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Abstrak

Latar belakang: Konsep baru untuk pengobatan infeksi bakteri resisten adalah dengan kombinasi antibiotika dengan ekstrak
herbal. Ekstrak daun sirih memiliki aktivitas anti bakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus kerena daun sirih
mengandung metabolit sekunder. Kombinasi ekstrak daun sirih dengan amoksisilin, perlu diuji untuk mengetahui efek
antibaktreri masing-masing dibandingkan dengan kombinasinya

Tujuan Penelitian: Mengetahui karakteristik dan skrining fitokimia simplisia dan ekstrak daun sirih serta uji aktivitas anti
bakteri kombinasi amoksisilin dengan ekstrak daun sirih terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Metode Penelitian: Penelitian ini meliputi ekstraksi serbuk simplisia dengan maserasi, Karakterisasi simplisia untuk mengetahui
kadar air, kadar sari larut dalam air, kadar sari larut dalam etanol, kadar abu total dan kadar abu tidak larur asam, serta skrining
fitokimia simplisia dan ekstrak daun sirih serta uji aktivitas anti bakteri kombinasi amoksisilin dengan ekstrak daun sirih terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan metode difusi agar menggunakan cakram Kertas,

Hasil Penelitian: Hasil penelitian menunjukkan bahwa serbuk simplisia daun sirih memiliki kadar air 3,66%; , kadar sari larut
dalam air 22,54%, kadar sari larut dalam etanol 14,65%, kadar abu total9,25% dan kadar abu tidak larur asam 1,03%. Komponen
kimia pada simplisia dan ekstrak etanol serbuk daun sirih adalah flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Ekstrak etanol serbuk
daun sirih menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus masing-masing pada KHM 8 mg/ml
dan 9 mg/ml. Amoksisilin menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan  Staphylococcus aureus masing-masing pada
KHM 5 g/ml dan 10 g/ml dengan diameter zona hambat 6,83mm dan 7,05 mm. Diameter zona hambat terhadap Escherichia coli
dan  Staphylococcus aureus meningkat ketika bakteri uji dipaparkan dengan kombinasi ekstrak etanol daun sirih dengan
amoksisilin.

Kesimpulan: Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi Amoksisilin dengan Ekstrak etanol daun sirih menunjukkan
efek yang sinergis

Kata Kunci: Antibakteri, kombinasi, KHM, amoksisilin, daun sirih, Escherichia coli, Staphylococcus aureus;

1. Pendahuluan

Amoksisilin adalah antibiotik golongan penisilin berspektrum luas, rentan terhadap enzim penisilinase, yaitu
suatu B-laktamase yang mampu memecah cincin $-Laktam pada penisilin sehingga penisilin tidak efektif (Carranza
dan Takei, 2011). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa amoksisilin telah resisten terhadap beberapa kuman
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patogen seperti  E. coli Pseudomonas sp, Klebsiella sp, St. epidermidis dan St. aureus mempunyai resistensi tinggi
terhadap amoksisilin (Refdanita, dkk., 2004)

Upaya untuk menanggulangi resistensi bakteri terhadap  amoksisislin adalah dengan

mengembangkan antibakteri baru dari bahan alam (Islam, et al,. 2011). Tanaman obat kaya akan berbagai
metabolit sekunder yang berkhasiat sebagai antimikroba (Abdallah, 2011).

Sirih salah satu tanaman yang banyak digunakan masyarakat secara tradisional sebagai obat infeksi dan dapat
dikembangkan sebagai sumber antibiotik baru. Daun sirih memiliki aktivitas antibakteri (Pradhan, et al., 2013;
Subashkumar, et al., 2013; Bangash, et al., 2012; Khan, et al., 2011). Daun sirih mengandung metabolit sekunder
seperti tanin, flavonoid dan minyak atsiri (Baskaran, et al.,

2011). senyawa tersebut mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan St. aureus, bakteri tersebut
menghasilkan enterotoksin yang dapat menyebabkan diare. Sirih mengandung minyak atsiri, tanin  dan flavonoid
yang memiliki aktivitas antimikroba dengan cara mendenaturasi protein dan

merusak dinding sel bakteri, serta merusak lipid pada membran sel melalui mekanisme penurunan tegangan
permukaan membran sel. (Pelezar dan chan, 2008),

Salah satu pendekatan baru untuk pengobatan penyakit infeksi bakteri dan mengatasi resistensi bakteri adalah
penggunaan ekstrak tanaman, baik dalam bentuk tunggal maupun kombinasi dengan antibiotika (Chanda dan
Rakholiya, 2011). Penggunaan kombinasi dua anti bakteri adalah alternatif yang baik untuk mencegah terjadinya
resistensi bakteri terhadap antibiotik tertentu (Joung, et al., 2012). Kombinasi antibiotik dan ekstrak tanaman
merupakan konsep baru dan telah digunakan untuk pengobatan infeksi bakteri resisten. Kombinasi dapat berupa
ekstrak tanaman yang berbeda atau ekstrak tanaman dengan antibiotik standar (Chanda dan Rakholiya, 2011).

Berdasarkan uraian di atas maka peneliti melakukan pengujian efek kombinasi ekstrak etanol

96% daun sirih (Piper betle L) dengan amoksisilin terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus.

2. Metode Penelitian
2.1. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sirih (EEDS)

Sebanyak 600 g serbuk simplisia dimaserasi dengan 4500 ml etanol 96% selama 5 hari terlindung dari cahaya,
kemudian campuran diserkai. Ampas dicuci dengan etanol 96%, Maserat didiamkan di tempat terlindung dari
cahaya selama 2 hari, kemudian disaring, diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator pada temperatur
+ 40°C sampai diperoleh ekstrak kental, kemudian diuapkan dengan penangas air sampai diperoleh ekstrak
kental (Ditjen POM., 1979).

2.2. Pemeriksaan Karakteristik Simplisia

Pemeriksaan karakteristik simplisia meliputi pemeriksaan makroskopik, mikroskopik, penetapan kadar air,
penetapan kadar sari larut air, penetapan kadar sari larut etanol, penetapan kadar abu total dan penetapan kadar abu
tidak larut asam (Depkes RI, 2005).

2.3. Skrining fitokimia Serbuk Simplisia dan Ekstrak

Skrining fitokimia serbuk simplisia dan ekstrak daun sirih dilakukan untuk menganalisis senyawa golongan
kimia yang terkandung pada simplisia dan ekstrak daun sirih. Depkes (1979) dan Farnsworth (1966)

2.4. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Etanol Daun Sirih (EEDS)

Ekstrak ditimbang 100 mg dan dilarutkan dengan DMSO hingga 10 ml (konsentrasi ekstrak 10 mg/ml)
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larutan tersebut diencerkan hingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 9; 8; 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1 mg/ml, kemudian
dimasukkan cakram kertas kedalam ekstrak dengan berbagai konsentrasi diatas, di diamkan 30 menit.

2.5. Pembuatan Larutan Uji Amoksisilin

Amoksisilin ditimbang 10 mg dilarutkan dengan DMSO hingga 10 ml maka konsentrasi amoksisilin 2000 pg/ml
kemudian diambil 0,1 ml dengan menggunakan pipet mikro dimasukkan kedalam vial, dicukupkan dengan 10 ml
DMSO hingga diperoleh konsentrasi amoksisilin 10 pg/ml kemudian dibuat pengenceran selanjutnya sampai
diperoleh amoksisilin dengan konsentrasi 9; 8; 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1 ug/ml, kemudian dimasukkan cakram kertas
kedalam amoksisilin dengan berbagai konsentrasi, diamkan 30 menit.

2.6. Pembuatan Larutan Uji Kombinasi EEDS Dengan Amoksisilin

Timbang EEDS 200 mg dilarutkan dengan DMSO hingga 10 ml maka konsentrasi ekstrak etanol daun sirih 20
mg/ml kemudian dibuat pengenceran selanjutnya sampai diperoleh ekstrak etanol dengan konsentrasi 16; 12; 8; 4
mg/ml. Ditimbang 20 mg amoksisilin dilarutkan dengan DMSO hingga 10 ml maka konsentrasi amoksisilin 2000
pa/ml kemudian diambil 0,1 ml dengan menggunakan pipet mikro dimasukkan kedalam vial, dicukupkan dengan
10 ml DMSO hingga diperoleh konsentrasi amoksisilin 20 pug/ml kemudian dibuat pengenceran selanjutnya sampai
diperoleh amoksisilin dengan konsentrasi 18; 16; 12; 8; 4 mg/ml.

Dipipet masing-masing 0,5 ml amoksisilin 4; 8; 12; 18; 20 pg/ml dimasukkan kedalam vial lalu
ditambahkan 0,5 ml ekstrak etanol daun sirih dengan konsentrasi hambat minimum (KHM). Lalu dilakukan cara
yang sama dipipet 0,5 ml ekstrak etanol daun sirih 4; 8; 12; 18; 20 mg/ml dimasukkan kedalam vial lalu
ditambahkan 0,5 ml amoksisilin dengan konsentrasi hambat minimum (KHM).

2.7. Pembuatan inokulum bakteri St. aureus dan E. coli

Koloni bakteri St. aureus dan E. coli diambil dari stok kultur menggunakan jarum ose steril dan disuspensikan
kedalam 10 ml media nutrient broth steril lalu diinkubasikan pada suhu 3520 C sampai didapat kekeruhan dengan
transmitan 25% menggunakan alat spektrofotometer UV panjang gelombang 580 nm (Ditjen POM., 1995).

2.8. Pengujian Aktivitas Anti bakteri

Sebanyak 0,1ml inokulum dimasukkan ke dalam cawan petri steril, setelah itu dituang media nutrient agar
sebanyak 20 ml dengan suhu 45-50°C, selanjutnya cawan digoyang di atas pemukaan meja agar media dan
suspensi bakteri tercampur rata dan dibiarkan memadat. Pada media yang telah padat diletakkan beberapa
pencadang kertas yang telah direndam EEDS; Amoksisilin dan kombinasi EEDS dan amoksisilin dengan berbagai
konsentrasi, kemudian diinkubasi pada suhu 35+1°C selama 18-24 jam. Lalu diukur diameter zona hambatan
pertumbuhan bakteri di sekitar pencadang dengan menggunakan jangka sorong (Ditjen POM., 1995).

Penentuan aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar dengan menggunakan media padat dan
cakram kertas. Zona hambat pertumbuhan mikroba adalah daerah jernih disekeliling cakram kertas. Pengukuran
zona hambat pertumbuhan bakteri dilakukan dengan menggunakan jangka sorong, semakin tinggi konsentrasi
ekstrak akan menghasilkan diameter zona hambat yang lebih besar karena semakin banyak zat aktif yang
terkandung dalam ekstrak tersebut (Dwidjoseputro, 1998)
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3. Hasil dan Pembahasan

3.1. Rendemen Simplisia dan Ekstrak

Hasil penyarian 600 g serbuk simplisia daun sirih dengan pelarut etanol 96%. Maserat diuapkan dengan alat
rotary evaporator, dikeringkan dengan penangas air dan ditimbang. Ekstrak kental diperoleh sebanyak 138,39 g.
Ekstrak ini  digunakan untuk uji golongan senyawa kimia dan uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri St.
aureus dan E. coli.
Hasil karakterisasi simplisia daun sirih yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 1

Tabel. 1 Hasil pemeriksaan karakterisasi simplisia daun sirih.

NO Karakteristik Hasil %
1 Kadar air 3,66
2 Kadar sari larut air 22.54
3 Kadar sari larut etanol 14,65
4 Kadar abu total 9,25
5 Kadar abu tidak larut asam 1,03

Hasil uji golongan senyawa kimia serbuk simplisia dan EEDS dapat dilihat pada Tabel, 2.

Tabel 2 Hasil uji golongan senyawa kimia dari serbuk simplisia dan EEDS.

No Metabolit sekunder Hasil
simplisia Ekstrak

01 Alkaloid

02 Flavonoid + +

03 Saponin + +

04 Tanin + +

05 Glikosida + +

06 Steroida/triterpenoid + +

Keterangan : (+), (-) = Tidak ada

3.2. Hasil Pengujian Aktivitas Anti bakteri

Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa EEDS dapat menghambat pertumbuhan bakteri St.aureus pada
konsentrasi 100 mg/ml dengan diameter zona hambat 14,4 mm dan bakteri E.coli pada konsentrasi 100 mg/ml
dengan diameter zona hambat sebesar 14,03 mm.. Nilai KHM pada EEDS terhadap bakteri St. aureus pada
konsentrasi 9 mg/ml dengan diameter zona hambat 6,23 mm dan pada bakteri E. coli pada konsentrasi 8 mg/ml
dengan diameter zona hambat 7,22 mm dapat dilihat pada Tabel,3.

Tabel 3. Hasil Pengujian Aktivitas Anti bakteri EEDS.

Konsentrasi EEDS Diameter Zona Hambat Pertumbuhan Bakteri (mm)*
No (mg/ml) St. aureus E. coli.
D* SD D* SD
1 500 18.83 +0.58 18.57 +0.59
2 400 17.43 +0.60 17.32 +1.17
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3 300 16.17 +0.42 16.35 +1.00
4 200 15.27 +0.42 15.50 +0.60
5 100 144 +0.63 14.03 +0.86
6 90 13.93 +1.00 13.90 +0.35
7 10 7.52 +0.35 8.12 +0.45
8 9 6.23 +0.16 7.62 +1.14
9 8 7.22 +0.45
10 7 - - - -

11 Blank - - - -

Sirih (Piper betle) memiliki potensi sebagai antibakteri yaitu dengan adanya senyawa-senyawa flavonoida,
saponin, tanin yang mempunyai potensi sebagai antibakteri (Robbinson, 1995). Senyawa flavonoida berungsi
sebagai antibakteri dengan cara membentuk senyawa kompleks terhadap protein ekstraselluler yang mengganggu
intergritas membran sel bakteri. Saponin termasuk dalam kelempok antibakteri yang mengganggu permeabilitas
membran sel bakteri, yang mengakibatkan kerusakan membran sel dan menyebabkan keluarnya berbagai komponen
penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat dan nukleotida. Tanin merupakan senyawa metabolit
sekunder pada tanaman yang bersifat sebagai antibakteri, memiliki kemampuan menyamak kulit dan juga dikenal
sebagai adstrigensia (Robinson, 1995)

Hasil uji aktivitas antibakteri amoksisilin menunjukkan bahwa Amoksisilin dapat menghambat pertumbuhan
bakteri St.aureus pada konsentrasi 1000 pg /ml dengan diameter zona hambat 14,43 mm dan bakteri E.coli pada
konsentrasi 1500 pg /ml dengan diameter zona hambat sebesar 14,08 mm.. Nilai KHM pada Amoksisilin terhadap
bakteri St. aureus pada konsentrasi 5 pg /ml dengan diameter zona hambat 6,83 mm dan pada bakteri E. coli pada

konsentrasi 10 g /ml dengan diameter zona hambat 7,05mm .dapat dilihat pada Tabel,4.
Tabel. 4 Hasil uji aktivitas anti bakteri amoksisilin (A) terhadap St. aureus dan E. coli.

Konsentrasi Diameter Zona Hambat Pertumbuhan Bakteri (mm)*
NO (A)(ug/mL) E.coli St.aureus
D* SD D* SD

1 2000 15.70 +0.49 14.63 +0.26
2 1750 15.50 +0.53 14.40 +0.26
3 1500 15.35 +0.56 14.08 +0.28
4 1250 14.92 +0.61 13.70 +0.05
5 1000 14.43 +0.34 12.98 +0.15
6 750 13.98 +0.21 12.73 +0.10
7 20 10.58 0.45 8.08 +0.42
8 10 9.25 0.26 7.05 +1.14
9 9 8.35 0.28 -
10 5 6.83 0.25 -
11 4 -
12 Blanko -

Setelah dilakukan uji aktivitas antibakteri pada masing masing sampel uji dari EEDS dan amoksisilin terhadap
bakteri St. aureus dan E. coli kemudian dilakukan kombinasi dari keduanya dan dilakukan uji aktivitas anti bakteri.
Parameter yang digunakan untuk melakukan kombinasi adalah nilai KHM, dimana pada uji aktivitas antibakteri
EEDS terhadap St. aureus memiliki nilai KHM pada konsentrasi 9 mg/ml yaitu 6,23 mm dan nilai KHM terhadap
E. coli terdapat pada konsentrasi 8 mg/ml yaitu 7,22 mm, sedangkan pada uji aktivitas antibakteri amoksisilin
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nilai KHM terhadap bakteri St.aureus yang didapat adalah pada konsentrasi 10 pug/ml dengan diameter zona
hambat 7,05 mm dan pada bakteri E. coli diameter zona hambat 6,83 mm pada konsentrasi 5 pug/ml.

Hasil uji aktivitas anti bakteri EEDS kombinasi dengan amoksisilin terhadap bakteri St.aureus dapat dilihat pada
Tabel. 5 dan Gambar 1 dan 2.

Tabel.5 Hasil uji aktivitas anti bakteri EEDS kombinasi dengan amoksisilin terhadap bakteri St. aureus

Diameter Zona Diameter Zona
Konsentrasi Kombinasi A Hambat Konsentrasi Kombinasi EEDS Hambat
NO dengan EEDS St. aureus dengan A St. aureus
D* SD D* SD
1 2 pg/ml +9 mg/ml 8.90 +0.70 2mg/ml + 10 pg /ml 8.00 +0.80
2 4 pg/ml +9 mg/ml 9.42 +0.54 4 mg/ml + 10 pg /ml 8.47 +0.63
3 6 pug/ml +9 mg/ml 9.95 +0.42 6 mg /ml + 10 pg /ml 9.20 +0.42
4 8 pg/ml +9 mg/ml 10.18 +0.35 8 mg /ml + 10 pg /ml 9.57 +0.30
5 10 pg/ml + 9mg/ml 11.10 +0.05 10 mg /ml + 10 pg /ml 10.07 +0.03
Keterangan: A:Amoksisili
12
R
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Gambar.l Grafik perbandingan uji aktivitasanti bakieri kombinasi dari EHM EEDS dengan
Amoksisilin terhadap bakteri 57 gurens
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Gambar 2. Grafik perbandingan nji aktivitas anti bakteri kombinasi EEDS dengan KHM Amolksisilin
terhadap bakten St gureus
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Hasil uji aktivitas anti bakteri EEDS kombinasi dengan amoksisilin terhadap bakteri E.coli dapat dilihat pada
Tabel 6 dan Gambar 3 dan 4

Tabel.6 Hasil uji aktivitas antibakteri EEDS kombinasi dengan amoksisilin terhadap bakteri E. coli

Diameter Zona Diameter Zona
Konsentrasi Kombinasi A Hambat Konsentrasi Kombinasi EEDS Hambat
NO dengan EEDS E coli dengan A E coli
D* SD D* SD
1 2 ug /ml +8 mg/ml 8.00 +0.63 2mg /ml +5 pg /ml 7.97 +0.63
2 4 pg/ml + 8 mg/ml 8.20 +0.56 4 mg/ml+5pg/ml 8.47 +0.62
3 6 ug /ml + 8 mg/ml 8.52 +0.45 6 mg /ml +5 pg /ml 8.75 +0.54
4 8 ug /ml + 8 mg/ml 9.47 +0.22 8 mg /ml+5 pg /ml 9.38 +0.37
5 10 pg /ml + 8 mg/ml 9.90 +0.25 10 mg /ml + 5 pg /ml 10.90 +0.18

Keterangan : A : Amoksisilin

Gambar. 3 Grafik perbandingan uji  aktivitas anti bakteri kombinasi EEDS dengan KHM Amoksisilin

terhadap bakteri E. coli.
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Gambar 4. Grafik perbandingan uji aktivitas antibakteri kombinasi dari KHM EEDS dengan Amoksisilin
terhadap bakteri E. coli.

4. Kesimpulan
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol daun sirih (EEDS) dengan Amoksisilin,

KHM sebagai parameter uji, menunjukkan bahwa kombinasi antara ekstrak etanol daun sirih dan amoksisilin dapat
menghambat pertumbuhan bakteri St. aureus dan E. coli. dengan efek yang sinergis.
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