoid + HCl pekat jingga warna jingga *
Tanin FeCl3 Hijau kehitaman +
Akuadest +
Saponin kocok 10 detik Terbentuknya busa +
HCI1N
Kloroform +
. asam asetat Terbentuknya cincin
Steroid anhidrat + berwarna hijau -
H2S04

Sumber: (Putri et al, 2023)
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2.4.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu senyawa alami dari tumbuhan
yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan. Antioksidan berfungsi
dalam proses penyembuhan luka dengan cara menetralisir radikal
bebas sehingga dapat mencegah terjadinya reaksi oksidasi. Tubuh
memproduksi antioksidan endogen, namun ketika stres oksidatif
meningkat, diperlukan suplementasi antioksidan eksogen. Flavonoid
merupakan metabolit sekunder yang tersusun atas cincin benzopiron
dengan gugus fenolik atau polifenolik pada berbagai posisi. Senyawa
ini banyak ditemukan dalam buah-buahan, sayuran, biji-bijian,
kacang-kacangan, batang, bunga, dan biji tanaman. Keberadaan
senyawa fitokimia aktif ini memberikan nilai farmakologis pada
tanaman, sehingga flavonoid dikenal luas sebagai agen terapeutik.
Flavonoid secara alami disintesis melalui jalur fenilpropanoid dan
aktivitas biologisnya sangat bergantung pada mekanisme absorpsi
dan ketersediaannya dalam tubuh (Akbar ef al., 2024; Febriyanti et
al., 2024; Ullah et al., 2020).

Berdasarkan struktur kimianya, flavonoid diklasifikasikan ke
dalam beberapa jenis, seperti anthoxanthin (flavanon dan flavanol),
flavanon, flavonol, flavan, chalcone, antosianidin, dan isoflavonoid.
Contoh flavonoid yang ditemukan secara alami meliputi narigenin
dan hesperetin pada jeruk dan anggur, serta antosianin dan glikosida
kuersetin pada murbei. Flavonoid telah digunakan secara luas sebagai
agen antikanker, antimikroba, antivirus, antiangiogenik, antimalaria,
antioksidan, neuroprotektif, antitumor, serta antiproliferatif (Ullah et

al., 2020).

2.4.3 Tanin

Tanin adalah senyawa polifenol dengan massa molekul yang

besar (lebih dari 500). Struktur tanin terdiri dari gugus flavan-3-ol
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yang terhubung melalui ikatan karbon pada posisi C4-C6 atau C4-CS.
Berdasarkan struktur kimianya, tanin dapat diklasfikasikan menjadi
dua, yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Dalam konteks
kesehatan, tanin diketahui memiliki berbagai manfaat, antara lain
sebagai obat antidiare, zat antioksidan, antibakteri, dan astringen

(Sunani & Hendriani, 2023).

2.4.4 Terpenoid

Terpenoid awalnya dikenal sebagai senyawa hidrokarbon
siklik yang berasal dari minyak atsiri tumbuhan dengan rumus
molekul CioHis. Kini, istilah ini mencakup kelompok metabolit
sekunder lain yang berasal dari unit isoprena. Ketika struktur senyawa
tersebut mengalami perubahan, maka disebut terpenoid. Bersama
dengan steroid, terpenoid tergolong dalam kelompok besar
isoprenoid. Terpenoid tidak hanya hadir sebagai hidrokarbon, namun
juga dalam bentuk derivat beroksigen seperti alkohol, aldehid, asam
karboksilat, keton, ester, dan glikosida. Proses biosintesis terpenoid
berlangsung melalui dua jalur utama, yaitu jalur mevalonat (MVA) di
sitoplasma dan jalur deoksi-D-xilulosa-5-fosfat (DXP) di plastida.
Jalur MVA menghasilkan metabolit sekunder seperti seskuiterpen,
sterol, dan triterpen, sedangkan jalur DXP menghasilkan monoterpen,
diterpen, dan tetraterpene. Senyawa golongan terpenoid memiliki
aktivitas farmakologi yang menarik, berfungsi sebagai antiviral,
antibakteri, antiinflamasi, serta menghambat sintesis kolesterol dan

memiliki sifat antikanker (Parekh ef al., 2024; Soliha et al., 2017).

2.4.5 Alkaloid

Alkaloid adalah senyawa organik yang memiliki struktur
cincin siklik dan mengandung satu atau lebih atom nitrogen yang

bersifat basa. Senyawa ini banyak ditemukan sebagai metabolit
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sekunder dalam tanaman dan hewan, walaupun sebagian besar
penelitian farmakologis lebih difokuskan pada alkaloid dari
tumbuhan. Alkaloid biasanya disintesis dari asam amino dan
ditemukan dalam biji, akar, batang, dan daun dari berbagai famili
tanaman seperti Solanaceae, Papaveraceae, dan Amaryllidaceae.
Alkaloid bersifat larut dalam kondisi asam dan dapat melewati
membran lipid saat netral. Senyawa ini telah dimanfaatkan dalam
pengobatan, seperti morfin dan kodein sebagai analgesik, quinine
untuk malaria, serta vincristine dan vinblastine sebagai agen
antikanker. Selain itu, efek farmakologis lainnya meliputi antibakteri,
antiasma, antihiperglikemik, dan sebagai stimulan atau relaksan

(Olofinsan et al., 2023).

2.4.6 Saponin

Saponin merupakan senyawa yang bersifat polar dan mudah
larut dalam air. Ketika mengalami hidrolisis, senyawa ini akan
menghasilkan aglikon. Saponin banyak ditemukan pada berbagai
jenis tumbuhan, terutama yang memiliki massa molekul besar.
Senyawa ini berbentuk glikosida, di mana molekul gula terikat pada
aglikon jenis triterpen atau steroid. Umumnya, gula tersebut
menempel pada satu gugus hidroksil (OH), khususnya di posisi C-3,
atau bisa juga pada dua gugus OH, atau kombinasi antara satu gugus
OH dan satu gugus karboksil (COOH). Untuk memastikan
keberadaan saponin pada tanaman seperti rumput mutiara, diperlukan
proses identifikasi senyawa. Saponin dikenal memiliki berbagai
khasiat, di antaranya sebagai antiradang, antimikroba, serta memiliki

aktivitas sitotoksik (Ismawati et al., 2021).
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2.4.7 Fenol

Senyawa fenol adalah senyawa yang memiliki gugus
hidroksil (-OH) yang melekat langsung pada cincin aromatik
hidrokarbon. Aktivitas biologisnya, termasuk antibakteri dan
antifungi, dipengaruhi oleh jumlah gugus hidroksil yang terdapat
pada cincin benzena. Di dalam tumbuhan, senyawa fenol dapat
diklasifikasikan menjadi beberapa kelompok, antara lain fenol
sederhana, benzokuinon, asam fenolat, asetofenon, naftokuinon,
xanton, bioflavonoid kumarin, stilben, turunan tirosin, asam
hidroksi sinamat, flavonoid, lignan, dan tanin. Fenol merupakan
metabolit sekunder yang banyak ditemukan pada tanaman dan
memiliki kemampuan untuk merusak membran sel mikroba,
sehingga dapat mengubah permeabilitas sel dan menghambat
pertumbuhan atau bahkan membunuh sel mikroba (Pallawagau et

al., 2019).

2.5 Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode yang digunakan untuk memisahkan
berbagai komponen kimia dari campurannya dengan bantuan pelarut yang
tepat. Keberhasilan ekstraksi sangat ditentukan oleh luas permukaan serbuk
simplisia yang bersentuhan langsung dengan pelarut; semakin halus serbuk
simplisia, semakin optimal proses ekstraksi. Saat memilih metode ekstraksi,
beberapa aspek penting harus diperhatikan, termasuk sifat senyawa, jenis
pelarut yang digunakan, dan ketersediaan alat. Struktur kimia senyawa,
suhu, dan tekanan juga merupakan faktor penting dalam proses ini.
(Hujjatusnaini ef al., 2021).

Pemilihan pelarut didasarkan pada polaritas senyawa yang ingin
diambil. Ekstraksi bertingkat sering digunakan, yaitu dengan memanfaatkan
pelarut dari yang paling nonpolar hingga yang paling polar. Urutan umum
pelarut yang digunakan terdiri dari heksana atau petroleum eter (nonpolar),

diikuti oleh kloroform atau diklorometana, kemudian etanol atau metanol
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(semi-polar), dan terakhir air (polar) jika diperlukan. Sebelum proses
ekstraksi dilakukan, simplisia dikumpulkan dan dibersihkan dari pengotor
melalui proses pemilahan atau pencucian. Proses ekstraksi umumnya terdiri
dari tiga langkah utama. Pertama, sejumlah pelarut ditambahkan untuk
dikontakkan dengan sampel sehingga terjadi proses difusi. Kedua, senyawa
yang diinginkan akan larut ke dalam pelarut membentuk fase ekstrak.
Ketiga, fase ekstrak kemudian dipisahkan dari sisa sampel atau residu

(Hujjatusnaini et al., 2021).

2.5.1 Metode Ekstraksi

Umumnya, metode ekstraksi diklasifikasikan ke dalam dua
kelompok, yang pertama ekstraksi padat-cair, metode ini bertujuan
memisahkan senyawa aktif dari campuran padatan, seperti serbuk
simplisia. Kedua, ekstraksi cair-cair, digunakan untuk memisahkan
senyawa yang terkandung dalam campuran cairan. Terdapat berbagai
metode yang dapat digunakan pada penelitian bahan alam,
diantaranya adalah maserasi, perkolasi, refluks, soxhletasi, infusa,
dekoktasi, destilasi, counter current extraction, ultrasonic extraction,
gelombang mikro, hingga ekstraksi menggunakan pelarut gas
superkritis. Di antara metode-metode ini, maserasi dan soxhletasi
adalah metode yang paling umum digunakan (Hujjatusnaini et al.,
2021).

1. Maserasi
Maserasi merupakan metode yang dipakai untuk bahan yang tidak
tahan terhadap panas. Teknik ini dilakukan dengan merendam
serbuk simplisia dalam pelarut tertentu pada temperatur ruangan
(20-30°C) selama waktu tertentu, umumnya sambil diaduk selama
15 menit untuk mempercepat pelarutan senyawa aktif. Metode ini
tidak merusak senyawa yang mudah rusak akibat panas
(termolabil), serta alat dan prosedurnya relatif mudah. Prinsip
dasar maserasi adalah kemampuan pelarut untuk melewati dinding

sel tumbuhan dan melarutkan zat aktif yang terkandung di
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dalamnya. Cairan pelarut akan masuk melalui dinding sel ke
dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Dengan adanya
perbedaan konsentrasi, zat aktif akan keluar dari sel dan larut
dalam pelarut. Proses ini terus berlanjut hingga tercapai
keseimbangan konsentrasi antara zat aktif di dalam dan di luar sel
(Anggista et al., 2019; Asworo & Widwiastuti, 2023).
2. Soxhletasi

Soxhletasi merupakan metode ekstraksi menggunakan alat khusus
yang memungkinkan terjadinya ekstraksi secara terus-menerus
dengan pelarut segar. Proses ini melibatkan pemanasan pelarut
hingga menguap, kemudian uap tersebut dikondensasikan oleh
pendingin balik dan menetes ke dalam ruang ekstraksi yang berisi
simplisia. Setelah mencapai volume tertentu, pelarut yang
mengandung senyawa aktif akan kembali ke labu pemanas melalui
saluran samping alat, dan proses ini berulang secara otomatis.
Metode ini sangat efisien untuk ekstraksi senyawa aktif, terutama
yang tahan panas. Pemilihan pelarut yang tepat sangat penting
dalam soxhletasi. Pelarut yang baik adalah pelarut yang memiliki
kemampuan melarutkan tinggi terhadap senyawa target, yang
sangat bergantung pada kecocokan polaritas antara pelarut dan

senyawa yang diekstrak (Hujjatusnaini et al., 2021).

2.5.2 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Ekstraksi

Adapun faktor yang dapat memengaruhi proses ekstraksi
mencakup suhu, kecepatan pengadukan, ukuran dan bentuk partikel,
kondisi bahan padat, jenis serta jumlah pelarut, serta metode dan
durasi ekstraksi. Dalam ekstraksi, perpindahan massa terjadi sebagai
proses fisika, di mana zat berpindah dari konsentrasi tinggi ke
konsentrasi yang lebih rendah. Semakin besar perbedaan konsentrasi,
semakin cepat laju perpindahan massa hingga mencapai
kesetimbangan. Faktor-faktor tersebut sangat penting untuk

diperhatikan agar proses ekstraksi dapat berlangsung optimal dan
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menghasilkan senyawa aktif yang diinginkan (Anggista et al., 2019;
Asworo & Widwiastuti, 2023).

Metode ekstraksi dan ukuran partikel juga berperan penting.
Ukuran partikel berpengaruh pada luas permukaan kontak antara
bahan dan pelarut. Semakin kecil ukuran partikel, maka luas
permukaan kontak akan semakin besar, dan jarak difusi zat terlarut
menjadi semakin pendek, sehingga proses ekstraksi dapat terlaksana
dengan lebih cepat dan efisien. Lama waktu ekstraksi juga
berpengaruh terhadap jumlah senyawa yang berhasil diambil. Jika
waktu ekstraksi terlalu singkat, senyawa aktif mungkin belum
sepenuhnya larut. Sebaliknya, jika terlalu lama, efektivitas ekstraksi
tidak akan meningkat karena pelarut sudah mencapai kejenuhan.
Berdasarkan pertimbangan tersebut, digunakan variasi lama maserasi
selama 24 jam, 30 jam, dan 36 jam untuk mendapatkan hasil ekstraksi

yang optimal (Anggista ef al., 2019; Asworo & Widwiastuti, 2023).

2.6 Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa metabolit yang dihasilkan atau
disintesis oleh berbagai jenis mikroorganisme, yang pada konsentrasi
rendah memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan serta
reproduksi bakteri. Zat antibakteri yang ideal seharusnya memiliki sifat
toksisitas  selektif, yaitu mampu membunuh atau menghambat
mikroorganisme patogen tanpa merusak sel tubuh inangnya. Berdasarkan
mekanisme kerjanya, senyawa ini dapat bekerja dengan cara membunuh
mikroorganisme secara langsung (bakterisidal) atau dengan menghambat

pertumbuhannya tanpa membunuhnya (bakteriostatik) (Nazar, 2023).
2.6.1 Mekanisme Kerja Antibakteri

1. Antibiotik dengan Kerja Target Dinding Sel
Dinding sel bakteri adalah salah satu sasaran yang tepat untuk
agen antimikroba. Dinding sel terdiri dari peptidoglikan, yang

terdiri dari dua jenis gula, yaitu N-asetilglukosamin dan asam N-
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asetilmuramat. Rantai samping peptida pada peptidoglikan
membentuk ikatan silang, yang memberikan kekuatan struktural
pada dinding sel. Antibiotik yang menargetkan dinding sel bakteri
termasuk B-laktam (penisilin, sefalosporin, karbapenem, dan
monobaktam), glikopeptida, daptomisin, dan kolistin. Antibiotik
ini menghambat sintesis peptidoglikan, yang merusak dinding sel
dan membuat bakteri mudah pecah. Dengan demikian, dinding sel
bakteri menjadi titik lemah yang dapat dieksploitasi dalam
pengembangan terapi antimikroba (Anggita et al., 2022).
Menghambat Sintesis Protein

Sintesis protein adalah proses vital bagi bakteri untuk berkembang
biak. Proses ini dimulai dengan transkripsi gen bakteri menjadi
RNA dan kemudian diterjemahkan oleh ribosom menjadi protein.
Antibiotik yang menghambat sintesis protein bekerja dengan
mengintervensi  berbagai  tahap proses ini, termasuk
penghambatan pembacaan mRNA oleh ribosom. Beberapa
antibiotik yang menghambat sintesis protein antara lain
rifampisin, aminoglikosida, makrolid, tetrasiklin, kloramfenikol,
klindamisin, dan linezolid. Antibiotik ini menghambat ribosom
bakteri atau enzim yang terlibat dalam sintesis protein (Anggita et
al., 2022).

Target DNA atau Replikasi DNA

Replikasi DNA adalah proses di mana bakteri menggandakan
materi genetiknya untuk pembelahan sel. Antibiotik yang
menargetkan DNA bakteri bekerja dengan mengganggu proses
ini, misalnya dengan menghambat sintesis nukleotida yang
diperlukan untuk pembentukan DNA atau menghambat enzim
yang terlibat dalam replikasi DNA. Antibiotik yang menargetkan
DNA antara lain sulfa, kuinolon, dan metronidazol. Antibiotik ini
mengganggu jalur sintesis folat atau enzim yang terlibat dalam
replikasi DNA, yang menghambat kemampuan bakteri untuk
berkembang biak (Anggita et al., 2022).



34

2.7 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri merupakan prosedur yang dipakai untuk
menilai kemampuan suatu senyawa atau sampel untuk menghambat
dan/atau membunuh bakteri tertentu. Terdapat beberapa metode yang bisa
digunakan untuk mengukur aktivitas antibakteri, termasuk difusi,
pengenceran, dan mikrodilusi kaldu. Pada metode difusi, terdapat dua jenis
yang umum digunakan yaitu difusi cakram dan difusi sumur. Metode difusi
bertujuan untuk mengetahui sensitivitas bakteri terhadap antibiotik, yaitu
sejauh mana bakteri mampu tumbuh di sekitar sumber antibiotik.
Sedangkan metode dilusi, yang meliputi dilusi padat agar dan dilusi cair,
digunakan untuk menentukan Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
dan Minimum Bacterisidal Concentration (MBC) yaitu konsentrasi terkecil
dari suatu senyawa yang mampu menghambat atau membunuh bakteri.
Dengan menggunakan metode ini, para peneliti dapat mengevaluasi
efektivitas senyawa antibakteri dan menentukan dosis yang tepat untuk
aplikasi klinis (Nurul et al., 2023).

Selain itu, untuk mendalami lebih lanjut efek antibakteri dari suatu
senyawa, terdapat metode lain seperti uji time-kill dan metode fluks
sitofluorometrik. Uji time-kill dapat memberikan informasi tentang sifat
efek antibakteri, apakah bersifat bakterisidal (membunuh bakteri) atau
bakteriosid (menghambat pertumbuhannya), serta sifat efek tersebut apakah
tergantung pada waktu atau konsentrasi. Metode ini juga dapat
mengungkapkan kerusakan yang terjadi pada sel mikroorganisme uji.
Dengan menggunakan berbagai teknik ini, penelitian tentang aktivitas
antibakteri dapat dilakukan secara lebih mendalam untuk mengetahui
mekanisme dan efektivitas suatu senyawa dalam melawan infeksi bakteri

(Balouiri et al., 2016; Nurul ef al., 2023).

2.7.1 Metode Difusi Cakram

Metode difusi cakram merupakan cara yang terstandarisasi

dan tepat untuk menguji aktivitas antibakteri, yang disarankan oleh
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dan European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
dengan waktu inkubasi 16—18 jam untuk mayoritas spesies dan
kombinasi obat. Metode yang dikenal sebagai Uji Difusi Cakram
Kirby Bauer ini digunakan sebagai alternatif yang efektif untuk
metode broth. Prinsip dasar uji ini adalah dengan mengoleskan
inokulum bakteri (sekitar 1-2 x 10"8 CFU/mL) ke permukaan
lempeng agar Mueller-Hinton berdiameter 150 mm. Kemudian, 12
disk antibiotik dengan konsentrasi tetap ditempatkan pada permukaan
agar yang telah diinokulasikan. Media tersebut selanjutnya diinkubasi
pada suhu 35-37°C selama 16-24 jam sebelum hasil uji dievaluasi
(Nurul et al., 2023).

Jika antibiotik efektif terhadap bakteri pada konsentrasi
tertentu, bakteri tidak akan tumbuh di area agar yang memiliki
konsentrasi antibiotik lebih tinggi dari konsentrasi efektifnya.
Wilayah tanpa pertumbuhan bakteri ini dikenal sebagai zona hambat,
yang dapat terlihat dengan perbedaan warna yang jelas dibandingkan
dengan daerah pertumbuhan bakteri. Pengukuran diameter zona
hambat ini dapat menunjukkan apakah antibiotik efektif dalam
pengobatan atau tidak. Semakin besar diameter zona hambat, semakin
efektif antibiotik tersebut. Rentang diameter yang tepat sudah
terdokumentasi dengan baik dan distandarisasi oleh Clinical &
Laboratory Standards Institute (Bhargav et al., 2016).

Uji difusi cakram memiliki banyak kelebihan, seperti biaya
yang rendah, fleksibilitas, dan memungkinkan pertumbuhan
organisme yang dapat terlihat dengan jelas. Keuntungan lainnya
adalah memungkinkan pengujian langsung terhadap kerentanannya
(Direct Susceptibility Testing, DST). Metode ini sederhana dan hemat
biaya, memerlukan peralatan khusus yang minim, sehingga dapat
diakses oleh peneliti dengan sumber daya terbatas. Uji ini
memungkinkan evaluasi simultan berbagai substansi uji terhadap

mikroorganisme tunggal, serta analisis perbandingan aktivitas
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antibakterinya. Walaupun memberikan informasi kualitatif, adanya
zona hambat yang jelas dapat memberikan indikasi relatif tentang
potensi agen antimikroba. Selain itu, protokol terstandarisasi dari uji
difusi agar memastikan hasil yang konsisten, memudahkan
perbandingan hasil antar studi dan laboratorium (Hossain, 2024;
Nurul et al., 2023).

Meskipun uji difusi cakram menawarkan banyak kelebihan,
peneliti perlu memperhatikan beberapa keterbatasannya, seperti
sifatnya yang kualitatif, variabilitas difusi, aplikasi terbatas,
ketergantungan pada kondisi tertentu, dan subjektivitas dalam
interpretasi. Uji ini menghasilkan hasil kualitatif yang menunjukkan
adanya atau tidak adanya aktivitas antibakteri melalui pembentukan
zona hambat, yang digunakan sebagai ukuran relatif aktivitas
antibakteri, bukan pengukuran kuantitatif atau Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). Ukuran zona hambat dapat dipengaruhi oleh
faktor-faktor seperti suhu, kelembapan, dan pH, yang memengaruhi
laju difusi senyawa uji di agar. Selain itu, variabilitas hasil dapat
terjadi karena berat molekul, kelarutan, dan laju difusi, yang

memengaruhi penyebaran substansi uji di agar (Hossain, 2024).

2.7.2 Metode Dilusi

Metode dilusi agar dan dilusi broth adalah dua teknik yang
penting untuk menentukan Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
dari agen antimikroba. MIC adalah konsentrasi terendah dari agen
antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
Perbedaan utama antara kedua metode ini terletak pada media yang
digunakan, yaitu metode dilusi agar menggunakan pelat agar,
sementara metode dilusi broth menggunakan tabung cairan broth.
Pada kedua metode ini, berbagai konsentrasi agen antimikroba
dicampurkan ke dalam media, lalu inokulum bakteri dalam jumlah
standar diterapkan ke media tersebut. MIC ditentukan dengan

mengamati apakah ada atau tidaknya pertumbuhan mikroba. Kedua
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metode ini penting untuk membantu pemilihan terapi antimikroba
yang tepat dan memantau perubahan dalam kepekaan antimikroba
dari waktu ke waktu. Selanjutnya, Minimum Bacterisidal
Concentration (MBC) dapat ditentukan dengan cara menggoreskan
larutan tersebut pada media endo agar padat, kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam. MBC ditetapkan pada konsentrasi
terendah di mana tidak terdapat pertumbuhan koloni bakteri pada
media (Hasriyani et al., 2021; Hossain, 2024).

Pada metode dilusi agar, sejumlah pelat agar disiapkan dengan
konsentrasi berbeda dari agen antimikroba yang diuji. Inokulum
bakteri dengan jumlah yang telah distandarisasi kemudian diletakkan
di permukaan setiap pelat agar. Setelah diinkubasi, pelat-pelat
tersebut diperiksa untuk melihat ada tidaknya pertumbuhan mikroba.
MIC ditentukan sebagai konsentrasi terendah dari agen antimikroba
yang mampu sepenuhnya menghambat pertumbuhan mikroorganisme
yang tampak di permukaan agar. Sebaliknya, pada metode dilusi
broth, ada dua varian yang tergantung pada volume campuran reaksi
makrodilusi dan mikrodilusi. Pada makrodilusi, digunakan tabung
dengan volume lebih besar, sementara mikrodilusi dilakukan pada
sumur dalam pelat mikrotiter dengan volume lebih kecil. Tabung atau
sumur diisi dengan media cair yang mengandung konsentrasi berbeda
dari agen antimikroba. Inokulum bakteri yang telah distandarisasi
ditambahkan ke setiap tabung atau sumur, kemudian tabung atau pelat
mikrotiter diinkubasi dalam kondisi terkendali. Pertumbuhan mikroba
dinilai menggunakan spektrofotometer atau pembaca pelat mikro, dan
MIC ditentukan sebagai konsentrasi terendah yang menghambat
pertumbuhan mikroorganisme di dalam broth (Hossain, 2024).

Metode dilusi agar dan broth telah distandarisasi oleh
organisasi internasional seperti CLSI dan EUCAST, dan diakui secara
luas sebagai metode yang dapat diandalkan untuk menentukan
kepekaan antimikroba. Metode dilusi agar dianggap sebagai standar

emas karena akurasi dan konsistensinya, sering digunakan untuk
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menguji efektivitas antibiotik baru terhadap panel bakteri yang besar.
Salah satu keuntungan dari metode dilusi agar adalah kemampuannya
untuk memeriksa pertumbuhan bakteri secara visual pada pelat agar,
yang menyederhanakan deteksi tanpa bergantung pada perubahan
kekeruhan atau warna. Hal ini memudahkan untuk mengidentifikasi
pertumbuhan bakteri dibandingkan dengan metode dilusi broth, di
mana perubahan kekeruhan mungkin lebih sulit dinilai (Hossain,
2024).

Namun, kedua metode ini juga memiliki keterbatasan. Kedua
metode ini memakan waktu karena memerlukan persiapan beberapa
pelat agar atau tabung broth, masing-masing dengan konsentrasi
antimikroba yang berbeda. Persiapan manual dari pengenceran serial
juga bisa sangat memakan waktu, terutama jika tidak dilakukan secara
otomatis. Selain itu, pelat agar memiliki umur simpan yang pendek
dan harus digunakan dalam waktu seminggu setelah persiapan.
Metode dilusi agar hanya dapat menguji satu agen antimikroba pada
satu waktu, sementara metode dilusi broth terbatas untuk menguji
satu organisme indikator per percobaan. Selain itu, metode ini
mungkin tidak cocok untuk menguji bakteri yang sulit tumbuh atau
lambat tumbuh, dan mungkin tidak cocok untuk semua jenis sampel

(Hossain, 2024).

2.8 Uji In Vitro

Uji in vitro adalah metode uji yang dilakukan di luar organisme
hidup, biasanya menggunakan media buatan yang menyerupai kondisi
optimal bagi pertumbuhan dan perkembangan mikroorganisme. Pengujian
ini digunakan untuk mengevaluasi efektivitas antimikroba ekstrak etanol
daun kelor dan ekstrak etanol daun sirih terhadap Klebsiella pneumoniae

(Santoso et al., 2022).
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2.9 Kerangka Teori

Infeksi Klebsiella
prneumoniae
v
Terapi Antimikroba
Kejadian resistensi Terapi
meningkat ' alternatif
A
Daun Kelor Tanaman obat Daun Sirih
Mengandung senyawa
aktif:
- Flavonoid
> - Alkaloid <
- Terpenoid
- Tannin
- Saponin
- Fenol
Uji Aktivitas Antibakteri terhadap
Klebsiella pneumoniae
Metode difusi Metode dilusi
cakram Pengujian secara in vitro cair
‘, l
Zona hambat MIC dan
MBC

Perbandingan efektivitas
antibakteri

[ 1 it
[ - Tidakditelii

Gambar 2. 4 Kerangka Teori. (Hidayah & Sopiyandi, 2018; Inggraini et al., 2024;
Islamiyati ef al., 2023; Sadiah et al., 2022; Suryanditha et al., 2024).
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2.10 Kerangka Konsep

Variabel bebas Variabel terikat
Ekstrak etanol
daun kelor
dengan l
konsentrasi
100%, 50%,
25%, 12,5%, Diameter zona hambat,
dan 6,25% MIC, dan MBC pada
Klebsiella pneumoniae
Ekstrak etanol
daun sirih T
dengan
konsentrasi

100%, 50%,
25%, 12,5%,
dan 6,25%

Gambar 2. 5 Kerangka Konsep.

2.11 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini dirumuskan sebagai berikut:

Ho:

Tidak terdapat perbedaan aktivitas antibakteri antara ekstrak etanol daun
kelor (Moringa oleifera) dengan ekstrak etanol daun sirih (Piper betle)
terhadap Klebsiella pneumoniae secara in vitro.

Ha:

Terdapat perbedaan aktivitas antibakteri antara ekstrak etanol daun kelor
(Moringa oleifera) dengan ekstrak etanol daun sirih (Piper betle) terhadap

Klebsiella pneumoniae secara in vitro.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan pendekatan kuantitatif dengan desain
eksperimental laboratorium in vitro bersifat komparatif. Penelitian ini
diawali dengan uji pendahuluan untuk memastikan bahwa konsentrasi
ekstrak yang telah ditetapkan menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
Klebsiella pneumoniae dengan metode difusi cakram. Kemudian uji utama
dilakukan dengan metode difusi cakram dan dilusi cair untuk
membandingkan efektivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor (Moringa

oleifera) dan daun sirih (Piper betle) terhadap Klebsiella pneumoniae.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Agustus - November
tahun 2025. Penelitian ini akan dilakukan di:

1. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam (FMIPA) Universitas Lampung untuk uji determinasi,
pembuatan ekstrak etanol daun kelor (Moringa oleifera) dan ekstrak
etanol daun sirih (Piper betle), dan uji fitokimia.

2. Laboratorium Mikrobiologi dan Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung untuk melakukan uji aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun kelor (Moringa oleifera) dan ekstrak etanol daun sirih

(Piper betle) terhadap Klebsiella pneumoniae.
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3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

3.3.1 Populasi Penelitian

Seluruh daun kelor dan daun sirih serta isolat murni bakteri

Klebsiella pneumoniae.

3.3.2 Sampel Penelitian

Daun kelor dan daun sirih, serta isolat Klebsiella pneumoniae
yang dipilih dari populasi, yang akan diuji berdasarkan kriteria
penelitian yang telah ditetapkan. Dalam penelitian ini, akan dilakukan
pemberian berbagai konsentrasi ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak
etanol daun sirih, yaitu pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%,
dan 6,25%, serta dilengkapi dengan kontrol positif dan kontrol
negatif. Untuk menentukan jumlah pengulangan yang dilakukan
dalam penelitian ini, digunakan rumus Federer.

(n-1) (k-1)>15
(n-1) (12-1)> 15
(n-1)11>15
IIn-11>15
11n>26
n>2.36
Keterangan
n = banyaknya sampel (pengulangan)

k = banyaknya perlakuan

Mengacu pada hasil perhitungan menggunakan rumus
Federer di atas, jumlah sampel yang digunakan adalah lebih dari atau
sama dengan 2,36. Jumlah ini akan dibulatkan menjadi 3 dan akan
menjadi acuan untuk pengulangan perlakuan dalam penelitian ini.
Sampel akan dibagi ke dalam 12 kelompok sehingga jumlah total

sampel uji yang digunakan adalah 36 sampel.
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Tabel 3.1 Kelompok Perlakuan

Kelompok Perlakuan
KH) Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan antibiotik
ciprofloxacin 5 pg
K () Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan etanol 96%

P1 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun kelor (Moringa oleifera) dengan konsentrasi 6,25%

P2 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun kelor (Moringa oleifera) dengan konsentrasi 12,5%

P3 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun kelor (Moringa oleifera) dengan konsentrasi 25%

P4 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun kelor (Moringa oleifera) dengan konsentrasi 50%

P5 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun kelor (Moringa oleifera) dengan konsentrasi 100%

Ql Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun sirih (Piper betle) dengan konsentrasi 6,25%

Q2 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun sirih (Piper betle) dengan konsentrasi 12,5%

Q3 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun sirih (Piper betle) dengan konsentrasi 25%

Q4 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol
96% daun sirih (Piper betle) dengan konsentrasi 50%

Q5 Kelompok Klebsiella pneumoniae yang diberikan ekstrak etanol

96% daun sirih (Piper betle) dengan konsentrasi 100%

3.4 Identifikasi Variabel Penelitian

3.4.1 Variabel Bebas (independent variable)

Variabel independen dalam penelitian ini adalah ekstrak

etanol 96% dari daun kelor dan daun sirih dengan konsentrasi 100%,

50%, 25%, 12,5%, dan 6,25% yang diuji terhadap Klebsiella

pneumoniae.

3.4.2 Variabel Terikat (dependent variable)

Variabel dependen dalam penelitian ini adalah diameter zona

inhibisi pertumbuhan Klebsiella pneumoniae, serta Minimum

Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bacterisidal

Concentration (MBC) yang dihasilkan oleh setiap ekstrak.



44

3.5 Kriteria Sampel
3.5.1 Kriteria Inklusi

1.

Isolat Klebsiella pneumoniae yang telah teridentifikasi secara
biokimia di laboratorium kesehatan.

Daun kelor (Moringa oleifera) dan daun sirih (Piper betle) segar,
tidak busuk, dan layak dijadikan sampel.

Ekstrak etanol daun kelor dan sirih yang diperoleh melalui metode
maserasi serta bebas dari kontaminasi.

Hasil uji antibakteri yang dapat diamati dengan jelas setelah proses

inkubasi standar selama 24 jam pada suhu 37°C.

3.5.2 Kriteria Eksklusi

1.

Isolat Klebsiella pneumoniae yang mengalami kontaminasi selama
proses kultur atau tidak menunjukkan pertumbuhan optimal.
Ekstrak etanol 96% daun kelor dan daun sirth yang mengalami
perubahan warna, bau, atau kontaminasi selama penyimpanan.
Cakram uji antibakteri yang tidak menempel dengan baik atau
bergeser pada saat inkubasi.

Sampel yang tidak menghasilkan hasil uji antibakteri yang dapat
diukur secara valid, baik berupa zona hambat dari metode difusi
cakram maupun nilai MIC/MBC dari metode dilusi cair, akibat

kontaminasi atau kesalahan prosedur teknis.



3.6 Definisi Operasional

Variabel

Ekstrak etanol
daun kelor
(Moringa
oleifera)

Ekstrak etanol
daun sirih
(Piper betle)

Zona Hambat

Minimum
Inhibitory
Concentration
(MIC)

Minimum
Bacterisidal
Concentration

(MBC)

Tabel 3.2 Definisi Operasional

Definisi Operasional

Ekstrak etanol daun

kelor (Moringa
oleifera) hasil
ekstraksi metode
maserasi dengan

pelarut etanol 96%

Ekstrak etanol daun
sirth  (Piper betle)
hasil ekstraksi metode
maserasi dengan
pelarut etanol 96%

Diameter daerah di
sekitar cakram yang
tidak terdapat
pertumbuhan bakteri
Klebsiella
pneumoniae

Konsentrasi minimum
dari ekstrak yang
dapat  menghambat
pertumbuhan bakteri
Klebsiella
pneumoniae

Konsentrasi minimum
dari ekstrak yang
dapat membunuh
pertumbuhan bakteri
Klebsiella

pneumoniae

Alat Ukur

Mikropipet
dan tabung
reaksi

Mikropipet
dan tabung
reaksi

Jangka

sorong

dalam
satuan mm

Tabung
reaksi,

pipet

MHA,
colony
counter

Hasil Ukur

Ekstrak etanol
96% daun kelor
dengan

konsentrasi 100%,
50%, 25%, 12,5%,

dan 6,25%
Ekstrak etanol
96% daun sirih
dengan

konsentrasi 100%,
50%, 25%, 12,5%,

dan 6,25%
Kriteria Davis dan
Stout, (1971)

1. Sangat kuat:
>21 mm

2. Kuat: 11-20
mm

3. Sedang: 6-10
mm

4. Lemah: <5
mm

Kriteria Holetz et

al., (2002)

1. Sangat kuat:
MIC <1
mg/mL

2. Kuat: MIC>1
mg/mL
sampai < 10
mg/mL

3. Sedang: MIC
> 10 mg/mL
sampai < 100
mg/mL

4. Lemah: MIC
> 100 mg/mL

1. Bakterisidal
jika rasio
MBC/MIC <4

2. Bakteriostatik
jika rasio
MBC/MIC >4

Skala
Ukur
Rasio

Rasio

Rasio

Rasio

Rasio
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3.7 Instrumen, dan Bahan Penelitian

3.7.1 Instrumen Penelitian

1.

> »w b

A S IR A

Jangka sorong
Autoklaf
Inkubator

Pipet dan
mikropipet
Cawan petri
Cakram disk
Kapas steril
Forsep atau pinset
Spidol permanen
Rak dan tabung

reaksi

3.7.2 Bahan Penelitian

. Bakteri Klebsiella

pneumoniae

. Daun kelor
. Daun sirih

. Media agar Mueller

Hinton

. Nutrient Agar

. Mueller Hinton

Broth

. Larutan standar

McFarland
Akuades steril

. Pelarut etanol 96%
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11. Tabung erlenmeyer
12. Batang pengaduk
13.  Ose bulat

14. Kertas saring

15. Gelas ukur

16.  Rotary evaporator
17. Blender

18. Sendok

19. Plastik wrap

20.  Aluminium foil

21. Timbangan analitik
22. Bejana

10. NaCl 0,9%

11. Alkohol 70%

12. Asam sulfat (H2SO4)

13. Asam klorida (HCI)

14. Asam asetat
(CH3COOR)

15. Reagen FeCl3

16. Reagen Mayer dan
Wagner

17. Antibiotik standar
(Ciprofloxacin 5 mcg)

18. Lampu spiritus
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3.8 Prosedur dan Alur Penelitian
3.8.1 Prosedur Penelitian

3.8.1.1 Determinasi Tanaman

Sebelum dikumpulkan sebagai sampel penelitian,
tanaman terlebih dahulu dilakukan proses determinasi. Tujuan
dari proses ini adalah untuk memastikan identitas tanaman
yang digunakan, sehingga dapat menghindari kesalahan dalam
pengambilan  bahan serta mencegah  kemungkinan
tercampurnya dengan jenis tanaman lain. Pada penelitian ini,
determinasi tanaman Kelor (Moringa oleifera) dan tanaman
Sirih (Piper betle) dilakukan di Laboratorium Botani FMIPA,
Universitas Lampung (Klau & Hesturini, 2021).

3.8.1.2 Persiapan Sampel dan Bahan

Daun kelor (Moringa oleifera) dan daun sirih (Piper
betle) yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari lokasi
pengambilan sampel. Daun diambil secara acak kemudian
diperiksa dan dipilih untuk memastikan tidak ada kerusakan
fisik atau tanda-tanda penyakit. Setelah itu, daun dicuci
dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran dan debu,
kemudian dikeringkan dengan metode kering angin dan di
bawah sinar matahari, lalu dilanjutkan menggunakan alat
pengering dengan suhu tidak melebihi 40°C, agar senyawa
aktif tidak rusak. Setelah kering, daun dihancurkan menjadi
serbuk menggunakan blender atau alat penggiling.

Semua peralatan yang akan digunakan dalam
penelitian aktivitas antibakteri harus disterilkan terlebih
dahulu sebelum digunakan. Semua alat dan media dibungkus
dengan kapas dan aluminium foil, kemudian dimasukkan ke

dalam autoklaf untuk disterilkan pada suhu 121°C selama 15-
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20 menit. Untuk pinset dan ose dapat disterilkan dengan cara

dibakar di atas api bunsen.

3.8.1.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kelor dan Daun Sirih

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelarut
etanol 96% melalui metode maserasi. Serbuk daun kelor dan
serbuk daun sirih ditimbang dan dimasukkan ke dalam bejana.
Kemudian masing-masing diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 96% dengan
perbandingan 1:10. Proses ekstraksi berlangsung selama 3
hari, dengan pengadukan dilakukan setiap 24 jam. Setelah itu,
ekstrak disaring menggunakan kain kasa atau filter kertas, dan
hasil saringan diuapkan menggunakan rotary evaporator pada
suhu 40°C untuk memperoleh ekstrak yang kental. Ekstrak
kental selanjutnya dilarutkan dalam pelarut yang digunakan
hingga diperoleh larutan induk. Larutan induk tersebut
kemudian digunakan untuk pembuatan seri pengenceran
bertingkat, dengan tingkat konsentrasi yang ditetapkan

berdasarkan hasil uji pendahuluan.

3.8.1.4 Uji Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan pada ekstrak etanol daun
kelor dan ekstrak etanol daun sirth untuk mengidentifikasi
kandungan metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak
tersebut.

a)  Uji Alkaloid
Siapkan tiga tabung reaksi. Kemudian, ekstrak
dimasukan pada masing-masing tabung reaksi
sebanyak 0,5 cc, lalu masukkan HCIbN sebanyak 3 ml
pada setiap tabung. Panaskan selama 5 menit. Setelah

dipanaskan, masing-masing reagen dimasukkan ke



b)

d)
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tabung sebanyak 3-5 tetes. Larutan positif A. Mayer
apabila berwarna kuning kejinggaan; A. Bouchardat
apabila berwarna jingga kecoklatan; A. Dragendorf
apabila berwarna jingga.
Uji Terpenoid/Steroid
Ekstrak dimasukan kedalam tabung reaksi sebanyak
0,5 cc, lalu diberi kloroform 3-5 tetes. Tambahkan
asam sulfat (H2SO4) dan asam asetat glasial
(CH3COOH) kedalam tabung reaksi. Larutan positif
mengandung terpenoid, jika terdapat perubahan
warna larutan menjadi merah semu dan positif
mengandung steroid jika berubah menjadi hijau.
Uji Flavonoid
Tabung diisi ekstrak sebanyak 0,5 cc dan dilarutkan
dengan 5 mL akuades kemudian dipanaskan selama 5
menit. Setelah itu diberi asam klorida (HCl) pekat
sebanyak 3-5tetes dan serbuk magnesium (Mg)
sebanyak 0,5 gram ditambahkan kedalam tabung
reaksi. Larutan positif mengandung flavonoid apabila
terjadi perubahan warna menjadi kuning kemerahan.
Uji Saponin
Tabung diisi ekstrak sebanyak 0,5 cc dan dilarutkan
dengan 5 mL akuades kemudian dipanaskan selama 5
menit. Setelah itu tambahkan sedikit etanol untuk uji
kestabilan larutan. Tambahkan akuades +3 ml dan
dikocok secara vertikal selama 10 detik. Larutan
positif saponin apabila terbentuk busa stabil.
Uji Tanin
Tabung diisi ekstrak sebanyak 0,5 cc dan dilarutkan
dengan 5 mL akuades kemudian dipanaskan selama 5

menit. Setelah itu ditambahkan 3-5 tetes Besi (III)
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Klorida (FeCl3). Larutan positif tanin, jika terbentuk
warna hijau kehitaman.

f) Uji Fenol
Tabung diisi ekstrak sebanyak 0,5 cc dan dilarutkan
dengan 5 mL akuades. Setelah itu ditambahkan 3-5
tetes Besi (I1I) Klorida (FeCl3).

3.8.1.5 Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan dilakukan untuk menilai efektivitas
konsentrasi ekstrak daun kelor (Moringa oleifera) dan daun
sirih (Piper betle) yang telah ditetapkan terhadap Klebsiella
pneumoniae sebelum uji utama. Ekstrak kental yang diperoleh
kemudian dilarutkan dalam etanol 96% hingga diperoleh
larutan stok 100%. Pengenceran ekstrak dilakukan untuk
mendapatkan konsentrasi uji sebesar 50%, 25%, 12,5%, dan
6,25% dari larutan stok dengan konsep two-fold dilution

menggunakan rumus:

M1xV1=M2xV2

Keterangan
M = konsentrasi awal (larutan stok)
V1 = volume larutan stok yang diperlukan
M: = konsentrasi akhir yang diinginkan
V2 = volume akhir larutan

Pengujian dilakukan menggunakan metode difusi
cakram secara sederhana dengan tujuan memperoleh
gambaran awal zona hambat maupun tingkat kekeruhan pada
masing-masing konsentrasi.

Seluruh uji pada tahap ini juga dilakukan dengan tiga
kali replikasi untuk menjamin konsistensi hasil. Uji
pendahuluan dilakukan untuk memperoleh gambaran awal

aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelor (Moringa
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oleifera) dan daun sirih (Piper betle) terhadap Klebsiella
pneumoniae pada variasi konsentrasi yang telah ditetapkan.
Konsentrasi terendah yang masih menunjukkan aktivitas
hambat digunakan sebagai acuan dalam pemilihan

konsentrasi pada uji utama.

3.8.1.6 Pembuatan Suspensi Bakteri

1. Pembuatan Media Nutrient Agar

Proses pembuatan media Nutrient Agar dimulai
dengan menimbang 2 gram serbuk Nutrient Agar, yang
kemudian dilarutkan dalam 100 mL akuades di dalam labu
erlenmeyer. Larutan tersebut diaduk hingga merata dan
dipanaskan di atas /ot plate sambil terus diaduk hingga
mendidih perlahan, untuk memastikan semua komponen
larut dengan sempurna. Setelah larutan homogen, labu
ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil dan
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Setelah proses
sterilisasi selesai, media didinginkan hingga mencapai
suhu sekitar 45-50°C, kemudian dituangkan secara
aseptik ke dalam cawan petri steril masing-masing
sebanyak +25 mL di dekat bunsen yang dinyalakan.
Selanjutnya, media dibiarkan hingga mengeras dan
disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 4°C dalam
posisi terbalik hingga siap digunakan.

2. Peremajaan Bakteri

Bakteri Klebsiella pneumoniae yang diperoleh dari
biakan murni diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan
dengan cara digores pada medium Nutrient Agar (NA).
Selanjutnya, inokulasi tersebut diinkubasi pada suhu 37°C

selama 18-24 jam.
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3. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Inokulum bakteri Klebsiella pneumoniae yang
dibiakkan pada media nutrient agar dan dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam, diambil
sebanyak 1-2 ose dan disuspensikan dengan memakai
larutan NaCl 0,9% pada tabung reaksi. Kemudian, tabung
reaksi dimasukan kedalam densitometer Mc Farland
hingga memperoleh kekeruhan sesuai standar 0,5 Mc
Farland atau sebanding dengan jumlah bakteri sebesar 10®
CFU/mL. Syarat jumlah bakteri telah memenuhi uji

kepekaan yaitu: 10°-10% CFU/mL.

3.8.1.7 Uji Aktivitas Antibakteri

1. Metode Difusi Cakram

Media Mueller-Hinton Agar (MHA) disiapkan
dengan cara dituangkan ke dalam cawan petri steril dan
dibiarkan hingga memadat. Setelah media mengeras,
suspensi bakteri Klebsiella pneumoniae dengan standar
McFarland 0,5 diinokulasikan secara merata ke permukaan
media menggunakan metode swab secara aseptik. Kertas
cakram steril kemudian disiapkan dan dicelupkan ke dalam
larutan ekstrak etanol 96% daun kelor (Moringa oleifera)
dan ekstrak etanol 96% daun sirih (Piper betle) pada
konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25% selama
+30 menit hingga seluruh permukaan cakram basah. Kertas
cakram yang telah terisi ekstrak kemudian diletakkan di
atas permukaan media MHA yang telah diinokulasi bakteri
menggunakan pinset steril, lalu ditekan sedikit agar
menempel dengan baik. Selain itu, kertas cakram yang
mengandung larutan ciprofloxacin 5 pg digunakan sebagai

kontrol positif, sedangkan cakram yang hanya dicelupkan
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ke dalam akuades digunakan sebagai kontrol negatif.
Seluruh cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah proses inkubasi, diamati
terbentuknya zona hambat di sekitar cakram, yang
ditunjukkan dengan daerah bening (clear zone) sebagai
indikator adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol
96% daun kelor dan daun sirth terhadap Klebsiella

pneumoniae.

Tabel 3.3 Kategori Diameter Zona Hambat

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

Sumber: (Surjowardojo et al., 2015)

2. Metode Dilusi Tabung

Metode dilusi tabung  digunakan  untuk
menentukan nilai Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) dan Minimum Bacterisidal Concentration (MBC)
atau dari ekstrak etanol 96% daun kelor (Moringa
oleifera) dan daun sirih (Piper betle) terhadap Klebsiella
pneumoniae. Tabung reaksi steril disiapkan, terdiri dari 10
tabung untuk uji perlakuan tiap masing-masing ekstrak, 1
tabung sebagai kontrol positif, dan 1 tabung sebagai
kontrol negatif.

Pada tabung 1 hingga 5 dimasukkan ekstrak etanol
96% daun kelor dengan konsentrasi bertingkat, yaitu
100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Setiap tabung diberi
1,0 mL MHB; larutan stok ekstrak ditambahkan ke tabung
pertama sebanyak 1,0 mL sehingga volume total awal tiap
tabung menjadi 2,0 mL. Untuk membuat serial two-fold,
1,0 mL dari tabung pertama dipindahkan ke tabung kedua
yang telah berisi 1,0 mL MHB; campuran dihomogenkan,
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lalu 1,0 mL dari tabung kedua dipindahkan ke tabung
ketiga, dan seterusnya. Setelah serial selesai, setiap tabung
diinokulasi dengan 10 pL suspensi bakteri, sehingga
densitas inokulum akhir di setiap tabung menjadi ~5x10"5
CFU/mL. Kontrol positif berisi MHB, suspensi K.
pneumoniae, dan antibiotik tanpa penambahan ekstrak.
Sedangkan kontrol negatif berisi MHB dan akuades steril
dengan penambahan suspensi bakteri. Hal yang sama
dilakukan sampai pengulangan ketiga.

Pengaturan kontrol dalam prosedur ini disesuaikan
dengan standar uji dilusi. Kontrol positif digunakan untuk
memastikan sistem mampu mendeteksi hambatan
pertumbuhan. Sementara itu, kontrol negatif untuk
memastikan bahwa media dan pelarut tidak memberikan
efek hambat mandiri (Alshareef, 2021; Limbong et al.,
2024).

Seluruh tabung kemudian dihomogenkan dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Setelah
inkubasi, dilakukan pengamatan terhadap kekeruhan
larutan di setiap tabung. Tabung dengan konsentrasi
ekstrak terendah yang tidak menunjukkan kekeruhan
dianggap sebagai MIC. Pengamatan dilakukan pada setiap
tabung dilakukan untuk menilai tingkat kekeruhan secara
visual, dengan membandingkan hasil perlakuan terhadap
kontrol negatif. Metode ini digunakan sebagai tahap awal
untuk memantau perubahan pertumbuhan bakteri dari
waktu ke waktu. Apabila suspensi dalam tabung mulai
terlihat lebih jernih dibandingkan kontrol negatif, maka
diduga telah terjadi hambatan pertumbuhan yang
mengarah pada nilai Minimum Inhibitory Concentration

(MIC).
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Untuk  penentuan  Minimum  Bacterisidal
Concentration (MBC), dilakukan subkultur dari masing-
masing tabung yang tidak menunjukkan pertumbuhan
(bening) ke media Mueller-Hinton Agar (MHA) yang
telah dipadatkan dalam cawan petri. Subkultur dilakukan
dari tabung sebelum jernih, jernih, dan setelah jernih untuk
memastikan apakah penghambatan bakteri yang terlihat
pada penentuan MIC benar-benar terjadi. Hal ini
dilakukan karena terdapat keterbatasan alat sehingga
evaluasi kejernihan hanya dapat dilakukan secara visual,
maka keberadaan bakteri hidup perlu divalidasi melalui
subkultur pada media padat. Penanaman dilakukan dengan
metode spread plate menggunakan lidi swab steril.
Seluruh cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 18-24 jam. Setelah inkubasi, dilihat apakah ada
pertumbuhan bakteri. Selanjutnya, nilai MBC ditentukan
berdasarkan konsentrasi ekstrak antibakteri (dalam
mg/mL) terendah yang menunjukkan tidak adanya
pertumbuhan koloni pada media MHA, yang berarti
seluruh bakteri telah terbunuh.

Data yang diperoleh berasal dari pengamatan
visual terhadap kejernihan media (jernih atau keruh). Nilai
konsentrasi ekstrak yang dilaporkan dalam satuan mg/mL
bukan merupakan hasil pengukuran kuantitatif langsung,
melainkan nilai representatif yang ditetapkan berdasarkan
konsentrasi ekstrak pada tabung pertama yang
menunjukkan kondisi jernih. Oleh karena itu, meskipun
observasi awal bersifat kualitatif, data akhir disajikan
dalam  bentuk  nilai  numerik  diskrit  yang

merepresentasikan konsentrasi hambat minimum.
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3.8.1.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis
secara bertahap. Analisis diawali dengan analisis univariat
untuk mendeskripsikan karakteristik data, meliputi nilai rerata
dan simpangan baku. Selanjutnya, data diuji normalitasnya
menggunakan uji Shapiro—Wilk untuk menentukan apakah
data berdistribusi normal. Apabila data berdistribusi normal,
maka analisis perbandingan antara dua kelompok dilakukan
menggunakan uji parametrik Independent T-Test. Sebaliknya,
apabila data tidak berdistribusi normal, maka analisis
dilanjutkan menggunakan uji non-parametrik Mann—Whitney
U test. Seluruh pengujian statistik dilakukan dengan tingkat
kepercayaan 95% (a = 0,05).



3.8.2 Alur Penelitian
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Persiapan sampel dan bahan
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Gambar 3.1 Alur Penelitian.
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3.9 Manajemen Data
3.9.1 Sumber Data
3.9.1.1 Data Primer

Data didapat langsung dari hasil uji laboratorium, yaitu
pengukuran diameter zona hambat dan nilai MIC dan MBC

terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae.

3.9.1.2 Data Sekunder

Data didapat dari berbagai literatur ilmiah seperti
jurnal nasional maupun internasional, buku teks mikrobiologi,
farmakognosi, serta laporan penelitian sebelumnya yang
relevan dan mendukung perumusan masalah serta

pembahasan hasil penelitian.

3.9.2 Analisis Data

3.9.2.1 Analisis Univariat

Analisis data dalam penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol 96% daun
kelor (Moringa oleifera) dan daun sirih (Piper betle) terhadap
bakteri Klebsiella pneumoniae. Data diperoleh melalui dua
metode pengujian, yaitu metode difusi cakram serta metode
dilusi yang meliputi penentuan Minimum Inhibitory
Concentration ~ (MIC) dan  Minimum  Bactericidal
Concentration (MBC). Seluruh data dianalisis secara
kuantitatif menggunakan pendekatan statistik deskriptif dan
inferensial.

Data hasil pengukuran diameter zona hambat (mm)
pada uji difusi cakram dianalisis secara deskriptif untuk

memperoleh nilai rerata dan simpangan baku pada masing-
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masing kelompok perlakuan. Analisis deskriptif yang sama
juga diterapkan pada data MIC dan MBC, vyang
merepresentasikan konsentrasi minimum ekstrak dalam
menghambat dan membunuh pertumbuhan bakteri.

Analisis inferensial diawali dengan uji normalitas
menggunakan metode Shapiro—Wilk untuk menentukan
distribusi data. Selanjutnya, uji homogenitas varians
dilakukan menggunakan Levene’s Test untuk menilai
kesamaan varians antar kelompok. Pada uji normalitas, nilai
p<0,05 menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi normal,
sedangkan nilai p>0,05 menunjukkan data berdistribusi
normal. Sementara itu, pada uji homogenitas, nilai p<0,05
diinterpretasikan sebagai varians data tidak homogen,
sedangkan nilai p>0,05 menunjukkan varians yang homogen.
Seluruh  pengujian statistik dilakukan pada tingkat
signifikansi 5% (a = 0,05).

3.9.2.2 Analisis Bivariat

Analisis bivariat dalam penelitian ini digunakan untuk
mengetahui adanya perbedaan aktivitas antibakteri antara dua
kelompok perlakuan, yaitu ekstrak etanol 96% daun kelor dan
ekstrak etanol 96% daun sirih, terhadap bakteri Klebsiella
pneumoniae. Variabel terikat yang dianalisis meliputi
diameter zona hambat serta nilai Minimum Inhibitory
Concentration ~ (MIC) dan  Minimum  Bactericidal
Concentration (MBC).

Sebelum dilakukan analisis inferensial, data terlebih
dahulu diuji asumsi statistik. Uji normalitas dilakukan
menggunakan metode Shapiro—Wilk untuk mengetahui pola

distribusi data, sedangkan uji homogenitas varians dilakukan
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menggunakan uji Levene untuk menilai kesamaan varians
antar kelompok.

Apabila data berdistribusi normal dan memiliki
varians yang homogen, maka perbandingan antara dua
kelompok ekstrak dianalisis menggunakan uji Independent
Samples t-test. Sebaliknya, apabila data tidak berdistribusi
normal dan/atau varians tidak homogen, maka digunakan uji
non-parametrik Mann—Whitney sebagai alternatif.

Seluruh pengujian statistik dilakukan dengan tingkat
signifikansi 5% (a = 0,05). Nilai p<0,05 diinterpretasikan
sebagai adanya perbedaan yang signifikan secara statistik
antara ekstrak daun kelor dan ekstrak daun sirih, sedangkan
nilai p>0,05 menunjukkan tidak adanya perbedaan yang

signifikan.

3.10 Etika Penelitian
Penelitian ini telah diajukan pelaksanaannya kepada Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan telah
lulus kaji etik berdasarkan surat persetujuan etik untuk dapat
melaksanakan penelitian dengan nomor surat

5576/UN26.18/PP.05.02.00/2025
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BAB YV
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai aktivitas antibakteri ekstrak

etanol daun kelor (Moringa oleifera) dan daun sirih (Piper betle) terhadap

Klebsiella pneumoniae secara in vitro, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Kedua ekstrak, yaitu ekstrak etanol daun kelor dan daun sirih, terbukti
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae yang
ditunjukkan oleh terbentuknya zona hambat serta adanya nilai Minimum
Inhibitory Concentration (MIC). Kedua ekstrak mampu menghambat
pertumbuhan bakteri, meskipun kekuatan aktivitasnya berbeda.

Secara umum, ekstrak daun sirih memiliki efektivitas antibakteri yang
lebih tinggi dibandingkan ekstrak daun kelor berdasarkan seluruh
parameter pengujian (zona hambat dan MIC), sehingga sirih merupakan
ekstrak yang lebih potensial sebagai antibakteri terhadap K.

pneumoniae.

. Berdasarkan pengujian zona hambat, MIC, dan MBC, ekstrak daun sirih

menunjukkan kemampuan menghambat yang lebih kuat dengan zona
hambat lebih luas dan nilai MIC lebih rendah dibandingkan kelor.
Namun, hasil MBC sirih tidak konsisten karena masih terdapat
pertumbuhan pada sebagian besar replikasi kecuali pada replikasi
ketiga, menunjukkan bahwa aktivitas bakterisidal sirih tidak stabil.

Perbandingan efektivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak daun
sirth unggul sebagai antibakteri penghambat (bakteriostatik), sedangkan

ekstrak daun kelor menunjukkan daya hambat yang lebih lemah dan
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tidak memiliki aktivitas bakterisidal karena seluruh uji MBC masih

menunjukkan pertumbuhan bakteri.

Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun sirih

lebih efektif sebagai agen antibakteri terhadap Klebsiella pneumoniae

dibandingkan ekstrak daun kelor pada kondisi ekstraksi dan konsentrasi

yang digunakan dalam penelitian ini.

5.2 Saran

Berdasarkan keterbatasan yang ada, penelitian selanjutnya disarankan

untuk:

1.

Memperluas variasi pelarut dan metode ekstraksi, termasuk pelarut non-
polar atau kombinasi pelarut, agar seluruh senyawa aktif, baik polar
maupun non-polar, dapat terekstraksi optimal dan potensi antibakteri
lebih representatif.

Melakukan uji lanjutan in vivo atau model biologis lain, untuk
memastikan efektivitas antibakteri dalam kondisi biologis nyata,
termasuk aspek bioavailabilitas dan potensi toksisitas.

Menggunakan lebih dari satu strain bakteri, termasuk strain klinis
dengan profil resistensi berbeda, agar hasil dapat digeneralisasikan
secara lebih luas.

Penelitian lanjutan disarankan melakukan analisis identifikasi dan
kuantifikasi senyawa aktif menggunakan metode instrumen lanjutan
seperti HPLC atau GC-MS untuk mengkaji hubungan antara kadar
senyawa tertentu dengan aktivitas antibakteri secara lebih spesifik dan

mendalam.

. Melakukan pengulangan uji MBC dengan verifikasi mikroba hasil

subkultur untuk memastikan aktivitas bakterisidal ekstrak secara lebih
pasti dan memastikan bahwa pertumbuhan yang diamati berasal dari

mikroorganisme target dan bukan kontaminan non-target.

. Memperhatikan kualitas bahan baku dengan mengontrol umur daun,

lokasi tumbuh, musim panen, dan kondisi penyimpanan, agar variasi

senyawa aktif dapat diminimalkan dan hasil penelitian lebih konsisten.
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7. Meningkatkan metode pengukuran MIC dan MBC dengan alat seperti
spektrofotometer atau hitung koloni (CFU), sehingga hasil lebih
objektif, kuantitatif, dan dapat membedakan antara penghambatan

pertumbuhan dan kematian bakteri.
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