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ABSTRACT

Some plants such as Moringa, green tea, binahong, and green meniran can be used as alternative antimicrobials
because they are proven to contain antibacterial compounds. This study aimed to determine the antibacterial activity
of the ethanolic extracts of Moringa leaves, green tea leaves, binahong leaves, and green meniran against
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The extracts were obtained by maceration method with 70% ethanol solvent
and tested for their antibacterial activity using the well diffusion method with a concentration of 60%. The results
showed that the ethanolic extracts of Moringa leaves, green tea leaves, binahong leaves, and green meniran had
antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 with inhibitory powers of 20.6 mm, 17.3 mm,
15.6 mm, and 22.6 mm. Meniran green ethanolic extract has the most active antibacterial activity.

Keywords: moringa leaf extract, green tea leaf extract, binahong leaf extract, green meniran extract, antibacterial,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

ABSTRAK

Kelor, teh hijau, binahong, dan meniran hijau dapat digunakan sebagai antimikroba alternatif karena terbukti
mengandung senyawa antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanolik
daun kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Ekstrak diperoleh melalui metode maserasi dengan pelarut etanol 70% dan diuji aktivitas antibakterinya
menggunakan metode difusi sumuran dengan konsentrasi 60%. Hasil penelitian menunjukkan ekstrak etanolik daun
kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 dengan daya hambat berturut-turut adalah 20,6 mm, 17,3 mm, 15,6 mm, dan 22,6 mm.
Ekstrak etanolik meniran hijau memiliki aktivitas antibakteri paling aktif.

Kata kunci: ekstrak daun kelor, ekstrak daun teh hijau, ekstrak daun binahong, ekstrak meniran hijau, antibakteri,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pendahuluan

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri patogen oportunistik utama terkait dengan infeksi
nosokomial yang bertanggung jawab sekitar 10% hingga 15% di seluruh dunia dan sekitar 10
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hingga 20% di unit perawatan intensif (ICU) Bakteri ini dianggap sebagai penyebab infeksi
paling umum kelima di seluruh dunia, penyebab kedua dari infeksi pneumonia nosokomial
(16%), penyebab ketiga dari infeksi saluran kemih (12%), penyebab keempat dari infeksi aliran
darah (10%), dan penyebab kelima dari infeksi luka operasi (8%) (Zarza et al., 2019).

Pengobatan infeksi Pseudomonas aeruginosa menjadi semakin sulit karena munculnya
resistensi terhadap antibiotik (Syawalludin, 2019). Resistensi antibiotik dapat disebabkan karena
tingginya penggunaan antibiotik yang tidak tepat di kalangan masyarakat (Safitri et al.,
2019). Antibiotik yang diberikan dengan dosis berlebihan, tidak memadai, dan konsumsi
antibiotik sejenis dalam waktu yang lama akan menurunkan efektivitasnya sehingga
menimbulkan resistensi (Ifriana & Kumala, 2018).

Agen antimikroba alternatif perlu dikembangkan untuk mengendalikan bakteri yang
resisten terhadap beberapa obat (Radji et al., 2013). Beberapa tanaman yang secara ilmiah
terbukti memiliki efek antimikroba terhadap bakteri patogen salah satunya adalah daun kelor
(Moringa oleifera Lamk.), daun teh hijau (Camellia sinensis L.), daun binahong (Anredera
cordifolia (Tenore) Steen), daun teh hijau (Camellia sinensis L.), daun binahong (Anredera
cordifolia (Tenore) Steen), dan meniran hijau (Phyllanthus niruri L.).

Penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya mengungkapakan bahwa daun kelor, daun
teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau mempunyai potensi sebagai antibakteri dengan
adanya senyawa metabolit sekunder antara lain alkaloid, flavonoid, fenol, saponin, antrakuinon,
triterpenoid, saponin, tanin, dan steroid (Dzotam et al., 2016) (Wulandari et al., 2020) (Sutrisno
et al., 2014) (Rivai et al., 2013). Berdasarkan penelitian terdahulu tersebut, penelitian ini ingin
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanolik daun kelor (Moringa oleifera Lamk.), daun teh
(Camellia sinensis L.), daun binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steen.), dan meniran hijau
(Phyllanthus niruri L.) serta mengetahui ekstrak tanaman yang paling aktif terhadap
penghambatan pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Metode

Penelitian secara eksperimental dilakukan pada bulan Maret hingga Juli 2021 di
Laboratorium Analisa Makanan dan Minuman, Laboratorium Fitokimia, dan Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Setia Budi Surakarta.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik, rangkaian alat Bidwell-
sterling, kertas saring, ratory evaporator, cork borer, autoclave, incubator, kapas lidi steril,
mikroskop. Bahan yang digunakan adalah daun kelor (Moringa oleifera Lamk.), daun teh hijau
(Camellia sinensis L.), daun binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steen.), meniran hijau
(Phyllanthus niruri L.), kultur murni Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, medium NA,
PSA, KIA, SIM, LIA, SCA, BHI, MHA, reagen Erlich A dan B, Ciprofloxacin, DMSO 2%,
pereaksi Dragendroff, kloroform.

Determinasi Tanaman
Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Fitokimia Universitas Setia Budi Surakarta.

Pembuatan Serbuk Simplisia

Daun kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau segar disortasi dan ditimbang
bobotnya, kemudian dicuci bersih dengan air mengalir sehingga terbebas dari kotoran dan debu,
dan ditiriskan. Sampel dikeringkan di bawah sinar matahari dengan ditutup kain hitam sampai
kering. Sampel yang sud ah kering dihaluskan dengan blender kemudian diayak dengan ayakan
40 mesh dan ditimbang bobot serbuk (Putri & Hidajati, 2015).

Penentuan Nilai Kadar Air
Serbuk sebanyak 10 gr dimasukkan ke labu alas bulat dan ditambahkan 100 ml xylen atau
sampai semua serbuk terendam. Labu alas bulat dipasang pada rangkaian alat destilasi Bidwell
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Sterling, kemudian dipanasi dengan api kecil. Jika pada tabung reciever sudah tidak ada air yang
menetes maka pemanasan dihentikan dan dibaca volume airnya pada skala reciever dan dihitung
kadar airnya (Winangsih et al., 2013).

Pembuatan Ekstrak

Ekstrak diperoleh melalui metode maserasi yaitu merendam 300 gr serbuk dengan 3000 ml
pelarut 70% dalam botol kaca gelap dan ditutup rapat pada suhu kamar selama minimal 3 hari
dengan pengadukan berulang sampai semua serbuk larut dalam pelarut. Campuran ini kemudian
disaring dan ampas yang diperoleh di press untuk memperoleh bagian cairnya saja. Cairan yang
diperoleh kemudian dipekatkan dengan ratory evaporator sampai didapatkan ekstrak yang
mengental (Kemenkes RI, 2016).

Uji Bebas Etanol
Ekstrak ditambah beberapa tetes H,SO4 pekat dan CH3;COOH, kemudian dipanaskan. Tidak
adanya bau khas ester menunjukkan hasil negatif (Kurniawati, 2015).

Skrining Fitokimia

1. Uji Flavonoid
Positifnya flavonoid ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi merah, kuning, atau
orange ketika ekstrak ditambahkan dengan seujung sendok serbuk Mg dan beberapa tetes
asam klorida pekat (Surbakti et al., 2018).

2. Uji Saponin
Positifnya saponin ditandai dengan terbentuknya busa dengan tinggi berkisar 1 hingga 10cm
yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit ketika ekstrak ditambahkan dengan 10ml
aquadest panas, kemudian dikocok 10 detik secara vertikal. Busa tersebut tidak hilang
dengan penambahan 1 tetes HCL 2N (Puspitasari et al., 2013).

3. Uji Alkaloid
Positifnya alkaloid ditandai dengan terbentuknya warna jingga pada tabung pertama dan
warna kuning pada tabung kedua ketika residu ekstrak dilarutkan dengan dengan HCL 2N
dan ditambahkan pereaksi Dragendroff pada tabung pertama dan pereaksi Mayer pada
tabung kedua (Puspitasari et al., 2013).

4. Uji Tanin
Positifnya tanin ditandai dengan terbentuknya warna hijau gelap atau hijau kebiruan ketika
ekstrak ditambahkan 2 ml aguades dan beberapa tetes larutan FeCl; (Kemenkes RI, 2016).

5. Uji Fenolik
Positifnya fenol ditandai dengan terbentuknya warna hijau, biru kehitaman, hitam kuat ketika
ekstrak ditambahkan beberapa tetes pereaksi FeCls (Putri & Hidajati, 2015).

6. Steroid/Triterpenoid
Positifnya steroid/triterpenoid ditandai dengan adanya perubahan warna larutan menjadi
merah, ungu, biru atau hijau ketika ekstrak ditambahkan 1 ml kloroform dan 2 tetes larutan
H»SO4 pekat dan dikocok (Surbakti et al., 2018).

Isolasi Bakteri

Isolat bakteri digoreskan ke media PSA menggunakan jarum ose steril kemudian diinkubasi di
inkubator pada suhu 37°C selama 24-48 jam. Pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 dalam media PSA tampak adanya pigmen piosianin/pioverdin (Sulviana et al., 2017).

Identifikasi Bakteri

1. Identifikasi dengan Pengecatan Gram
Koloni bakteri yang sudah dibuat preparat ditetesi Gram A (kristal violet) diamkan semenit
kemudian dibilas dengan air mengalir dan ditiriskan. Ditetesi Gram B (iodine), diamkan satu
menit dan bilas dengan air mengalir, ditiriskan. Ditetesi Gram C (alkohol- aseton), diamkan
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15-30 detik kemudian dibilas dengan air mengalir dan ditiriskan. Ditetesi Gram D (safranin)
diamkan 45 detik kemudian dibilas dengan air mengalir dan ditiriskan. Preparat diamati di
bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x menggunakan minyak imersi (Nurhidayati et al.,
2015).
2. ldentifikasi dengan Uji Biokimia

Koloni bakteri diinokulasikan dari medium PSA ke medium KIA, LIA secara tusuk gores,
ke SIM secara tusuk, dan ke Citrat secara goresan, kemudian diinkubasi selama 24 jam
suhu 37°C (Sulviana et al., 2017).

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak
Ekstrak dibuat variasi konsentrasi yaitu 60% dengan pengencer berupa larutan DMSO 2%.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Isolat bakteri diinokulasikan ke medium BHI, diinkubasi sealama 24 jam pada suhu 37°C.
Diinokulasikan 1-2 ose suspensi bakteri dari medium BHI ke media BHI yang baru,
dihomogenkan dengan vortex sampai didapatkan kekeruhan sesuai dengan standar Mc. Farland
1,5x108 cfu/ml (Sulviana et al., 2017).

Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumuran. Kapas lidi steril dicelupkan
ke suspensi bakteri yang telah distandarisasi kekeruhannya dengan Mc. Farland 1,5 x 108,
ditunggu hingga cairan meresap ke kapas, kemudian kapas diangkat dan diputar dengan
menekan dinding tabung. Kapas lidi digoreskan merata pada permukaan medium MHA dan
didiamkan 5 menit. Medium MHA dibuat lubang atau sumuran menggunakan cork borer
dengan jarak yang sama. Sumuran yang telah dibuat di isi dengan DMSO 2% (kontrol negatif)
dan antibiotik Ciprofloxacin (Kontrol positif), dan ekstrak dengan pengisian masing-masing 50
pl. Media dibungkus dengan koran kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 370C.
Perlakuan tersebut diulangi sebanyak tiga kali.

Analis Data

Data pengujian aktivitas antibakteri daun kelor, daun teh hijau, dan meniran hijau terhadap
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dianalisis
secara statistik menggunakan uji One Way Anova (Analysis of Variant) dengan program SPSS
type 18.

Hasil

Hasil Standarisasi Mutu Simplisia dan Pembuatan ekstrak

Hasil uji kadar air simplisia daun kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau
masing-masing yaitu 5,9%, 7,9%, 6,9%, 4,9 menunjukkan simplisia tersebut memenuhi syarat
kadar air simplisia yaitu kurang dari 10% (Kemenkes RI, 2017).

Ekstrak diperoleh dengan metode maserasi. 300 gr serbuk direndam dengan 3000 ml pelarut
70%, sehingga diperoleh rendemen ekstrak etanolik daun kelor, daun teh hijau, daun binahong,
dan meniran hijau masing-masing sebesar 19%, 22,3%, 20,6%, dan 23%.
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Hasil Uji Bebas Etanol dan Skrining Fitokimia

Hasil pengujian bebas etanol pada ekstrak daun kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan
meniran hijau menunjukkan tidak adanya bau ester. Hasil penapisan senyawa fitokimia dalam
ekstrak daun kelor, daun teh hjau, daun binahong, dan meniran hijau menunjukan positif
mengandung senyawa flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, fenolik, dan steroid/triterpenoid.

Hasil Isolasi dan Identifikasi Bakteri

Hasil isolasi bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pada media PSA menunjukkan
koloni berbentuk bulat, halus, permukaan rata, dan membentuk pigmen yang berwarna kehijau-
hijauan (pigmen pioverdin). Hasil pengecatan gram menunjukkan bahwa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 adalah bakteri Gram negatif dengan ciri sel bakteri berwarna merah,
berbentuk batang (bacil) dengan susunan menyebar. Hasil identifikasi secara uji biokimia
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785 ditampilkan paga Gambar 1.

Gambar 1. Hasil Identifikasi Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785: a) Isolasi pada media PSA; b) Hasil
pengecatan Gram dengan Perbesaran 1000x ; c¢) Hasil uji biokimia

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk dari ekstrak etanolik daun kelor, daun teh
hijau, daun binahong, dan meniran hijau terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 pada konsentrasi 60% masing-masing sebesar 20,6 mm, 17,3 mm, 15,6 mm, dan 22,3
mm. Zona hambat yang dihasilkan pada kontrol negatif adalah 0 mm dan kontrol positif adalah
31,6 mm.

Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Jenis Diameter Zona Rerata Keterangan
Hambat (mm) Diameter
Rl R2 R3 ZonaHambat

(mm)
Kontrol (+) Ciprofloxacin 34 30 31 31,6 Sangat kuat
Konsentrast ekstrak etanolik daun kelor 60% 23 19 20 20.6 Sangat kuat
Konsentrasi ekstrak etanolik daun teh hijau 60% 19 15 18 173 kuat
Konsentrasi ekstrak etanolik daun binahong 60% 17 14 16 15.6 kuat
Konsentrast ekstrak etanolik meniran hijau 60% 4 2 2B 26 Sangat kuat
Kontrol (-) DMSO0 2% 0 0 0 0 Tidak ada daya hambat
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Gambar 2. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Keterangan:
K: Daun Kelor; Th: Daun Teh hujau; B: Daun Binahong; M: Meniran Hijau; K-: Kontrol
negatif; K+: Kontrol positif

Diskusi

Pigmen pioverdin terbentuk karena media PSA mengandung magnesium klorida dan
kalium sulfat (Sulviana et al., 2017). Bakteri Gram negatif mengikat zat warna setelah
pemberian Gram A (kristal violet) sehinggal sel terwarnai menjadi ungu. Pemberian Gram B
(lugol iodin) akan meningkatkan afinitas selnya dengan mengikat zat warna primer dan
membentuk senyawa yang tidak larut. Setelah pemberian Gram C (Aseton Alkohol) lapisan
lipid bakteri akan larut dan protein mengalami dehidrasi. Bakteri gram negatif memiliki lapisan
peptidoglikan tipis pada dinding selnya dan kandungan lipid yang tinggi yang menyebabkan
lemak dikeluarkan dari dinding sel dan pori-pori menjadi kembang. Akibatnya, senyawa iodium
tidak dipertahankan, dan sel menjadi tidak berwarna atau transluen. Bakteri Gram negatif akan
menyerap warna dari Gram D (safranin) sehingga sel bakteri berwarna merah (Sulviana et al.,
2017).

Hasil pada media KIA menunjukkan warna merah pada dasar dan lereng media serta tidak
terbentuk warna hitam (K/KS-). Hal ini disebabkan karena bakteri ini tidak mampu
memfermentasi laktosa dan glukosa dan reaksi yang terjadi di dalam media adalah alkali/basa
(Hayati et al., 2016). Hasil identifikasi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pada media SIM
menunjukkan sulfida negatif, indol negatif, dan motilitas positif. Hasil indol negatif disebabkan
karena bakteri ini tidak memiliki kemampuan untuk memecah asam amino triptofan (Sari et al.,
2019). Motilitas pada media yang ditandai adanya penyebaran kekeruhan bakteri di seluruh
medum (Sulviana et al., 2017). Hasil identifikasi Pseudomonas aeruginosa pada media LIA
menunjukkan dasar dan lereng media berwarna ungu dan tidak terbentuk warna hitam (K/KS-).
Hal ini dikarenakan bakteri dapat membentuk dekarboksilasi lisin sehingga medium berwarna
ungu. Hasil identifikasi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853pada media Citrat adalah positif
ditandai dengan terbentuknya warna media menjadi biru dari warna hijau, yang berarti bakteri
ini hanya dapat berkembang biak dengan sitrat (Sari et al., 2019).

Perbedaan besarnya daya hambat pada ekstrak disebabkan oleh jumlah senyawa aktif di
dalam ekstrak berbeda- beda. Menurut (Hasnaeni et al., 2019) rendemen yang diperoleh
berhubungan dengan jumlah bahan aktif yang ada dalam ekstrak. Nilai rendemen yang tinggi
menunjukkan jumlah zat aktif ekstrak juga semakin banyak, sehingga akan menghasilkan daya
hambat yang besar. Ekstrak etanolik meniran hijau memiliki nilai rendemen yang paling besar
sehingga zat aktif yang terdapat dalam ekstrak juga lebih banyak.

Ekstrak etanolik daun kelor, daun teh hijau, daun binahong, dan meniran hijau dapat
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 karena mempunyai senyawa
antibakteri berupa flavonoid, fenolik, tanin, alkaloid, saponin, steroid, dan triterpenoid.
Flavonoid bereaksi dengan DNA bakteri menyebabkan susunan dinding sel menjadi rusak dan
mengubah mekanisme permeabilitas dinding sel, lisosom, dan mikrosom (Dima et al., 2016).
Fenol memiliki kemampuan sebagai antimikroba karena sifatnya yang asam dapat menyebabkan
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protein terdenaturasi dan kerusakan pada membran sel (Sapara et al., 2016). Saponin dapat
meningkatkan permeabilitas membran sel dan menyebabkan hemolisis di dalam sel (Sapara et
al., 2016). Tanin dapat menyebabkan terjadinya lisis sel akibat adanya tekanan fisik dan
osmotik karena tidak sempurnanya pembentukan dinding sel yang disebabkan oleh adanya
target tanin pada polipeptida dinding sel (Sapara et al., 2016). Alkaloid dapat menyebabkan
kematian sel bakteri dengan mengganggu komponen peptidoglikan sel sehingga lapisan dinding
sel tidak dapat terbentuk dengan sempurna (Devi & Mulyani, 2017). Steroid dapat
menyebabkan penurunan integritas dan perubahan morfologi membran sel sehingga terjadi lisis
sel (Sapara et al., 2016). Triterpenoid merupakan senyawa lipofilik yang dapat menyebabkan
kerusakan membran sel (Widyawati, 2018).

DMSO (Dymethyl Sulfoxide) adalah pelarut yang digunakan sebagai pengencer ekstrak yang
diuji sehingga pelarut harus digunakan untuk kontrol negatif. Hal ini bertujuan untuk
membuktikan bahwa pelarut yang digunakan tidak berpengaruh terhadap hasil uji antibakteri
(Utomo et al., 2018). Zona hambat yang dihasilkan pada kontrol negatif adalah 0 mm atau tidak
ada daya hambat. Hal ini menunjukkan bahwa zona hambat yang dihasilkan sepenuhnya
disebabkan oleh ekstrak yang diuji dan bukan dari pengencer ekstrak.

Kesimpulan

Ekstrak etanolik daun kelor (Moringa oleifera Lamk.), daun teh hijau (Camellia sinensis L.),
daun binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steen.), dan meniran hijau (Phyllanthus niruri L.)
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Ekstrak
etanolik meniran hijau (Phyllanthus niruri L.) mempunyai aktivitas antibakteri yang paling aktif
dibandingkan dengan ekstrak etanolik daun kelor (Moringa oleifera Lamk.), daun teh hijau
(Camellia sinensis L.), dan daun binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steen.) untuk
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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