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RINGKASAN

NURUL SAFIRA. 066119179. 2023. UJI AKTIVITAS ANTIMIKROBA
Streptococcus mutans DAN Candida albicans EKSTRAK DAUN CABE JAWA
(Piper retrofractum Vahl.) DENGAN PERBEDAAN JENIS PELARUT
BERDASRKAN POLARITAS. Dibawah bimbingan Prasetyorini dan Fitria
Dewi Sulistiyono.

Mikroba berupa bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans
adalah penyebab utama karies gigi dan kandidiasis oral dengan peningkatan
masing-masing kasus yaitu 45.3% dalam 9 tahun dengan indeks DMF-T 4.6% dan
30-50% penderita untuk kandidiasis oral. Tanaman dari famili piperaceae dapat
digunakan sebagai alterantif antimikroba tersebut, salah satunya daun cabe jawa
(Piper retrofractum Vahl.) yang banyak digunakan secara tradisional karena
potensinya sebagai antimikroba. Senyawa phytol dan piperin adalah senyawa
dominan pada daun cabe jawa yang memiliki aktivitas antimikroba.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya aktivitas antimikroba
ekstrak daun cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) terhadap Streptococcus mutans
dan Candida albicans dengan perbedaan polaritas pelarut yaitu etanol 96%, etil
asetat dan n-heksan untuk memisahkan senyawa yang berbeda pada tanaman daun
cabe jawa menggunakan metode dilusi agar untuk mengetahui Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dan difusi cakram untuk mengetahui Diameter Daya Hambat
(DDH) dari sampel uji.

Hasil yang diperolenh berupa KHM ekstrak daun cabe jawa terhadap
Streptococcus mutans didapatkan pada ekstrak n-heksan 10%, etil asetat 10% dan
etanol 96% 20%. Sedangkan terhadap Candida albicans pada ekstrak n-heksan 5%,
etil asetat 10% dan etanol 96% 10%. Adapun DDH terhadap Streptococcus mutans
dan Candida albicans yang termasuk kategori mendekati Susceptible (Intermedate)
adalah konsentrasi 20% pada setiap pelarut dengan rata-rata DDH 15.84 mm dan
16.43 mm.

Kata Kunci : Antimikroba, Candida albicans, Daun Cabe Jawa (Piper

retrofractum Vahl.), Streptococcus mutans, Ultrasonic Assisted Extraction.



SUMMARY

NURUL SAFIRA. 066119179. 2023. ANTIMICROBIAL ACTIVITY TEST
OF Streptococcus mutans AND Candida albicans JAVA CHILI LEAF
EXTRACT (Piper retrofractum Vahl.) WITH DIFFERENT TYPES OF
SOLVENTS BASED ON POLARITY. Under the guidance of Prasetyorini
and Fitria Dewi Sulistiyono.

Microbes in the form of Streptococcus mutans and Candida albicans fungi
are the main causes of dental caries and oral candidiasis with an increase in each
case of 45.3% in 9 years with a DMF-T index of 4.6% and 30-50% of patients for
oral candidiasis. Plants from the piperaceae family can be used as antimicrobial
alternatives, one of which is Java chili leaf (Piper retrofractum Vahl.) which are
widely used traditionally because of their potential as antimicrobials. Pythol and
piperine compounds are the dominant compounds in Java chili leaves that have
antimicrobial activity.

This study aims to determine the antimicrobial activity of Java chili leaf
extract (Piper retrofractum Vahl.) against Streptococcus mutans and Candida
albicans with different solvent polarities, namely 96% ethanol, ethyl acetate and n-
hexane to separate different compounds in Java chili leaves using the agar dilution
method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and disc
diffusion to determine the Inhibitory Diameter (DDH) of the test sample.

The results obtained were MIC of Java chili leaf extract against
Streptococcus mutans obtained in 10% n-hexane extract, 10% ethyl acetate and
96% ethanol 20%. Whereas against Candida albicans in 5% n-hexane extract, 10%
ethyl acetate and 96% ethanol 10%. Whereas against Candida albicans in 5% n-
hexane extract, 10% ethyl acetate and 96% ethanol 10%. The DDH for
Streptococcus mutans and Candida albicans which are in the category close to
Susceptible (Intermedate) is a concentration of 20% in each solvent with an
average DDH of 15.84 mm and 16.43 mm.

Keywords: Antimicrobial, Candida albicans, Java Chilli Leaf (Piper retrofractum

Vahl.), Streptococcus mutans, Ultrasonic Assisted Extraction.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Karies gigi dan kandidiasis oral adalah penyakit pada rongga mulut yang
banyak terjadi di Indonesia disebabkan infeksi bakteri Streptococcus mutans dan
jamur Candida albicans. Riskesdas menjelaskan permasalahan gigi dan mulut di
Indonesia meningkat tajam dari 23.2% pada tahun 2007 menjadi 57.6% pada
tahun 2018 dan karies gigi sebanyak 45.3%, indeks DMF-T Kkaries gigi ini
mencapai 4.6% yang berarti kerusakan gigi masyarakat Indonesia mencapai 460
buah gigi per 100 orang (Kemenkes, 2018). Karies gigi adalah penyakit jaringan
gigi yang ditandai dengan adanya kerusakan dan demineralisasi (pengurangan
jumlah mineral) di jaringan keras gigi dimulai dari permukaan enamel gigi, dentin
dan meluas hingga pulpa (Tandra et al., 2020).

Adapun kandidiasis oral adalah salah satu infeksi fungal didalam mukosa oral.
Penyebab utama lesi ini yaitu jamur Candida albicans sebagai bagian komponen
dari mikroflora oral dan dari hasil analisa sekitar 30-50% orang sebagai karier
jamur ini. Candida albicans dapat meningkatkan misela baru dengan membentuk
tunas elipsoid dan hifa sehingga menyebabkan infeksi opurtunistik (Cutler, 1991).

Penelitian ini akan melihat potensi bahan alami dari famili piperaceae dengan
pembanding kontrol positif penisilin untuk Streptococcus mutans, penisilin adalah
salah satu antibakteri untuk infeksi Streptococcus mutans yang sudah resistensi
sehingga diperlukan alternatif dalam pengobatan karies gigi akibat bakteri
tersebut, sedangkan kontrol positif untuk jamur Candida albicans digunakan
nystatin. Daun cabe jawa merupakan salah satu bahan obat alami yang memiliki
potensi sebagai antimikroba dengan tingkat kontaminasi bakteri sangat rendah
(Rachmat et al., 2000). Secara tradisional, digunakan masyarakat dalam
mengobati demam, flu, diare, beri-beri, anemia, dan kolera (Musthapa, 2016).

Aktivitas antimikroba daun cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) disebabkan
kandungan beberapa jenis alkaloid yang merupakan senyawa golongan besar

diantaranya filfiline, piperine, guineensine, piperlonguminine, sylvatine,



piperlongumine, sitosterol, dan methyl piperate (Sediarso dan Khaira, R.N.,
2010). Menurut penelitian (Sari dan Nugraheni, 2013) daun cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl.) mempunyai aktivitas penghambatan sebagai antijamur
Candida albicans, karena terdapat senyawa piperine dan phytol yang memiliki
aktivitas antimikroba sehingga potensial sebagai antibakteri Streptococcus
mutans.

Penelitian ini akan meninjau kekuatan ekstrak daun cabe jawa menggunakan
beberapa jenis pelarut dengan kepolaran bertingkat yaitu n-heksana, etil asetat dan
etanol dengan empat konsentrasi ekstrak yang berbeda menggunakan Ultrasonic
Assisted Extraction (UAE). Ekstraksi UAE digunakan karena ultrasonik yang
dimilikinya dapat meningkatkan laju transfer massa sehingga memecah dinding
sel dengan banyaknya microcavity dan mempersingkat waktu proses ekstraksi
(Shirsath, 2012). Menurut Mason et al. 1996 ekstraksi menggunakan UAE dapat
meningkatkan rendemen ekstrak 20-40% dibandingkan maserasi. Pada proses
ekstraksi digunakan tiga pelarut dengan sifat kepolaran berbeda untuk
memisahkan senyawa yang berbeda dalam tanaman sehingga akan dilhat pelarut
yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan mikroba. Pelarut etanol
dapat menarik senyawa flavonoid, tanin dan alkaloid, pelarut etil asetat dapat
menarik fenol, saponin dan pelarut n-heksan dapat menarik senyawa terpenoid
(Shirsath, 2012).

Metode uji yang digunakan dalam penelitian ini untuk melihat diameter
hambatan bakteri dari ekstrak tanaman yaitu metode dilusi agar untuk mengetahui
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) atau Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) dan metode difusi cakram untuk menentukan Diameter Daya Hambat
(DDH) menggunakan media Potato Dextrose Agar (PDA) untuk jamur dan media
Natrium Agar (NA) untuk bakteri dengan pelarut Tween 1% pada larutan uji.
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan data juga informasi ilmiah sehingga
dapat menjadi alternatif pengobatan menggunakan bahan alam untuk antifungi
dan antibakteri yang umum terjadi pada masyarakat dan diharapkan dapat

memberikan efek terapi maksimal dengan efek samping seminimal mungkin.



1.2 Tujuan Penelitian

1. Menentukan konsentrasi hambat minimum ekstrak daun cabe jawa
terhadap bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans
dengan perbedaan polaritas pelarut.

2. Menentukan diameter daya hambat ekstrak etanol 96%, etil asetat, dan n-
heksan tanaman daun cabe jawa terhadap bakteri Streptococcus mutans
dan jamur Candida albicans.

3. Menentukan pelarut paling efektif dalam menghambat pertumbuhan

bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans.

1.3 Hipotesis

1. Konsentrasi hambat minimum ekstrak daun cabe jawa dengan perbedaan
polaritas pelarut terhadap bakteri Streptococcus mutans <10% dan
terhadap jamur Candida albicans didapatkan <5%.

2. Diameter daya hambat ekstrak etanol 96%, etil asetat, dan n-heksan
tanaman daun cabe jawa terhadap bakteri Streptococcus mutans dan jamur
Candida albicans masuk dalam kategori dapat diterima sebagai antibakteri
dan antijamur.

3. Terdapat satu pelarut yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan

bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans.
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2.1 Deskripsi Tanaman Daun Cabe Jawa
Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini untuk uji aktivitas antimikroba

adalah daun cabe jawa (Piper retrofractum Vahl).

Gambar 1. Daun Cabe Jawa (Piper retrofractum Vahl)
(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2023)

Tanaman daun cabe jawa berkingdom plantae, filumnya magnoliophyta, kelas
magnoliopsida, ordo piperales, famili piperaceae, genus piper, dan spesies Piper
retrofractum Vahl. Daun cabe jawa berasal dari Indonesia dengan kurang lebih 10
genera dan sekitar 1000 spesies. Tanaman ini termasuk salah satu dari 5 jenis
Piper yang punya nilai ekonomi bersama 4 spesies lainnya yaitu Piper nigrum
(lada), Piper betle (sirih), Piper cubeba L. (kemukus), Piper longum (Indian long
pepper) dan Piper methysticum (Heyne, 1987), dalam bahasa Inggris tanaman
cabe jawa disebut juga java long pepper, di Indonesia tanaman cabe jawa
memiliki sebutan yang berbeda-beda ditiap daerah seperti lada panjang, cabe
panjang (Sumatera), cabe jawa (Sunda), cabe jawa (Jawa), cabe solah (Madura),
cabian (Sulawesi) dan lain sebagainya (Djauhariya & Rosman, 2014).

Tanaman daun cabe jawa termasuk habitus liana dengan pertumbuhan
memanjat, menjalar atau melilit dengan akar yang melekat pada pohon lain. Daun
cabe jawa dapat tumbuh liar di tanah lembab dan berpasir seperti di pesisir pantai

dan hutan mencapai ketinggian 600 m dpl. Budi daya Piper retrofractum Vahl.



secara umum dengan cara vegetatif yang menggunakan sulur tanah dan
memerlukan hara, lahan subur dengan suhu 20-30°C dan curah hujan berkisar
antara 1200-3000 mm/tahun (Melati & Saleh, 2012). Jumlah daun tanaman cabe
jawa antara 3.95-14.46 daun percabang. BPOM RI pada tahun 2010 menjelaskan
daun cabe jawa meimilki daun tungal, bertangkai, bentuk bulat, ujung agak
runcing atau meruncing, tepi rata, pertulangan menyirip, permukaan atas licin,
permukaan bawah berbintik-bintik, helaian daun seperti daging, warna hijau,
panjang 8.5-30 cm, lebar 3-13 cm, tangkai daun 0.5-3 cm.

2.2 Kandungan Kimia dan Manfaat Daun Cabe Jawa

Daun cabe jawa sering digunakan sebagai obat tradisional, untuk mengobati
sakit perut, obat kumur, tonikum, obat masuk angin, bronkhitis menahun, batuk,
dan influenza. Puslit Tanaman Rempah dan Obat, Cimanggu, Kota Bogor
melakukan riset bahwa daun cabe jawa memiliki kandungan utama yaitu
germakren D sebanyak 24.20% yang termasuk golongan seskuiterpen yang
memiliki aktivitas antimikroba. Tanaman ini mengandung metabolit sekunder
seperti alkaloid, dan minyak esensial yang dapat digunakan sebagai antimikroba.
Ekstrak N-Heksan Piper retrofractum Vahl. mengandung dua senyawa kimia
utama menurut penelitian Junariah, 2020 diantaranya dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan Senyawa Dominan Ekstrak N-Heksan Daun Cabe Jawa
(Junairiah, 2020).

Senyawa Konsentrasi (%)
Isomer Fitol 23.95
Germacrene D 16.66

Isomer fitol atau phytol adalah alkohol diterpen yang memiliki khasiat sebagai
antimikroba dan antiinflamasi. Adapun germacrene D (jenis seskuiterpen
hidrokarbon). Adapun ekstrak etil asetat Piper retrofractum Vahl. mengandung
senyawa paling dominan yaitu piperin (golongan alkaloid) sebanyak 52.65%.
Pada ekstrak etanol Piper retrofractum Vahl. mengandung 41.71% senyawa

piperin yang memiliki aktivitas Dbiologis berupa antibakteri, antijamur,



antioksidan, antitumor, analgesik, antipiretik, antiinfalmasi, antidiare,
antidepresan, antitiroid, antiasma, hepatoprotektif, anxiolytic, dan antimetastasis.
Senyawa dominan yang berpotensi sebagai antimikroba pada tanaman ini adalah
phytol dan piperin (Junariah, 2020).

2.3 UAE (Ultrasonic Assisted Extraction)

Ekstraksi adalah penarikan senyawa kimia kandungan bahan yang dapat larut
dengan pelarut tertentu. Ekstraksi juga berarti penyarian zat-zat berkhasiat dalam
tanaman obat, juga pada hewan dan beberapa jenis ikan termasuk pada biota laut.
Zat-zat aktif biasanya terdapat pada sel, namun sel tanaman dan sel hewan
memiliki kekebalan berbeda sehingga diperlukan metode ekstraksi yang cocok
menggunakaan pelarut tertentu dalam mengekstrasinya sehingga penyarian akan
maksimal. Proses penyarian dapat berhenti saat tercapai kesetimbangan
konsentrasi senyawa yang tertarik pada pelarut dengan konsentrasi dalam sel
tanaman yang di ekstraksi. Setelah proses ekstraksi selesai, pelarut dipisahkan dari
sampel dengan proses filtrasi menggunakan kertas saring (Harborne, 1987).

UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) mampu mengoptimalkan waktu
ekstraksi lebih cepat, namun senyawa metabolit yang tertarik lebih maksimal.
Mekanisme ekstraksi Ultrasonic Assisted Extraction melibatkan getaran
gelombang ultrasonik yang memiliki frekuensi > 20 kHz (20000 Hz) per 1 detik
dibantu sedikit pemanasan pada suhu 40°C selama 15 menit. Gelombang
ultrasonik bekerja dengan memecahkan dan meningkatkan penetrasi dari pelarut
menuju dinding sel sehingga senyawa aktif terlepas keluar lebih maksimal baik
senyawa organik dan non organik (Suhendar et al., 2020).

Metode UAE dengan frekuensi > 20 kHz mampu meningkatkan permeabilitas
sel tanaman sehingga memperbesar kavitasi. Gelombang ultrasonik bekerja
dengan bergerak dari media secara kompresi dan ekspansi. Ekspansi yaitu
menarik molekul yang ada ditanaman hingga menghasilkan gelembung-
gelembung dalam pelarut lalu tekanan menurun dan berkavitasi dengan
pemecahan gelembung. Sedangkan kompresi yaitu pressor atau penekan molekul-

molekul untuk bergerak menjauh (Kumoro, 2015).
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Gambar 2. Rangkaian Alat Ultrasound Assisted Extraction
(Suhendar et al., 2020)

Ekstraksi menggunakan ultrasonik ini dipilih berdasarkan referensi dari
penelitian Mason et al. (1996) dimana ekstraksi senyawa kandungan yang tertarik
dengan ultrasonik pada beberapa tanaman seperti adas, hops, marigold, daun mint
dan lemon menghasilkan 20-40% hasil ekstraksi senyawa lebih besar dari pada
metode ekstraksi yang biasa. Metode UAE mempunyai kelebihan mampu
meningkatkan penetrasi dari cairan pelarut menuju dinding sel, laju perpindahan
massanya lebih cepat, dapat meningkatkan hasil ekstraksi, penggunaan suhu yang
rendah, juga memberikan hasil ekstrak lebih optimal karenanya waktu dan pelarut
yang dibutuhkan lebih efisien (Marlina et al., 2022).

2.4 Pelarut

Penggunaan pelarut sangat berpengaruh pada hasil ekstraksi senyawa. Sifat
pelarut yang dikatakan baik untuk ekstraksi yaitu jika toksisitasnya rendah,
mampu menarik senyawa komponen secara cepat dan optimal, mengawetkan
ekstrak dan tidak menyebabkan ekstrak terdisosiasi. Pelarut organik pada
dasarnya dengan konstanta dielektriknya dibedakan menjadi golongan polar dan
non polar. Konstanta dielektrik merupakan gaya tolak menolak dari dua partikel
yang memiliki muatan listrik didalam suatu molekul. Semakin tinggi konstanta
dielektrik pada pelarut maka pelarut akan bersifat semakin polar (Verdiana et al.,
2018).

Pelarut polar dapat menyari senyawa yang bersifat polar pada tanaman yang

ingin diekstraksi salah satunya yaitu etanol. Pelarut semi polar memiliki tingkat



kepolaran yang lebih rendah dari pelarut polar tetapi lebih tinggi dari pelarut non
polar salah satunya etil asetat. Sedangkan pelarut non polar yaitu pelarut yang
hampir tidak polar, biasanya digunakan untuk menyari senyawa metabolit yang
tidak larut dalam pelarut polar salah satunya n-heksan. Pelarut yang digunakan
pada ekstraksi perlu memperhatikan beberapa faktor-faktor antara lain target
senyawa tanaman dan keragaman yang akan diekstraksi, laju ekstraksi, mudahnya
penanganan hasil ekstrak untuk perlakuan selanjutnya (Tiwari et al., 2011).

Pada prinsipnya pelarut dipilih berdasarkan prinsip like dissorve like, artinya
pelarut polar akan melarutkan senyawa polar dan pelarut non-polar akan
melarutkan senyawa non-polar. Contoh senyawa germacrene D dan terpenoid
dapat larut dalam pelarut non polar seperti n-heksana, golongan piperin dapat larut
dalam pelarut semipolar dan polar seperti etil asetat, sedangkan senyawa
flavonoid dapat larut dalam pelarut polar seperti etanol. Dalam penelitian ini
digunakan tiga pelarut untuk mengestraksi serbuk simplisia daun cabe jawa
dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk menarik senyawa yang berpotensi
sebagai antibakteri dan antijamur. Pelarut dengan tingkat polaritas polar dipilih
etanol 96% karena mempunyai kemampuan menarik metabolit sekunder yang
diinginkan, selain itu etanol merupakan pelarut yang baik digunakan dalam
ekstraksi juga tidak toksik dan mudah menembus membran sel dalam tumbuhan
(Do et al., 2013).

Pelarut dengan tingkat polaritas semi polar yang dipilih adalah etil asetat, etil
asetat merupakan pelarut semi polar dengan tingkat polaritas 4.4 sehingga dapat
menarik senyawa aglikon maupun glikon seperti fenol dan terpenoid, memiliki
toksisitas yang rendah, namun tidak higroskopis dan mudah menguap (Tensiska et
al., 2007). Sedangkan pelarut dengan polaritas non-polar yang dipilih yaitu n-
heksana yang terdiri dari campuran hidrokarbon dengan 6 atom karbon dan
memiliki 19 isomer 2-metil pentana dan 3- metil pentana. Menurut Susanti (2015)
fraksi n-heksana dapat menarik senyawa terpenoid dengan daya hambat sebesar
9.57A+2.53 mm sebagai antibakeri.

Adapun pelarut yang digunakan dalam larutan kontrol yaitu Tween 80 dengan

konsentrasi 1% yang merupakan surfaktan non-ionik mempunyai dua gugus



dalam satu molekul antara lain hidrofobik dan hidrofilik sehingga terbentuk busa.
Tween 80 termasuk golongan ikatan sorbitan ester, pembentukannya melalui
reaksi antara sorbitol dengan asam lemak dan etilen oksida yang kemudian
membentuk senyawa lapisan aktif. Nilai HLB (Hidrophilic Lipophilic Balance)
tween 80 adalah 15 artinya cenderung larut dalam air. HLB adalah nilai yang
digunakan untuk mengukur efisiensi surfaktan dan memiliki sifat yang berbanding
lurus, semakin besar HLB surfaktan semakin besar tingkat kepolarannya. Tween
80 digunakan karena dapat melarutkan ekstrak kental n-heksan, etil asetat, dan
etanol 96% daun cabe jawa dan tidak merusak atau mengoksidasi senyawa pada
sampel karena mekanisme kerjanya yaitu berikatan dengan maltodekstrin dan
membentuk lapisan buih sehingga dapat melindungi senyawa bioaktif selama
proses (Dewi, 2019)

2.5 Mikroorganisme
2.5.1. Bakteri Streptococcus mutans

Streptococcus mutans termasuk golongan Streptococcus viridans adalah
penyebab paling utama penyakit karies gigi apalagi pada anak. Rongga mulut
termasuk organ utama yang dapat menimbulkan kolonisasi bakteri dipermukaan
giginya. Streptococcus mutans bekerja dengan memetabolisme karbohidrat dan
sukrosa berubah jadi asam sehingga pH saliva dan pH plak menurun hingga
dibawah titik kritis dan email gigi melarut. Streptococcus mutans juga mampu
mensintesis glukan yang berasal dari sukrosa, dan glukosa yang terbentuk dengan
massa yang lengket, pekat dan sulit larut pada mulut. Hal inilah yang
menyebabkan Kkaries gigi menjadi akibat utama dari mikroba jenis ini
(Bidarisugma, 2012).

Klasifikasi Streptococcus mutans antara lain kingdomnya monera, divisi
firmicutes, kelas bacilli, ordo lactobacillus, famili streptococcaceae, genus
streptococcus, dan spesies Streptococcus mutans. Streptococcus mutans adalah
bakteri anaerobik fakultatif (dapat hidup pada kondisi sedikit oksigen),
nonhemofilik asidogenik, dan mampu memproduksi polisakarida ekstraseluler

maupun intraseluler. Streptococcus mutans merupakan bakteri yang didapat sesuai
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perkembangan usia terdiri dari dinding sel dan membran protoplasma. Matriks
dinding selnya terbangun dari peptidoglikan dengan rantai silang, komposisi gula
aminonya yaitu N-asetil, asam N-asetilnuramik dan beberapa peptida lain.
Adapun struktur antigenik dinding sel dari bakteri ini terdiri dari antigen protein,
polisakarida spesifik dan asam lipotekoat yang menentukan imunogenitas bakteri
(Bidarisugma, 2012).

\‘.

Gambar 3. Bentuk Mikroskopis Koloni Streptococcus mutans
(Lemos, 2013)

Secara mikroskopisnya, Streptococcus mutans adalah bakteri gram positif, dia
tidak begerak aktif, tidak juga membentuk spora, susunan rantainya dua atau
lebih. Bentuknya bulat berdiameter 0.5-0.7 mm. Kadang bentuknya ini
mengalami pemanjangan menjadi batang yang pendek dengan tersusun
berpasangan atau bahkan membentuk rantai pendek. Bentuk umum sel bakterinya
. kokus (bulat), basil (batang), dan uliran (spiral). Bentuk kokus : sel tunggal
monokokus, berpasangan (diplokokus), berantai (streptokokus), seperti buah
anggur (stafilokokus), bentuk sel berupa batang : batang pendek, panjang, sel
tunggal atau berangkai. Bentuk sel spiral : bentuk spiral pendek, bentuk spiral
panjang (Lemos, 2013).

Karies gigi atau disebut juga gigi berlubang merupakan penyakit pada jaringan
keras gigi ditandai rusaknya email dan dentin pada gigi dengan bakteri utamanya

adalah Streptococcus mutans yang terdapat plak sehingga terjadi demineralisasi
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akibat interaksi antar produk-produk mikroorganisme, ludah dan bagian-bagian
yang berasal dari makanan dan email. Mikroorganisme tersebut dapat mengubah
sisa-sisa makanan pada gigi menjadi senyawa asam dan mengikis lapisan email
gigi juga menghilangkan mineral-mineral padanya. Lapisan enamel akan
kehilangan strukturnya, jika berkembang akan terjadi karies pada enamel hingga
mengenai dentin dan pulpa (Ramayanti, 2013).
2.5.2. Jamur Candida albicans

Taksonomi Candida albicans antara lain memilki kingdom fungi, filum
ascomycota, kelas saccharomyconitales, ordo saccharomycetales, famili
saccharomycetaceae, genus candida, dan spesies Candida albicans. Candida
albicans adalah spesies jamur flora normal terdapat pada rongga mulut, pada
saluran pernafasan, pencernaan dan organ genitalia wanita. C.albicans
berkembang dengan cara membentuk tunas dengan tumbuh memanjang
membentuk hifa semu. Hifa semu terbentuk dari kelompok blatospora dengan
fisik bulat atau lonjong. Sel ini mampu berkembang menjadi klamidospora yang
berdinding tebal dengan diameter 8-12 p. (Jawetz et al., 2013).
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Gambar 4. Struktur Pertumbuhan Jamur Candida albicans (1) Dinding Sel (2)
Mikroskopis (Mutiawati, 2016).

Morfologi Candida albicans pada permukaan media padat berbentuk bulat
sedikit cembung, tampak halus licin, dan terkadang sedikit berlipat-lipat apalagi
pada koloni yang berumur tua. Warna koloni ini putih kekuningan dan berbau
asam seperti bau tape. Dapat tumbuh pada variasi pH yang sangat luas, pada pH
antara 4.5-6.5 jamur Candida albicans dapat tumbuh dengan baik dimana

produksi enzim proteasenya pada pH 4.5-6.5 suhu 28°-37°C.
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Pada kondisi anaerob maupun aerob, Candida albicans melakukan
metabolisme sel. Pertumbuhannya juga dapat lebih cepat pada range asam
dibandingkan pH normal atau basa. Candida albicans membentuk komunitasnya
atau disebut juga biofilm yang berfungsi sebagai pelindung sehingga mempunyai
resistensi terhadap anti mikroba biasa atau menghindar dari sistem kekebalan sel
inang. Candida albicans dapat menyebabkan kandidiasis invasif (KI) yang
merupakan bentuk infeksi berat dan invasif. Di Indonesia penyakit Kandidasis
pada posisi ketiga dalam insidensi dermatomikosis, mortalitasnya cukup tinggi
yaitu 64.8 % dan Candida albicans paling banyak. Kandidiasis oral dapat
menyebabkan sakit seperti rasa terbakar pada lidah, mukosa bukal, atau labial dan
rasa kering atau serostomia. Kandidiasis dapat juga terjadi secara sistemik saat
Candida albicas masuk dalam aliran darah kemudian menginfeksi ginjal, melekat
pada katup jantung prostetik atau selaput otak (Ervianti, 2010).

2.6 Antimikroba
2.6.1. Antibakteri

Antibakteri atau antibiotik merupakan komponen yang digunakan dalam
mengatasi penyakit infeksi oleh untuk menekan pertumbuhan atau membunuh
bakteri. Terdapat dua macam tipe antibakteri berdasarkan cara kerjanya terhadap
bakteri uji yaitu antibakteri spektrum luas yang mampu menekan pertumbuhan
atau membunuh bakteri gram positif dan negatif, sedangkan antibakteri spektrum
sempit hanya mampu menghambat salah satu dari bakteri gram positif atau gram
negatif. Dalam mengatasi karies gigi yang disebabkan oleh bakteri Streptococcus
mutans digunakan terapi antibiotik yang menjadi first line therapy adalah
antibiotik golongan B-laktam. Penisilin adalah jenis antibiotika B-laktam yang
pertama kali digunakan, karena dapat menekan pertumbuhan dan
perkembangbiakan mikroorganisme rongga mulut (Mellani et al., 2017).

Golongan penisilin adalah antibiotik yang sangat dasar penggunaannya untuk
pasien yang terkena infeksi karena berspektrum luas dalam menghambat

pertumbuhan bakteri. Cara kerja dari penisilin yaitu dengan menghambat
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pembentukan sintesis dinding sel bakteri kemudian sifat farmakodinamiknya
mengganggu sintesis dinding sel bakteri hingga menjadi lisis.
2.6.2. Antijamur

Antijamur yang disebut juga antifungi digunakan untuk penanganan penyakit
jamur jika mampu menghambat pertumbuhan jamur. Antifungi lini pertama untuk
mengobati infeksi Candida albicans lokal pada mulut dan vagina adalah nystatin.
Nystatin dapat mengobati khususnya kandidasis oral dengan sediaan suspensi oral
(Kandidasis mulut) dan tablet (Kandidasis pada vaginitis). Cara kerja nystatin
yaitu dengan mengikat sterol (terutama ergosterol) dalam membran sel fungi yang
menyebabkan gangguan pada permeabilitas membran sel jamur dan gangguan
pada mekanisme transpornya, kemudian membran tidak dapat berfungsi lagi
sebagai rintangan yang selektif (selective barrier), dan kalium serta komponen sel
yang lainnya akan hilang. Hasil kompleks polien-ergostrerol yang terjadi
membentuk satu pori, sehingga konstituen esensial sel jamur dan menyebabkan
penghambatan pertumbuhan jamur. Nystatin tidak aktif melawan bakteri atau
kapang yang tidak memiliki sterol pada membran penyusun selnya. (Siregar,
1991).

2.7 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri dan Antijamur

Penentuan uji aktivitas antibakteri dan antijamur secara in vitro dilakukan
dengan dua metode, yaitu :
2.7.1. Metode Difusi Cakram

Metode difusi cakram merupakan cara untuk melihat zona inhibisi agen
antibakteri akan diuji dengan cara larutan uji diserapkan pada kertas cakram
kemudian diletakkan pada permukaan media agar yang telah dihomogenkan
dengan bakteri yang selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama kurun waktu
18-24 jam hingga terlihat zona hambat pada sekitar cakram. Metode difusi cakram
selain dipengaruhi faktor fisik juga dipengruhi faktor kimia, selain interaksinya
yang sederhana dari zat uji dan mikroba (sifat media dan diffusibility, ukuran
molekul juga stabilitas obat). Pengujian menggunakan metode difusi cakram ini

dipilih karena mudah dilakukan dan hasilnya terlihat jelas juga tidak terdapat
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konsekuensi perembesan saat proses inkubasi. Kelebihan difusi cakram tidak
memerlukan peralatan khusus dan biaya yang diperlukan lebih murah. Adapun
kekurangannya adalah ukuran zona bening yang terbentuk tergantung kondisi
inkubasi, inokulum, predifusi, dan preinkubasi serta ketebalan medium (Pelczar,
1988). Interpretai daya hambat dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Interpretasi Daya Hambat (CLSI, 2013)

DDH (mm) Kategori
>20 mm Susceptible
15-19 mm Intermediate
<14 mm Resistant

Menurut CSLI (Clinical and Laboratory Standart Institute) kekuatan daya
hambat bakteri dibagi tiga yaitu susceptible (dapat diterima), intermediate
(menengah) dan resistant (tidak dapat diterima).

2.7.2. Metode Dilusi

Metode dilusi agar berfungsi untuk menentukan KHM (Konsentrasi Hambat
Minimum) atau KBM (Kosentrasi Bunuh Minimal) dari sampel uji dan termasuk
uji pendahuluan. Pada metode ini yang diamati adalah ada atau tidaknya
pertumbuhan jamur atau bakteri, tingkat kesuburan pertumbuhan mikroba, dengan
cara menghitung jumlah koloni maka dapat ditentukan Kadar Hambat Minimum
(KHM) (Jawetz et al., 2013). Untuk mellihat KHM dilakukan menggunakan
media yang ditambahkan mikroba uji dan sampel ekstrak kemudian diinkubasikan
pada suhu 37°C selama 18-24 jam dan diamati ada atau tidaknya pertumbuhan
mikroba pada permukaan media tersebut. Konsentrasi terendah pada medium agar
padat yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan mikroba merupakan

konsentrasi hambat minimum (Pratiwi, 2008).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian telah dilakukan di Laboratorium Penelitian Farmasi Fakultas
Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Pakuan Bogor dari bulan
April 2023 sampai dengan Juni 2023.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya timbangan digital
(LabPRO®, KERN®), blender (Zeppelin®), autoklaf (ALL AMERICAN®), oven
(Memment®), tabung reaksi (Pyrex®), rak tabung reaksi, cawan petri (Pyrex®),
gelas beaker (Pyrex®), gelas ukur (Pyrex®), pipet volume (Pyrex®), Erlenmeyer
(Pyrex®), corong (Pyrex®), incubator (NUVE®), desikator (Iwaki®), alat ultrasonic
(Elmasonic® 180 H), Rotary evaporator, mikro pipet, kawat ose, bunsen, kertas
cakram, stirrer, spatula, alumunium foil, kertas saring Whatman no 40, ayakan
mesh 40, cawan porselin, tanur, penggaris serta alat-alat gelas lainnya.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain daun cabe jawa (Piper
retrofractum Vahl.) yang diambil dari Taman Koleksi Biofarmaka IPB dan telah
dideterminasi BRIN Cibinong, Bogor. Kemudian isolat jamur Candida albicans
dan bakteri Streptococcus mutans yang berasal dari Laboratorium Mikrobiologi
Institut Pertanian Bogor, penisilin sebagai kontrol positif pengujian bakteri dan
nystatin sebagai kontrol positif pengujian jamur dari merk Kimia Farma. Tween
80 sebagai kontrol negatif, nutrient agar, PDA (Potato Dextrose Agar), Etanol
96% (AMSURE®), Etil asetat (AMSURE®), n-Heksana (AMSURE®), reagen
Bouchardat, pereaksi Dragendroff, pereaksi Mayer, Kloroform (CHCI3), asam
sulfat (H.SO4) 1%, Aquadest, asam asetat anhidrat, larutan besi (I11) klorida
(FeCls), barium klorida BaCl 1%, Alkohol 70%, BaCl, 1%, NaCl fisiologis.

15
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3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Pengumpulan Bahan Baku dan Determinasi Daun Cabe Jawa

Daun Cabe Jawa (Piper retrofractum) yang digunakan didapat dari Taman
Koleksi Biofarmaka IPB, Babakan, Kec. Dramaga, Kabupaten Bogor, Jawa Barat
16680. Determinasi dilakukan untuk mengidentifikasi ketepatan spesies di Badan

Riset dan Inovasi Nasional Cibinong-Bogor pada 12 Mei 2023.

3.3.2 Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Daun Cabe Jawa sebanyak 3.5 kg disortasi basah terlebih dahulu tujuannya
untuk memisahkan dari pengotor, kemudian dicuci pada air mengalir agar tidak
ada pengotor yang tertinggal. Selanjutnya dilakukan pengeringan dengan oven
pada suhu 45°C selama 48 jam. Setelah kering daun cabe jawa disortasi kering
untuk memisahkan pengotor yang tertempel, kemudian di haluskan dengan
blender dan di ayak menggunakan ayakan mesh 40. Selanjutnya ditimbang dan

dihitung rendemen simplisia.

Berat serbuk simplisia

% Rendemen = x 100%

Berat Awal

3.3.3 Uji Karakteristik Simplisia
Uji organoleptik merupakan pengenalan awal yang sederhana dan bersifat
subjektif. Uji organoleptik dilakukan dengan pengamatan terhadap bentuk, warna,

bau, dan rasa.

3.3.4 Penentuan Kadar Air

Penentuan kadar air dilakukan untuk memberikan batasan minimal atau
rentang tentang besarnya kandungan air didalam bahan. Metode yang digunakan
untuk menentukan kadar air ini yaitu gravimetri dengan cara dioven cawan uap
selama 2 jam pada suhu 105°C untuk menghilangkan kadar lemak dan air sampai
berat cawan konstan (dilakukan duplo) lalu didinginkan dalam desikator kemudian
ditimbang dan dioven kembali dengan jarak 1 jam kemudian dimasukkan kembali
ke desikator dan ditimbang sampai perbedaan antara 2 penimbangan berturut-turut
tidak lebih dari 0.25%. Dimasukkan 2 g serbuk simplisia dan atau ekstrak ke

dalam cawan selama 5 jam dengan suhu 105°C, selanjutnya dimasukkan ke
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desikator selama + 10 menit untuk menghindari kontaminasi uap dan udara
kemudian ditimbang dan dilakukan pengulangan empat kali penimbangan juga
dua kali pengulangan pengovenan. Kadar air dihitung dalam persen terhadap berat
sampel awal (DepKes RI., 2017).

bobot cawan-+isi sebelum dipanaskan)-(bobot cawan+ isi setelah dipanaskan
( p )-( p ) x 100%

% Kadar Air =

Bobot simplisia serbuk

3.3.5 Penentuan Kadar Abu

Penentuan kadar abu dilakukan untuk memberikan gambaran kandungan
mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya
serbuk simplisia dan ekstrak. Pengabuan dalam penelitian ini menggunakan
metode kering dengan cara kurs porselen dimasukkan kedalam oven selama 1 jam
dengan suhu 105°C kemudian dimasukkan ke dalam desikator, ditimbang
(perlakuan duplo) sampai berat konstan dan berat diantara keduanya tidak lebih
dari 0.25%. Lalu sebanyak 2 g serbuk simplisia dan atau ekstrak dimasukkan
kedalam kurs dan ditanur selama 5 jam dengan suhu 600°C. Kemudian
didinginkan didalam desikator lalu ditimbang, dilakukan pengulangan empat kali
penimbangan juga dua kali pengulangan pengabuan. Dihitung kadar abu terhadap
bahan yang telah diabukan (DepKes RI., 2017).

(Kurs+abu sebelum pemanasan)—(kurs+abu setelah pemanasan)

% Kadar Abu = x 100%

bobot simplisia

3.4 Proses Ekstraksi Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)

Serbuk simplisia daun cabe jawa ditimbang sebanyak 200 g sebanyak 3 kali
dan masing-masing 50 g dari 200 g serbuk diekstraksi dengan pelarut n-heksana
500 mL dengan perbandingan (1:10) dicampurkan pada erlenmeyer. Serbuk
simplisia kemudian diekstraksi dengan Ultrasonic pada frekuensi 40 kHz dan
sesuai dengan suhu yang ditentukan yaitu tidak lebih dari 50°C, ekstraksi
dilakukan selama 15 menit. Semakin lama waktu yang digunakan dalam proses
ekstraksi maka nilai rendemen ekstrak akan semakin besar, waktu dan suhu
optimum yang digunakan dalam proses UAE berbeda-beda tergantung dari bahan
yang digunakan (Yuniarto K. dan Muvianto C. 2021). Kemudian dilakukan
penyaringan dengan cara larutan disaring menggunakan kertas Whatman no 40,
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residu yang diperoleh dipisahkan. Residu dikeringkan dengan oven pada suhu
50°C hingga kering selama 1 jam.

Residu yang sudah kering diekstraksi kembali dengan pelarut semipolar yaitu
etil asetat dengan prosedur yang sama didapatkan residu dan dikeringkan. Residu
yang kering diekstraksi kembali dengan pelarut polar yaitu etanol 96% dengan
cara yang sama hingga didapatkan filtrat. Filtrat yang dihasilkan diperoleh dari
masing-masing pelarut (n-heksana, etil asetat, dan etanol 96%) ditampung
terpisah, kemudian di evaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C
dengan kecepatan 50 rpm (kecepatan perputaran mesin) selama 4-6 jam
tergantung pada sifat pelarut hingga ekstrak menjadi kental. Dari masing-masing
ekstrak kental daun cabe jawa yang diperoleh ditimbang dan dihitung rendemen
ekstraknya. Perhitungan rendemen dapat dihitung menggunakan rumus :

Berat ekstrak yang diperoleh

% Rendemen = x 100%

Berat simplisia serbuk

3.5 Pengujian Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan secara kualitatif dengan tujuan mengidentifikasi
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel. Golongan metabolit
sekunder yang akan diuji yaitu alkaloid, flavonoid, terpenoid/steroid, saponin dan
tanin.
3.5.1 Uji Alkaloid

Ekstrak daun cabe jawa ditimbang sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan etanol 95% secukupnya, ditambahkan kloroform 10
mL, ditambahkan amoniak 0.05 M sebanyak 10 tetes, ditambahkan asam sulfat 2
N sebanyak 1 mL dan ditambahkan pereaksi mayer sebanyak 10 tetes kemudian
dikocok. Adanya endapan putih kekuningan didalam tabung reaksi menandakan
adanya senyawa alkaloid.
3.5.2 Uji Flavonoid

Ekstrak daun cabe jawa ditimbang sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan etanol 95% secukupnya, ditambahkan logam Mg g.s,

dan ditambahkan asam klorida sebanyak 2 tetes kemudian dihomogenkan.
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Terbentuknya warna merah, kuning atau jingga menandakan adanya senyawa
flavonoid.
3.5.3 Uji Steroid/Terpenoid

Ekstrak daun cabe jawa ditimbang sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan pereaksi liberman buchardat sebanyak 5 tetes.
Terbentuknya warna hijau menandakan adanya senyawa steroid dan warna merah
atau ungu menandakan adanya senyawa terpenoid.
3.5.4 Uji Saponin

Ekstrak daun cabe jawa ditimbang sebanyak 10 mg dan ditambahkan 10 mL
aquadest panas dalam tabung reaksi dan dikocok kuat. Busa yang terbentuk 1-10
cm tidak kurang dari 10 menit menandakan positif senyawa saponin.
3.5.5 Uji Tanin

Ekstrak daun cabe jawa ditimbang sebanyak 10 mg dan ditambahkan gelatin
1% yang mengandung NacCl, jika timbul endapan menandakan adanya senyawa

tanin.

3.6 Uji Aktivitas Antimikroba Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan
Jenis Pelarut

3.6.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan disterilisasi terlebih dahulu. Alat yang terbuat dari
bahan kaca seperti cawan petri, erlenmeyer, tabung reaksi, gelas beaker, gelas
ukur juga kertas cakram di dalam cawan petri dibungkus menggunakan kertas,
pada tabung reaksi ditutup dengan sumbatan yang terbuat dari kapas yang dibalut
kain kasa, kemudian peralatan dimasukkan ke dalam oven pada suhu 150°C
selama 1-2 jam (sterilisasi kering).

Alat lainnya seperti jarum ose, pinset dan alat yang tidak tahan pemanansan
disterilisasikan menggunakan alkohol 70% dan atau dilakukan pemijaran
menggunakan api bunsen. Media dan alat yang tidak tahan pemanansan
disterilisasikan dengan sterilisasi uap panas di autoklaf pada suhu 110-121°C

selama 15 menit dengan tekanan 1 atm.
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3.6.2 Pembuatan Media Bakteri dan Jamur
1. Nutrient Agar (NA)

Sebanyak 28 g media NA dilarutkan dalam 1 L aquadest sambil
dipanaskan dan diaduk magnetic stirrer hingga homogen, dituang kedalam
erlenmeyer, mulut tabung disumbat dengan kapas yang dibalut kain kasa, dan
disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

2. Potato Dextrose Agar (PDA)

Sebanyak 39 g medium potato dextrose agar di larutkan ke dalam 1 L
aquadest kemudian ditambahkan 100 mg Penisilin. Media dipanaskan hingga
mendidih dan diaduk agar homogen lalu dituang ke dalam erlenmeyer,

selanjutnya disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

3.7 Pembuatan Larutan Uji dan Pembanding
3.7.1 Larutan Uji

Ekstraksi yang telah dilakukan didapatkan masing-masing ekstrak kental
daun cabe jawa (n-heksana, etil asetat dan etanol 96%). Pembuatan larutan uji
untuk jamur Candida albicans dibuat larutan stok dengan kosentrasi 25% dengan
menimbang ekstrak sebanyak 2.5 g yang dilarutkan dalam 10 mL Tween 80 1%.
Dilakukan pengenceran pada larutan stok dengan seri konsentrasi 5, 10, 15, dan
20%, perlakuan yang sama pada tiap konsentrasi dari masing-masing ekstrak.
Adapun pembuatan larutan uji untuk bakteri Streptococcus mutans dibuat larutan
stok dengan kosentrasi 25% dengan menimbang ekstrak sebanyak 2.5 g yang
dilarutkan dalam 10 mL tween 80 1%. Dilakukan pengenceran pada larutan stok
dengan seri konsentrasi 2.5, 5, 10, dan 20%, perlakuan yang sama pada tiap
konsentrasi dari masing-masing ekstrak.
3.7.2 Larutan Kontrol Positif dan Kontrol Negatif

Pembanding positif yang digunakan untuk jamur Candida albicans yaitu
nystatin suspensi dengan 100.000 IU/mL dan pembanding positif untuk bakteri
Streptococcus mutans yaitu penisillin 1000 ppm. Digunakan tween 80 1% untuk

larutan kontrol negatif.
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3.8 Pembuatan Standar Kekeruhan Larutan (Larutan McFarland)
McFarland 1 yaitu sebanyak 0.05 mL Barium Clorida (BaCl,) 1% dalam
aquades dicampurkan dengan 9.95 mL asam sulfat (H,SO,4) 1%. Dikocok sampai
terbentuk larutan yang keruh. Kekeruhan ini dipakai sebagai standar kekeruhan
suspensi bakteri uji. Kemudian disimpan di tempat yang terhindar dari cahaya

matahari langsung.

3.9 Peremajaan Bakteri dan Jamur Uji

Bakteri dan jamur dibiakkan dahulu dengan cara mengambil bakteri dan
jamur dari biakan murni sebanyak satu ose lalu diinokulasikan menggunakan
metode gores pada agar miring secara zig-zag yang diulang sebanyak tiga kali dan
dilakukan secara aseptis dengan bekerja dekat api bunsen berjarak maksimal 10
cm. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk bakteri dan jamur

selama 48 jam.

3.10 Pembuatan Suspensi Bakteri dan Jamur Uji

Bakteri dan jamur yang masing-masing berumur 1 x 24 jam dan 2-3 X 24 jam
dari agar miring disuspensikan ke dalam tabung reaksi berisi 9 mL NaCl fisiologis
0.9% steril kemudian dihomogenkan dengan cara di vortex sebanyak 20 kali.
Kemudian diambil 2.5 mL dari biakan murni ditambahkan 7.5 mL NacCl fisiologis
0.9% ke dalam tabung reaksi steril dan dihomogenkan hingga diperoleh kekeruhan
yang sama dengan standar McFarland | (10® CFU/mL). Dari tabung reaksi
tersebut diambil 0.2 mL untuk pengujian antimikroba. Dilakukan perlakuan yang

sama untuk jamur.

3.11 Preparasi Kertas Cakram

Kertas cakram berbentuk bulat berdiameter 6 mm dibuat dari kertas whatman
no.40 yang sudah disterilkan dengan cara diletakkan dalam cawan petri dan
disterilkan di oven suhu 150°C selama 1 jam. Setelah itu kertas cakram direndam

semalaman dalam ekstrak n-heksana, etil asetat dan etanol 96% dari daun cabe
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jawa pada suhu 60°C. Kontrol negatif dan positif diteteskan masing-masing 1 mL

larutan yang digunakan.

3.12 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Penentuan kosentrasi hambat minimum atau KHM dilakukan dengan metode
dilusi agar dengan konsentrasi ekstrak berikut, konsentrasi terkecil yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroba pada cawan uji yang ditandai dengan warna
bening adalah KHM. Konsentrasi yang digunakan pada ekstrak daun cabe jawa
terhadap mikroba uji dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Konsentrasi Ekstrak Daun Cabe Jawa

Pelarut Mikroba Konsentrasi Ekstrak (%0)

n-heksana Streptococcus 2.5 5 10 20
mutans

Candida albicans 5 10 15 20

Etil asestat Streptococcus 2.5 5 10 20
mutans

Candida albicans 5 10 15 20

Etanol 96% Streptococcus 2.5 5 10 20
mutans

Candida albicans 5 10 15 20

Pengujian untuk jamur Candida albicans dilakukan dengan cara sebanyak 15
mL media PDA (Potato Dextrose Agar) dimasukkan kedalam cawan petri.
Ditambahkan 1 mL ekstrak secara aseptis dari tiap kosentrasi. Masing-masing
media agar ditambahkan mikroba sebanyak 0.2 mL, dihomogenkan dengan
gerakan angka delapan dan dibiarkan hingga memadat. Selanjutnya diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37°C. Dengan cara yang sama dilakukan untuk
pengujian KHM bakteri Streptococcus mutans menggunakan media nutrient agar
dan diinokulasi dengan biakan bakteri. Setelah diinkubasi selama 24 jam dilihat

dan diamati adanya pertumbuhan mikroba. Konsentrasi terendah dari ekstrak daun
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cabe jawa yang tidak menyebabkan pertumbuhan bakteri maupun jamur pada

cawan petri merupakan KHM.

3.13 Uji Aktivitas Antimikroba Ekstrak Daun Cabe Jawa Terhadap
Streptococcus mutans dan Candida albicans

Media yang sudah disterilkan diberikan suspense mikroba sebanyak 0.2 mL
menggunakan pipet steril ke atas media padat dan dihomogenkan dengan angka
delapan lalu didiamkan hingga sedikit padat. Setelah media memadat di
permukaan media diberi kertas cakram yang telah direndam selam 24 jam akan
berisi ekstrak dengan konsentrasi sesuai perlakuan diatas beserta kontrol negatif
dan positif dengan jarak 20 mm menggunakan pinset steril. Diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C dan untuk jamur selama 48 jam. Setelah itu diamati dan
diukur lebar diameter daerah hambat dari zona yang terbentuk menggunakan
jangka sorong dengan ketelitian 0.05 mm, sehingga dapat diketahui diameter daya
hambatnya, dan dibandingkan dengan area bening dari cakram uji ekstrak daun

cabe jawa, kontrol positif dan negatifnya.

@ \ Media NA dan PDA
@ @ yang sudah diinokulasi
Inkubasi 37°C selama

@ @ 24 untuk jamur dan 48

jam untuk bakteri

Diameter daya hambat

Gambar 5. Letak Kertas Cakram Uji Terhadap Streptococcus mutans dan
Candida albicans

Keterangan :

a,b,c = Kertas cakram yang mengandung ekstrak daun cabe jawa sesuai
kosentrasi.

d Kertas cakram yang mengandung kontrol positif

Kertas cakram yang mengandung kontrol negatif
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3.14 Parameter Penelitian
Parameter utama yang diamati dalam penelitian ini adalah :

1. Melakukan identifikasi spesifik dan non spesifik terhadap serbuk
simplisia dan ekstrak daun cabe jawa.

2. Melakukan ekstraksi dengan tiga jenis pelarut untuk penarikan senyawa
secara maksimal yang berfungsi sebagai antimikroba.

3. Menetapkan aktivitas antimikroba ekstrak daun cabe jawa terhadap
bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans menggunakan
nilai Konsentrasi Hambatan Minimum (KHM) dan nilai Diameter Daya
Hambat (DDH).

4. Melakukan analisa terhadap data yang didapatkan untuk mengetahui

ekstrak yang paling susceptible sebagai antimikroba.

3.15 Analisis Data

Hasil percobaan berupa data yang diperoleh diolah menggunakan aplikasi
IBM statistics SPSS 24 for windows dengan metode Rancangan Acak Lengkap
(FRAL) dengan uji lanjutan ANOVA (Analysis of Variance) jika hasil signifikan
pada uji normalitas dan uji homogenitas dengan taraf kepercayaan 95% (o< 0,05)
untuk masing-masing variabel terikat dan variabel bebas. Data yang diolah
menggunakan tiga ekstrak yang berbeda, empat tingkat konsentrasi dengan tiga
pengulangan. Selanjutnya dilakukan uji duncan untuk melihat perlakuan yang

paling efektif yang dikomparasikan dengan kontrol positif.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Daun Cabe Jawa

Determinasi dilakukan untuk mengetahui ketepatan tanaman yang diteliti
juga untuk menghindari kesalahan saat pengumpulan bahan agar meminimalisir
ketercampuran dengan bahan lain (Klau dan Hesturini, 2021). Determinasi
dilakukan di Badan Riset dan Inovasi Nasional Cibinong-Bogor pada 12 Mei
2023. Hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang diserahkan ke “Herbarium
Bogoriense”, direktorat pengelolaan koleksi ilmiah BRIN Cibinong adalah
tanaman merupakan daun cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) dari suku
piperaceae (Lampiran 2.).

4.2 Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Daun cabe jawa (Piper retrofractum Vahl.) yang diambil dari taman koleksi
biofarmaka IPB adalah seluruh bagian daun baik dari pohon yang sudah berbuah
ataupun belum sebanyak 3.5 kg setelah disortasi basah. Setelah dihasilkan
simplisia daun cabe jawa dilakukan penghalusan untuk memperkecil ukuran
partikel simplisia sehingga akan mempermudah proses ekstraksi, dimana semakin
kecil ukuran partikel maka semakin besar luas permukaannya dan semakin besar
pula kontak antar zat dan penyari sehingga penarikan senyawa lebih efektif.
Penghalusan dilakukan dengan blender kemudian diayak menggunakan ayakan
mesh 40 (dalam 1 inch terdapat 40 lubang). Hasil dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil Rendemen Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Nama Sampel Berat Awal Berat Serbuk Rendemen
(9) Simplisia (g) (%)
Daun Cabe Jawa 3500 905 25.86

Pada Tabel 4 menunjukkan bahwa serbuk simplisia setelah pengayakan
dihasilkan 905 g dengan rendemen simplisia adalah 25.86% (Perhitungan dapat

dilihat pada Lampiran 3.). Nilai rendemen ini termasuk kategori poor < 40%

25
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menurut (Vogel, 1996), hal ini disebabkan kandungan air pada daun yang
menyusut. Rendemen simplisia menunjukkan perbandingan berat awal bahan
baku dengan berat serbuk simplisia, nilai rendemen berkaitan dengan jumlah
kandungan bioaktif dalam serbuk simplisia, semakin tinggi nilai rendemen maka
semakin tinggi serbuk simplisia yang didapat. Sifat fisik serbuk simplisia daun
cabe jawa dilakukan dengan uji organoleptik dengan hasil pada Tabel 5 dan
bentuk fisik pada Gambar 6.
Tabel 5. Uji Organoleptik Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Nama Tanaman Organoleptik Hasil
Warna Hijau

Bau Khas

Daun Cabe Jawa Rasa Khas

Gambar 6. Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa
Berdasarkan uji organoleptik yang dilakukan dengan melihat sifat fisik
serbuk simplisia memiliki warna hijau dengan bau dan rasa yang khas namun
tidak pedas, referensi atau acuan dalam standarisasi sifat fisik atau pemerian
simplisia daun cabe jawa belum terdapat dalam farmakope herbal indonesia

sehingga belum dapat dikomparasikan dengan standar yang sesuai.

4.3 Ekstrak Kental Daun Cabe Jawa

Ekstrak kental daun cabe jawa pada penelitian ini diekstraksi menggunakan
Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) dengan perbedaan pelarut yang tingkat
polaritasnya berbeda. Hasil filtrat dari ekstraksi yang di evaporasi (diuapkan)

menggunakan rotary evaporator berfungsi untuk mengubah sebagian atau seluruh
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wujud cair menjadi uap kemudian berpindah ke labu cairan setelah didinginkan
oleh kondensor sehingga konsentrasi menjadi lebih pekat. Adapun ekstrak kental

yang dihasilkan dan % rendemen ekstrak dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Rendemen Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan Jenis Pelarut

Bobot Volume Bobot
Pelarut

Sampel Serbuk  Ekstrak  Ekstrak Rendemen
Simplisia Cair Kental Ekstrak (%o)
Q) (mL) Q)
n-Heksan 4285 9.3 1.55
Daun Etil
4678 23 3.83
Cabe Asetat 200
Jawa Etanol
4398 19.2 3.2
96%

Dari tabel diatas rendemen ekstrak n-heksan daun cabe jawa yaitu 1.55%
dari ekstrak kental 9.3 g, rendemen ekstrak etil asetat 3.83% dari ekstrak kental 23
g dan rendemen ekstrak etanol 3.2% dari ekstrak kental 19.2 g. Rendemen ekstrak
yang paling kecil adalah ekstrak n-heksan daun cabe jawa hal ini disebabkan
komponen bioaktifnya lebih kecil untuk senyawa yang bersifat nonpolar
dibandingkan senyawa polar dan semipolar. Rata-rata % rendemen yang
dihasilkan adalah 2.86%, syarat rendemen ekstrak kental secara umum yaitu tidak
kurang dari 10% (FHI, 2017) sehingga rendemen yang dihasilkan tidak memenubhi
syarat disebabkan sedikitnya sampel yang digunakan dan senyawa yang tertarik
pada masing-masing pelarut berbeda (fraksinasi). Semakin tinggi nilai rendemen
menunjukkan nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak dan kandungan
bioaktif didalamnya semakin banyak. Adapun bentuk fisik ekstrak kental daun

cabe jawa dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Ekstrak Kental Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan Jenis Pelarut
Menggunakan Ultrasound Assisted Extraction ((a) N-Heksan (b) Etil Asetat (c)
Etanol 96%)

Secara organoleptik warna dari masing-masing ekstrak yaitu hitam
kehijauan dan berbau khas daun cabe jawa dengan sedikit bawaan bau dari pelarut
namun tidak menyengat. Ketentuan serbuk simplisia dan ekstrak daun cabe jawa
belum di tentukan dalam farmakope herbal indonesia sehingga tidak dapat

dikomparasikan dengan standarisasi ekstrak daun cabe jawa.

4.4 Kadar Air Serbuk Simplisia dan Ekstrak Daun Cabe Jawa

Penetapan kadar air pada serbuk simplisia dan ekstrak bertujuan untuk
memberikan batasan minimal atau rentang mengenai besarnya kandungan air
didalam bahan dengan menghilangkan bobot kadar air didalamnya. Departemen
kesehatan RI pada tahun 2000 menjelaskan bahwa kadar air serbuk simplisia
berkaitan dengan kemurnian serbuk simplisia dan taraf kontaminannya agar
terhindar dari pertumbuhan mikroba dan daya tahan lebih lama. Penetapan kadar
air dalam penelitian ini menggunakan metode gravimetri dengan prinsip
mekanisme kerjanya adalah menguapkan kandungan air dalam bahan
menggunakan pemanasan dengan suhu 105°C selama 5 jam dengan syarat cawan
dalam keadaan konstan sebelum digunakan, dan setelah dioven dilakukan 4 kali
penimbangan setelah didiamkan selama 1 jam didalam desikator diantara
pengulangan untuk memastikan nilai yang dihasilkan akurat dan konstan, dan
penimbangan konstan menunjukkan semua kandungan air telah diuapkan (selisih
antar pengulangan tidak lebih dari 0.25%). Hasil rata-rata kadar air serbuk dan

ekstrak daun cabe jawa dapat dlihat pada Tabel 7.
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Tabel 7. Kadar Air Serbuk Simplisia dan Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan
Perbedaan Jenis Pelarut Menggunakan Ultrasound Assisted Extraction

Sampel Rata — rata Kadar Air
(%) £ SD
Serbuk Simplisia 4.51 + 0.046
Ekstrak n-Heksan 22.7931 £ 0.139
Ekstrak Etil Asetat 23.6804 + 0.177
Ekstrak Etanol 96% 24.7554 + 0.170

Berdasarkan tabel diatas didapatkan persen kadar air serbuk simplisia
memenuhi syarat mutu yaitu < 10 (DepKes RI, 2000). Adapun ekstrak daun cabe
jawa dari tiga jenis pelarut juga memenuhi syarat standar ekstrak kental yaitu 5-
30% (Voight, 1994). Kadar air merupakan parameter penetapan residu air dalam
bahan setelah proses pengeringan, residu kadar air pada ekstrak kental yang
tertinggal adalah 22.7931% ekstrak n-heksan, 23.6804% ekstrak etil asetat dan
24.7554% ekstrak etanol 96%. Ekstrak etanol 96% adalah ekstrak yang memiliki
residu kadar air tertinggi disebabkan mengandung senyawa yang bersifat polar

sehingga lebih cepat meguap.

4.5 Kadar Abu Serbuk Simplisia dan Ekstrak Daun Cabe Jawa

Penetapan kadar abu dilakukan untuk memberikan gambaran awal
kandungan mineral internal dan eksternal sampel dari proses awal hingga
terbentuknya ekstrak. Mineral internal sangat dibutuhkan oleh manusia contohnya
kalsium, magnesium, fosfor, Na, Cl, dan zat besi. Adapun mineral yang dapat
berasal dari eksternal bisa berupa mineral toksik (logam berat) seperti merkuri,
timbal, tembaga yang dapat merugikan kesehatan dan mengganggu sistem
peredaran darah. Prinsip uji kadar abu adalah pemanasan terhadap bahan pada
suhu 600-700°C didalam tanur sehingga senyawa organik dan turunannya
terdekstruksi dan menguap hingga tertinggal unsur mineral dan senyawa
anorganik saja. Adapun nilai kadar abu yag didapatkan pada penelitian ini dapat
dilihat pada Tabel 8.
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Tabel 8. Kadar Abu Serbuk Simplisia dan Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan
Perbedaan Jenis Pelarut Menggunakan Ultrasound Assisted Extraction

Sampel Rata — rata Kadar Abu
(%) £ SD
Serbuk Simplisia 13.5638 + 0.137
Ekstrak n-Heksan 9.7617 £ 0.112
Ekstrak Etil Asetat 8.3495 + 0.069
Ekstrak Etanol 96% 9.2445 + 0.035

Kadar abu yang diperolen pada serbuk simplisia daun cabe jawa yaitu
13.5638%. Adapun ekstrak n-heksan daun cabe jawa didapatkan % kadar abu
9.7617%, ekstrak etil asetat 8.3495% dan ekstrak etanol 96% diperoleh kadar abu
9.2445%. Dari kadar abu ekstrak dinyatakan terstandar untuk standar mutu
ekstrak kental yaitu tidak lebih dari 10.2% (Depkes., 2009). Semakin tinggi
persentase kadar abu maka semakin tinggi pula kandungan abu dalam sampel

yang tidak diperlukan.

4.6 Uji Fitokimia

Uji fitokimia atau skrinning fitokimia adalah standarisasi mutu secara
spesifik untuk menjamin komposisi kimia (kualitatif) dari senyawa yang
terkandung dalam sampel. Senyawa yang diidentifikasi dilakukan untuk
memvalidasi keberadaan senyawa dalam sampel setelah diuji literatur bahwa
terdapat senyawa yang berfungsi sebagai antimikroba sehingga sejalan dengan
penelitian ini. Hasil studi literatur dari Moroccan Journal of Chemistry oleh
Junairiah et al. tahun 2020 mengidentifikasi senyawa dominan pada ekstrak daun
cabe jawa adalah golongan terpen (isomer phytol dan germekren D) dan golongan
alkaloid (piperin) yang berkhasiat sebagai antibakteri dan antijamur. Dilakukan
pula uji senyawa golongan flavonoid, saponin dan tanin karena juga merupakan
golongan senyawa yang memiliki aktivitas antimikroba. Hasil identifikasi
senyawa pada ekstrak kental daun cabe jawa dapat dilihat pada Tabel 9.
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Tabel 9. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan Jenis
Pelarut Menggunakan Ultrasound Assisted Extraction

Uji Fitokimia ~ Warna (+) Ekstrak N-  Ekstrak Etil Ekstrak
Heksan Asetat Etanol 96%
Alkaloid | Putih - +
Kekuningan -
o " Merah, + +
avonoi Kuning, - . .
Jingga (Jingga) (Jingga)
+
Terpenoid - -
P Merah, Ungu (Merah)
+
<10’ (1 cm)
+ +
Tanin i i -
Biru, Hijau. (Hijau) (Endapan)

Keterangan : + (Mengandung senyawa Kimia yang diuji), - (Tidak Mengandung senyawa Kimia
yang diuji).

Identifikasi yang dilakukan pada ekstrak daun cabe jawa menggunakan tiga
pelarut yang berbeda mengandung senyawa golongan besar yang memiliki
aktivitas antimikroba yaitu alkaloid, flavonoid, terpenoid, tanin dan saponin. Hasil
positif alkaloid yang ditandai dengan endapan putih kekuningan menggunakan
pereaksi mayer (terdiri dari 1.4 g HgCl,/raksa (Il) klorida + 60 mL aquades dan 5
g Kl + 10 mL aquades), alkaloid mengandung atom nitrogen dengan pasangan
elektron bebas sehingga bisa digunakan untuk membentuk ikatan kovalen
koordinat dengan ion logam. Saat diuji dengan pereaksi mayer nitrogen pada
alkaloid akan berikatan dengan ion logam K" dari kalium tetraiodomerkurat (11)
sehingga membentuk senyawa komplek kalium-alkaloid dan endapan putih
kekuningan disebabkan ion logam berat memiliki kemampuan mengendapkan
senyawa alkaloid yang bersifat basa. Pada uji fitokimia hanya ekstrak etaol 96%
positif alkaloid, alkaloid bersifat semi polar hingga polar dan menurut penelitian
sebelumnya (Junairiah, 2020) ekstrak etanol 96% mengandung senyawa alkaloid

berupa piperin.
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Adapun senyawa flavonoid bersifat semi polar hingga polar sehingga
teridentifikasi positif pada ekstrak etil asetat dan etanol 96%. HCI pekat dan
magnesium pada uji alkaloid berfungi untuk mereduksi ikatan glikosida tanaman
dengan flavonoid agar dapat teridentifikasi sehingga membentuk warna jingga.
Kemudian senyawa terpenoid bersifat non-polar sehingga hanya teridentifikasi
dengan pelarut n-heksan yang ditandai dengan terbentuknya warna merah.
Senyawa spesifik dari golongan terpenoid adalah phytol dan germakren D yang
memiliki aktivitas antimikroba (Junairah, 2020).

Senyawa saponin teridentifikasi pada ekstrak etanol 96% karena
kepolarannya sama yang ditandai dengan terbentuknya busa dengan tinggi 1 cm
syang bertahan konsisten disebabkan saponin memiliki gugus hidrofil yang dapat
berikatan dengan air dan gugus hidrofob yang mengikat oksigen diudara sehingga
mengalami hidrolisis menjadi aglikon dan glikon (Tukiran, 2016). Selanjutnya
senyawa tanin hanya teridentifikasi pada ekstrak etil asetat yang membentuk
warna hijau dimana FeCl;z bereaksi dengan salah satu gugus hidroksil dalam

senyawa tanin.

4.7 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Ekstrak Daun Cabe Jawa
Terhadap Streptococcus mutans dan Candida albicans

Uji KHM dilakukan terhadap bakteri Sreptococcus mutans dan jamur
Candida albicans yang telah divalidasi atau dideterminasi, dapat dilihat pada
Lampiran 3 dan 4. Uji konsentrasi hambat minimum merupakan uji pendahuluan
menggunakan metode dilusi agar yang dilakukan untuk mengetahui konsentrasi
terkecil dari mikroba yang memiliki aktivitas antimikroba dari masing-masing
ekstrak ditandai dengan kejernihan atau tidak terdapat pertumbuhan mikroba pada
media setelah diinokulasikan suspensi bakteri dengan varian konsentrasi.

Seri konsentrasi yang digunakan untuk bakteri Streptococcus mutans adalah
2.5, 5, 10, dan 20%. Konsenstrasi ini dipilih berdasarkan penelitian Prakaya et al.,
2021 yang menemukan konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol buah matoa
adalah 5% sehingga pada penelitian ini konsentrasi diturunkan dengan harapan

didapatkan konsentrasi terkecil yang memiliki potensi menghambat pertumbuhan
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bakteri Streptococcus mutans. Literatur daun cabe jawa terhadap Streptococcus
mutans belum dilakukan sehingga acuan ini digunakan. Larutan uji
dipreparasikan menggunakan larutan stok 25% yang kemudian dilakukan
pengenceran pada seri konsentrasi 2.5, 5, 10, dan 20% (Lampiran 9). Pelarut yang
digunakan untuk pengenceran ekstrak adalah tween 80 1% disebabkan sifatnya
sebagai surfaktan dan dapat menurunkan tegangan permukaan sehingga dapat
melarutkan ketiga ekstrak. Hasil yang diperoleh dari uji konsentrasi hambat
minimun (MIC) dapat dilihat pada Gambar 8, 9 dan 10.

Gambar 8. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak n-Heksan Daun
Cabe Jawa Terhadap Streptococcus mutans. KHM Pada Konsentrasi 10%.

Gambar 9. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Etil Asetat Daun
Cabe Jawa Terhadap Streptococcus mutans. KHM Pada Konsentrasi 10%.

Gambar 10. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Etanol 96% Daun
Cabe Jawa Terhadap Streptococcus mutans. KHM Pada Konsentrasi 20%.
Dari hasil uji KHM terhadap Streptococcus mutans didapatkan KHM

ekstrak n-heksan dan etil asetat adalah 10%, sedangkan ekstrak etanol 96%

memiliki KHM pada konsentrasi 20%. Hal ini dapat dikaitkan dengan hasil
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skrining fitokimia yang dilakukan bahwa senyawa terpenoid hanya teridentifikasi
pada ekstrak n-heksan. Senyawa spesifik yang ditemukan sebagai antibakteri dari
golongan terpen adalah phytol dan germakren D, mekanisme terpenoid sebagai
antibakteri adalah bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membran
dibagian luar dinding sel bakteri sehingga membentuk ikatan polimer yang kuat
dan porin menjadi lisis (Cowan, 1999).

Sedangkan senyawa yang teridentifikasi pada ekstrak etil asetat adalah
flavonoid dan tanin, flavonoid berupa enzim bekerja dengan mendenaturasi
protein kemudian menyebabkan aktivitas metabolisme sel dikatalis. Flavonoid
memiliki kemampuan membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler yang
terlarut dan dengan dinding sel, karenanya mikroorganisme tidak dapat melekat
dan menginvasi sel. Senyawa tanin bekerja dengan cara mempresipitasi protein
melalui reaksi dengan membran sel, menginaktivasi enzim dan fungsi materi
genetik kemudian menghambat enzim reverse transkiptase dan DNA
topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Pakaya et al., 2021).

Ekstrak etanol 96% dapat menghambat pertumbuhan Streptococcus mutans
pada konsentrasi 20%, dalam ekstrak terindentifikasi senyawa alkaloid, flavonoid
dan saponin. Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri yaitu mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan sel mati. Mekanisme lain alkaloid adalah
interkelator DNA dan menghambat enzim topoisomerasi sel bakteri. Adapun
saponin bertindak sebagai penghalang kimia dalam pertahanan tanaman
menghadapi patogen, saponin dapat meyebabkan kebocoran protein dan dan
enzim tertentu pada sel bakteri.

Bakteri gram positif memiliki dinding sel dengan peptidoglikan lebih
banyak, sedikit lipid dan dinding selnya mengandung polisakarida. lIkatan
peptidoglikan ini secara mekanis memberi kekuatan pada sel bakteri. Namun
senyawa flavonoid dapat memutus ikatan peptidoglikan saat menembus dinding
sel, yang dimaksud peptidoglikan adalah lapisan esensial bagi keberlangsungan
hidup bakteri pada lingkungan hipotonis, jika rusak dinding sel bakteri akan kaku
dan sel bakteri mati.
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Uji konsentrasi hambat minimum pada jamur Candida albicans dilakukan
dengan seri konsentrasi 5, 10, 15, dan 20%. Seri konsentrasi ini dipilih mengacu
pada penelitian (Sari dan Nugraheni, 2013) bahwa konsentrasi 10% dapat
menghambat pertumbuhan Candida albicans dengan diameter 2.11 mm sehingga
pada penelitian ini mencoba perbaruan dari konsentrasi 5%. Larutan uji
dipreparasikan menggunakan larutan stok 25% yang kemudian dilakukan
pengenceran pada seri konsentrasi 5, 10, 15, dan 20% (Lampiran 9) menggunakan
tween 80 konsentrasi 1%, tween 80 digunakan karena berfungsi sebagai surfaktan

yang dapat melarutkan ketiga ekstrak yang digunakan. Hasil uji KHM ekstrak

daun cabe jawa dengan seri konsentrasi dapat dilihat pada Gambar 11, 12, dan 13.

Gambar 11. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak n-Heksan Daun
Cabe Jawa Terhadap Candida albicans. KHM Pada Konsentrasi 5%.

Gambar 12. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Etil Asetat Daun
Cabe Jawa Terhadap Candida albican. KHM Pada Konsentrasi 10%.
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Gambar 13. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Etanol 96% Daun
Cabe Jawa Terhadap Candida albicans. KHM Pada Konsentrasi 10%.

Hasil uji KHM terhadap jamur Candida albicans dari ekstrak n-heksan
adalah 5% sedangkan ekstrak etil asetat dan etanol 96% didapatkan KHM 10%.
Ekstrak n-heksan dapat menghambat pertumbuhan jamur dengan konsetrasi lebih
kecil, kandungan terpenoid pada ekstrak n-heksan mengganggu pertumbuhan dan
perkembangan spora jamur melalui membran sitoplasma sehingga menyebabkan
kerusakan sitoplasmik membran, koagulasi sel, dan gangguan proton pada sel
jamur. Ekstrak etil asetat mengandung flavonoid dan tanin, flavonoid dapat
bertindak sebagai antijamur disebabkan memiliki gugus fenol yang dapat
mendenaturasi protein dan merusak membran sel bersifat irreversible (tidak dapat
diperbaiki lagi). Semakin lipofilik sifat flavonoid maka semakin mudah melekat
pada dinding sel jamur dan merusak sel jamur. Adapun tanin sebagai antijamur
menghambat biosintesis ergostrerol (sterol utama penyusun membral sel jamur)
sehingga jamur tidak dapat tumbuh.

Ektrak etanol teridentifikasi mengandung alkaloid, flavonoid, dan saponin.
Alkaloid menghambat jamur dengan cara mengganggu sintesis DNA, sedangkan
saponin merusak sel jamur karena kemampuannya berikatan dengan molekul
hidrofilik dan lipofilik kemudian membentuk kompleks dengan enzim sterol pada
dinding sel jamur sehingga permeabilitas dinding sel hilang. Dari uji ini dapat
disimpulkan bahwa semakin non-polar pelarut yang digunakan maka konsentrasi
yang dibutuhkan untuk menghambat mikroba semakin kecil. Dan semakin besar
konsentrasi ekstrak yang digunakan maka semakin efektif sebagai antimikroba.
Konsentrasi untuk bakteri dibutuhkan lebih besar karena dinding selnya yang
tidak mudah lisis disebabkan imunogentas bakteri. Hasil uji konsentrasi hambat
minimum dapat dilihat pada Tabel 10.
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Tabel 10. Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Daun Cabe Jawa

Mikroba Target Ekstrak KHM (%)
Streptococcus mutans n-Heksan 10
Etil Asetat 10
Etanol 96% 20
Candida albicans n-Heksan 5
Etil Asetat 10
Etanol 96% 10

4.8 Aktivitas Antimikroba Ekstrak Daun Cabe Jawa Terhadap
Streptococcus mutans dan Candida albicans

Aktivitas antimikroba dilakukan menggunakan metode uji diameter daya
hambat atau metode difusi cakram dengan media NA (Natrium Agar) untuk
bakteri Streptococcus mutans. Metode difusi cakram yang memperlihatkan area
jernih adalah kemampuan agen antimikroba uji. Adapun kontrol positif berfungsi
sebagai pembanding dari agen antibakteri. Kontrol negatif yang digunakan adalah
tween 80 konsentrasi 1% sebagai tindakan validasi tidak terdapat hambatan dari
pelarut tween yang digunakan saat melarutkan ekstrak.

Konsentrasi 2.5 % yang digunakan sebenarnya memiliki daya hambat yang
sangat kecil dan lemah jika mengacu pada kategori (CLSI, 2013) maka termasuk
kategori resistant, sehingga pada uji KHM ekstrak n-heksan daun cabe jawa tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri, namun secara kasat mata KHM
terlihat pada konsentrasi 10%. Pada uji DDH untuk seluruh konsentrasi. Hasil uji

DDH terhadap Streptococcus mutans dapat dilihat pada Gambar 14.

1/'
N-Heksara EtiMsetat

Etanol '9_6%

Gambar 14. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan
Jenis Pelarut Terhadap Bakteri Streptococcus mutans
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Dari hasil uji diameter daya hambat yang ditunjukkan dengan zona bening di
sekitar cakram diukur menggunakan jangka sorong secara vertikal dan horizontal
dengan satuan mm. Hasil aktivitas antibakteri dapat dilihat pada Tabel 11 dan
Lampiran 11.

Tabel 11. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan Jenis
Pelarut Terhadap Bakteri Streptococcus mutans

Bakteri Ekstrak Konsentrasi Rata-Rata .
(%) DDH (mm) Kategori
2.5 6.67° + 0.09 Resistant
5 8.19°+0.13 Resistant
10 11.23% + 0.03 Resistant
n-Heksan 20 1737+ 043  Intermediate
K+ 25.42° +0.95  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat
2.5 7.93°+0.40 Resistant
Streptococcus 5 833+008  Resistant
mutans 10 11579+ 020  Resistant
Etil Asetat 20 1537°+0.77  Intermediate
K+ 25.089 +0.52  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat
2.5 6.75° + 0.12 Resistant
5 7.58°+0.24 Resistant
10 11.10%+0.26 Resistant
0,
Etanol 96% 20 1477°+ 045  Intermediate
K+ 25.429+0.79  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat

Angka diikuti oleh huruf superskrip yang sama pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
pengaruh yang tidak berbeda nyata terhadap DDH. Kategori : Susceptible (Dapat diterima sebagai
antibakteri, Intermediate (Menengah sebagai antibakteri), Resistant (Tidak diterima sebagai
antibakteri).

Dari data diatas terlihat jelas bahwa seluruh konsentrasi dari masing-masing

ekstrak memiliki daya hambat yang termasuk dalam kategori resistant sehingga
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tidak dapat digunakan sebagai antibakteri kecuali konsentrasi 20% yang termasuk
dalam kategori intermediate sebagai antibakteri. Hal ini menunjukkan semakin
tinggi konsentrasi dan semakin nonpolar sifat pelarut dalam ekstrasksi yang
digunakan maka semakin susceptible digunakan sebagai antibakteri. Pada data
DDH yang didapatkan kemudian dilakukan analisis data menggunakan SPSS
statistik 24 untuk melihat adanya pengaruh perbedaan jenis pelarut dan perbedaan
konsentrasi yang digunakan terhadap bakteri uji dengan nilai signifikasi 0.000 <
0.05 maka berpengaruh terhadap nilai DDH. Jika berpengaruh maka dilanjutkan
kepada uji lanjutan yaitu uji duncan untuk mengetahui jenis pelarut dan varian
konsentrasi memberikan pengaruh yang sama atau berbeda dan melihat varian
yang memberikan efek terkecil dan terbesar (Lampiran 11).

Pada output uji duncan yang didapatkan, jika data terdapat pada subset yang
sama maka akan memberikan pengaruh yang sama. Begitupun sebaliknya, jika
data terdapat pada subset yang berbeda maka akan memberikan pengaruh yang
berbeda pada DDH. Pada output uji duncan didapatkan bahwa ekstrak n-heksan
2.5% dan etanol 2.5% memberikan pengaruh yang sama. Ekstrak etanol 5%, etil
asetat 2.5% dan 5% juga ektrask n-heksan 5% memberikan pengaruh yang sama.
Ekstrak etanol 10%, etil asetak 10% dan n-heksan 10 % memberikan pengaruh
yang sama. Ekstrak etanol 20% dan etil asetat 20% juga memberikan pengaruh
yang sama. Dan ekstrak yang paling efektif adalah n-heksan dengan konsentrasi
20 % berdiameter rerata 17.37 mm termasuk kategori intermediate dan
merupakan diameter yang paling mendekati kontrol positif.

Adapun uji DDH terhadap jamur Candida albicans dilakukan menggunakan
seri konsentrasi 5, 10, 15, dan 20% dengan kontrol positif nystatin 100.000 IU.
Nystatin merupakan first line therapy dalam pengobatan yang disebabkan
Candida albicans dan sifatnya tidak aktif terhadap bakteri, nystatin bekerja
dengan cara berikatan dengan sterol membran sel jamur (ergesterol) dalam
membran sel fungi. Hasil uji DDH terhadap jamur Candida albicans dapat dilihat
pada Gambar 15, Tabel 12 dan Lampiran 10.
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Gambar 15. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan

Jenis Pelarut Terhadap Jamur Candida albicans

Tabel 12. Aktivitas Antijamur Ekstrak Daun Cabe Jawa dengan Perbedaan Jenis
Pelarut Terhadap Jamur Candida albicans

Bakteri Ekstrak Konsentrasi  Rata-Rata Kategori
(%) DDH (mm)
5 8.35°+0.44 Resistant
10 10.20%+ 0.83 Resistant
15 12.45° £ 0.40 Resistant
n-Heksan 20 17.129+0.63  Intermediate
K+ 24.03"+0.85  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat
5 6.62° + 0.42 Resistant
Candida 10 10.879+ 0.69 Resistant
albicans 15 12.90° £ 0.15 Resistant
Eul Asetat 20 16.98°+023  Intermediate
K+ 26.65' +0.51  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat
5 6.55° + 0.22 Resistant
10 8.60°+0.18 Resistant
15 12.75° £ 0.66 Resistant
0,
Etanol 96% 20 15.18"+0.25  Intermediate
K+ 24.85'+0.41  Susceptible
K- 0.00% + 0.00 Tidak
menghambat

Angka diikuti oleh huruf superskrip yang sama pada kolom dan baris yang sama menunjukkan
pengaruh yang tidak berbeda nyata terhadap DDH. Kategori : Susceptible (Dapat diterima sebagai

antijamur,
antijamur).

Intermediate (Menengah sebagai antijamur, Resistant (Tidak diterima sebagai
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Dari data tersebut dapat dilihat bahwa semua konsentrasi yang diuji memiliki
daya hambat namun tidak dapat digunakan sebagai antibakteri karena termasuk
dalam kategori resistant. Adapun ekstrak yang paling efektif daya hambatnya
adalah ekstrak n-heksan daun cabe jawa dengan konsentrasi 20% dapat
menghambat pertumbuhan jamur dengan diameter 17.12 mm. Dan dapat dilihat
pada lampiran 12 hasil uji statistik SPSS terhadap jamur Candida albicans untuk
uji ANOVA didapatkan nilai signifikasi 0.000 (<0.05) yang berarti perbedaan
jenis pelarut dan varian konsentrasi berpengaruh terhadap nilai DDH Candida
albicans.

Jika pada uji ANOVA berpengarun maka dilakukan uji lanjutan duncan,
didapatkan etanol 95% konsentrasi 5% memiliki pengaruh yang sama dengan etil
asetat 5% karena terdapat pada subset yang sama. Begitu pula ekstrak n-heksan
5% dengan etanol 95% konsentrasi 10% memilki pengaruh yang sama. Ekstrak n-
heksan dan etil asetat 10% memiliki pengaruh yang sama. Ekstrak n-heksan,
etanol dan etil asetat konsentrasi 15% memberikan pengaruh yang sama. Etanol
20% terdapat pada satu subset dengan diameter 15.18 mm. Untuk esktrak etil
asetat dan n-heksan 20% memiliki pengaruh yang sama. Dari data tersebut juga
dapat disimpulkan bahwa pelarut nonpolar dengan konsentrasi rendah akan
memberikan pengaruh yang sama dengan pelarut polar konsentrasi tinggi. Adapun
ekstrak paling efektif dalam menghambat pertumbuhan jamur Candida albicans
adalah ekstrak n-heksan 20% dengan diameter 17.12 mm (intermediate sebagai
antijamur).

Sedangkan pada subset kontrol positif dari masing-masing ekstrak memiliki
pengaruh yang berbeda, pada uji untuk cawan ekstrak etil asetat memiliki daya
hambat paling besar yaitu 26.65 mm. Hal ini dapat terjadi karena daya difusi
larutan pembanding pada cakram atau hal lainnya saat proses inkubasi dan proses
pengukuran zona inhibisi. Uji aktivitas antimikroba Streptococcus mutans dan
Candida albicans didapatkan bahwa penghambatan terhadap Streptococcus
mutans membutuhkan konsentrasi lebih besar disebabkan penyusun struktru
selnya yang tidak mudah lisis sehingga Streptococcus mutans dapat terhambat

dengan senyawa yang bersifat nonpolar.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. KHM ekstrak n-heksan daun cabe jawa didapatkan 10%, ekstrak etil asetat
10% dan ekstrak etanol 96% 20% terhadap Streptococcus mutans, dan
KHM terhadap Candida albicans dari ekstrak n-heksan daun cabe jawa
didapatkan 5%, ekstrak etil asetat 10% dan ekstrak etanol 96% 10%.

2. Diameter daya hambat terhadap Streptococcus mutans dan Candida
albicans yang termasuk kategori mendekati Susceptible (Intermedate)
adalah konsentrasi 20% pada setiap pelarut dengan rata-rata DDH 15.84
mm dan 16.43 mm.

3. Pelarut paling efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans adalah n-heksan.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan isolasi senyawa spesifik pada daun cabe jawa yang paling
efektif sebagai antimikroba.

2. Perlu dilakukan uji lanjutan dengan membuat sediaan obat kumur dan
pasta gigi anak sebagai upaya mencegah Kkaries gigi dan kandidiasis oral

dari bahan alam.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alur Penelitian

Daun cabe jawa

— Determinasi

v > Pembuatan serbuk simpllisia

Serbuk simplisia daun sirih merah

— Uji Kadar Air
— Uji Kadar Abu
v Uji Fitokimia

Ekstraksi UAE dengan n-heksana
(1:10)

v
v v

Ekstrak n-heksana Ampas

Di UAE dengan Etil asetat
A 4

v v

Ekstrak Etil asetat Ampas

¢ Di UAE dengan Etanol 96%
Di uapkan Ekstrak Etanol 96%

Di uapkan l ! lDi uapkan

Ektrak kental

l

Uji Efektivitas antimikroba Pada Bakteri
Streptococcus mutans Dan Jamur Candida albicans

l

Pengujian Konsentrasi Ekstrak paling efektif dari masing-masing
ekstrak (n-heksana, etil asetat, etanol 96%) Sebagai Antimikroba
Pada Bakteri Streptococcus mutans Dan Jamur Candida albicans

l

Analisisis Data
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Daun Cabe Jawa

.b B RN DIREKTORAT PENGELOLAAN KOLEKSI ILMIAH
Basas mast Gedung B.J. Habibie JL. M.H Thamrin No. 8, Jakarta Pusat 10340
2arsaiananns Telepon/WA:+62811 1064 6760; Surel: dit-pki@brin.go.id

Laman: wvw.brin.go.id

Nomor - B-914/11.6.2/I1R.01.02/5/2023 12 Mei 2023
Lampiran :-

Perihal : Hasil Identifikasi/Determinasi Tumbuhan

Yth.

Bpk /Ibu/Sdr(i). Nurul Safira

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasideterminasi tumbuhan yang
Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Direktorat Pengelolaan Koleksi limiah
BRIN Cibinong, adalah sebagai berikut -

No. No. Kol. Jenis Suku
1. | Daun Cabe Jawa Piper retrofractum Vahl Piperaceae

Demikian, semoga berguna bagi Saudara,
Plt. Direktorat Pengelolaan Koleksi limiah,
Badan Riset dan Inovasi Nasional
B TT ELEKTRONIK

Dr. Ratih Damayanti, S.Hut, M.Si,

Dosuran o SLasaIMgan
Rt euhtiond
[ ko sertd ort dart
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Lampiran 3. Determinasi Bakteri Streptococcus mutans

IPB Culture Collection
Departemen Biologi Fakultas MIPA IPB University
Jin Agatis, Gedung Perikunan Lt SWing 3
Kampus IPB Danmaga, Bogar 16680
Tel, /Fax: (0251) 8627378
E-mail: admin@ipbeulturecollection id Web site: hupsfipboeultarecotlection.id

SURAT PERNYATAAN
No. 135/ IPBCC/4/2023

Bersama surat ini kami divisi Lab Kultur Koleksi IPB Culture Collection menyatakan bahwa
isolat bakteri di bawah ini:

Streptococcus mutans
Adalah isolat bakteri murni. Surit keterangan ini berloku selumi satu tahun setelah surat terbit.

Demikian surat pernyvataan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Bogor, 04 April 2023
Kurator Bakteri [PBCC

Dr. Rika Indri Astuti, M.Si
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Lampiran 4. Determinasi Jamur Candida albicans
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Lampiran 5. Perhitungan Rendemen Serbuk dan Ekstrak

1. Perhitungan Rendemen Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Nama Sampel Berat Awal Berat Serbuk Rendemen
(gr) Simplisia (gr) (%)
Daun Cabe Jawa 3500 905 25.86

_ Berat serbuk simplisia

% rendemen daun cabe jawa x 100%
Berat Awal
_ 905 gr
~ 3500 grx 100%
= 25.86%
2. Perhitungan Rendemen Ekstrak Daun Cabe Jawa
Bobot Volume Bobot Rata-
Rendemen
Pelarut  Serbuk  Ekstrak Ekstrak rata
Sampel o ) Ekstrak
(6L) Simplisia Cair Kental %) (%)
(0]
(gr) (mL) (gr) + SD
N-
4285 9.3 1.55
Heksan
Daun ]
Etil
Cabe 600 4678 23 3.83 2.86
Asetat
Jawa +1.17
Etanol
4398 19.2 3.2
96%

B t ekstrak di leh
e % Rendemen N- Heksan — —Cerar exsTTaR yang alperoe

x 100%

Berat simplisia serbuk

= 239"+ 100 %

600 gr

=155%

B t ekstrak di leh
e 9% Rendemen E. Asetat — —Cerar exsTan yang alperoe

x 100%

Berat simplisia serbuk
23 gr
=—2" x 100 %

600 gr

=3.83%




% Rendemen Etanol 96 %

% Rata- rata

Berat ekstrak yang diperoleh

Berat simplisia serbuk

19297\ 100 %

600 gr

3.2%

1.55+3.83+3.2
3

2.86 %

x 100%
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Lampiran 6. Kadar Air Serbuk dan Ekstrak Simplisia Daun Cabe Jawa
1. Kadar Air Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Cawan + ) Cawan +
. Penim ) Rata-
Ulan Bobot Isi Isi
banga Kadar rata
Sampel gan Samp Sebelum Setelah )
n Jam Air (%) (%)
Ke- el (gr) Pemanas Pemanas
Ke- SD
an (gr) an
1 38.6589
2 38.6578
1 2.0004 38.7203
3 38.6032 4.5440
4 38.5978
Serbuk 4511
o Rata — rata 38.6294
Simplis 4+
) 1 38.7867
ia 0.046
2 38.7852
2 2.0006 38.8476
3 38.7342 4.4787
4 38.7257
Rata — rata 38.7580
%Kadar Air = (bobot cawan+isi sebelum dipanask?n)-(.b.obot cawan+ isi setelah dipanaskan) x 100%
Bobot simplisia serbuk
e Ulangan 1 = 38.7203-38629% x 100%
2.0004
= 4.5440 %
e Ulangan 2 — 3884767387580 4 100 %
2.0006
=4.4787 %
2. Kadar Air Ekstrak Kental Daun Cabe Jawa
Cawan + Penim Cawan + Rata-
Ulan Bobot ) )
Isi banga Isi Kadar rata

Sampel gan Samp _
Sebelum nJam Setelah  Air (%) (%) +

Ke- el (gr)
Pemanas Ke-  Pemanas SD
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an (gr)

an

Ekstra
k N-

Heksan

Ekstra
k Etil
Asetat

Ekstra
k
Etanol
96%

1.0078 38.1286

Rata — rata

1.0042 39.7672

Rata — rata

1.0003 43.0023

Rata — rata

1.0056 40.8285

Rata — rata

1.0034 37.8135

Rata — rata

1.0006 38.7427

A Ww N e A W NP A W N - A W N - A oW N e

A W DN -

37.8979
37.8978
37.8978
37.8982
37.8979
39.5398
39.5397
39.5389
39.5388
39.5393
42.7648
42.7645
42.7645
42.7644
42.7646
40.5987
40.5889
40.5886
40.5885
40.5912
37.5647
37.5642
37.5642
37.5637
37.5642
38.4967
38.4965
38.4965
38.4963

22.8914

22.6947

23.7629

23.5979

24.8455

24.6052

22.79
31+
0.139

23.68
04 +
0.177

24.75
54 +
0.170
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Rata — rata 38.4965

(bobot cawan+isi sebelum dipanaskan)-(bobot cawan+ isi setelah dipanaskan)

%Kadar Air = X 100%

Bobot simplisia serbuk

e Ekstrak N-Heksan Simplisia Daun Cabe Jawa

38.1286—37.8979

e Ulanganl = 0078 x 100%
= 22.8914 %

e Ulangan2 = W x 100 %
=22.6947 %

e Ekstrak Etil Asetat Simplisia Daun Cabe Jawa

43.0023-42.7646

e Ulanganl = 0003 x 100%
=23.7629 %

e Ulangan2 = %x 100 %
=23.5979 %

e Ekstrak Etanol 96% Simplisia Daun Cabe Jawa

37.8135—-37.5642

e Ulanganl = oo x 100%
= 37.5642 %
e Ulangan2 = W x 100 %

= 24.6052 %
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Lampiran 7. Kadar Abu Serbuk dan Ekstrak Simplisia Daun Cabe Jawa
1. Kadar Abu Serbuk Simplisia Daun Cabe Jawa

Cawan + ) Cawan +
. Penim ) Rata-
Ulan Bobot Isi Isi Kadar
banga rata
Sampel gan Samp Sebelum Setelah Abu
n Jam (%) £
Ke- el (gr) Pemanas Pemanas (%)
Ke- SD
an (gr) an
1 41.9783
2 41.9781
1 2.0034 422476
3 419779  13.4671
4 41.9769
Serbuk 13.56
o Rata — rata 41.9778
Simplis 38 +
1 41.8019
ia 0.137
2 41.8017
2 2.0036 42.0799
3 41.8110 13.6604
4 41.8100
Rata — rata 41.8062
v%Kadar Abu = (Kurs+abu sebelum pemanasan).—(ku.r?+abu setelah pemanasan) x 100%
bobot simplisia
e Ulangan 1 = 222476-219778 % 100%
2.0034
=13.4671 %
e Ulangan 2 = 220799418062 % 100 %
2.0036
=13.6604 %
2. Kadar Abu Ekstrak Simplisia Daun Cabe Jawa
Cawan + Penim Cawan + Rata-
Ulan Bobot ] ) Kadar
Isi banga Isi rata
Sampel gan Samp Abu
Sebelum nJam  Setelah (%) =
Ke- el (gr) (%)

Pemanas Ke- Pemanas SD
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an (gr)

an

Ekstra
k N-

Heksan

Ekstra
k Etil
Asetat

Ekstra
Kk
Etanol
96%

1.0008 33.3065

Rata — rata

1.0009 37.1856

Rata — rata

1.0074 39.1631

Rata — rata

1.0071 40.2633

Rata — rata

1.0098 38.4013

Rata — rata

1.0087 32.2747

A 0w N - A W N A W DN A W DN - A W N

A W DN

33.2098
33.2096
33.2096
33.2095
33.2096
37.0873
37.0873
37.0869
37.0867
37.0871
39.0786
39.0784
39.0790
39.0780
39.0785
40.1786
40.1791
40.1790
40.1821
40.1797
38.3028
38.3091
38.3090
38.310
38.3077
32.1927
32.1921
32.1810
32.1610

9.6823

9.8411

8.3979

8.3010

9.2692

9.2198

9.761
7%
0.112

8.349
5%
0.069

9.244
5%
0.035
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Rata — rata 32.1817

Ekstrak N-Heksan Simplisia Daun Cabe Jawa
33.3065—-33.2096

e Ulanganl = 0008 x 100%
= 9.6823 %

e Ulangan2 = %x 100 %
=9.8411%

Ekstrak Etil Asetat Simplisia Daun Cabe Jawa

39.1631-39.0785

e Ulanganl = oo x 100%
=8.3979 %

e Ulangan2 = —40'26:1)’2;:(1)'1797 X 100 %
=8.3010 %

Ekstrak Etanol 96% Simplisia Daun Cabe Jawa

38.4013-38.3077

e Ulanganl = 5098 x 100%
=9.2692 %
e Ulangan2 = % x 100 %

=9.2198 %



Lampiran 8. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Cabe Jawa
1. Ekstrak N-Heksan Daun Cabe Jawa

3. Ekstrak Etanol 96% Daun Cabe Jawa
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Lampiran 9. Perhitungan Jumlah Larutan Pembanding dan Larutan Uji Ekstrak

Daun Cabe Jawa

» Bakteri Streptococcus mutans

1.

Larutan Pembanding Positif
Pecillin 500 mg di add 500 mL aquadest steril (1000 ppm)
Larutan Uji

Larutan Stok Konsentrasi 25 %

_ 25¢9r 2,5gr
100 mL 10 mL

Pengenceran 20 %

V1. Np =V2 Ny
V1.25% =3mL.20%
Vi =24mL
Pengenceran 10 %

V1. Ny =V2 Ny
V1.25% =3mL.10%
Vi =12mL
Pengenceran 5 %

V1. Ny =V, Ny
V1.25% =3mL.5%
\1 =0.6 mL
Pengenceran 2.5 %

V1. Ng =V2 Ny
V1.25% =3mL.25%
Vi =0.3mL

> Jamur Candida albicans

1. Larutan Uji

Larutan Stok Konsentrasi 25 %

_ 25¢9r 2,59gr
T 100mL  10mL

Pengenceran 20 %
Vj_. N1 = Vz. N2



V1.25% =3mL.20%
Vi =24mL
Pengenceran 15 %

V1. Np =V2 Ny
V1.25% =3mL.15%
Vi =1.8mL
Pengenceran 10 %

V1. Ng =V, Ny
V1.25% =3mL.10%
V3 =12mL
Pengenceran 5 %

V1. Np =V2 Ny
V1.25% =3mL.5%
Vi =0.6 mL
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Lampiran 10. Aktivitas Antimikroba Ekstrak Daun Cabe Jawa Terhadap
Mikroba Uji

1. Uji DDH Terhadap Streptococcus mutans

Sampel
Ekstrak

N-

Heksan

Etil
Asetat

Etanol
96%

Konsen

trasi

(%)

2.5
5
10
20
K+
K-
2.5
5
10
20
K+
K-
2.5
5
10
20
K+
K-

Diameter Daerah Hambat (mm)

Ulangan 1
nl n2
6.56 6.57
8 8.1
11 11.5
16.5 16.5
24 23.5
0 0
8 7
8 8.5
11.7 11
15 14
24 25
0 0
6.75 6.5
7.6 7.2
11.2 11.4
14 14.5
24 25
0

Ulangan 2
nl n2
6.67 6.72
8.25 8.3
114 11
17.6 18.2
26 26
0 0
7.8 8.2
7.8 9
12 11.5
16.5 15.4
26 24.5
0 0
6.8 6.7
7 8
11 11.4
15 15.2
26 25.8
0

Ulangan 3
nl n2
6.72 6.75
8.1 8.4
11.2 11.3
18 174
26 27
0 0
8.2 8.4
8.2 8.5
11.8 114
14.8 16.5
25 26
0 0
6.82 6.9
7.5 8.2
10 11.6
14.5 154
25.5 26.2
0

Rata-Rata
(mm) £ SD

6.67 +0.09
8.19+0.13
11.23+0.03
17.37 +0.43
25.42 +0.95
0.00 £ 0.00
7.93+0.40
8.33+0.08
11.57 +0.20
15.37 £0.77
25.08 £ 0.52
0.00 +0.00
6.75+0.12
7.58 £0.24
11.10+0.26
14.77 £ 0.45
2542 +0.79
0.0 0.00

Keterangan : nl (pengukuran horizontal pada cawan), n2 (pengukuran vertikal pada cawan)
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2. Uji DDH Terhadap Candida albicans

Sampel
Ekstrak

N-

Heksan

Etil
Asetat

Etanol
96%

Konse
ntrasi
(%0)

5
10
15
20
K+
K-

5
10
15
20
K+
K-

5
10
15
20
K+
K-

Diameter Daerah Hambat (mm)

Rata-Rata
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
(mm) £ SD
nl n2 nl n2 nl n2
7.8 8.2 8 8.4 8.5 9.2 8.35+0.44
9.5 9 11.2 10 10 11.5 10.20 £ 0.83
12.5 13 12.2 11.8 12.4 12.8 12.45 £ 0.40
17 17 18.5 18.2 16 16 17.12 £ 0.63
24 24.5 23.2 23 24 255  24.03+0.85
0 0 0 0 0 0 0.00 £ 0.00
6.2 6.5 6 6.8 7 7.2 6.62 £ 0.42
10 10.2 11 11.1 11.4 11.5 10.87 £ 0.69
12.5 13 13 12.8 13.2 12.9 12.90 £ 0.15
16.5 17 17.2 16.8 17 17.4 16.98 £ 0.23
26.2 26 27 26.5 27.4 268  26.65+0.51
0 0 0 0 0 0 0.00 £ 0.00
6.5 6.8 6.4 6.2 7 6.4 6.55 £ 0.22
8.5 8.4 9 8.6 8.8 8.3 8.60 £ 0.18
12 12.3 13.4 13.5 12.8 12.5 12.75 + 0.66
15.6 15 14.8 15 15.2 15.5 15.18 £ 0.25
24.5 25 25.6 25 24 25 24.85 £ 0.41
0 0 0 0 0 0 0.00 £ 0.00

Keterangan : n1 (pengukuran horizontal pada cawan), n2 (pengukuran vertikal pada cawan)



Lampiran 11. Hasil Analisis Data Statistik DDH Bakteri Streptococcus mutans

1. Uji Anova

Between-Subjects Factors

Value Label N
Jenis_Pelarut 1 N-Heksana 18
2 Etil Asetat 18
3 Ethanol 96% 18
Konsentrasi 1 2.5% 9
2 5% 9
3 10% 9
4 20% 9
5 K+ 9
6 K- 9
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Dari output diatas terdapat 3 variabel jenis pelarut dan 6 variabel varian

konsentrasi terhadap bakteri Streptococcus mutans.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: DDH_S.mutans

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 3368.413% 17 198.142 1134.485 .000
Intercept 6853.288 1 6853.288 39239.294 .000
Jenis_Pelarut 3.030 2 1.515 8.675 .001
Konsentrasi 3352.769 5 670.554 3839.334 .000
Jenis_Pelarut * Konsentrasi 12.614 10 1.261 7.222 .000
Error 6.288 36 175
Total 10227.989 54
Corrected Total 3374.701 53

a. R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .997)

e Hipotesis

Jenis Pelarut

H1 = Ada pegaruh jenis pelarut terhadap hasil DDH

HO = Tidak ada pengaruh jenis pelarut terhadap hasil DDH



66

Konsentrasi

H1 = Ada pegaruh varian konsentrasi terhadap hasil DDH

HO = Tidak ada pengaruh varian konsentrasi terhadap hasil DDH

Interaksi

H1 = Ada pegaruh interaksi antara jenis pelarut dan varian konsentrasi

terhadap hasil DDH

HO = Tidak ada pengaruh interaksi antara jenis pelarut dan varian

konsentrasi terhadap hasil DDH

Taraf Nyata (a) = 0.05

Kriteria Keputusan

Tolak HO atau terima H1 jika nilai sig <0.05

Terima HO atau tolak H1 jika nilai sig >0.05

Kesimpulan

Dari hasil uji anova dapat disimpulkan :

a. Jenis pelarut pada tabel anova menunjukkan nilai sig 0.000 < 0.05
yang berarti terima H1 dan tolak HO ; adanya pengaruh jenis pelarut
terhadap DDH Streptococcus mutans

b. Varian konsentrasi pada tabel anova menunjukkan nilai sig 0.000 <
0.05 yang berarti terima H1 dan tolak HO ; adanya pengaruh varian
konsentrasi terhadap DDH Streptococcus mutans

c. Interaksi antar jenis pelarut dan varian konsenrasi pada tabel anova
menunjukkan nilai sig 0.000 < 0.05 yang berarti terima H1 dan tolak
HO ; adanya pengaruh interaksi antar jenis pelarut dan varian

konsentrasi terhadap DDH Streptococcus mutans



2. Uji Lanjutan Duncan

Duncan®”

Interaksi

DDH_S.mutans

Subset
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N-Heksana 2.5%
Ethanol 96% 2.5%
Ethanol 96% 5%
Etil asetat 2.5%
N-Heksana 5%
Etil Asetat 5%
Ethanol 96% 10%
N-Heksana 10%
Etil Asetat 10%
Ethanol 96% 20%
Etil Asetat 20%
N-Heksana 20%
K+

K+

K+

Sig.

W W W W WwWwWw W WwWWwW W WwWWWwWwW W W

.0000
.0000
.0000

1.000

6.6733
6.7467

.831

7.5833
7.9333
8.1933
8.3333

.050

11.1000
11.2333
11.5667

.205

14.7667
15.3667

.087

17.3667

1.000

25.0833
25.4167
25.4167

.364

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .175.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

b. Alpha = .05.

efektif adalah ekstrak n-heksan konsentrasi 20% karena paling besar diameter

daya hambatnya.

Dari hasil uji lanjutan duncan ini dapat dilihat bahwa ekstrak yang paling



Lampiran 12. Hasil Analisis Data Statistik DDH Jamur Candida albicans

1. Uji Anova

Between-Subjects Factors

Value Label N
Jenis_Pelarut 1 N-Heksana 18
2 Etil Asetat 18
3 Ethanol 96% 18
Konsentrasi 1 5% 9
2 10% 9
3 15% 9
4 20% 9
5 K+ 9
6 K- 9
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Dari output diatas terdapat 3 variabel jenis pelarut dan 6 variabel varian

konsentrasi terhadap jamur Candida albicans.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: DDH_C.albicans

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 3321.473% 17 195.381 908.748 .000
Intercept 7639.802 1 7639.802 35533.961 .000
Jenis_Pelarut 9.712 2 4.856 22.586 .000
Konsentrasi 3289.018 5 657.804 3059.551 .000
Jenis_Pelarut * Konsentrasi 22.744 10 2.274 10.578 .000
Error 7.740 36 .215
Total 10969.015 54
Corrected Total 3329.213 53

a. R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .997)

e Hipotesis

Jenis Pelarut

H1 = Ada pegaruh jenis pelarut terhadap hasil DDH

HO = Tidak ada pengaruh jenis pelarut terhadap hasil DDH

Konsentrasi
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H1 = Ada pegaruh varian konsentrasi terhadap hasil DDH

HO  =Tidak ada pengaruh varian konsentrasi terhadap hasil DDH

Interaksi

H1 = Ada pegaruh interaksi antara jenis pelarut dan varian konsentrasi

terhadap hasil DDH

HO = Tidak ada pengaruh interaksi antara jenis pelarut dan varian

konsentrasi terhadap hasil DDH

Taraf Nyata (a) = 0.05

Kriteria Keputusan

Tolak HO atau terima H1 jika nilai sig <0.05

Terima HO atau tolak H1 jika nilai sig >0.05

Kesimpulan

Dari hasil uji anova dapat disimpulkan :

d. Jenis pelarut pada tabel anova menunjukkan nilai sig 0.000 < 0.05
yang berarti terima H1 dan tolak HO ; adanya pengaruh jenis pelarut
terhadap DDH Candida albicans

e. Varian konsentrasi pada tabel anova menunjukkan nilai sig 0.000 <
0.05 yang berarti terima H1 dan tolak HO ; adanya pengaruh varian
konsentrasi terhadap DDH Candida albicans

f. Interaksi antar jenis pelarut dan varian konsenrasi pada tabel anova
menunjukkan nilai sig 0.000 < 0.05 yang berarti terima H1 dan tolak
HO ; adanya pengaruh interaksi antar jenis pelarut dan varian

konsentrasi terhadap DDH Candida albicans



2. Uji Lanjutan Duncan

Duncan®”

Interaksi N

DDH_C.albicans

70

Subset

Ethanol 96% 5%
Etil asetat 5%
N-Heksana 5%
Ethanol 96% 10%
N-Heksana 10%
Etil Asetat 10%
N-Heksana 15%
Ethanol 96% 15%
Etil Asetat 15%
Ethanol 96% 20%
Etil Asetat 20%
N-Heksana 20%
K+

K+

W W W W WwWwWw W WwWWwW W W WWwWwW W W

K+
Sig.

.0000
.0000
.0000
6.5500
6.6167
8.3500
8.6000
10.2000
10.8667
12.4500
12.7500
12.9000

1.000 .861 .513 .087 .270

15.1833

16.9833
17.1167
24.0333
24.8500
26.6500
1.000 727 1.000

1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = .215.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

b. Alpha = .05.

Dari hasil uji lanjutan duncan ini dapat dilihat bahwa ekstrak yang paling

efektif adalah ekstrak n-heksan konsentrasi 20% karena paling besar diameter

daya hambatnya.



