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ABSTRAK

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang tinggi, termasuk tumbuhan berkhasiat obat yang dapat
dimanfaatkan sebagai sumber antibakteri alami. Salah satu tumbuhan yang berpotensi adalah buah ceremai
(Phyllanthus acidus), yang diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap berbagai patogen. Penelitian ini
bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol buah ceremai terhadap bakteri Staphylococcus aureus
menggunakan metode difusi sumuran dengan variasi konsentrasi ekstrak (25%, 50%, 75%, dan 100%). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah ceremai memiliki aktivitas antibakteri, yang ditunjukkan
dengan peningkatan diameter zona hambat seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak. Meskipun ekstrak
ceremai pada konsentrasi 100% menunjukkan hasil yang hampir setara dengan kontrol positif (kloramfenikol),
secara statistik tidak ditemukan perbedaan signifikan antara konsentrasi ekstrak ceremai dalam menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus. Variasi hasil pengujian ini kemungkinan disebabkan oleh perbedaan
kandungan senyawa aktif dalam setiap sampel buah ceremai. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa ekstrak buah ceremai berpotensi sebagai alternatif antibakteri alami, meskipun efektivitasnya masih
memerlukan pengujian lebih lanjut untuk optimalisasi konsentrasi dan stabilitas senyawa aktif.

Kata kunci: ceremai, antibakteri, Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Indonesia has high biodiversity, including medicinal plants that can be utilized as natural antibacterial sources.
One of the potential plants is ceremai fruit (Phyllanthus acidus), which is known to have antibacterial activity
against various pathogens. This study aims to test the effectiveness of ethanol extract of ceremai fruit against
Staphylococcus aureus bacteria using the well diffusion method with variations in extract concentration (25%,
50%, 75%, and 100%). The results showed that ethanol extract of ceremai fruit has antibacterial activity as
indicated by an increase in the diameter of the inhibition zone along with an increase in extract concentration.
Although the ceremai extract at a concentration of 100% showed results that were almost equivalent to the positive
control (chloramphenicol), statistically there was no significant difference between concentrations of ceremai
extract in inhibiting the growth of Staphylococcus aureus. Variations in test results are caused by differences in
the content of active compounds in each sample of ceremai fruit. Overall, the results of this study indicate that
ceremai fruit extract has potential as a natural antibacterial alternative, although its effectiveness still requires

further testing for concentration optimization and stability of active compounds.
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Pendahuluan

Indonesia dikenal memiliki keanekaragaman hayati yang melimpah, termasuk berbagai jenis
tumbuhan yang memiliki manfaat sebagai obat dan telah digunakan secara turun-temurun dalam
pengobatan tradisional. Penggunaan obat tradisional cenderung lebih disukai karena dinilai lebih aman
dan berisiko rendah terhadap efek samping apabila digunakan secara tepat. Salah satu manfaat
tumbuhan obat adalah sebagai sumber senyawa antibakteri alami, yang berpotensi menjadi alternatif
antibiotik akibat meningkatnya resistensi terhadap antibiotik sintetis [1].

Resistensi antibiotik merupakan masalah serius ketika antibiotik tidak lagi efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri, sehingga mendorong perlunya alternatif pengobatan. Salah satu
solusi yang potensial adalah pemanfaatan tanaman obat sebagai sumber antibiotik alami. Tanaman
herbal dinilai lebih aman dan minim efek samping jika digunakan dengan tepat. Buah ceremai
(Phyllanthus acidus) merupakan salah satu tanaman yang telah diketahui memiliki berbagai aktivitas
farmakologis, seperti antiinflamasi, antibakteri, antikanker, antidiabetes, dan antioksidan [2].
Berdasarkan penelitian [3], ekstrak etanol buah ceremai mengandung senyawa aktif seperti flavonoid,
tanin, saponin, alkaloid, steroid, dan fenolik yang berpotensi sebagai antibakteri. Senyawa fenolik dan
turunannya diketahui mampu merusak protein dan struktur sel bakteri, sehingga dapat menghambat
pertumbuhannya [4].

Penelitian sebelumnya oleh [5] menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah ceremai pada
konsentrasi 80% mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dengan zona hambat
sebesar 31 mm. Hasil ini menunjukkan bahwa buah ceremai berpotensi sebagai alternatif antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus, terutama di tengah meningkatnya kasus resistensi antibiotik. Oleh
karena itu, perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol buah ceremai
terhadap Staphylococcus aureus pada berbagai konsentrasi guna mengetahui potensi optimalnya
sebagai agen antibakteri alami melalui metode sumuran.

Material dan Metode

Bahan dan Alat (sub-heading 1 ...Jika diperlukan)

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstrak etanol buah cermai (Phyllantus
acidus) yang di ekstraksi menggunakan metode maserasi, media Mueller Hinton Agar (MHA) Himedia,
Mueller Hinton Broth (MHB) Himedia, Biakan Murni Bakteri Staphylococcus aureus yang diperoleh
dari laboratorium Universitas Negeri Malang, Aquadest, Alkohol 70%, Ethanol 96%, Antibiotik
Kloramfenikol dan Ampicillin.

Alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini seperti Oven, Moisture Analyzer, Shaker, Rotary
Evaporator, Timbangan Analitik, Erlenmeyer, Magnetic Stirer, Hotplate, cawan petri, Autoclave,
Laminar Air Flow (LAF), Vortex, Bunsen, Gelas Ukur, Incubator, Jarum Ose, Gelas Beaker, Mikro
Pipet dan Tip, Pipet Tetes, Cork Borrer, Cutton Swab, Jangka Sorong, Tabung Reaksi, Rak Tabung
Reaksi, Botol Semprot, Corong Kaca, Kertas Saring, Microplate, Aluminium Foil, Plastic Wrap, Kapas,
Tissue, Gunting, Cutter, Karet Gelang, Label, Alat Tulis, Spidol, Sikat Botol, Busa Cuci, Bak, Kamera.

Metode

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan percobaan di laboratorium dengan metode difusi
sumuran untuk menguji efektivitas ekstrak buah ceremai (Phyllanthus acidus) terhadap Staphylococcus
aureus. Metode ini digunakan untuk mengetahui hubungan sebab-akibat melalui pemberian perlakuan
berupa ekstrak pada kelompok uji, lalu membandingkan hasilnya antar kelompok. Ekstrak yang
digunakan mengandung senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri.
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Pengumpulan Sampel

Buah ceremai diperoleh dari Kota Probolinggo, Jawa Timur, dengan keasliannya telah diverifikasi di
UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu. Buah yang digunakan adalah buah matang yang
ditandai dengan warna kuning pucat. Proses awal meliputi penyortiran basah, pencucian, pencacahan,
pengeringan dalam oven bersuhu 40°C hingga kadar air <10%, lalu ditimbang. Sampel kering kemudian
diblender menjadi serbuk simplisia dan diayak menggunakan saringan 80 mesh untuk memperluas
permukaan, sehingga mempermudah proses ekstraksi.

Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan etanol 96% karena bersifat polar dan
mampu melarutkan senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, dan alkaloid. Serbuk simplisia 100 ¢
direndam dengan etanol dalam dua tahap (1.7 dan 1:3), lalu disatukan dan diuapkan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 60—70°C hingga menjadi pasta.

Perhitungan Rendemen

Rendemen merupakan rasio antara berat kering yang diperoleh dengan berat bahan baku yang
digunakan [6]. Dalam ekstraksi, rendemen dihitung dengan membandingkan berat akhir ekstrak yang
diperoleh dengan berat awal biomassa sel yang digunakan, kemudian dikalikan 100%.

Berat simplisia (g)

Rendemen (%) = x 100%

Pembuatan Media

Media yang digunakan adalah Mueller Hinton Agar (MHA) dan Mueller Hinton Broth (MHB) dari
Himedia. Sebanyak 11,4 g MHA dilarutkan dalam 300 mL aquades, dan 0,29 g MHB dilarutkan dalam
14 mL aquades. Setelah dipanaskan dan dihomogenkan, media ditutup aluminium foil lalu disterilisasi
dalam autoklaf pada 121°C selama 15 menit. MHA kemudian dituangkan ke cawan petri steril dan
diinkubasi 24 jam pada suhu ruang.

Peremajaan Bakteri

Sebelum dilakukan uji antibakteri, bakteri uji perlu diregenerasi terlebih dahulu untuk memastikan
bahwa biakan yang digunakan berada dalam kondisi segar dan aktif. Regenerasi dilakukan dengan
menanam satu ose bakteri Staphylococcus aureus pada media MHA, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Kemudian dilakukan pembuatan suspensi bakteri dengan cara mengambil
sebanyak 1 ose bakteri dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 7 mL MHB. Kemudian
dihomogenkan menggunakan vortex dan diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam.

Pembuatan Konsentrasi Ekstrak

Pengujian potensi antibakteri ekstrak etanol buah ceremai dilakukan menggunakan metode sumuran
dengan empat variasi konsentrasi, yaitu 100%, 70%, 50%, dan 25%, masing-masing diuji dalam tiga
ulangan. Larutan 100% dibuat dengan melarutkan 2 gram ekstrak kental dalam 2 mL aquades.
Konsentrasi bertingkat disiapkan secara bertahap dari larutan induk: 70% dibuat dengan mencampurkan
1,5 mL larutan induk dan 0,5 mL aquades; 50% diperoleh dari 1,3 mL larutan 70% ditambah 0,7 mL
aquades; dan 25% dari 1 mL larutan 50% ditambah 1 mL aquades. Kloramfenikol dan ampisilin
digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan aquades sebagai kontrol negatif [7].

Uji Aktivitas Antibakteri

Bakteri yang sudah disiapkan dioleskan ke permukaan media MHA menggunakan cotton swab
steril dengan pola zig-zag, lalu masing-masing cawan diberi label sesuai jenis bakteri dan ekstrak.
Cawan petri dibagi menjadi empat bagian untuk tiap konsentrasi ekstrak, dan dua bagian untuk kontrol
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positif serta negatif. Ekstrak etanol buah ceremai dan murbei diteteskan ke sumuran sebanyak 40 pL
dengan mikropipet, dilakukan secara steril [8]. Setiap perlakuan diulang tiga kali. Setelah itu, cawan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah proses inkubasi selesai, zona hambat yang muncul
diukur menggunakan alat jangka sorong. Selanjutnya, dilakukan proses pengukuran terhadap zona
hambat tersebut. Alat yang digunakan untuk mengukur zona hambat adalah jangka sorong. Dalam
penelitian ini, zona hambat diukur berdasarkan penjumlahan antara diameter vertikal dan diameter
horizontal pendek, lalu hasilnya dibagi dua. Perhitungan diameter zona hambat dapat dilakukan dengan
menggunakan rumus berikut:

A+ B
D=

2
Keterangan:

D : diameter zona hambat
A : diameter vertikal
B : diameter horizontal

Analisis Data

Zona hambat dianalisis secara deskriptif dan statistik. Hal pertama atau prasyarat yang dilakukan adalah
Uji normalitas untuk mengetahui apakah data terdisitribusi normal atau tidak dengan menggunakan
Shapiro-Wilk dan homogenitas (Levene’s test) untuk mengetahui apakah data homogen atau tidak. Jika
terpenuhi, dilanjutkan T untuk data yang terdistribusi normal dan uji Mann-Whitney untuk data yang
tidak terdistribusi normal. Analisis dilakukan pada a = 0,05 menggunakan Past.04.

Hasil dan Diskusi

Hasil Penelitian

Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol dari buah ceremai mengandung senyawa aktif yang bersifat
antibakteri. Aktivitas antibakteri ditunjukkan melalui terbentuknya zona hambat, yang terlihat sebagai
area bening di sekitar sumuran tempat ekstrak diaplikasikan. Pengujian ini bertujuan untuk
mengevaluasi kemampuan ekstrak etanol buah ceremai dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Metode yang digunakan dalam pengujian adalah difusi sumuran, yang
dilakukan sebanyak tiga kali ulangan dan diinkubasi selama 24 jam.

Gambar 1. Hasil uji antibakteri buah ceremai terhadap Staphylococcus aureus (Label K adalah
kloramfenikol dan label A adalah ampicillin)
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Tabel 1. Diameter zona hambat ekstrak buah ceremai terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Perlakuan Rerata + Standar Deviasi
Ceremai 25% 13,3+11,7
Ceremai 50% 19,8+3,7
Ceremai 75% 22,8459
Ceremai 100% 25,9+1,6
Kontrol positif (Kloramfenikol) 26,85+0,4
Kontrol positif (Ampicillin) 15,8+0,1

Kontrol negatif (Aquades) -

Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak buah ceremai (Phyllanthus acidus) pada
konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
Berdasarkan klasifikasi daya hambat antibakteri, ekstrak ceremai termasuk dalam kategori kuat pada
konsentrasi 25% dan 50%, ditunjukkan oleh diameter zona hambat sebesar 11-20 mm. Sementara itu,
pada konsentrasi 75% dan 100%, aktivitas antibakterinya meningkat dan masuk dalam kategori sangat
kuat dengan zona hambat yang juga berada dalam rentang 11-20 mm, namun cenderung mendekati
batas atas rentang tersebut [9].

Berdasarkan analisis statistika, hasil uji menunjukkan nilai p sebesar 0,13 (p > 0,05), yang
mengindikasikan tidak adanya perbedaan yang signifikan secara statistik antara kedua ekstrak terhadap
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Meskipun rerata diameter zona hambat ekstrak
ceremai menunjukkan tren peningkatan seiring kenaikan konsentrasi, peningkatan tersebut tidak cukup
kuat secara statistik untuk dinyatakan berbeda signifikan. Hal ini dapat dikaitkan dengan tingginya nilai
standar deviasi dalam data ekstrak ceremai, yang menunjukkan adanya variasi besar antar ulangan
pengujian [10].

Variasi ini disebabkan oleh perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder dalam setiap
sampel buah ceremai. Kandungan flavonoid, tanin, dan saponin dalam ceremai sangat dipengaruhi oleh
faktor-faktor seperti kondisi tumbuh tanaman, tingkat kematangan buah, dan metode ekstraksi yang
digunakan [11]. Ketidakkonsistenan kandungan senyawa bioaktif tersebut menyebabkan fluktuasi
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efektivitas antibakteri ekstrak ceremai, yang pada akhirnya berkontribusi terhadap tingginya standar
deviasi hasil pengujian. Hal ini dapat disebabkan oleh standar deviasi yang tinggi pada data ekstrak
ceremai, yang menunjukkan variasi besar dalam hasil pengujian. Standar deviasi ini disebabkan oleh
variasi dalam kandungan senyawa metabolit sekunder dalam setiap sampel buah ceremai. Kandungan
senyawa-senyawa seperti flavonoid, tanin, dan saponin pada ceremai dapat berbeda-beda tergantung
pada kondisi pertumbuhan tanaman, usia buah, atau kondisi lingkungan [12].

Berdasarkan hasil perhitungan rendemen, ekstrak etanol buah ceremai memiliki rendemen
sebesar 10%. Nilai ini menunjukkan bahwa proses ekstraksi mampu mengisolasi sejumlah senyawa
aktif yang cukup tinggi [13]. Namun demikian, efektivitas antibakteri yang dihasilkan masih belum
signifikan terhadap Staphylococcus aureus, yang menunjukkan bahwa kuantitas senyawa aktif yang
terekstraksi belum cukup untuk memberikan efek antibakteri yang konsisten. Rendemen ekstrak
menjadi parameter penting dalam optimalisasi proses ekstraksi karena mempengaruhi jumlah senyawa
aktif yang dapat digunakan dalam aplikasi farmasi dan kesehatan [14].

Secara mikrobiologis, Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram-positif dengan struktur
dinding sel yang lebih sederhana, tersusun dari lapisan peptidoglikan tebal tanpa membran luar. Struktur
ini secara teoritis membuat Staphylococcus aureus lebih rentan terhadap senyawa aktif dalam ekstrak
ceremai, seperti flavonoid, tanin, dan saponin. Senyawa flavonoid diketahui dapat mengganggu
permeabilitas membran sel, tanin berikatan dengan protein dan menghambat enzim esensial bakteri,
sedangkan saponin dapat merusak integritas membran sel. Efek antibakteri yang ditunjukkan biasanya
lebih dominan terhadap bakteri Gram-positif dibandingkan dengan Gram-negatif [15]; [16]. Namun,
efektivitas tersebut tampaknya belum optimal dalam ekstrak ceremai, kemungkinan karena variasi
kandungan senyawa aktif yang tinggi antar sampel. Dengan demikian, meskipun ekstrak buah ceremai
menunjukkan potensi sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, efektivitasnya belum cukup
signifikan secara statistik. Faktor-faktor seperti variasi kandungan senyawa bioaktif dan stabilitas
ekstrak perlu menjadi perhatian dalam penelitian lanjutan, baik untuk tujuan pengembangan obat herbal
maupun aplikasi terapeutik lainnya.

Kesimpulan

Ekstrak etanol buah ceremai (Phyllanthus acidus) terbukti memiliki kemampuan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, dengan diameter zona hambat yang menyesuaikan kadar
konsentrasi ekstrak yang digunakan. Pada konsentrasi 100%, ekstrak ceremai menunjukkan efektivitas
yang hampir setara dengan kontrol positif (kloramfenikol). Namun, meskipun ada peningkatan zona
hambat pada konsentrasi yang lebih tinggi, perbedaan statistik antara konsentrasi ekstrak ceremai tidak
cukup signifikan. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh variasi kandungan senyawa aktif yang terdapat
dalam tiap sampel buah ceremai. Oleh karena itu, untuk meningkatkan efektivitas ekstrak ceremai
sebagai antibakteri alami, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengoptimalkan proses
ekstraksi dan stabilitas senyawa-senyawa aktif di dalamnya.
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