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ABSTRAK
Pendahuluan: Infeksi S.aureus dan S.mutans pada rongga mulut memiliki potensi terhadap kesehatan secara
sistemik seperti endokarditis dan aterosklerosis. Ekstrak klorofom dan etil asetat siwak (Salvadora persica)
mengandung tanin, triterpenoid dan fenol yang berpotensi sebagai antibakteri terhadap S.aureus dan S.mutans.
Tujuan dari penelitian ini adalah membuktikan pengaruh ekstrak klorofom dan etil asetat siwak (Salvadora
persica) terhadap zona hambat S.aureus dan S.mutans.
Metode: Eksperimental laboratorik in vitro post test only pada dua kelompok. Kontrol positif menggunakan
Klindamisin 1 g/I. Kelompok perlakuan menggunakan ekstrak kloroform dan etil asetat Salvadora persica (100g/I;
50¢/l; 25¢/1; 12,5g/l; 6,25¢/1; 3,125¢/1; 1,5629/I; dan 0,781g/l) yang di paparkan pada bakteri S.aureus dan
S.mutans pada media agar yang masing-masing dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali pada 3 plate. Uji Zona
Inhibisi (ZOl) secara Kirby-Bauer. Hasil dianalisa menggunakan uji Mann-Whitney (p<0,05) selanjutnya
dilakukan penilaian kekuatan daya hambat kuat, sedang, dan lemah
Hasil: Konsentrasi 100 g/l, 50 g/l, 25¢/1, dan 12,5g/1 Ekstrak kloroform Salvadora persica (EKSP) memiliki ZOl
terhadap S.aureus 40%, 45%, 60%, dan 90% lebih rendah dibandingkan Klindamisin (p<0,05). Konsentrasi 100
g/l dan 50g/1 Ekstrak etil asetat Salvadora persica (EEASP) memiliki ZOI terhadap S.aureus 50% dan 90% lebih
rendah dibandingkan Klindamisin (p<0,05). Konsentrasi 100g/l dan 50g/l EKSP memiliki ZOl terhadap S.mutans
47% dan 43% lebih rendah dibandingkan Klindamisin (p<0,05). Konsentrasi 100g/l dan 50g/1 EEASP memiliki
ZOI terhdap S.mutans lebih rendah 60% dan 65% dibandingkan Klindamisin (p<0,05).
Kesimpulan: Ekstrak kloroform dan etil asetat Salvadora persica mampu menghambat pertumbuhan S.aureus
dan S.mutans
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ABSTRACT
Introduction : S.aureus and S.mutans can cause systemic infection such as endocarditis and atherosclerosis.
Chloroform and ethyl acetate extract of Miswak (Salvadora persica) contains tanin, triterpenoid, and phenol that
has antibacterial potential against S.aureus and S.mutans. This study aims to know the effect of chloroform and
ethyl acetate extract to inhibition zone of S.aureus and S.mutans.
Method : Laboratory experimental in vitro post test only in two group. Positive control with Clyndamicin 1g/1 and
the experimental group by using chloroform extract and ethyl acetate extract of Salvadora persica ((100g/1; 50g/I;
25¢/l; 12,5¢/1; 6,259/1; 3,125¢/1; 1,562g/1; and 0,781g/1). All extract were induced to S.aureus and S.mutans with
triplicate in three different plate. Zone of inhibition calculated with Kirby-Bauer method and result were analyzed
by Mann Whitney test with level of significance p<0.05 and classified in high, moderate, and low inhibition.
Results : Chloroform extract of S. persica (CESP) in concentration 100 g/l, 50 g/l, 25g/l, and 12,5¢/I has zone of
inhibition against S.aureus 40%, 45%, 60%, and 90% lower than Clindamycin (p<0,05). Ethyl acetate extract of
S. persica (EASP) in concentration 100g/l and 50g/1 hase zone of inhibition against S.aureus 50% and 90% lower
than Clindamycin (p<0,05). CESP in concentration 100g/l and 50g/I has zone of inhibition against S.mutans 47%
and 43% lower than Clindamycin (p<0,05). EASP in concentration 50g/1 and 25¢g/1 hase zone of inhibition against
S.mutans 60% and 65% lower than Clindamycin (p<0,05)
Conclusion : Chloroform and ethyl acetate extract of Salvadora persica can inhibit the growth of S.aureus and
S.mutans
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PENDAHULUAN

Infeksi pada rongga mulut memiliki potensi
terhadap kesehatan secara sistemik. S.aureus dan
S.mutans merupakan bakteri patogen di rongga
mulut. S. aureus memiliki presentase 24%-84% dari
semua bakteri di rongga mulut.! S.aureus menjadi
penyebab tersering terjadinya infeksi pada
stomatitis denture?, dan mucosistis oral® yang
masing-masing dapat menjadi faktor risiko
aterosklerosis?, dan Chorn’s disease oral’.
Sedangkan, S.mutans merupakan penyebab terbesar
infeksi pada kasus periodontitis yang nantinya bisa
menjadi faktor risiko endokarditis dan meningitis.*
Keberadaan kedua bakteri ini dalam rongga mulut
akan tersebar melalui pembuluh darah dan
menginfeksi organ lainnya. Pada akhirnya, rongga
mulut menjadi port de entry beberapa infeksi
sistemik?.

Mekanisme S.aureus dan S.mutans
mempengaruhi ~ sistemik  melalui  mekanisme
keradangan yang dapat menyebabkan sepsis.®
S.aureus menginvasi dan menyekresikan gen
virulensi pada jaringan mukosa epitel rongga mulut
sehingga jaringan mukosa mengalami injuri dan
terjadi  aktivasi ~ sistem  imun.  S.aureus
mengekspresikan mikrokapsul antifagositik,
clumping factor A, protein A, dan beberapa
complement inhibitors yang dapat menghambat
destruksi dari sel neutrofil untuk menghindari imun
host.# Invasi S. aureus pada mukosa rongga mulut
akan menyebar ke pembuluh darah dan membuat sel
endotel pembuluh darah rusak. Kerusakan endotel
ini diikuti dengan penumpukan sel foam pada tunika
media sehingga membentuk plak dan menyebabkan
aterosklerosis. Selain itu, bakterimia S. aureus akan
menginfeksi katup jantung dan membentuk koloni
yang akan mengeluarkan mediator inflamasi dan
menyebabkan endokarditis. S. mutans merupakan
bakteri kariogenik yang menyekresi glukan untuk
melekat di tepi endokardium dan merusak katup
jantung sehingga menyebabkan endokartitis.?>67
Upaya menurunkan resiko infeksi akibat bakteri
tersebut, salah satunya menjaga kebersihan rongga
mulut.

Batang kayu siwak disunnahkan sebagai
pembersih  gigi® dan dikenal memiliki efek
antibakteri terhadap Haemophilus influenzae,
Aggregatibacter  actino-mycetemcomitans, dan
Porphyromonas gingivalis®, Streptococcus mutans®.
Ekstrak kloroform dan etil asetat siwak mengandung
senyawa tanin, saponin triterpenoid, dan fenol.°
Ekstrak klorofom dan etil asetat siwak mampu
menarik  bahan antibakteri  seperti  benzyl
isothiocyanate'! (yang termasuk senyawa alkaloid),
dan o-tochoferol> (yang termasuk senyawa
triterpenoid) yang mampu mengganggu
metabolisme energi bakteri'! serta transposrt ion.*2

Etil asetat merupakan pelarut organik semi polar
dengan toksisitas rendah yang secara selektif
menarik senyawa alkaloid, terpenoid, phenol, dan
anthraquinones.™® Kloroform merupakan pelarut
non-polar sehingga diharapkan dapat menarik
senyawa non-polar yang berpotensi sebagai
antibakteri seperti alkaloid.*

Berdasarkan data diatas, penulis ingin
membuktikan efek antibakteri ekstrak kloroform dan
etil asetat siwak terhadap S.aureus dan S.mutans.

METODE PENELITIAN

Desain dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan eksperimental
laroratorik in-vitro dengan pendekatan kuantitatif.

Waktu dan Tempat Penelitian

Laboratorium  Mikrobiologi dan Herbal
Biomedik Fakultas Kedokteran UNISMA mulai
Maret — Oktober 2019.

Pembuatan Ekstrak Etil Asetat dan

kloroform Siwak (Salvadora persica)

Siwak (Salvadora persica) dibeli dan
disimplisia di UPT Materia Medica Kota Batu.
Simplisia diekstraksi di Laboratorium Herbal Medik
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang.
Simplisia dimaserasi menggunakan pelaut etil asetat
dan kloroform.

Pada ekstraksi dengan pelarut kloroform
menggunakan 160 gr simplisia siwak (Salvadora
persica) dibagi menjadi dua sampel dan ditimbang
pada neraca digital. Simplisia seberat 80gram
direndam dengan 400 ml kloroform dan ditampung
menggunakan erlenmeyer berukuran 500 ml.
Konsentrasi awal yang didapatkan adalah 200mg/I
kemudian dilarutkan menjadi berbagai konsentrasi
yaitu 100g/1; 50g/1; 25g/l; 12,5¢/1; 6,25g/1; 3,125¢/l;
1,562g/l; dan 0,781g/l. Erlenmeyer selanjutnya
ditutup dengan alumunium foil dan didiamkan
selama 1 hari didalam shaker water bath. 3

Pada ekstraksi dengan pelarut Etil Asetat
digunakan simplisia siwak (Salvadora persica)
sebanyak 80 gr dan direndam dengan 400 ml etil
asetat. Ekstrak kemudian ditampung menggunakan
erlenmeyer berukuran 500 ml. Konsentrasi awal
ekstrak etil asetat Salvadora persica didapatkan
200mg/ml. Konsentrasi awal tersebut kemudian
dilarutkan 1/2x, 1/4x, 1/8x, 1/16x, 1/32x, 1/64x,
1/128x, 1/256x dan 1/512x sehingga konsentrasinya
menjadi 100g/l; 50g/l; 25g/l; 12,5¢/l; 6,25¢/I;
3,125¢/l; 1,562g/l; dan 0,781g/l. Erlenmeyer
selanjutnya ditutup dengan alumunium foil dan
didiamkan selama 1 hari didalam shaker water bath.
14,15

Kemudian hari berikutnya hasil estraksi
difiltrasi dengan filter yang dibantu dengan vacum,



filtrat yang dihasilkan kemudian dievaporasi dengan
Rotary vacum evaporator sampai terpisah dengan
pelarutnya. Ekstrak tersebut selanjutnya ditampung
dalam gelas beker 100 ml (yang telah ditimbang) dan
di masukkan ke dalam oven dengan suhu 55 — 60 °C
untuk ekstrak siwak dengan kloroform hanya dioven
selama 1 hari sedangkan ekstrak etil asetat selama
24-48 jam hal ini dilakukan sampai ekstrak menjadi
kental atau seperti pasta, lalu ditimbang. Hasil yang
didapatkan dalam bentuk pasta untuk EKSP adalah
1,79 sedangkan EEASP adalah 1,3g. Hasil ekstraksi
ini selanjutnya akan digunakan untuk uji ZOl.

Uji Fitokimia Ekstrak Etil Asetat dan

Kloroform

Skirining fitokimia dilakukan di UPT Materia
Medica Batu. Metode skrining fitokimia yang
dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna
dengan menggunakan suatu pereaksi warna.
Skrining fitokimia tersebut meliputi pemeriksaan
kandungan  senyawa  alkaloid, flavonoida,
terpenoida/steroid, tanin dan saponin.®

Pada uji Alkaloid, digunakan larutan uji
sebanyak 2 ml diuapkan diatas cawan porselin
hingga diperoleh residu. Residu kemudian
dilarutkan dengan 5 mL HCI 2N. Setelah dingin,
larutan disaring. Larutan yang didapat dibagi ke
dalam 3 tabung reaksi. Tabung pertama berfungsi
sebagai kontrol. Tabung ke 2 ditambahkan 3 tetes
pereaksi dragendroff dan tabung ketiga ditambahkan
3 tetes pereaksi mayer (melalui dinding tabung).
Terbentuknya endapan jingga pada tabung kedua
dan endapan kuning pada tabung ketiga menunjukan
adanya alkaloid.’

Uji Flavonoid, menggunakan 3 tabung reaksi
yang masing-masing berisi 1 mL larutan uji. Tabung
1 sebagai kontrol, tabung 2 ditambah dengan 1 mL
larutan Pb Asetat (timbal asetat) 10%, positif
flavonoid jika terdapat endapan kuning.'® Tabung 3
ditambah dengan beberapa tetes NaOH 20%
terbentuk  warna  kuning jika mengandung
flavonoid.®

Pada uji Tanin, sebanyak 2 mL larutan uji
dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi, tabung 1
sebagai kontrol dan tabung 2 ditambahkan beberapa
tetes larutan FeCI3 5% atau FeCI3 10%, positif
Tanin jika terbentuk warna hijau gelap/biru.t’

Uji Triterpenoid/Steroid, digunakan larutan uji
sebanyak 2 mL yang diuapkan dalam cawan
penguap. Residu dilarutkan dengan 0,5 mL
kloroform, dipindahkan ke tabung reaksi,

Pembuatan Media Nutrient Agar
Nutrient Agar (NA) sebanyak 3 gram
dilarutkan  dalam aquades  steril  dengan

ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat dan 2 mL
asam sulfat pekat melalui dinding tabung.
Terbentuknya cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan larutan menunjukkan adanya
triterpenoid, sedangkan bila muncul cincin biru
kehijauan menunjukkan adanya steroid.’

Pada uji Fenol, sebanyak 50 mg ekstrak
ditambah 10 mL air kemudian dipanaskan selama 5
menit dan disaring. Sebanyak 3 mL larutan
dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi, tabung 1
ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 1 N bila
positif maka terbentuk larutan berwarna merah dan
tabung 2 sebagai kontrol.’

Uji Saponin, dibutuhkan 4 mL larutan uji
ditambahkan dengan 5 mL aquadest, kocok, lihat
adanya busa yang stabil. Sedikit ekstrak
ditambahkan 5 mL air, kocok dalam tabung reaksi,
terbentuk busa stabil (busa setinggi 1 cm dan stabil
selama 30 menit). 4 mL larutan uji dimasukkan ke
dalam tabung reaksi sebagai kontrol.*’

Metode Pembuatan Isolat Bakteri

Isolat bakteri Sthapylococcus aureus yang
didapatkan dari Laboratorium Terpadu Universitas
Islam Malang dan Streptococcus mutans yang
didapatkan dari  Laboratorium  Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Brawijaya
Malang. Sampel bakteri yang didapat dilakukan
striking pada media agar menggunakan oshe. Media
agar yang telah dilakukan striking disimpan dalam
inkubator untuk dibiakkan selama 18-24 jam dengan
suhu 37°C . 20

Metode Pembuatan Suspensi Bakteri
Suspensi bakteri dibuat dengan melakukan
homogenisasi  pada  bakteri  menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang
600nm. Tes homogenisasi dilakukan dengan
menggoreskan oshe steril sebanyak 1-2 kali pada
isolat bakteri kemudian dimasukkan ke dalam
tabung reaksi berisi 10 ml NaCl 0,9% steril. Tabung
reaksi diambil 3 ml dengan mikropipet dan
dimasukkan kedalam kuvet. Kuvet kemudian
dilakukan vorteks untuk tes homogenisasi bakteri

dengan spektrofotometer.Hasil dari nilai
spektofotometer akan dilakukan pengenceran
dengan rumus Jumlah pengenceran = Hasil

absorbansi / 0,2. Nilai absorbansi kemudian dicatat
dan dilakukan pengenceran dengan target OD600nm
adalah 0,2.2°

perbandingan 1:50 kemudian di autoklaf. Setelah
steril  kemudian suhu media diukur dengan
menggunakan termometer cahaya, apabila suhu <



50°C selanjutnya suspensi bakteri yang telah dibuat
dimasukkan sebanyak 3% dari volume media
Nutrient Broth (3ml dalam 300ml media). Media
digoyang-goyangkan sampai suspensi bakteri
tercampur rata, dan kemudian dituang ke dalam
cawan petri diameter 90mm dengan ketinggian
7,5mm. Media agar didiamkan hingga dingin dan
siap untuk digunakan dalam pembuatan sumuran dan
uji Z01.202

Pembuatan Larutan Klindamisin

Pada tahapan ini digunakan antibiotik
klindamisin sebanyak 10mg. Antibiotik kemudian
dilarutkan dengan 10mL aquades dengan rumus
konsentrasi dosis = berat antibiotik / volume pelarut.
Dosis  klindamisin  yang didapatkan adalah
10mg/10ml  atau  1g/l  seperti  penelitian
sebelumnya.?? Larutan klindamisin disini digunakan
sebagai kontrol positif.

Zone of Inhibition (ZOI)

Uji zona inhibisi diawali dengan melakukan
persiapan media agar sebanyak 16 plate yang terdiri
dari bakteri S.mutans dan S.aureus masing-masing 8
plate. Setiap plate dibuat 10 lubang/sumuran dengan
diameter sekitar 6 mm menggunakan cork borrer.%
Lubang 1-8 berisi ekstrak tunggal etil asetat dan
kloroform siwak. Lubang ke-9 sebagai kontrol
negatif berisi aquades dan lubang ke-10 sebagai
kontrol positif yang berisi larutan klindamisin (1
gram/l). Setiap lubang diberikan larutan uji
menggunakan  micropipette  sebanyak  30ul.
Pengulangan tiap perlakuan  masing-masing
dilakukan pada 3 plate.

Apabila didapatkan zona bening disekitar
lubang, maka menandakan adanya daya hambat dari
ekstrak Siwak terhadap pertumbuhan bakteri lalu
dilakukan pengukuran diameter zona bening yang
disebut sebagai ZOIl. Pengukuran diameter ZOl
dilakukan dengan menggunakan penggaris dengan
satuan milimeter (mm). Pada analisa data pertama-
tama dilakukan pemeiksaan zona inhibisi dilakukan
dengan cara menghitung diameter dari clear zone
menggunakan penggaris. Penggaris yang digunakan
memiliki tingkat ketelitian 1 mm, Tingkat kekuatan

zona hambat dinilai melalui indikator:

- Diameter hambat < 5 mm : daya antibakteri
lemah.

- Diameter hambat 5 — 10 mm : daya
antibakteri sedang.

- Diameter hambat 10 — 20 mm : daya
antibakteri kuat.

- Diameter hambat > 20mm : daya antibakteri
sangat kuat.®

Analisa Data

Selanjutnya diolah dengan menggunakan
Statistical Package for the Social Science (SPSS)
versi 17.* Data zona hambat hasil pengukuran
ditampilkan dalam bentuk rerata dan standar deviasi.
Data zona hambat kemudian dilakukan uji
normalitas dan homogenitas. Apabila data normal
dan homogen maka dilakukan uji One-Way ANOVA
dan dilanjutkan uji t-test sedangkan apabila data
tidak normal dan homogen akan dilakukan uji
Kruskal-Wallis dan Mann Whitney. Selain itu, data
juga ditampilkan dalam bentuk rerata dan standar
deviasi. Kekuatan zona inhibisi kemudian
dikelompokkan menjadi tiga jenis yaitu lemah
(<5mm), sedang (5-10mm), kuat (10-20mm), dan
sangat kuat (>20mm).

HASIL DAN ANALISA DATA

Hasil Uji Fitokimia Salvadora persica
Hasil analisa zoi ini didukung oleh adanya
uji fitokimia pada kedua ekstrak baik etil asetat
maupun Kloroform didaptkan keduanya positif
mengandung tanin, triterpenoid, dan fenol.

Hasil Pengukuran Zona Inhibisi Ekstrak
Kloroform Salvadora persica terhadap
Bakteri S. aureus

Berdasarkan penelitian uji ZOIl ekstrak
kloroform Salvadora persica terhadap bakteri
S.aureus yang telah dilakukan didapatkan hasil
seperti pada gambar 1, gambar 2, dan Tabel 1.



Gambar 1. Hasil Pengukuran Uji ZOI ekstrak
Kloroform Salvadora persica terhadap bakteri
S.aureus.

Keterangan: Pengenceran 1= 1/2x (100g/l), 2 =1/4x
(50g/1), 3 = 1/8x (25¢/1), 4 = 1/16x (12,5g/l), 5 =
1/32x (6,25g/1), 6 = 1/64x (3,125g/), 7 = 1/128x

(1,562g/1) , 8 = 1/256x (0,781g/1).

Tabel 1. Hasil Pengukuran Zona Inhibisi
Ekstrak Kloroform Terhadap S.aureus

Konsentrasi  Rata-rata + SD Kekuatan
(9/n) (mm) (N=3)
KN 0,00 + 0,00° Tidak ada
KP 22,67 +3,06°  Sangat Kuat
100 13,33 £ 2,08° Kuat
50 12,33 +£1,15°¢ Kuat
25 9,67 +1,15° Sedang
12,5 2,67 +4,6° Lemah
6,25 0,00 + 0,002 Tidak ada
3,125 0,00 + 0,00? Tidak ada
1,562 0,00 + 0,002 Tidak ada
0,781 0,00 + 0,002 Tidak ada
Keterangan:

Pengukuran zona inhibisi dilakukan pengulangan
tiga kali. Data yang didapat tidak berdistribusi
normal dan homogen sehingga dilakukan uji
Kruskal ~ Wallis.  Pengujian  Kruskal —Wallis
menunjukkan p<0,05 sehingga dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney dengan tingkat signifikasi
p<0,05.

KN : Kontrol Negatif (aquades)

KP : Kontrol Positif (klindamisin 1g/I)

a,b,c,d : notasi yang berbeda menunjukkan
perbedaan signifikan

w
=]
1

[
(]
|

b
E 20 - %
E 7
= éc
.Els— % C
: Y i
& 10 - é%séd
7 YN 7
1 WY 7
7 Y XN 7
. a%§§é d a a a
O R
!‘\,! L]
Dosis (g/l)

Gambar 2. Rata-rata Zona Inhibisi Ekstrak
Kloroform Salvadora persica Terhadap S.aureus
Keterangan: KN, Kontrol Negatif (aquades); dan
KP (klindamisin 1g/l), Kontrol Positif; (a,b,c,d),
notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
signifikan

Pada Gambar 1 terlihat 10 sumuran dengan 8
sumuran diuji menggunakan 30l ekstrak kloroform
Salvadora persica. Pada sumuran 1-8 terisi dengan
beberapa pengenceran yang berbeda sesuai gambar.
Zona bening terdapat disekitar sumuran 1, 2 dan 3
yang mengartikan bahwa didapatkan aktivitas
inhibisi pada zona tersebut. Pada sumuran lainnya
tidak didapatkan zona bening pada sekitar sumuran.

Berdasarkan hasil dari Tabel 1 dan Gambar 2
menunjukkan bahwa zona inhibisi terbesar
didapatkan pada kontrol positif yang terdiri dari
larutan antibiotik klindamisin 1g/l. Zona inhibisi
terbesar dari ekstrak kloroform didapatkan pada
pengenceran 1/2x. Zona inhibisi menjadi kecil
seiring dengan penurunan konsentrasi dari ekstrak.

. Berdasarkan hasil dari Tabel 1 dan Gambar 2
didapatkan bahwa dosis 100g/lI dan 50g/I memiliki
daya hambat kuat meskipun dibawah klindamisin.
Dosis ekstrak tersebut memiliki zona inhibisi 40%
dan 50% lebih rendah dibandingkan klindamisin.
Dosis 25¢/1 memiliki daya hambat sedang dan
memiliki zona inhibisi 60% lebih rendah dari
klindamisin.



Hasil Pengukuran Zona Inhibisi Ekstrak
Etil Asetat Salvadora persica terhadap

S.aureus

Uji Zona Inhibisi merupakan pengujian
kemampuan suatu senyawa terhadap daya hambat
suatu kolonisasi bakteri. Berdasarkan penelitian
yang telah dilakukan didapatkan hasil pada Gambar
3, Gambar 4, dan Tabel 2

Gambar 3. Hasil Zona Inhibisi Ekstrak Etil
Asetat Salvadora persica Terhadap S.aureus.
Keterangan: Gambar 3 menunjukkan hasil uji ZOl
ekstrak etil asetat Salvadora persica terhadap bakteri
S.aureus. Adapun dengan pengenceran, 1= 1/2x
(100g/1), 2 =1/4x (50g/l), 3 = 1/8x (25g/1), 4 = 1/16x
(12,5g/1), 5 = 1/32x (6,25¢g/1), 6 = 1/64x (3,125g/l), 7

= 1/128x (1,562g/1) , 8 = 1/256x (0,781g/l).
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Gambar 4 Rata-rata Zona Inhibisi Ekstrak
Etil Asetat Salvadora persica Terhadap S. aureus
Keterangan: KN, Kontrol Negatif (aquades); dan
KP, Kontrol Positif (klindamisin 1g/l); (a,b,c,d),
notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
signifikan

Tabel 2 Zona Inhibisi Ekstrak Etil Asetat
Salvadora persica Terhadap S. aureus

Konsentrasi  Rata-rata = SD Kekuatan

(g (mm) (N=3)
KN 0,00 + 0,002 Tidak ada

KP 22,33+0,57°  Sangat Kuat
100 11,33 £0,57¢ Kuat

50 9,00 £0,00¢  Sedang

25 0,00 + 0,002 Tidak ada
12,5 0,00 +0,00? Tidak ada
6,25 0,00 + 0,00? Tidak ada
3,125 0,00 + 0,002 Tidak ada
1,562 0,00 + 0,00? Tidak ada
0,781 0,00 + 0,002 Tidak ada

Keterangan:

Pengukuran zona inhibisi dilakukan pengulangan
tiga kali. Data yang didapat tidak berdistribusi
normal dan homogen sehingga dilakukan uji
Kruskal Wallis. Pengujian Kruskal Wallis
menunjukkan p<0,05 sehingga dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney dengan tingkat signifikasi
p<0,05.

KN : Kontrol Negatif (aquades)

KP : Kontrol Positif (klindamisin 1g/l)

a,bc,d : notasi yang berbeda menunjukkan
perbedaan signifikan

Pada Gambar 3 terlihat 10 sumuran dengan 8
sumuran diuji menggunakan 30pl ekstrak etil asetat
Salvadora persica. Pada sumuran 1-8 terisi dengan
beberapa pengenceran yang berbeda sesuai gambar.
Zona bening terdapat disekitar sumuran 1 dan 2 yang
mengartikan bahwa didapatkan aktivitas inhibisi
pada zona tersebut. Pada sumuran lainnya tidak
didapatkan zona bening pada sekitar sumuran.

. Berdasarkan hasil dari Tabel 2 dan Gambar 4
didapatkan bahwa dosis 100g/l memiliki daya
hambat kuat meskipun dibawah klindamisin. Dosis
ekstrak tersebut memiliki zona inhibisi 50% lebih
rendah dibandingkan klindamisin. Dosis 50g/I
memiliki daya hambat sedang dan memiliki zona
inhibisi 60% lebih rendah dari klindamisin.

Hasil Pengukuran Zona Inhibisi
Ekstrak Kloroform Salvadora persica
Terhadap S.mutans

Berdasarkan penelitian uji ZOl ekstrak
kloroform Salvadora persica terhadap bakteri
S.mutans yang telah dilakukan didapatkan pada
Gambar 5, Gambar 6 dan Tabel 3



Gambar 5. Hasil Pengukuran Uji ZOl ekstrak
kloroform Salvadora persica terhadap bakteri
S.mutans.

Keterangan: Pengenceran 1= 1/2x (100g/l), 2 =1/4x
(50g/l), 3 = 1/8x (25¢/1), 4 = 1/16x (12,5g/l), 5 =
1/32x (6,25g/l), 6 = 1/64x (3,125g/l), 7 = 1/128x
(1,562g/1) , 8 = 1/256x (0,781g/l).
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Gambar 6. Rata-rata Zona Inhibisi Ekstrak
Kloroform Salvadora persica Terhadap
S. mutans
Keterangan: KN, Kontrol Negatif (aquades); dan
KP (klindamisin 1g/l), Kontrol Positif, (a,b,c,d),
notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
signifikan

Tabel 3. Zona Inhibisi Ekstrak Kloroform
Salvadora persica Terhadap S. mutans

Konsentrasi  Rata-rata = SD Kekuatan

(a/) (mm) (N=3)
KN 0,00 + 0,002 Tidak ada

KP 23,00+ 1,00°  Sangat Kuat
100 11,00 + 0,00°¢ Kuat

50 10,00 £1,00°  Sedang

25 0,00 + 0,007 Tidak ada
12,5 0,00 + 0,002 Tidak ada
6,25 0,00 + 0,002 Tidak ada
3,125 0,00 + 0,002 Tidak ada
1,562 0,00 + 0,002 Tidak ada
0,781 0,00 + 0,007 Tidak ada

Keterangan:

Pengukuran zona inhibisi dilakukan pengulangan
tiga kali. Data yang didapat tidak berdistribusi
normal dan homogen sehingga dilakukan uji
Kruskal Wallis. Pengujian Kruskal Wallis
menunjukkan p<0,05 sehingga dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney dengan tingkat signifikasi
p<0,05.

KN : Kontrol Negatif (aquades)

KP : Kontrol Positif (klindamisin 1g/l)

a,b,c : notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan
signifikan

Pada Gambar 5 terlihat 10 sumuran dengan 8
sumuran diuji menggunakan 30ul ekstrak kloroform
Salvadora persica. Pada sumuran 1-8 terisi dengan
beberapa pengenceran yang berbeda sesuai gambar.
Didapatkan zona bening disekitar sumuran 1, 2 dan
3 yang membuktikan bahwa didapatkan aktivitas
inhibisi pada zona tersebut. Sedangkan pada
sumuran lainnya tidak didapatkan zona bening pada
sekitar sumuran.

. Berdasarkan hasil dari Tabel 3 dan Gambar 6
didapatkan bahwa dosis 100g/l memiliki daya
hambat kuat meskipun dibawah klindamisin. Dosis
ekstrak tersebut memiliki zona inhibisi 43% lebih
rendah dibandingkan klindamisin. Dosis 50g/I
memiliki daya hambat sedang dan memiliki zona
inhibisi 47% lebih rendah dari klindamisin.

Hasil Pengukuran Zona Inhibisi
Ekstrak Etil Asetat Salvadora persica

terhadap bakteri S. mutans

Berdasarkan penelitian uji ZOl ekstrak etil
asetat Salvadora persica terhadap bakteri S.mutans
terdapat Gambar 7, Gambar 8, dan Tabel 4



Gambar 7. Hasil Pengukuran Uji ZOI ekstrak
etil asetat Salvadora persica terhadap bakteri
S.mutans.

Keterangan: 1= 1/2x (100g/l), 2 =1/4x (50g/l), 3 =
1/8x (25g/1), 4 = 1/16x (12,59/1), 5 = 1/32x (6,25¢/1),
6 = 1/64x (3,125g/l), 7 = 1/128x (1,562¢g/l) , 8 =

1/256x (0,781g/1).
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Gambar 8. Rata-rata Zona Inhibisi Ekstrak Etil
Asetat Salvadora persica Terhadap S. mutans
Keterangan: KN, Kontrol Negatif (aquades); dan
KP (klindamisin 100mg/l), Kontrol Positif, (a,b,c,d),
notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan

signifikan

Tabel 4. Zona Inhibisi Ekstrak Etil Asetat
Salvadora persica Terhadap S. mutans

Konsentrasi  Rata-rata + SD Kekuatan
(g (mm) (N=3)
KN 0,00 + 0,00? Tidak ada
KP 22,33 +£0,57°  Sangat Kuat
100 9,00 + 0,00° Sedang
50 8,00 +0,00¢ Sedang
25 0,00 + 0,002 Tidak ada
12,5 0,00 + 0,002 Tidak ada
6,25 0,00 + 0,007 Tidak ada
3,125 0,00 + 0,002 Tidak ada
1,562 0,00 + 0,002 Tidak ada
0,781 0,00 + 0,00? Tidak ada
Keterangan:

Pengukuran zona inhibisi dilakukan pengulangan
tiga kali. Data yang didapat tidak berdistribusi
normal dan homogen sehingga dilakukan uji
Kruskal ~Wallis. Pengujian Kruskal Wallis
menunjukkan p<0,05 sehingga dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney dengan tingkat signifikasi
p<0,05.

KN : Kontrol Negatif (aquades)

KP : Kontrol Positif (klindamisin 1g/l)

a,bc,d : notasi yang berbeda menunjukkan
perbedaan signifikan

Pada gambar 7 terlihat 10 sumuran dengan 8
sumuran diuji menggunakan 30pl ekstrak etil asetat
Salvadora persica. Pada lubang 1-8 terisi dengan
beberapa pengenceran yang berbeda sesuai gambar.
Didapatkan zona bening disekitar sumuran 1 dan 2
yang mengartikan bahwa didapatkan aktivitas
inhibisi pada zona tersebut. Sedangkan pada
sumuran lainnya tidak didapatkan zona bening pada
sekitar sumuran.

. Berdasarkan hasil dari Tabel 4 dan Gambar 8
didapatkan bahwa dosis 100g/l memiliki daya
hambat kuat meskipun dibawah klindamisin. Dosis
ekstrak tersebut memiliki zona inhibisi 60% lebih
rendah dibandingkan Klindamisin. Dosis 50g/I
memiliki daya hambat sedang dan memiliki zona
inhibisi 65% lebih rendah dari klindamisin.



PEMBAHASAN
Efek Ekstrak Kloroform Salvadora
persica terhadap Zona Inhibisi bakteri S.

aureus

Pada penelitian ini menggunakan ekstraksi
pelarut kloroform untuk menarik senyawa non polar
sedangkan pelarut etil asetat untuk menarik senyawa
semi polar. Ekstrak Kloroform Salvadora persica
memiliki efek antibakteri terhadap S.aureus (Tabel
1). Hal ini dibuktikan dengan terbentuknya zona
inhibisi pada bakteri S.aureus (Gambar 1). Hasil
penelitian ini didukung oleh penelitian sebelumnya
bahwa ekstrak klorofom memiliki efek antibakteri
terdapat S.aureus.'* Efek antibakteri ekstrak
klorofom lebih rendah dibandingkan dengan kontrol
positif yaitu klindamisin. Peneliti menduga, hal ini
disebabkan karena ekstrak herbal memiliki banyak
senyawa aktif sedangkan antibiotik hanya senyawa
tunggal.1*Banyaknya senyawa aktif pada ekstrak
herbal menyebabkan adanya berbagai interaksi yang
berpotensi bersift antagonis sehingga menjadi tidak
efektif dalam membunuh bakteri. Berbeda dengan
klindamisin, klindamisin memiliki satu jenis
senyawa aktif yang memiliki mekanisme
menghambat sintesis protein ribosom 50s.2? Pada
penelitian ini ekstrak kloroform Salvadora persica
memiliki zona inhibisi lebih rendah dibandingkan
klindamisin. Zona inhibisi ekstrak kloroform belum
mencapai zona inhibisi klindamisin. Peneliti
menduga, penurunan aktivitas bakteri disebabkan
karena adanya penurunan senyawa antibakteri yang
terkandung dalam ekstrak tersebut. Berdasarkan
penelitian oleh Omer et al (2010) menunjukkan
bahwa ekstrak aquades dari Salvadora persica
memiliki zona inhibisi lebih tinggi dibandingkan
dengan klorofom dan etil asetat dalam membunuh
S.aureus dan S.mutans.?® Oleh sebab itu, perlu
dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut aquades.

Berdasarkan uji fitokimia ekstrak kloroform
Salvadora persica mengandung senyawa tanin,
triterpenoid, dan fenol. Senyawa ekstrak kloroform
yang paling dominan dari Salvadora persica adalah
benzyl isothiocyanate yang tergolong dalam
senyawa  alkaloid.?® Benzyl isothiocyanate
membunuh bakteri dengan cara meningkatkan
regulasi heat shock response genes. Ekspresi gen ini
akan mengganggu metabolisme energi bakteri
sehingga menurunkan sintesis ATP dan membunuh
bakteri.?® Senyawa triterpenoid memiliki mekanisme
menghambat  efflux pump sehingga bakteri
mengalami gangguan transport ion.?” Senyawa tanin
memiliki mekanisme merusak dinding sel bakteri
sehingga menyebabkan bakteri edem dan lisis.?®
Senyawa fenol memiliki mekanisme mengikat
enzim vital bakteri menggunakan ikatan hidrogen.?

Temuan ini berbeda dengan penelitian oleh
beberapa peneliti sebelumnya yang menyatakan

bahwa senyawa ekstrak kloroform Salvadora
persica mengandung senyawa alkaloid.30313233 pada
penelitian lain Salvadora persica memiliki senyawa
Stigmast-5-en-3p-0l.3*  Perbedaan  kandungan
senyawa aktif pada penelitian ini diduga disebabkan
karena perbedaan herbal yang diekstraksi. Hal ini
disebabkan karena kondisi geografis dapat
mempengaruhi  tumbuhan untuk  menyintesis
senyawa tertentu.

Efek Ekstrak Etil Asetat Salvadora
persica terhadap Zona Inhibisi bakteri S.

aureus

Ekstrak etil asetat Salvadora persica memiliki
efek antibakteri terhadap S.aureus (Tabel 2). Hal ini
dibuktikan dengan terbentuknya zona inhibisi pada
bakteri S.aureus (Gambar 3). Ekstrak etil asetat
mengandung senyawa tanin, triterpenoid, dan fenol.
Pada penelitian lain ekstrak etil asetat mengandung
fenol yang terdiri dari beberapa senyawa antara lain
Pyrogallol, Salycilic, e-vanillic, Ceumarin, Benzoic,
Ellagic,  Protocatchuic, Ferulic,  Caffeine,
Chlorogenic, Catechein, P-OH-benzoic dan
Gallic.®® Penelitian lain menyebutkan bahwa ekstrak
etil  asetat juga memiliki senyawa Benzyl
isothiocyanate, Benzyl cyanide, dan Benzyl
nitrile.2536:37.38.3%  Hasil yang berbeda didapatkan
pada penelitian lain yang membuktikan bahwa
terdapat senyawa alkaloid yang ada di ekstrak etil
asetat.***! Perbedaan hasil ini dapat disebabkan
karena  perbedaan  letak  geografis  yang
mempengaruhi jenis senyawa aktif herbal.

S.aureus merupakan bakteri gram positif yang
memiliki  dinding  peptidoglikan.  S.aureus
menginfeksi dengan cara menempel pada sel host
dan menghindari respon pertahanan sel host.
S.aureus menyekresikan toksin, leukocidine, kapsul
polisakarida, proteinn A, dan enzim koagulase serta
staphylokinase. Beberapa protein tersebut yang akan
menghambat leukosit untuk melakukan fagositosis
dan opsonisasi.*?

Pada dosis 100g/l1 memiliki zona inhibisi kuat
meskipun lebih rendah dibandingkan klindamisin.
Penurunan konsentrasi menurunkan efek antibakteri
bakteri. Peneliti menduga, penurunan aktivitas
bakteri disebabkan karena penurunan senyawa
antibakteri pada ekstrak etil asetat. Pada penelitian
ini, hasil ekstrak kloroform lebih efektif dalam
membunuh S.aureus dibandingkan dengan ekstrak
etil asetat. Hal ini diduga disebabkan oleh perbedaan
senyawa yang terdapat dalam kedua pelarut tersebut.
Ekstrak kloroform mengandung jumlah senyawa
benzylusithiocyanate lebih besar dibandingkan
dengan ekstrak etil asetat.?®

Pada penelitian ini, zona hambat yang
terbentuk oleh kedua ekstraksi lebih Kkecil
dibandingkan dengan kontrol positif (Tabel 1 dan
Tabel 2). Hal ini diduga disebabkan karena adanya



berbagai senyawa yang bersifat antagonis. Oleh
sebab itu, perlu penelitian lebih lanjut menggunakan
fraksinasi dari tiap ekstraksi untuk meningkatkan
efektivitas dari herbal ini.

Efek Ekstrak Kloroform Salvadora
persica terhadap Zona Inhibisi bakteri S.

mutans

Ekstrak kloroform Salvadora persica memiliki
efek antibakteri terhadap S.mutans (Tabel 3). Hal
ini dibuktikan dengan terbentuknya zona inhibisi
pada bakteri S.mutans (Gambar 5). Pada dosis
100g/l memiliki zona inhibisi kuat meskipun lebih
renah dibandingkan klindamisin. Terjadi penurunan
zona inhibisi seiring dengan penurunan dosis
disebabkan karena penurunan konsentrasi senyawa
antibakteri dalam ekstrak tersebut. Hasil penelitian
ini didukung oleh penelitian sebelumnya bahwa
ekstrak klorofom memiliki efek antibakteri terhadap
S.mutans.** Selain itu, ekstrak klorofom juga
diketahui memiliki efek antibakteri terhadap
Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguis, dan
Streptococcus salivarius. 3

S.mutans dapat tumbuh dalam rongga mulut
menggunakan berbagai mekanisme. S.mutans
menyekresikan fructosyl transferase yang berfungsi
untuk menyintesis glukans. Glukans ini berfungsi
untuk menurunkan proteksi dan efek antimikroba
saliva. S.mutans juga menyintesis glucosyl
transferase yang digunakan untuk sintesis dekstran
dan glukans. Dekstran dan glukans ini berfungsi
untuk adhesi pada gigi dan membentuk plak. Selain
itu, S.mutans juga dapat memetabolisme glikolisis
sehingga menghasilkan asam laktat yang dapat
menurunkan pH oral. Penurunan pH ini akan
menyebabkan bakteri tetap hidup sehingga tetap
mengalami pertumbuhan.*?

Ekstrak kloroform memiliki senyawa benzyl
isothiocynate yang dapat menghambat pertumbuhan
S.mutans. Benzyl isothiocynate membunuh S.mutans
dengan cara mengganggu metabolisme bakteri
sehingga mengalami kematian.?® Pada penelitian
lain, ekstrak kloroform juga diketahui memiliki
senyawa alkaloid. Senyawa alkaloid membunuh
bakteri dengan cara menghambat pembelahan sel
dan menghambat enzim pada bakteri.**

Efek Ekstrak Etil Asetat Salvadora
persica terhadap Zona Inhibisi bakteri S.
mutans

Ekstrak etil asetat Salvadora persica memiliki
efek antibakteri terhadap S.mutans (Tabel 4). Hal ini
dibuktikan dengan terbentuknya zona inhibisi pada
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bakteri S.mutans (Gambar 7). Pada dosis 100g/I kuat
meskipun diameternya lebih kecil dibandingkan
kontrol positif. Pada penelitian ini, penurunan dosis
menyababkan penurunan zona inhibisi diduga
disebabkan oleh penurunan jumlah senyawa aktif
dalam ekstrak tersebut.

S.mutans merupakan bakteri yang menginfeksi
rongga mulut yang berpotensi menyebabkan infeksi
sistemik. S.mutans menyintesa glukans dan
mengekspresikan collagen binding protein (CBP).
Glukans membantu S.mutans untuk melakukan
perlekatan pada endokardum sehingga bakteri ini
dapat menginfeksi dan merusak katup jantung.
Kerusakan katup jantung ini dapat menyebabkan
regurditasi dan inflamasi pada endokardium.
Ekspresi CBP menginduksi matrix metallo-
protease-9 (MMP-9) sehingga menyebabkan
kerusakan endotel. Kerusakan endotel ini dapat
menyebabkan aterosklerosis dan infark
miokardium.*

Di Indonesia S.persica sering digunakan
sebagai sikat gigi. Pada saat digunakan sebagai sikat
gigi senyawa siwak yang berperan adalah benzyl
isothiocyanate, benzyl cyanide, dan benzaldehyde.®
Penggunaan siwak sebagai sikat gigi dapat
menurunkan tingkat patogen periodontal yang cukup
rendah.®” Selain gapat digunakan sebagai siakt gigi
siwak juga dapat digunakan sebagai larutan kumur.
Penggunaan S.persica sebagai larutan kumur dapat
menurunkan infeksi S.mutans.*¢

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian
sebelumnya bahwa ekstrak etil asetat S.persica dapat
membunuh  S.mutans.* Pada penelitian ini
efektivitas  ekstrak  kloroform lebih  tinggi
dibandingkan dengan ekstrak etil asetat. Hal ini
disebabkan karena perbedaan senyawa yang
terekstraksi. Selain itu, pada penelitian lain ekstraksi
menggunakan aquades memiliki zona inhibisi lebih
tinddi dibandingkan dengan kedua pelarut diatas.
Oleh sebab itu, perlu penelitian lanjutan untuk
mengindetifikasi senyawa ekstrak kloroform yang
paling efektif dalam membunuh S.mutans dan
S.aureus. Selain itu, pada penelitain yang akan
datang perlu menggunakan ekstraksi dengan pelarut
akuades.

KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa

1. Ekstrak kloroform (Salvadora persica)
memiliki daya hambat pada dosis 100g/I
sampai 12,5 g/l terhadap S.aureus



2. Ekstrak kloroform (Salvadora persica)

memiliki daya hambat pada dosis 100g/I
sampai 50g/l terhadap S.mutans

3. Ekstrak etil asetat (Salvadora persica)

memiliki daya hampat pada dosis 100g/I
sampai 50g/l terhadap S.aureus

4. Ekstrak etil asetat (Salvadora persica)

memiliki daya hambat pada dosis 100g/I
sampai 50g/1 terhadap S.mutans

SARAN
Peneliti menyarankan hal — hal berikut untuk

menunjang

penelitian selanjutnya guna

pengembangan dan kemajuan ilmu pengetahuan.

Diperlukan penelitian tentang identifikasi
senyawa kimia pada ekstrak kloroform dan
etil asetat Salvadora persica

Diperlukan  penelitian ~ tentang  uji
anitbakteri menggunakan fraksi ekstrak
kloroform untuk mencari fraksi paling
efektif dalam membunuh bakteri S.aureus
dan S.mutans

Diperlukan  penelitian ~ menggunakan
ekstraksi menggunakan pelarut aquades
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