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ABSTRAK
Pendahuluan: Salah satu metode untuk meningkatkan kerja antibiotik adalah melakukan kombinasi antara antibiotik dengan tanaman herbal yang diduga memiliki aktivitas antibiotik, seperti Phyllanthus niruri, L. Ekstrak kasar dari tanaman Phyllanthus niruri, L. ditemukan memiliki efek antagonis dan sinergis dengan amoxicillin terhadap Escherichia coli (E. coli) dan Staphylococcus aureus (S. aureus). Penelitian ini bertujuan untuk memisahkan senyawa-senyawa herbal tersebut dengan melakukan fraksinasi. Kemudian dilanjutkan dengan melakukan uji fitokimia, uji Zone of Inhibition (ZOI) pada fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik herba Phyllantus niruri L., dan uji ZOI kombinasi dengan amoxicillin dan chloramphenicol terhadap E. coli dan S. aureus.
Metode: Mengetahui efek dari kombinasi herbal dengan antibiotik terhadap bakteri dilakukan uji ZOI dengan metode Kirby-Bauer. Zona bening yang terbentuk dihitung dengan menggunakan penggaris satuan mm, dan interpretasi hasil berdasarkan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST). Uji fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa aktif dari hasil fraksi herbal dengan menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). 
Hasil: Fraksi semi polar (F14-F18) dari ekstrak metanolik Phyllantus niruri L. menunjukkan terbentuknya zona bening terhadap bakteri S. aureus, namun tidak terhadap E. coli. ZOI dari kombinasi fraksi 16 dengan amoxicillin terhadap S. aureus memiliki panjang diameter 11 ± 1 mm, yang lebih besar dari ZOI amoxicillin dengan panjang diameter 2,33 ± 4,04 dan herbal tunggal dengan panjang diameter 9,33 ± 0,57. Hasil uji fitokimia menunjukkan fraksi 16, 17, dan 18 diduga memiliki senyawa aktif antibiotik, yaitu saponin dan atau alkaloid.
Kesimpulan: Fraksi Semi Polar (F14-18) Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. memiliki sifat antibiotik terhadap S. aureus. F16 bersifat sinergis dengan amoxicillin karena meningkatkan kerja antibiotik tersebut. Hal ini diduga karena senyawa saponin yang terkandung dalam fraksi tersebut.
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ABSTRACT
Introduction: One method to increase the effect of antibiotics is to combine it with a herb that is suspected have an antibiotics activity, such as Phyllanthus niruri, L. The crude extract of Phyllanthus niruri, L. was found have an antagonistic and synergistic effect with amoxicillin against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. This study aims to separate the herb compounds using fractionation, and then phytochemical test, Zone of Inhibition (ZOI) test on the semi-polar fractions (F14-18) with amoxicillin and chloramphenicol on S. aureus and E. coli
Methods: The effect of herbal combination with antibiotic was measured with ZOI test using the Kirby-Bauer method. The clear zone formed was measured with a ruler, and the results were interpreted based on the Ameri-Ziaei Synergic Test for Double Antibiotic (AZDAST) method. Phytochemical tests were carried out to compare the active compound of the herbal fraction using the Thin Layer Chromatography (TLC). 
Results: All semi-polar fractions (F14-F18) of methanolic extract of Phyllantus niruri L. formed a clear zone against S. aureus, but not E. coli. The ZOI measurements’ mean of  F16 combined with amoxicillin against S. aureus was 11 ± 1 mm, and it was greater than the antibiotic and herb mean which is 2,33 ± 4,04  and 9,33 ± 0,57. Phytochemical test results showed F16, 17, and 18 might contain saponin or alkaloid as an active antibiotics compound.
Conclusion: Semi-polar fractions (F14-18) methanolic extract of Phyllanthus niruri, L. had antibiotics activity againts S. aureus, but not E. coli. Combination with F16 had a synergistic effect which was increased the effects of amoxicillin. F16 might contains saponin.

Keywords: Phyllanthus niruri, L., Amoxicillin, Chloramphenicol, Phytochemical Test, ZOI, Combination of Antibiotics and Herb
95

PENDAHULUAN
Masalah resistensi antibiotik cukup menjadi perhatian di dunia, maka WHO menetapkan strategi global untuk mengurangi masalah tersebut, yaitu dengan memperbaiki surveillance mikrobiologi, memantau penggunaan ketepatan obat, memberikan edukasi kepada tenaga medis profesional dan masyarakat, meningkatkan pengendalian infeksi dan higiene, serta mengajak industri farmasi untuk mengembangkan penemuan obat baru dan vaksin sebagai produk alternatif yang lebih efektif, murah dan memiliki efek samping yang kecil1. Alternatif lain yang dapat dilakukan adalah kombinasi antibiotik dengan herbal yang memiliki senyawa aktif yang dapat menggantikan peran obat-obatan sintetis sebagai kombinasi tersebut2. Senyawa aktif dari herbal jika dikombinasi dengan antibiotik mampu memberikan efek sinergis, antagonis ataupun aditif3. Kombinasi antara antibiotik dan herbal telah dilakukan sebelumnya pada beberapa penelitian, salah satunya oleh Choirunnisa (2017) pada tanaman Cecendet (Physalis angulata L.) yang dikombinasikan dengan tetrasiklin didapatkan hasil sinergis terhadap bakteri S. aureus menggunakan uji Kadar Hambat Minimum (KHM).4
Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Adelia pada tahun 2018 didapatkan hasil aditif pada perhitungan FICI ekstrak herbal Phyllanthus niruri L. dengan kombinasi chloramphenicol pada bakteri E. coli dan S. aureus. Didapatkannya sifat aditif menandakan bahwa tidak adanya interaksi antara herbal Phyllanthus niruri L. dengan chloramphenicol pada bakteri E. coli dan S. aureus dalam meningkatkan atau menurunkan Kadar Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bakterisidal Minimum (KBM). Sedangkan pada perhitungan nilai FICI ekstrak herbal Phyllanthus niruri L. dengan kombinasi amoxicillin pada bakteri E. coli dan S. aureus didapatkan hasil antagonis dan sinergis5. Hal ini diduga karena senyawa yang didapat dari ekstrak herbal Phyllanthus niruri L. masih berupa mixed compound sehingga akan mempengaruhi interaksi dengan antibiotik pada bakteri E. coli dan S. aureus6. Menurut Cheesmaan (2017) suatu senyawa aktif berinteraksi dengan derivatnya, sehingga pada penelitian ini akan dilakukan fraksinasi untuk melakukan pemisahkan senyawa-senyawa tersebut dan mengambil fraksi 14-18 karena sifatnya yang semi polar dan diduga mengandung senyawa saponin6.
Penelitian ini akan melakukan fraksinasi, uji fitiokimia, dan dilanjutkan dengan pemberian fraksi metanolik Phyllantus niruri L. pada antibiotik amoxicillin dan chloramphenicol terhadap bakteri E. coli dan S. aureus yang bertujuan untuk mendapatkan zona hambat pada uji Zone of Inhibition (ZOI).






METODE PENELITIAN

Desain, Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian eksperimental yang dilakukan bersifat analitik laboratorik. Rancangan penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek dari kombinasi antara Phyllanthus niruri L. dengan antibiotik Amoxicillin, dan Chloramphenicol terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan Zone of Inhibition (ZOI). Penelitian ini dilakukan pada bulan januari hingga april 2019 pada Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Herbal Medik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (UNISMA).

Pembuatan Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. 
Pembuatan ekstraksi herba Phyllanthus niruri L. adalah dengan metode maserasi yang dimodifikasi diawali dengan mempersiapkan simplisia herbal Phyllanthus niruri L. dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOT). Simplisia herbal lalu ditimbang menggunakan neraca digital sebanyak 200 gr, dicampur dengan metanol PA 96% sebanyak 2000 ml, dibagi rata ke dalam 5 buah erlenmeyer ukuran 500 ml, didiamkan selama 24 jam pada shaker water bath, lalu saring hasil ekstrak menggunakan vacum buchner untuk memperoleh filtrat, kemudian evaporasi menggunakan rotary vacum evaporator pada suhu 55 °C sampai menjadi kental. Letakkan hasil ekstrak kedalam gelas beaker lalu masukkan ke dalam oven dengan suhu 40°C selama 3 hari hingga ekstrak menjadi lebih kental atau seperti pasta. 
Metode Fraksinasi Phyllanthus niruri, L.
Fraksinasi adalah proses pemisahan antara zat cair dengan zat cair yang dilakukan secara bertingkat berdasarkan tingkat kepolaran yaitu dari non polar dan polar. Fraksinasi dilakukan menggunakan kromatografi kolom berukuran panjang 30 cm dan diameter 2 cm, fasa diam berupa   silica gel dan fasa gerak yang digunakan adalah pelarut non polar hingga polar. Pelarut yang digunakan adalah etil asetat, metanol dan air. Hasil fraksi yang didapat ditampung ke dalam tabung vial yang berbeda sesuai dengan setiap perbedaan warna yang keluar.

Metode Pembuatan Larutan Antibiotik 
Pembuatan larutan antibiotik dimulai dengan mempersiapkan antibiotik yang digunakan yaitu chloramphenicol dan amoxicillin sebanyak masing-masing 1000 mg setelah itu larutkan kedalam 10 ml aquadest steril secara terpisah sesuai antibiotik yang di perlukan.


Metode Pour Plate untuk Pembuatan Metode Uji
Siapkan semua alat dan bahan yang diperlukan, lalu ambil masing-masing koloni isolat bakteri S. aureus dan E. coli dengan menggunakan oshe bulat, masukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml NaCl 0,9% sampai warnanya berubah menjadi keruh, dan lakukan homogenisasi bakteri dengan vortex. Setelah itu ambil 1 ml sampel bakteri menggunakan mikropipet, masukkan ke dalam kuvet, dan catat nilai absorbansi sampel bakteri pada spektrofotometri dengan panjang gelombang 600 nm. Pengenceran dilakukan dengan membagi nilai absorbansi sampel bakteri dengan nilai absorbansi target yaitu 0,2 lalu campurkan dengan NaCl 0,9%. Kemudian suspensikan bakteri ke dalam nutrien agar sebanyak 1% (10 ml/1 L media) yang sudah dibuat sebelumnya saat suhunya dibawah 50°C, campur hingga merata dengan vortex, dan tuang ke dalam cawan petri.

Uji Fitokimia Phyllanthus niruri, L.
	Uji fitokimia digunakan untuk proses screening pada tanaman herbal yang memiliki potensi sebagai obat sehingga dapat diketahui kandungan senyawa aktifnya. Uji fitokimia yang pertama dilakukan adalah menentukan ada atau tidaknya kandungan alkaloid dengan menyemprotkan reagen dragendorff pada KLT yang sudah ditotoli fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik Phyllanthus niruri L. Amati dan catat perubahan warnanya. Perubahan warna menjadi kuning keemasan menandakan adanya senyawa alkaloid7. 
Uji fitokimia yang kedua adalah menggunakan reagen FeCl3 untuk menentukan ada atau tidaknya kandungan fenol. Reagen FeCl3 disemprotkan pada KLT yang sudah ditotoli fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik Phyllanthus niruri L., amati dan catat perubahan warna. Perubahan warna yang terjadi adalah perubahan warna menjadi warna biru kehitaman8. Selanjutnya, reagen lain yang digunakan adalah formaldehyde yang dapat digunakan untuk menentukan ada atau tidaknya kandungan steroid, alkaloid, saponin, dan derivat phenothiazine. Reagen tersebut disemprotkan pada KLT yang sudah ditotoli fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik Phyllanthus niruri L., amati dan catat perubahan warna. Hasil dikatakan mengandung senyawa aktif jika terjadi perubahan warna menjadi warna kecoklatan9.

Zone of Inhibition (ZOI) Tunggal dan Kombinasi
Uji ZOI dilakukan dengan metode sumuran media agar menggunakan alat cork borer berukuran 6 mm. Lubang sumuran dengan pola 3-4-3 akan diisi dengan fraksi aktif herbal tunggal, antibiotik tunggal, dan kombinasi keduanya. Apabila ditemukan zona bening disekitar lubang menandakan bahwa terdapat zona hambat pertumbuhan bakteri10. Uji ZOI dilakukan dengan mempersiapkan biakan agar yang sudah disuspensikan bakteri E. coli dan S. aureus, fraksi herbal Phyllantus niruri, L. serta amoxicillin dan chloramphenicol yang sudah diencerkan sesuai dosis yang ditentukan, lalu inkubasi dengan suhu 37 °C selama 18-24 jam. Apabila didapatkan zona bening (clear zone) disekitar lubang, ukur diameter zona tersebut menggunakan penggaris satuan mm.

Metode Penentuan Interaksi
Interpretasi hasil ZOI kombinasi herbal dan antibiotik diukur berdasarkan metode Ameri-Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST) untuk menilai efek kombinasi keduanya dengan mengisi sumuran dengan dosis yang sudah ditentukan. Dikatakan sinergis apabila diameter zona bening yang terbentuk pada kombinasi herbal dan antibiotik (A+B) lebih besar dari herbal tunggal (A) dan antibiotik tunggal (B), dan lebih kecil atau lebih besar dari herbal dosis ganda (AA) dan antibiotik dosis ganda (BB). Antagonis apabila A+B lebih kecil dari A atau B. Aditif apabila A+B sama dengan AA dan atau BB. Potensiasi apabila salah satu dari A atau B sama dengan nol, A+B lebih besar dari A dan B, dan lebih kecil atau lebih besar dari AA dan atau BB. Tidak dapat dibedakan apabila A+B sama dengan salah satu dari A atau B11.

Analisa Data Statistik 
Analisa hasil ZOI kombinasi diukur menggunakan penggaris dengan satuan mm dan dibuat menggunakan Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) untuk mendapatkan rata-rata dan standar deviasi. Uji Statistik menggunakan uji parametrik Mann-Whitney untuk melihat perbedaan yang signifikan antara ZOI kombinasi dan ZOI tunggal untuk setiap fraksi aktif herbal.

HASIL

Hasil Uji Fitokimia 
Uji fitokimia digunakan untuk proses screening kandungan senyawa aktif pada fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik Phyllanthus niruri, L. dengan menyemprotkan reagen dragendorff, FeCl3, dan formaldehyde pada plat KLT seperti yang terlihat pada gambar 5.1. Keterangan kandungan senyawa pada F14-18 tercantum pada tabel 5.1 yang didapatkan dengan cara membagi jarak tempuh substansi dengan jarak tempuh pelarut
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Gambar 5.1 Hasil KLT F14-18 yang sudah disemprotkan reagen; A. Disemprot dengan reagen dragendorff; B. Disemprot dengan reagen FeCl3; C. Disemprot dengan reagen formaldehyde (Gambar disertai dengan perubahan kontras)
	Fraksi
	Alkaloid
	Fenol
	Saponin

	
	(Dragendorff)
	(FeCl2)
	(Formaldehyde)

	F14*
	 -
	 -
	 -

	F15*
	 -
	 -
	 - 

	F16*
	 -
	 -
	 + (Kecoklatam)

	F17*
	 -
	 -
	 + (Kecoklatan)

	F18*
	 -
	 -
	 + (Kecoklatan)


Tabel 5.1 Hasil Perhitungan Rf pada KLT F14-F18
Keterangan: *Tailing
Gambar 5.1 dan tabel 5.1 menunjukkan bahwa dengan menyemprotkan reagen dragendorff, formaldehyde, dan FeCl3 pada fraksi 14-18 didapatkan warna yang berbeda dengan tailing. Pada setiap fraksi pada uji fitokimia didapatkan tailing yang menunjukkan bahwa spot yang terbentuk berbentuk memanjang, sedangkan seharusnya berbentuk spot bulat pada setiap perubahan warna yang dihasilkan. Pada fraksi 14 ekstrak metanolik Phyllanthus niruri, L. setelah disemprotkan oleh tiga jenis reagen, yaitu dengan reagen dragendorff didapatkan satu spot tidak berwarna, dan satu spot berwarna hijau, reagen formaldehyde didapatkan satu spot berwarna hijau muda, dan reagen FeCl3 didapatkan satu spot berwarna hijau. 
Fraksi 15 setelah disemprotkan dengan reagen dragendorff didapatkan satu spot berwarna hijau keabuan, reagen formaldehyde didapatkan satu spot berwarna hijau muda, dan reagen FeCl3 didapatkan satu spot berwarna hijau muda. Fraksi 16 memiliki setelah disemprotkan dengan reagen dragendorff didapatkan satu spot berwarna hijau, reagen formaldehyde didapatkan dua spot yaitu hijau muda dan kecoklatan, dan reagen FeCl3 didapatkan satu spot berwarna hijau muda. 
Fraksi 17 setelah disemprotkan dengan reagen dragendorff didapatkan satu spot berwarna hijau, reagen formaldehyde didapatkan dua spot yaitu hijau muda dan kecoklatan, dan reagen FeCl3 didapatkan satu spot berwarna hijau muda. Fraksi 18 setelah disemprotkan dengan reagen dragendorff didapatkan satu spot berwarna hijau, reagen formaldehyde didapatkan dua spot yaitu hijau muda dan kecoklatan, dan reagen FeCl3 didapatkan satu spot berwarna keabu-abuan.
	Pada setiap fraksi pada uji fitokimia didapatkan tailing yang menunjukkan bahwa spot yang terbentuk berbentuk memanjang, sedangkan seharusnya berbentuk spot bulat pada setiap perubahan warna yang dihasilkan.
 
Hasil Pengukuran Zone of Inhibition (ZOI) Kombinasi Herbal dan Antibiotik 
Pengukuran Zone of Inhibition (ZOI) kombinasi herbal dan antibiotik diukur dengan memperhatikan panjang diameter zona bening (clear zone) yang terbentuk disekitar sumuran dalam satuan mm. Semakin besar zona bening yang terbentuk, maka semakin besar zona hambatnya. Gambar 5.2 menunjukkan bahwa setiap sumuran kombinasi antara fraksi semi polar (F14-F18) Phyllanthus niruri, L. dengan amoxicillin dan chloramphenicol terhadap bakteri S.aureus memiliki ZOI. Sedangkan pada Gambar 5.3 yaitu perlakuan terhadap bakteri E. coli tidak menunjukkan adanya ZOI pada setiap sumuran di setiap fraksi.

Kombinasi Phyllanthus niruri, L.  dan Amoxicillin terhadap Bakteri S. aureus dan E. coli
Perhitungan pengukuran ZOI kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan amoxicillin terhadap bakteri S. aureus dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel 5.2 Rerata Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zone of Inhibition (ZOI) Kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan Amoxicillin terhadap bakteri S. aureus

	Fraksi
	Sampel
	Rerata (mm) ± SD
	Jenis Interaksi

	
	
	
	

	14
	F14
	7,0 ± 0,0
	Not Distinguishable

	
	A
	10 ± 0,0
	

	
	F14A
	9,7 ± 2,1
	

	15
	F15
	7,0 ± 0,0
	Not Distinguishable

	
	A
	8,7 ± 2,1
	

	
	F15A
	10,0 ± 1,0
	

	16
	F16
	9,3 ± 0,6
	Sinergis

	
	A
	2,3 ± 4,0
	

	
	F16A
	11 ± 1,0*ab
	

	17
	F17
	8,7 ± 0,6
	Not Distinguishable

	
	A
	7,0 ± 0,0
	

	
	F17A
	9,0 ± 0,0*a
	

	18
	F18
	8,7 ± 0,6
	Not Distinguishable

	
	A
	4,0 ± 3,5
	

	 
	F18A
	8,7±1,5*a
	


Keterangan: Fx= Fraksi x dosis 15µl, A= Amoxicillin dosis 15µl, FxA= Kombinasi Fx dan Amoxicillin, a signifikan dengan A, *b signifikan dengan F16

Pada tabel 5.2 diatas menunjukkan uji kombinasi antara fraksi Phyllanthus niruri, L. dan amoxicillin terhadap bakteri S. aureus. Fraksi 14 dan 15 didapatkan hasil tidak signifikan (p>0,05) pada uji statistik non parametrik Mann-Whitney Test, sehingga memiliki jenis interaksi not distinguishable. Fraksi 16, 17, dan 18 didapatkan hasil signifikan (p<0,05) pada uji statistik non parametrik Mann-Whitney Test, namun hanya fraksi 16 yang memiliki jenis interaksi sinergis. Sedangkan tidak dilakukan perhitungan pengukuran ZOI kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan amoxicillin terhadap bakteri E. coli menggunakan uji statistik karena tidak didapatkan adanya ZOI. 
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Kombinasi Phyllanthus niruri, L.  dan Chloramphenicol terhadap Bakteri S. aureus dan E. coli
Perhitungan pengukuran ZOI kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan Chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus dapat dilihat pada tabel 5.3. 

Tabel 5.3 Rerata Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zone of Inhibition (ZOI) Kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan Chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus
	Fraksi
	Sampel
	Rerata (mm) ± SD
	Jenis Interaksi

	
	
	
	

	14
	F14
	7,0 ± 0,0
	Not Distinguishable

	
	C
	22,3±2,3
	

	
	F14C
	22,7±2,1
	

	15
	F15
	7,0 ± 0,0
	Not Distinguishable

	
	C
	23 ± 1
	

	
	F15C
	23 ± 2,6
	

	16
	F16
	9,3 ± 0,6
	Not Distinguishable

	
	C
	22 ± 2,0
	

	
	F16C
	23 ± 2,6
	

	17
	F17
	8,7 ± 0,6
	Not Distinguishable

	
	C
	20,3±2,1
	

	
	F17C
	22 ± 2,0
	

	18
	F18
	8,7 ± 0,6
	Not Distinguishable

	
	C
	19,3±2,5
	

	 
	F18C
	20,7±6,1
	


Keterangan: Fx= Fraksi x dosis 15µl, C= Chloramphenicol dosis 15µl, FxC= Kombinasi Fx dan Chloramphenicol, a signifikan dengan C, *b signifikan dengan F16

Pada tabel 5.3 diatas menunjukkan uji kombinasi antara fraksi Phyllanthus niruri, L. dan chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus menunjukkan hasil yang tidak signifikan (p>0,05) pada semua fraksi saat dilakukan uji statistik non parametrik Mann-Whitney Test, sehingga memiliki jenis interaksi not distinguishable. Sedangkan tidak dilakukan perhitungan pengukuran ZOI kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan chloramphenicol terhadap bakteri E. coli menggunakan uji statistik karena tidak didapatkan adanya ZOI.

PEMBAHASAN

Jenis Kandungan Senyawa Aktif dari Hasil Uji Fitokimia 
	Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat dikatakan bahwa tanaman herbal Phyllanthus niruri, L. memiliki senyawa aktif yang diamati dari hasil uji fitokimia, dan memiliki tailing. Tailing terjadi karena senyawa-senyawa tidak terpisah dengan baik untuk dapat dibedakan satu dengan yang lainnya. Tailing yang terbentuk dapat dikarenakan pelarut yang terlalu pekat, jarak eluasi terlalu pendek, dan fase gerak chamber menjadi kurang jenuh. Pada penelitian ini, eluen yang digunakan adalah etil asetat : metanol (3:7) yang umumnya digunakan untuk pemisahan senyawa-senyawa polar pada KLT12. 
	Identifikasi senyawa yang terkandung ditandai dengan adanya perubahan warna setelah disemprotkan oleh reagen. Perwarnaan formaldehyde pada KLT fraksi 14-18 ekstrak metanolik Phyllanthus niruri L. menghasilkan spot berwarna kecoklatan pada fraksi 16, 17, dan 18. Masing-masing fraksi tersebut juga memiliki bentuk tailing yang tidak berbeda jauh yang menunjukkan, kemungkinan bahwa ketiganya memiliki senyawa yang sama. Adapun senyawa yang dapat diidentifikasi dengan formaldehyde, antara lain adalah steroid, alkaloid, dan saponin. Namun, yang memiliki aktifitas sebagai anti bakteri adalah alkaloid, dan saponin13,14.
Sedangkan hasil uji fitokimia dengan menyemprotkan dragendorff dan FeCl3 pada KLT yang sudah ditotoli fraksi semi polar (F14-18) ekstrak metanolik Phyllanthus niruri L. tidak didapatkan spot berwarna kuning keemasan ataupun biru kehitaman sehingga dapat dikatakan bahwa Phyllanthus niruri L. tidak memiliki senyawa aktif alkaloid ataupun fenol dari reagen tersebut. Berdasarkan penelitian ini dapat dikatakan senyawa yang kemungkinan memiliki aktifitas sebagai anti bakteri pada Phyllanthus niruri, L. adalah alkaloid, dan saponin. Alkaloid memiliki turunan senyawa norsecurine, sedangkan saponin memiliki turunan senyawa, yakni diosgenin,  hekogenin, gipsigonin, dan asam glisiretat13,14. Menurut Nagappan et al. (2011) dan Harbone (2006) keduanya bekerja dengan cara merusak dinding sel bakteri10,15. Namun, pada penelitian ini senyawa yang mungkin terdapat pada Phyllanthus niruri, L. adalah saponin. Hal ini didasari karena senyawa alkaloid tidak teridentifikasi dengan pewarnaan reagen dragendorff, sedangkan senyawa saponin teridentifikasi dengan pewarnaan formaldehyde9.

Pengaruh Fraksi Semi Polar (F14-F18) dari Ekstrak Metanolik Phyllantus niruri L. Secara Tunggal terhadap E. coli dan S. aureus 
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dikatakan bahwa fraksi semi polar (F14-F18) dari ekstrak metanolik Phyllantus niruri L. secara tunggal memiliki daya hambat terhadap bakteri S. aureus, namun tidak terhadap E. coli. Hal ini ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening (clear zone) pada saat uji Zone of Inhibition (ZOI) terhadap bakteri S. aureus. Diameter zona bening yang terbentuk mempunyai beberapa ukuran yang menunjukkan jika semakin besar diameter yang terbentuk, maka semakin besar zona inhibisi yang dihasilkan. Namun, berdasarkan hasil uji fitokimia yang sudah dilakukan pada fraksi semi polar (F14-F18) dari ekstrak metanolik Phyllantus niruri L.,  hanya fraksi 16, 17, dan 18 yang memiliki senyawa aktif sebagai anti bakteri. Senyawa aktif yang dimaksud adalah saponin yang akan merusak dinding sel bakteri16.
Dapat dikatakan bahwa fraksi 16,17, dan 18 dari ekstrak metanolik Phyllantus niruri L. kemungkinan bersifat narrow-spectrum antibiotics karena secara tunggal lebih efektif menghambat aktivitas bakteri pada bakteri gram positif yaitu S. aureus dibandingkan dengan bakteri gram negatif yaitu E. coli. Perbedaan tersebut dapat dikarenakan karena perbedaan struktur bakteri gram positif dan gram negatif. Bakteri gram positif memiliki struktur dinding sel yang lebih sederhana dibandingkan bakteri gram negatif. Dinding sel bakteri gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal yang tersusun atas teichoic, teichoic acids, dan berbagai macam polisakarida yang bersifat sangat polar sehingga dinding sel menjadi sangat tebal17.

Pengaruh Kombinasi Herbal dan Antibiotik

Pengaruh Kombinasi Fraksi Semi Polar (F14-F18) dari Ekstrak Metanolik Phyllantus niruri L. dengan Amoxicillin terhadap E. coli dan S. aureus 
Berdasarkan hasil penelitian bersama uji Zone of Inhibition (ZOI) antibiotik Amoxcillin dan Chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus dan E. coli dilakukan untuk menentukan konsentrasi antibiotik yang digunakan pada saat uji ZOI kombinasi antibiotik dan herbal. Pada amoxcillin dan chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus digunakan konsentrasi 100 mg/ml. Amoxicillin dapat dikatakan lebih sensitif dibandingkan chloramphenicol terhadap bakteri S.aureus karena masih terbentuknya zona bening hingga dilusi 1/512, hal ini dikarenakan faktor pelarut yang digunakan pada pembuatan larutan antibiotik menggunakan aquadest sehingga dosis yang terlarut menjadi rendah. Sedangkan pada pengujian terhadap bakteri E. coli digunakkan konsentrasi 10 mg/ml pada amoxicillin dan chloramphenicol karenakan struktur dinding sel bakteri E. coli yang lebih kompleks sehingga sulit dihambat dengan konsentrasi yang rendah, dan juga dapat dipengaruhi oleh faktor pelarut yang digunakan18. Faktor lain yang dapat mempengaruhi hasil ZOI adalah karena larutan amoxicillin seharusnya dilarutkan kembali dengan dapar pada pengenceran akhir, dan pada chloramphenicol seharusnya dilarutkan terlebih dahulu dengan alkohol.  Sedangkan pada penelitian ini hanya digunakan pelarut air sehingga mempengaruhi dosis terlarutnya.
Dari lima fraksi yang diujikan hanya fraksi 16 yang memiliki jenis interaksi sinergis saat dikombinasikan dengan amoxicillin terhadap bakteri S. aureus karena efek penggunaan kombinasi antibiotik dan herbal dibandingkan dengan herbal tunggal dan antibiotik tunggal memiliki rerata yang lebih tinggi serta memiliki hasil yang signifikan (P<0,05) pada uji statistik Mann-Whitney Test. Namun pada fraksi 16 didapatkan standard deviasi antibiotik tunggal yang tinggi yaitu 4,00 mm. Hal ini dapat dikarenakan pada tiga kali pengulangan uji ZOI didapatkan nilai 0 pada ulangan kedua dan ketiga yang menunjukkan tidak adanya zona bening yang terbentuk. Hal ini dapat disebabkan oleh ketebalan media agar yang berbeda, yang terjadi karena kemiringan Brosafety Cabinet (BSC). Pada Fraksi 14, dan 15, 17, 18 memiliki jenis interaksi not distinguishable atau tidak dapat dibedakan karena efek penggunaan kombinasi antibiotik dan herbal dibandingkan dengan antibiotik tunggal memiliki rerata yang sama, dan hasil yang tidak signifikan (P>0,05) pada uji statistik Mann-Whitney Test. Namun, kombinasi amoxicillin terhadap bakteri E. coli tidak dilakukan uji statistik karena tidak didapatkan adanya zona inhibisi pada saat uji ZOI. Amoxicillin merupakan antibiotik yang bekerja lebih efektif pada gram positif daripada bakteri gram negatif berdasarkan mekanisme kerjanya.
Kombinasi Phyllantus niruri L. dengan antibiotik amoxicillin terhadap bakteri S. aureus dapat dikatakan sinergis karena keduanya memiliki senyawa aktif yang sama-sama bekerja pada dinding sel bakteri. Senyawa aktif Phyllantus niruri L. yaitu saponin akan bekerja dengan menurunkan tegangan permukaan dinding sel bakteri dari S. aureus dan merusak komponennya yaitu permeabilitas dinding sel, dan secara bersamaan antibiotik amoxicillin akan bekerja pada dinding sel bakteri dengan cara berikatan dengan Penicillin Binding Protein (PBP) pada dinding sel bakteri, lalu akan membentuk ikatan cincin beta laktam yang akan mengaktivasi PBP pada sel bakteri sehingga menghambat biosintesis dinding sel bakteri sehingga menyebabkan bakteri lisis dan mati6,15. Sedangkan kombinasi amoxicillin terhadap bakteri E. coli tidak dilakukan uji statistik karena tidak didapatkan adanya zona inhibisi pada saat uji ZOI. Hal tersebut dikarenakan bakteri E. coli memiliki struktur dinding sel yang lebih kompleks sehingga sulit untuk di hambat oleh antibiotik19.

Pengaruh Kombinasi Fraksi Semi Polar (F14-F18) dari Ekstrak Metanolik Phyllantus niruri L. dengan Chloramphenicol terhadap E. coli dan S. aureus
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat dikatakan bahwa semua fraksi yang dikombinasikan dengan antibiotik chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus bersifat not distinguishable. Dikatakan demikian karena efek penggunaan kombinasi antibiotik dan herbal dibandingkan dengan antibiotik tunggal memiliki rerata yang sama. Sedangkan kombinasi chloramphenicol terhadap bakteri E. coli tidak dilakukan uji statistik karena tidak didapatkan adanya zona inhibisi pada saat uji ZOI. Faktor yang dapat mempengaruhi hal ini karena konsentrasi chloramphenicol yang digunakan kurang tinggi sehingga tidak dapat menghambat bakteri E. coli. Menurut Pratiwi (2008) antibiotik chloramphenicol resisten terhadap bakteri gram negatif yang memproduksi enzim asetiltransferase dan akan menambahkan gugus asetil ke dalam antibiotik chloramphenicol. Hal tersebut menyebabkan antibiotik chloramphenicol tidak akan dapat berikatan dengan subunit ribosom 50s sehingga proses sintesis protein pada bakteri akan tetap terjadi20. 
Kemungkinan lain yang dapat menyebabkan tidak terbentuknya ZOI pada kombinasi chloramphenicol terhadap E. coli karena penggunaan pelarut air dalam pembuatan larutan antibiotik. Sedangkan menurut Harvey (2009) antibiotik chloramphenicol sukar larut dalam air21. Hal ini dikarenakan solubilitas chloramphenicol dalam air adalah 2,5 mg/ml sehingga menyebabkan dosis terlarut pada chloramphenicol menjadi rendah22.  

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil analisa data dan pembahasan pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa:
1. Fraksi 16, 17, dan 18 Ekstrak Metanolik (MeOH) Phyllanthus niruri, L. diduga memiliki senyawa saponin.
2. Fraksi Semi Polar (F14-18) Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. memiliki daya hambat terhadap bakteri S. aureus, namun tidak terhadap E. coli.
3. Kombinasi fraksi 16 Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. dengan antibiotik amoxicillin memiliki daya hambat dan bersifat sinergis terhadap bakteri S. aureus, namun tidak terhadap E. coli.
4. Kombinasi fraksi 14, 15, 17, dan 18 memiliki interaksi not distinguishable atau tidak dapat dibedakan.
SARAN
[bookmark: _Hlk529730268][bookmark: _Hlk529730193]Adapun saran untuk mengembangkan dan meningkatkan penelitian ini kedepannya adalah:
1. Melakukan penelitian lanjutan uji fitokimia pada fraksi semi polar (F14-18) Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. dengan melakukan isolasi dan identifikasi saponin dan atau alkaloid yang terkandung didalamnya.  
2. [bookmark: _Hlk529730312][bookmark: _Hlk529730941]Melakukan penelitian lanjutan uji Zone of Inhibition (ZOI) pada fraksi semi polar (F14-18) Ekstrak Metanolik Phyllanthus niruri, L. menggunakan konsentrasi yang lebih besar untuk mempengaruhi daya hambat pada kombinasi Phyllanthus niruri, L. dengan antibiotik amoxicillin, dan chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.
3. Menggunakan pelarut dapar pada pembuatan larutan amoxicillin pada pengenceran akhir.
4. Menggunakan pelarut etanol pada pembuatan larutan chloramphenicol pada pengenceran awal.
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