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4.5.6.2 Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa pudica) dan
Fraksinya menggunakan Metode Difusi Cakram
Bahan yang digunakan adalah pelarut DMSO 1%, bakteri ESBL
Eschericia coli yang telah diinokulasi pada media, dan bahan uji berupa cakram
berisi ekstrak etanol 96%, serta fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi n-
butanol, dan fraksi air dari ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica),
dan cakram gentamisin (10 pg).

Alat yang digunakan adalah plate, penjepit steril, inkubator, dan label.

4.5.7 Uji Antibakteri menggunakan Metode KLT-Bioautografi

Bahan yang digunakan adalah aquadest steril, metanol, suspensi bakteri
ESBL Eschericia coli 1x10° CFU/mI, dan bahan uji berupa ekstrak etanol 96%,
serta fraksi etil asetat, fraksi n-butanol, fraksi n-heksan, fraksi air dari ekstrak
etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica), pelarut metanol (pa), pelarut n-
heksan (pa), aquades, pelarut kloroform (pa), asam formiat, pelarut etil asetat
(pa), dan MTT 0,05% b/v.

Alat yang digunakan adalah timbangan analitk METTLER TOLEDO™,
hair dryer, mikrotube, spatel, plat KLT fase diam silika GFs4 nm, pipa kapiler,
chamber CAMAG™, cawan petri, reagent spray, pipet ukur 10 ml PYREX®,
mikropipet SOCOREX™, tip, pipet tetes, inkubator, mistar berskala, dan beaker

glass SCHOTT DURAN™,

4.6 Definisi Operasional
1) Serbuk kering daun putri malu (Mimosa pudica) yang digunakan dalam

penelitian ini berasal dari UPT Materia Medika Batu yang terletak pada



2)

3)

4)

5)

6)

7)
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ketinggian 875 mdpl dengan curah hujan 256 mm/bulan dan suhu rata-
rata 23°C serta kelembaban sekitar 96%.

Ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) adalah hasil
ekstraksi metode maserasi daun putri malu sebanyak 300 gram dengan
pelarut etanol 96% dengan perbandingan serbuk daun:pelarut 1:10
kemudian dievaporasi dengan vaccum rotary evaporator. Remaserasi
dilakukan dua kali untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak 100%.

Fraksi dari ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) adalah
hasil fraksinasi cair-cair dari ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa
pudica) menggunakan pelarut n-heksan, dilanjutkan pelarut etil asetat,
kemudian pelarut n-butanol, dan air.

Dosis yang digunakan dalam kelompok perlakuan ekstrak dan fraksi dari
ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) masing-masing
adalah 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg.

Kultur bakteri yang digunakan pada pengulangan uji aktivitas antibakteri
adalah berasal dari tiga pasien infeksi saluran kemih (ISK) akibat
Eschericia coli yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi RSSA
Malang yang dinyatakan positif bakteri yang memproduksi Extended
Spectrum B-Lactamase (ESBL).

Hasil uji sensitivitas terhadap antibiotik dietahui ESBL Eschericia coli
sebanyak satu kode bakteri sensitif terhadap gentamisin dan dua kode
bakteri lainnya resisten terhadap gentamisin.

Rf merupakan nilai yang menyatakan derajat retensi suatu komponen
fase diam, digunakan sebagai acuan dalam mengidentifikasi sampel

dengan cara membandingkan nilai Rf yang tidak diketahui dengan nilai Rf
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senyawa marker. Rf = jarak yang ditempuh oleh komponen : jarak yang
ditempuh oleh permukaan larutan.

8) Warna spot yang tampak melalui visual maupun sinar UV A 254 nm dan
UV A 366 nm menyatakan jenis golongan senyawa metabolit yang
terkandung dalam suatu sampel ekstrak etanol 96% daun putri malu
(Mimosa pudica) serta fraksinya.

9) Zona hambat merupakan zona bening yang terbentuk disekitar sampel uji
pada bakteri. Diameter zona hambatan pertumbuhan bakteri menunjukan
sensitifitas bakteri terhadap zat antibakteri, semakin lebar diameter zona
hambatan yang terbentuk maka antibakteri tersebut semakin sensitif.

10)KLT pembanding merupakan KLT yang ditotol dengan sampel ekstrak
etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) dan fraksinya yang dieluasi
dengan fase gerak yang sesuai, digunakan untuk membandingkan Rf dan
warna spot dengan zona hambat yang terbentuk disekitar spot pada uiji

aktivitas antibakteri menggunakan metode KLT-bioautografi.

4.7 Prosedur Penelitian/Pengumpulan Data
4.7.1 Prosedur Ekstrasksi Daun Putri Malu (Mimosa pudica)
a. Sebanyak 300 g serbuk daun putri malu ditimbang menggunakan
timbangan analitik METTLER TOLEDO™.
b. Serbuk daun putri malu dimasukkan ke dalam toples kaca dan
dicampurkan dengan etanol 96% sebanyak 1 liter, lalu diaduk
menggunakan stirer IKA® selama 30 menit pada kecepatan 400 rpm,

kemudian toples diberi alumunium foil dan ditutup rapat.



4.7.2
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Campuran maserasi awal didiamkan dalam suhu ruang dan disimpan
selama 1x24 jam. Disaring menggunakan corong buchner yang
dihubungkan dengan vaccum untuk mendapatkan maserat. Hasil maserat
ditampung dalam toples kaca lain. Ampas maserasi awal dimasukkan
kembali ke toples awal.

Remaserasi dilakukan sebanyak dua kali.

Proses remaserasi pertama yakni mencampurkan ampas maserasi awal
dengan etanol 96% sebanyak 1 liter dan disimpan selama 1x24 jam. Hasil
maserat disaring kembali menggunakan corong buchner yang
dihubungkan dengan vaccum dan ditampung kedalam toples kaca hasil
maserat. Diulangi prosedur yang sama untuk proses remaserasi kedua.
Hasil maserat ditampung dalam toples kaca dan dipekatkan dengan
vakum rotavapor IKA® pada suhu 40°C dengan kecepatan 30-35 rpm
selama 1 jam untuk setiap 250 mL maserat, sehingga diperoleh ekstrak
kental, ekstrak kental dikeringkan dalam oven MEMMERT™ pada suhu

40°C.

Prosedur Fraksinasi dari Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa
pudica)

Ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) difraksinasi dengan

metode cair-cair. Pelarut yang digunakan adalah n-heksan, etil asetat, dan n-

butanol dengan prosedur kerja sebagai berikut:

a. Sebanyak 20 g ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica)

kering ditimbang menggunakan METTLER TOLEDO™, kemudian
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disuspensikan dalam aquadest 100 ml dengan menggunakan mortir
dan stamfer.

Pelarut n-heksan sebanyak 100 ml ditambahkan ke dalam suspensi air-
ekstrak hingga terpisah sempurna. Pemisahan antara dua fase air dan
pelarut didasarkan pada perbedaan berat jenis.

Campuran larutan yang telah terbentuk dipindah ke dalam corong pisah
dan dikocok selama 5 menit sambil sesekali dikeluarkan gas dalam
corong pisah dengan membuka krannya, kemudian diambil lapisan
pelarut n-heksan. Ke dalam residu ditambahkan n-heksan sebanyak
100 ml, lalu dikocok 5 menit, dan ditampung fase n-heksan.

Prosedur tersebut diulangi hingga fase n-heksan jernih. Fase n-heksan
dari ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) ditampung dalam
satu wadabh.

Residu fase air ditambahkan 100 mL etil asetat, kemudian dilakukan
sesuai prosedur di atas. Etil asetat ditambahkan hingga fase etil asetat
berwarna bening jernih (warna mulai konstan). Fase etil asetat dari
ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) ditampung dalam satu
wadabh.

Lalu fase air ditambahkan larutan n-butanol sebanyak 100 ml, dikocok
selama 5 menit sambil sesekali dikeluarkan gas dalam corong pisah
dengan membuka krannya dan ditampung fase n-butanol. Prosedur
tersebut diulangi sampai warna lapisan fase n-butanol konstan. Fase n-
butanol dari ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) ditampung

dalam satu wadah.
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Masing masing fraksi n-heksan, etil asetat, n-butanol, air dari ekstrak
etanol daun putri malu (Mimosa pudica) dipekatkan dengan vakum
rotavapor IKA® pada suhu yang sesuai dan dikeringkan dalam oven
MEMMERT™ pada suhu 40°C.

Setelah kering ditimbang berat masing-masing fraksi dari ekstrak etanol
daun putri malu (Mimosa pudica).

Ekstrak dan fraksinya yang didapat disimpan pada lemari pendingin

suhu 2-8°C.

4.7.3 Prosedur Optimasi Fase Gerak KLT

a.

Masing-masing sebanyak 10 mg dari ekstrak etanol 96% daun putri
malu (Mimosa pudica) dan fraksinya dilarutkan dalam pelarut metanol
0,5 mL, kemudian ditotolkan 4 pl pada lempeng KLT fase diam silika
GFzs4 nm (ukuran 20 ecm x 20 cm x1 mm) secara memanjang
(digariskan), dan dikeringkan.

Selanjutnya dibuat beberapa fase gerak dengan perbandingan yang
sesuai untuk mengeluasi sampel.

Dimasukkan kertas saring ke dalam chamber CAMAG™ Dberisi fase

gerak untuk menjenuhkan fase gerak.

Dimasukkan plat KLT yang telah ditotol dengan sampel ke dalam
chamber berisi fase gerak yang sesuai.

Setelah eluasi selesai, lempeng KLT dikeringkan dan hasil eluasi
ditandai, dan dilihat dengan bantuan lampu UV CAMAG™ A 254 dan A
366 nm. Digunakan penampak noda asam sulfat 10% dan pemanasan

pada suhu 120°C, kemudian dilihat pada UV CAMAG™ A 366 nm.
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Dilakukan analisa terhadap masing-masing hasil plat KLT yang telah
dieluasi dengan masing-masing fase gerak yang digunakan untuk
optimasi sehingga dapat digunakan untuk identifikasi golongan

senyawa metabolit dan metode bioautografi.

4.7.4 Identifikasi Bakteri

4.7.4.1 Metode VITEK (Biomerieux, 2013; Pincus, 2014)

a.

Isolat yang diinokulasikan dipilih dari koloni tunggal yang serupa. Tes
biokimia sederhana dan pengecatan Gram terhadap isolat bakteri
dilakukan untuk menentukan jenis kartu yang akan digunakan. Bakteri
kokus Gram positif 'menggunakan kartu VITEK 2 GP, sedangkan
bakteri batang Gram negatif menggunakan kartu VITEK GN.
Dimasukkan 3 ml larutan salin 0,45%-0,5% steril ke dalam tabung
plastik bersih secara aseptis. Isolat bakteri yang tampak sama di swab
dan dimasukkan ke dalam larutan salin untuk membuat suspensi
bakteri. Suspensi bakteri dihomogenkan dan dibuat kekeruhan bakteri
0,05-0,063 Mc Farland dengan menggunakan VITEK 2 DensiCHEK.
Suspensi tidak boleh lebih dari 30 menit diinokulasikan ke kartu VITEK
2.

Tabung suspensi bakteri dan kartu VITEK 2 (GP, GN, AST)
dimasukkan ke rak khusus. Kemudian dimasukkan ke vaccum
chamber station baik secara manual (VITEK 2 Compact) atau
dipindahkan secara automatis (VITEK 2 dan VITEK 2 XL). Suspensi
bakteri dipindahkan ke sumuran oleh alat. Tabung transfer dipotong

secara otomatis.
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d. Kartu dipindahkan ke ruang inkubaror setelah 15 menit, setelah itu
akan dianalisis secara otomatis oleh sistem dan diinterpretasikan

sebagai sensitif, intermediate, dan resisten.

4.7.5 Pembuatan Suspensi Bakteri ESBL Eschericia coli
Berikut ini merupakan prosedur untuk memperoleh inkolum ESBL
Eschericia coli dengan konsentrasi 10° CFU/mL:

a. Sampel bakteri ESBL Eschericia coli yang telah diidentifikasi,
diinkolusikan kedalam Nutrient Broth dengan cara mengambil koloni
ESBL Eschericia coli dari media NAP dengan menggunakan ose steril
dengan api bunsen kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi steril
yang berisi Nutrient Broth. Kemudian divortex ad homogen, setelah itu
diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-24 jam.

b. Biakan bakteri ESBL Eschericia coli diukur menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 625 nm untuk mengetahui
kepadatan bakteri atau Optical Density (OD). Nilai OD yang diperoleh
dicatat sebagai N; untuk rumus perhitungan yang akan dilakukan pada
poin (c).

c. Volume ESBL Eschericia coli yang akan diambil dari tabung reaksi yang
telah diperoleh nilai ODnya diperoleh dengan perhitungan sebagai
berikut:

N x V, = PO Q'
NilaiOD xV; = 0,1 xV,

Vi = 0,1 x Va/nilai OD
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Keterangan :

V1 = Volume bakteri yang akan ditambah dengan pengenceran (volume ESBL Eschericia
coli yang akan diambil dari tabung reaksi)

N1 = Nilai OD hasil spektrofotometri (nilai absorbansi suspensi)

N2 = Konsentrasi bakteri awal 0,1 yang setara dengan 10®° CFU/mL (standar
0,5McFarland)

V, = Volume suspensi bakteri uji yang diharapkan (10 mL)

Diambil volume bakteri sesuai hasil perhitungan, kemudian dimasukkan
ke tabung reaksi steril kosong, ditambahkan larutan NaCl 0,9% steril ad
10 mL. Tutup dengan kapas steril lalu divortex ad homogen. Diperoleh
biakan cair dengan konsentrasi 1x10® CFU/mL.

Selanjutnya, diencerkan sampai konsentrasi 10° CFU/mL dengan cara
menyiapkan tabung reaksi sebanyak 2 buah lalu pada tabung reaksi
pertama dan kedua masing-masing diisi dengan larutan Nutrient Broth
dengan volume 9 mL.

Suspensi ESBL Eschericia coli konsentrasi 1x10° CFU/mL diambil
sebanyak 1 mL dengan mikropipet dari tabung reaksi kemudian
dimasukkan ke dalam tabung reaksi pertama yang telah diisi 9 mL
Nutrient Broth. Divortex ad homogen. Konsentrasi sekarang menjadi
1x10" CFU/mL.

Suspensi ESBL Eschericia coli dengan konsentrasi bakteri 1x10” CFU/mL
terebut diambil sebanyak 1 mL larutan dari tabung reaksi pertama dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi kedua yang telah diisi 9 mL Nutrient
Broth. Divortex ad homogen. Konsentrasi bakteri sekarang menjadi 1x10°

CFU/mL dan siap digunakan.
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4.7.6 Metode Difusi Cakram
4.7.6.1 Pembuatan Cakram Uji Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa
pudica) dan Fraksinya

a. Sebanyak 500 mg ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica)
ditimbang menggunakan METTLER TOLEDO™, kemudian dilarutkan
dalam 1 mL DMSO 1%. Jika perlu divortex. Sehingga konsentrasi menjadi
500 mg/ml. Kemudian diisikan ke cakram kosong dengan diameter
berukuran 6 mililiter berkapasitas 30 ul sehingga dosis sampel menjadi 15
mg.

b. Sebanyak 800 pL larutan (a) diambil menggunakan mikropipet dan
diencerkan menggunakan 200 pL DMSO 1%, sehingga konsentrasi
menjadi 400 mg/ml. Kemudian diisikan ke cakram kosong dengan
diameter berukuran 6 mililiter berkapasitas 30 pl sehingga dosis sampel
menjadi 12 mg.

c. Sebanyak 750 pL larutan (b) diambil menggunakan mikropipet dan
diencerkan menggunakan 250 pL DMSO 1%, sehingga konsentrasi
menjadi 300 mg/ml. Kemudian diisikan ke cakram kosong dengan
diameter berukuran 6 mililiter berkapasitas 30 ul sehingga dosis sampel
menjadi 9 mg.

d. Sebanyak 666 pL larutan (c) diambil menggunakan mikropipet dan
diencerkan menggunakan 334 pL DMSO 1%, sehingga konsentrasi
menjadi 200 mg/ml. Kemudian diisikan ke cakram kosong dengan
diameter berukuran 6 mililiter berkapasitas 30 pl sehingga dosis sampel

menjadi 6 mg.
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e. Sebanyak 500 pL larutan (d) diambil menggunakan mikropipet dan
diencerkan menggunakan 500 pL DMSO 1%, sehingga konsentrasi
menjadi 100 mg/ml. Kemudian diisikan ke cakram kosong dengan
diameter berukuran 6 mililiter berkapasitas 30 ul sehingga dosis sampel
menjadi 3 mg. Pperhitungan dosis sampel ekstrak dan fraksinya dapat
dilihat pada Lampiran 6.

f. Dilakukan prosedur tersebut untuk setiap sampel fraksi dari ekstrak etanol

96% daun putri malu (Mimosa pudica).

4.7.6.2 Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa pudica) dan
Fraksinya menggunakan Metode Difusi Cakram
a. Muller Hinton Agar digunakan dalam teknik difusi cakram dimana ESBL
Eschericia coli disebarkan menggunakan sapu kapas steril dan kemudian
Cakram berisi sampel ekstrak dan fraksinya pada berbagai dosis yaitu 3
mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg ditempatkan dengan jarak yang sama
di antara keduanya di dalam plate agar yang telah diinokulasi dengan
ESBL Eschericia coli menggunakan metode Kirby Bauer. Cakram kontrol
pembanding mengandung gentamisin (10 pg) sedangkan cakram kontrol
negatif DMS01%.
b. Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Diameter zona
hambat yang terbentuk diukur dalam milimeter dan rata-rata ditentukan.
c. Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali dengan kode bakteri berbeda.

Dan dihitung rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk.
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4.7.7 Uji Antibakteri menggunakan Metode KLT-Bioautografi
a. Untuk mendeteksi senyawa metabolit aktif yang mempunyai aktivitas
sebagai antibakteri digunakan metode biautografi. Sebanyak 10 mg untuk
masing-masing sampel ditimbang dan dilarutkan dalam 0,5 mL metanol.
Sebanyak 5 ul larutan sampel ditotolkan pada plat KLT berukuran 2 cm x
8,7 cm sehingga dosis yang ditotolkan sebesar 100 ug tiap sampelnya,
(perhitungan dosis sampel ekstrak dan fraksinya dapat dilihat pada
Lampiran 6) dielusi dalam chamber dengan fase gerak yang sesuai (hasil
optimasi) yaitu:
¢ Kloroform: aseton: asam formiat (2:7,5:0,5) untuk ekstrak etanol dan
fraksi n-butanol dari ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa
pudica).
e Kloroform: metanol (8:2) untuk fraksi n-heksan dari ekstrak etanol
96% daun putri malu (Mimosa pudica).
o Etil asetat: n-heksan (4:6) untuk fraksi etil asetat dari ekstrak etanol
96% daun putri malu (Mimosa pudica).
¢ Kloroform: aseton: asam formiat (2:7:1) untuk fraksi air fraksi etil
asetat dari ekstrak etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica).
b. Plat KLT diangin-anginkan pada lemari asam atau di keringkan
menggunakan hairdryer, hingga fase gerak menguap atau plat KLT kering
c. Plat KLT disemprot atau decelupkan ke dalam suspensi bakteri ESBL
Eschericia coli yang mengandung sekitar 1x10° per ml.
d. Bioautogram kemudian diinkubasi pada suhu 25°C selama 48 jam dalam
kondisi lembab. Untuk visualisasi pertumbuhan mikroba, garam

tetrazolium digunakan. Garam-garam ini diubah oleh dehidrogenase
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mikroorganisme hidup menjadi formazen yang sangat berwarna. Garam
ini (MTT 0,05%) disemprotkan ke bioautogram dan diinkubasi kembali
pada 25°C selama 24 jam atau pada suhu 37°C selama 3-4 jam.

Zona putih yang jernih dengan latar belakang keruh atau keunguan pada
pelat KLT menunjukkan aktivitas antimikroba sampel.

Dihitung nilai Rf dari masing-masing zona hambat dan dibandingkan
dengan Rf pada plat KLT pembanding yang telah disemprot dengan
H,SO, 10%. Rf yang memiliki zona hambat antimikroba diidentifikasi
golongan senyawa metabolitnya. Selain itu, warna spot juga dapat

mengindikasikan suatu golongan senyawa metabolit.
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47.8 Skema Prosedur Penelitian

Penyiapan Serbuk Daun Putri Bakteri ESBL Eschericia coli

Malu (Mimosa pudica)

Maserasi menggunakan pelarut

etanol 96% Identifikasi bakteri dengan
metode VITEK

Evaporasi dengan

vaccum rotary

evaporator Mempersempit
jumlah
................................... senyawa
Ekstrak Etang) metghel yang Fraksinasi Cair-Cair dengan
: 96% daun poh Ak berbagai pelarut yaitu n-heksan,
L /A etil asetat, n-butanol, dan air
{ Fraksin- { i Fraksietil | i Fraksin- i i FraksiAir i
i..heksan i: asetat i butanol
v

e e e e e e e e e e e e e e e = =

v R

. . - I

Dikondisikan bakteri ESBL Ekstrak dan fraksinya diuji |
Eschericia coli dalam menggunakan metode difusi
kelompok perlakuan cakram dalam kelompok

N

Kontrol Ekstrak Fraksi n- Fraksi Fraksi n- Fraksi
Fase etanol heksan etil butanol Air
Gerak 96% asetat




Penentuan zona

Analisa golongan
senyawa dengan
KLT-pembanding

——
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Dosis Dosis
12 mg 15 mg

v

Diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37° C

A 4

Kesimpulan

Gambar 4.1 Alur Penelitian

Keterangan:
....... = Agen terapi
— = Mempengaruhi
e — = Proses
— — = Hasil yang diteliti

4.8 Analisis Data

Uji statistik yang digunakan adalah one way ANOVA dilanjutkan dengan

Post Hoc jika asumsi uji parametrik terpenuhi. Uji statistik one way ANOVA

dilanjutkan dengan Post Hoc digunakan untuk melihat adanya perbedaan

bermakna atau tidak antara masing-masing sampel ekstrak etanol daun putri

malu (Mimosa pudica) dan fraksinya dalam berbagai dosis yang digunakan

dalam menghambat pertumbuhan ESBL Eschericia coli dan kontrol pembanding

gentamisin (10 pg) yang dinyatakan dalam satuan zona hambat milimeter (mm).

Untuk mengetahui data yang diperoleh berdistribusi normal atau tidak, digunakan
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uji Kolmogorov Smirnov dan homogenitas varian percobaan diuji menggunakan
uji Levene. Analisis probit menggunakan program SPSS pada taraf kepercayaan
95% (a = 0,05). Aktivitas antibakteri secara in vitro dari sampel uji ditentukan dari
zona hambat (mm) terhadap ESBL Eschericia coli menggunkan metode difusi
cakram. Semakin besar zona hambat (mm), maka aktivitas antibakteri semakin
tinggi.

Jika asumsi uji one way ANOVA tidak terpenuhi, maka digunakan
alternatif uji non parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan post hoc
menggunakan Uji Mann-Whitney. Analisis probit menggunakan program SPSS

pada taraf kepercayaan 95% (a = 0,05).
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Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi N-Heksan Ekstrak Etanol Daun Putri
Malu (M. pudica)

Gambar 5.3 Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi N-Heksan Ekstrak Etanol

Daun Putri Malu (Mimosa pudica)

Keterangan: (i) KLT pembanding pada UV A 254 nm; (ii) KLT pembanding pada UV A 366 nm sebelum
disemprot H,SOy; (iii) KLT pembanding pada cahaya tampak setelah disemprot H,SOy; (iv) KLT pembanding
pada UV A 366 nm setelah disemprot H,SO4; (v) KLT-bioautografi sampel fraksi n-heksan; (vi) KLT-bioautografi

kontrol negatif fase gerak (kloroform: metanol= 8: 2).

Bedasarkan hasil KLT-bioautografi fraksi n-heksan, pada Rf,= 0,971

terdapat zona hambat terhadap ESBL Escherichia coli yang diduga sama

dengan spot pada KLT pembanding pada Rf;= 0,843.

3. Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Putri
Malu (M. pudica)

Gambar 5.4 Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol

Daun Putri Malu (Mimosa pudica)

Keterangan: (i) KLT pembanding pada UV A 254 nm; (ii) KLT pembanding pada UV A 366 nm sebelum
disemprot H,SOy; (i) KLT pembanding pada cahaya tampak setelah disemprot H,SOy; (iv) KLT pembanding
pada UV A 366 nm setelah disemprot H,SO,; (v) KLT-bioautografi sampel fraksi etil asetat; (vi) KLT-bioautografi

kontrol negatif fase gerak (etil asetat: n-heksan= 4: 6).
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Bedasarkan data hasil uji KLT-bioautografi sampel fraksi etil asetat
ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica), pada Rf;= 0,614 terdapat zona
hambat terhadap pertumbuhan ESBL Escherichia coli yang diduga sama dengan
spot pada KLT pembanding pada Rf,= 0,643. Sedangakan pada Rf;= 0,886-
0,971 juga terdapat zona hambat yang diduga sama dengan spot pada KLT

pembanding pada Rf yang sama.

4. Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi N-Butanol Ekstrak Etanol Daun Putri

Malu (Mimosa pudica)

(vi) 1

Gambar 5.5 Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi N-Butanol Ekstrak Etanol

Daun Putri Malu (Mimosa pudica)

Keterangan: (i) KLT pembanding pada UV A 254 nm; (ii) KLT pembanding pada UV A 366 nm sebelum
disemprot H,SQy; (i) KLT pembanding pada cahaya tampak setelah disemprot H,SOy; (iv) KLT pembanding
pada UV A 366 nm setelah disemprot H,SO,; (v) KLT-bioautografi fraksi n-butanol; (vi) KLT-bioautografi kontrol
negatif fase gerak (kloroform: aseton: asam formiat= 2,5: 7,5: 0,5).

Bedasarkan data hasil uji KLT-bioautografi sampel fraksi n-butanol
ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica), tidak terdapat zona hambat

terhadap pertumbuhan terhadap ESBL Escherichia coli.
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5. Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Putri Malu

(Mimosa pudica)

Gambar 5.6 Hasil Uji KLT-Bioautografi Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Putri

Malu (Mimosa pudica)

Keterangan: (i) KLT pembanding pada UV A 254 nm; (ii) KLT pembanding pada UV A 366 nm sebelum
disemprot H,SOy; (iii) KLT pembanding pada cahaya tampak setelah disemprot H,SOy; (iv) KLT pembanding
pada UV A 366 nm setelah disemprot H,SO,; (v) KLT-bioautografi fraksi air; (vi) KLT-bioautografi kontrol negatif
fase gerak (kloroform: aseton: asam formiat= 2: 7: 1).

Bedasarkan data hasil uji KLT-bioautografi sampel fraksi air ekstrak
etanol daun putri malu (Mimosa pudica), tidak terdapat zona hambat terhadap
pertumbuhan terhadap ESBL Escherichia coli.

Hasil KLT-bioautografi terhadap kontrol negatif masing-masing fase
gerak yang tidak menunjukkan zona hambat. Sehingga bedasarkan hasil uji
antibakteri menggunakan metode KLT-bioautografi, dapat diketahui pada Rf dan
warna spot tertentu pada setiap sampel ekstrak dan fraksinya yang membentuk
zona hambat menunkukkan aktivitas antibakteri dari kandungan senyawa yang

dapat dilihat pada Tabel 5.4.
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Tabel 5.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Putri Malu
(Mimosa Pudica) dan Fraksinya terhadap ESBL Escherichia coli dengan
Metode KLT-Bioautografi

Hasil KLT-

Bioautografi KLT Pembanding

Warna Spot Warna Spot Setelah
Sampel Sebelum Disemprot Disemprot H,SO,4 Interpretasi
Rf Rf H,SO4 10% 10%
UV A UV A 366 . UV A 366
Vis
254 nm nm nm
Ekstrak .
Etanol 0,857 0,857 Kehitam Kehijauan Kecoke Kehijau an Flavonoid
an latan
96%
Fraksi hijau Pigmen
N- 0,971 0,843 hijautua  merah I merah gme
tua Klorofil
Heksan
Fraksi 0,614 0,643 - kebiruan - kebiruan Flavonoid
Etil 0,886- Alkaloid/
Asetat 0,886-0,971 0971 - - - keunguan Saponin
Fraksi
N- - 4 - - A - -
Butanol
Fraksi ) ) ¢ ) ) ) )
Air

5.5 Analisis Data

Pada penelitian ini, analisa data dilakukan dengan menggunakan grafik
pengaruh pemberian serial konsentrasi pada masing-masing sampel ekstrak
etanol 96% daun putri malu (Mimosa pudica) dan fraksinya dibandingkan dengan
antibiotik gentamisin (CN 10 pg) sebagai kontrol pembanding.

Serial dosis 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg pada ekstrak etanol
daun putri malu (Mimosa pudica), fraksi h-heksan, fraksi n-butanol, dan fraksi air
tidak menunjukkan terbentuknya zona hambat. Sedangkan fraksi etil asetat
menunjukkan zona hambat yang semakin besar seiring meningkatnya dosis

dimulai dari konsentrasi 9 mg, 12 mg, dan 15 mg.
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Gambar 5.7 Pengaruh Dosis Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa
pudica) dan Fraksinya serta Gentamisin terhadap Diameter Zona Hambat

menggunakan Metode Difusi Cakram

Keterangan: A= Ekstrak Etanol 96%, B= Fraksi N-Heksan, C= Fraksi Etil Asetat, D= Fraksi N-
Butanol, E= Fraksi Air, CN= Gentamisin

Dari kelima sampel ekstrak etanol dan fraksinya, fraksi etil asetat adalah
yang menunjukkan zona hambat sehingga dilanjutkan untuk diuji statistik.
Dilakukan analisa non parametrik Kruskal-Wallis menggunakan SPSS karena
asumsi uji parametrik One Way ANOVA untuk mengetahui signifikasi zona
hambat yang dihasilkan fraksi etil asetat pada berbagai dosis dengan zona
hambat antibiotik gentamsin tidak terpenuhi.

Bedasarkan hasil uji Kruskal-Wallis terhadap zona hambat yang terbentuk
dari fraksi etil asetat pada lima konsentrasi dan antibiotik gentamisin (10 pg),
terdapat perbedaan zona hambat yang signifikan secara statistik antara
kelompok fraksi etil asetat 3 mg, fraksi etil asetat 6 mg, fraksi etil asetat 9 mg,
fraksi etil asetat 12 mg, fraksi etil asetat 15 mg, dan kontrol pembanding antibiotik

gentamisin (10 pg) (p=0,008). Jika nilai p<0,05 maka berarti ada pengaruh
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variabel bebas (sampel fraksi etil asetat dan kontrol pembanding antibiotik
gentamisin) terhadap variabel terikat (zona hambat).

Bedasarkan uji post hoc dengan Mann-Whitney, dapat diketahui bahwa
tidak terdapat perbedaan zona hambat yang signifikan antara sampel fraksi etil
asetat 3 mg dengan fraksi etil asetat 6 mg; fraksi etil asetat 12 mg dengan fraksi
etil asetat 15 mg dan gentamisin; dan fraksi etil asetat 15 mg dengan gentamisin
(10 pg) (p>0,05). Terdapat perbedaaan zona hambat yang signifikan antara
sampel fraksi etil asetat 3 mg dengan fraksi etil asetat 9 mg, fraksi etil asetat 12
mg, fraksi etil asetat 15 mg, dan gentamisin (10 ug); fraksi etil asetat 6 mg
dengan fraksi etil asetat 9 mg, fraksi etil asetat 12 mg, fraksi etil asetat 15 mg,
dan gentamisin (10 ug); serta fraksi etil asetat 9 mg dengan fraksi etil asetat 12
mg, fraksi etil asetat 15 mg, dan gentamisin (10 ug) (p<0,05). Signifikansi hasil uji
Post Hoc dengan Mann-Whitney antar dua sampel dapat dilihat pada Tabel 5.5.

Tabel 5.5 Signifikansi Hasil Uji Post Hoc dengan Mann-Whitney

Fraksi Etil Fraksi Etil

Fraksi Etil Fraksi Etil Fraksi Etil Gentamisin
Asetat 3mg Asetat 6 mg Asetat 9 mg Aser;z;t 12 Asent%t ' (10 pg)
Fraksi Etil _ /. * _ * _ * - *
Asetat 3 mg p=1,000 p=10,034 p=0,025 p= 0,037 p= 0,037
Fraksi Etil _ _ * _ " /4 * - *
Asetat 6 mg p=1,000 p=0,034 p=0,025 p=0,037 p=0,037
Fraksi Etil _ b _ « _ * _ * _ "
Asetat9mg P~ 0034 p=0,034 p=10,034 p= 0,046 p= 0,046
Fraksi Etil
Asetat 12 p= 0,025* p= 0,025* p= 0,034* p=0,121 p=0,121
mg
Fraksi Etil
Asetat 15 p=0,037* p=0,037* p=0,046* p=0,121 p=0,822
mg
Gentamisin
=0,037* =0,037* = 0,046* =0,121 =0,822
(10 pg) p p p p p

Keterangan: * = Berbeda Signifikan



BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa pudica) dan
Fraksinya menggunakan Metode Difusi Cakram

Pada penelitian ini, digunakan daun putri malu (Mimosa pudica) yang
bertindak sebagai agen antibakteri dalam melawan pertumbuhan ESBL
Escherichia coli yang diuji secara in vitro menggunakan metode difusi cakram
dengan parameter yang didapatkan adalah diameter zona hambat (mm). Bakteri
uji berasal dari isolat klinis pasien ISK (Infeksi Saluran Kemih) yang sebelumnya
telah diidentifikasi dan menunjukkan Escherichia coli yang memproduksi ESBL.
Bedasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica) dan fraksinya pada berbagai dosis yaitu 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan
15 mg, didapatkan zona hambat yang terbentuk adalah hanya dari sampel fraksi
etil asetat pada dosis 9 mg, 12 mg, dan 15 mg. Sedangkan ekstrak etanol 96%,
fraksi n-heksan, fraksi n-butanol, dan fraksi air tidak menunjukkan terbentuknya
zona hambat dalam melawan pertumbuhan ESBL Escherichia coli pada semua
dosis.

Aktivitas antimikroba daun putri malu (Mimosa pudica) dihubungkan
dengan adanya senyawa bioaktif seperti terpenoid, flavonoid, glikosida, alkaloid,
kina, fenol, tanin, saponin dan kumarin (Gandhiraja et al., 2009). Pada penelitian
ini, ekstraksi awal dilakuakan dengan etanol 96% diikuti dengan fraksinasi
bertingkat dengan rutan pelarut n-heksan, kemudian etil asetat, n-butanol dan
akhirnya dengan air. Kelarutan senyawa metabolit juga mengikuti prinsip like

dissolve like. Berbagai pelarut mengekstraksi kelas senyawa metabolit yang
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berbeda berdasarkan indeks polaritasnya yang berbeda. Bedasarkan penelitian
yang dilakukan Amengialue et al. (2016), ekstrak etanol daun putri malu
(Mimosa pudica) menunjukkan diameter zona hambat secara berurutan dari
konsentrasi 25 mg/ml, 50 mg/ml, dan 100 mg/ml terhadap isolat Kklinis
Escherichia coli menggunakan metode sumuran adalah 5,3 mm; 10,7 mm; dan
14 mm. Sedangkan bedasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol 96% daun putri
malu (Mimosa pudica) terhadap isolat klinis ESBL Escherichia coli yang
dilakukan menggunakan metode difusi cakram ini tidak menunjukkan
terbentuknya zona hambat pada semua dosis yaitu 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg,
dan 15 mg. Perbedaan hasil dari penelitiann sebelumnya dan hasil penelitian ini
dimungkinkan karena perbedaan lingkungan tempat tumbuh putri malu (Mimosa
pudica) dan bakteri yang digunakan dalam peneltian ini adalah MDR sehingga
terdapat berbagai macam mekanisme resistensinya terhadap agen antibakteri.
Adanya golongan senyawa antagonis terhadap sifat antibakteri terhadap ESBL
Escherichia coli juga menjadi salah satu faktor yang menyebabkan tidak
terbentuknya zona hambat pada sampel, terutama pada ekstrak etanol 96%.
Menurut Archana et al. (2011), aktivitas antibakteri tumbuhan selain bergantung
pada senyawa metabolit yang terkandung, juga memungkinkan dipengaruhi oleh
konsentrasi senyawa metabolit dan adanya mekanisme sinergisme serta
antagonisnya. Hal ini senada dengan hasil uji KLT-bioautografi pada ekstrak
etanol 96% yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap ESBL
Escherichia coli pada satu spot tertentu.

Hasil penelitian aktivitas antibakteri dari ekstrak n-heksan daun putri malu
(Mimosa pudica) terhadap bakteri standar Escherichia coli dengan konsentrasi

yang digunakan 33,3 ug/ml; 66,6 pg/ml; 133,3 pg/ml; dan 200 pg/mi
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menggunakan metode difusi cakram menunjukkan zona hambat hanya pada
konsentrasi 133,3 dan 200 pg/ml (Rajendran and Sundararajan, 2010).
Sedangkan bedasarkan hasil penelitian, fraksi n-heksan, dari ekstrak etanol daun
putri malu (Mimosa pudica) terhadap isolat klinis ESBL Escherichia coli yang
dilakukan menggunakan metode difusi cakram ini tidak menunjukkan adanya
zona hambat pada semua dosis yaitu 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg.
Perbedaan hasil dari penelitiann sebelumnya dan hasil penelitian ini
dimungkinkan karena perbedaan strain bakteri yang digunakan sehingga pada
penelitian Rajendran tersebut dengan konsentrasi pg/ml sudah menunjukkan
zona hambat dan juga perbedaan sampel yang digunakan dimana pada
penelitian ini digunakan fraksi sehingga senyawa metabolitnya sudah terpisah
bedasarkan polaritasnya. Selain itu, fraksi n-heksan yang bersifat non polar
memungkinkan untuk tidak dapat berdifusi pada media yang bersifat polar
sehingga tidak menunjukkan aktivitas antibakterinya terhadap ESBL Escherichia
coli. Kemudian dimungkinkan juga berhubungan dengan kandungan senyawa
metabolit di dalamnya yang memiliki aktivitas antibakteri dan kuantitas dari
senyawa tersebut yang terlalu sedikit. Karena hasil uji KLT-bioautografi pada
fraksi n-heksan menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap ESBL
Escherichia coli pada satu spot tertentu.

Ekstrak etil asetat daun putri malu (Mimosa pudica) dari penelitian
sebelumnya yang dilakukan Rajendran and Sundararajan (2010), hanya
menunjukkan zona hambat pada konsentrasi 133,3 dan 200 pg/ml. Fraksi
metanolik (metanol:etil asetat 50:50 dan 75:25) efektif pada konsentrasi 33,33
Mg/ml. Zona hambatan yang dihasilkan dari fraksi metanolik (metanol:etil asetat

75:25) sebanding dengan antibiotik standar siprofloksasin dalam melawan
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bakteri standar Escherichia coli yaitu dengan diameter zona hambat 29 mm.
Hasil penelitian ini menunjukkan rata-rata diameter zona hambat yang dihasilkan
fraksi etil asetat pada dosis yaitu 9 mg, 12 mg, dan 15 mg secara berurutan
adalah 7,33 mm; 9 mm; dan 10 mm. Hal ini menunjukkan dengan meningkatnya
konsentrasi maka zona hambat yang terbentuk juga semakin besar. Senyawa-
senyawa semi polar atau polar yang memiliki aktivitas antibakteri memungkinkan
jika akan lebih tertarik pada pelarut etil asetat karena sifatnya yang semi polar
dengan indeks polaritas 4,4. Sebuah penelitian yang dilakukan oleh Tunna et al.
(2015) menunjukkan fraksi etil asetat (EtOAcf) ekstrak Mimosa pudica diketahui
memiliki nilai TFC (Total Flavonoid Content) yang tinggi setara dengan standar
kuersetin, dibandingkan fraksi n-heksan yang memiliki TFC (Total Flavonoid
Content) sangat rendah. Menurut Tsuchiya et al. (1996), aktivitas antibakteri
flavonoid mungkin karena kemampuannya untuk membentuk kompleks dengan
protein ekstraselular dan terlarut dan kompleks dengan dinding sel bakteri.
Aktivitas antibakteri dari ekstrak n-butanol Medicago falcata L. (Javid et
al., 2015) yang merupakan tanaman satu famili dengan Mimosa pudica diuji
menggunakan metode sumuran menunjukkan diameter zona hambat pada
bakteri Escherichia coli sebesar 17,33 mm pada konsentrasi 20 mg/ml.
Sedangkan bedasarkan hasil penelitian, fraksi n-butanol dari ekstrak etanol daun
putri malu (Mimosa pudica) terhadap isolat klinis ESBL Escherichia coli yang
dilakukan menggunakan metode difusi cakram ini tidak menunjukkan adanya
zona hambat pada semua dosis yaitu 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg.
Perbedaan hasil dari penelitiann sebelumnya dan hasil penelitian ini
dimungkinkan karena perbedaan strain bakteri yang digunakan dan juga

perbedaan sampel yang digunakan walaupun satu famili, dan jenis sampel pada
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penelitian ini adalah fraksi sehingga senyawa metabolitnya sudah terpisah
bedasarkan polaritasnya. Selain itu, karena sifat pelarut n-butanol yang semi
polar dengan indeks polaritas sedikit dibawah etil asetat, memungkinkan jika
senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas antibakteri akan terakumulasi dalam
pelarut etil asetat pada saat fraksinasi yang dibuktikan dengan terbentuknya
zona hambat pada tiga konsentrasi fraksi etil asetat yang digunakan.

Bedasarkan penelitian yang dilakukan Amengialue et al. (2016), ekstrak
air daun putri malu (Mimosa pudica) menunjukkan diameter zona hambat secara
berurutan dari konsentrasi 25 mg/ml, 50 mg/ml, dan 100 mg/ml terhadap isolat
klinis Escherichia coli menggunakan metode sumuran adalah 0 mm; 3 mm; dan
6,3 mm. Sedangkan bedasarkan hasil penelitian, fraksi air dari ekstrak etanol
daun putri malu (Mimosa pudica) terhadap isolat klinis ESBL Escherichia coli
yang dilakukan menggunakan metode difusi cakram ini tidak menunjukkan
adanya zona hambat pada semua dosis yaitu 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15
mg. Pada penelitian sebelumnya menunjukkan terdapat zona hambat yang kecil
dengan sampel ekstrak, dan pada penelitian ini digunakan fraksi sehingga
senyawa metabolitnya sudah terpisah bedasarkan polaritasnya. Pada penelitian
ini, etil asetat yang indeks polaritasnya sedikit lebih tinggi dibandingkan n-butanol
digunakan terlebih dahulu sebelum n-butanol kemudian air, sehingga terdapat
kemungkinan jika komponen yang seharusnya tertarik di pelarut polar akan
rusak. Seperti diketahui bahwa fraksi air tidak menunjukkan zona hambat pada
semua konsentrasinya.

Menurut Davise et al. (1994), faktor lingkungan seperti suhu, presipitasi,
intensitas cahaya, dan ketinggian, yang menentukan iklim suatu wilayah,

mempengaruhi akumulasi senyawa metabolit. Pernyataan tersebut mungkin
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dapat menjelaskan mengapa penelitian aktivitas antibakteri daun putri malu
(Mimosa pudica) di daerah/negara lain dapat menunjukkan zona hambat
tertentu.

DMSO merupakan pelarut yang dapat melarutkan hampir seluruh
senyawa baik polar dan nonpolar. Hasil uji menggunakan difusi cakram untuk
kontrol negatif (DMSO 1% yang digunakan sebagai pelarut sampel) tidak
menunjukkan adanya zona hambat, sehingga dapat dikatakan DMSO tidak
memiliki efek antibakteri terhadap ESBL Escherichia coli pada konsentrasi 1%.
Dan efek antibakteri dari sampel fraksi etil asetat adalah karena aktivitas dari
senyawa metabolit yang terdapat di dalamnya.

Studi lain tentang antimikroba ekstrak tumbuhan menunjukkan bahwa
mikroorganisme Gram positif biasanya lebih rentan terhadap agen antimikroba
daripada bakteri Gram negatif (Othman, 2003), dimana pada penelitian ini
digunakan ESBL Escherichia coli yang termasuk bakteri Gram negatif. Selain
terkait dengan kandungan senyawa metabolit, hal yang mungkin menjelaskan
bagaimana ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) dan beberapa
fraksinya tidak menunjukkan terbentuknya zona hambat adalah karena faktor
resistensi dari ESBL Escherichia coli. Bakteri dapat mengalami mutasi atau
konjugasi dan transformasi dengan adanya antibiotik yang dianggap sebagai
faktor stresnya (Groisman dan Ochman, 1996). Beberapa mikroorganisme
patogen menjadi resisten terhadap antibiotik B-laktam dengan memodifikasi
antibiotik atau melepaskan beberapa enzim seperti transferase yang
menghambat atau menghancurkan struktur kimia antibiotik (Wright, 2005).
Plasmid dapat membawa gen resisten dan menularkannya ke bakteri lain

(terutama bakteri Gram-negatif) melalui konjugasi (Wardal et al., 2010). Selain
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itu, patogenitas resistensi juga dipengaruhi faktor individu. Dilihat dari metode
yang digunakan yaitu difusi cakram, diketahui bahwa pada banyak penelitian
menyatakan bahwa sampel yang diduga memiliki aktifitas antimikroba
(ekstrak/fraksi) pada cakram disk kurang sehingga memungkinkan kurangnya
pelepasan agen antimikroba ke permukaan kultur bakteri. Selain itu, hasil dari
metode difusi cakram terbatas pada diameter zona hambat yang terbentuk yang
menunjukkan aktivitas antibakterinya, tidak bisa ditentukan Kadar Hambat
Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM).

Didapatkan bakteri ESBL Escherichia coli sensitif terhadap gentamisin
pada pengulangan pertama dan resisten terhadap gentamisin pada
pengulangan kedua dan ketiga yang didukung dengan hasil identifikasi bakteri
menggunakan metode VITEK. Dikatakan bakteri tersebut sensitif terhadap
gentamisin adalah jika diameter zona hambat yang terbentuk 215 mm. Dinding
sel bakteri berfungsi sebagai penghalang alami untuk molekul kecil seperti
aminoglikosida/AG (contoh: gentamisin) dan lebih lanjut dapat terjadi mutasi.
Pompa eflux bekerja dengan mengeluarkan AG dari sel bakteri dan modifikasi
yang menyebabkan resistensi terhadap AG. Mutasi pada target ribosom AG,
juga berkontribusi terhadap resistensi. Masalah klinis yang berkembang adalah
resistensi yang disebabkan oleh metiltransferase ribosom. Sejauh ini
mekanisme penolakan AG yang paling umum adalah inaktivasi antibiotik dengan
enzim pengubah AG (Tsodikovaa dan Kristin, 2016). Penelitian aktivitas
antibakteri dari ekstrak polong dan biji Crotalaria incana (Alemu et al., 2015)
yang merupakan tanaman satu famili dengan Mimosa pudica menggunakan
metode difusi cakram pada konsentrasi 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, dan 100

mg/ml terhadap Escherichia coli dengan kontrol pembanding antibiotik
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gentamisin, didapatkan diameter zona hambat pada konsentrasi 100 mg/ml dari
biji dan polong secara berurutan adalah 11,4 mm dan 12 mm, sedangkan
gentamisin (50 mg/ml) menunjukkan diameter zona hambat 18 mm.

Bedasarkan hasil uji Kruskal-Wallis terhadap zona hambat yang terbentuk
dari fraksi etil asetat pada lima konsentrasi dan antibiotik gentamisin (10 pg),
terdapat perbedaan zona hambat yang signifikan secara statistik antara
kelompok fraksi etil asetat 3 mg, fraksi etil asetat 6 mg, fraksi etil asetat 9 mg,
fraksi etil asetat 12 mg, fraksi etil asetat 15 mg, dan kontrol pembanding antibiotik
gentamisin (10 pg) (p=0,008) dengan rerata diameter zona hambat yang terbesar
adalah pada antibiotik gentamisin (10 pg). Bedasarkan uji post hoc dengan
Mann-Whitney, dapat diketahui bahwa diameter zona hambat fraksi etil asetat
dosis 3 mg, 6 mg, dan 9 mg berbeda signifikan dengan antibiotik gentamisin (10
Mg) (p= 0,037; p= 0,037; p= 0,046), dengan rerata diameter zona hambat
gentamisin (10 ug) yang lebih besar. Sedangkan diameter zona hambat fraksi etil
asetat dosis 12 mg dan 15 mg tidak berbeda signifikan dengan antibiotik
gentamisin (10 ug) (p= 0,121; p= 0,822), dengan rerata diameter zona hambat
gentamisin (10 pg) yang sedikit lebih besar. Dapat dikatakan bahwa untuk
membentuk diameter zona hambat yang hampir sama terhadap ESBL
Escherichia coli, dibutuhkan dosis fraksi etil asetat yang lebih besar daripada
gentamisin. Atau, aktivitas antibakteri gentamisin (10 pg) terhadap ESBL
Escherichia coli sebanding dengan fraksi etil asetat pada dosis 12 mg dan 15 mg
dilihat dari diameter zona hambat yang terbentuk. Penelitian aktivitas antibakteri
dari ekstrak polong dan biji Crotalaria incana (Alemu et al., 2015) yang
merupakan tanaman satu famili dengan Mimosa pudica menggunakan metode

difusi cakram pada konsentrasi 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, dan 100 mg/ml
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terhadap bakteri Escherichia coli dengan kontrol pembanding antibiotik
gentamisin (10 pg) tidak menunjukkan perbedaan zona hambat yang signifikan

setelah di uji statistik (p>0,05).

6.2 Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Putri Malu (Mimosa pudica) dan
Fraksinya menggunakan Metode KLT-Bioautografi

Uji KLT-bioautografi dilakukan untuk menganalisa golongan senyawa
metabolit yang terkandung dalam ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica) dan fraksinya yang menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap ESBL
Escherichia coli. Dengan dosis 100 pg masing-masing ekstrak etanol dan
fraksinya, terdapat beberapa spot dari ekstrak etanol 96%, fraksi n-heksan, dan
fraksi etil asetat menunjukkan zona hambat terhadap pertumbuhan ESBL
Escherichia coli menggunakan metode KLT-bioautografi ini. Menurut Archana et
al. (2011), aktivitas antibakteri tumbuhan selain bergantung pada senyawa
metabolit yang terkandung, juga memungkinkan dipengaruhi adanya mekanisme
antagonisnya. Hal ini senada dengan hasil difusi cakram pada sampel ekstrak
yang tidak menunjukkan zona hambat sedangkan pada metode KLT-
bioautografi menunjukkan hambatan pada suatu spot. Selain itu, pada sampel n-
heksan yang bersifat non polar mungkin menyebabkan tidak terbentuknya zona
hambat pada metode difusi cakram, sedangkan pada metode KLT-bioautografi
menunjukkan hambatan pada suatu spot. Selain itu, terpisahnya golongan
senyawa pada plat KLT pada metode KLT-bioautografi sehingga memungkinkan
menunjukkan hambatan pada suatu spot.

Spot pada ekstrak etanol yang menunjukkan zona hambat diduga adalah

senyawa metabolit golongan flavonoid yang pada Rf 0,857 spotnya berwarna
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kehijauan pada sinar UV 366 nm. Menurut Cushnie (2005), aktivitas antimikroba
senyawa flavonoid terhadap mikroorganisme patogen manusia dapat
dikelompokkan menjadi tiga mekanisme. Pertama adalah flavonoid dapat
menghambat sintesis asam nukleat karena cincin B flavonoid berhubungan
dengan interkalasi atau ikatan hidrogen dengan penumpukan basa asam
nukleat. Flavonoid juga mempengaruhi sintesis protein dan lipid namun pada
tingkat yang lebih rendah. Mekanisme antimikroba lain dari flavonoid adalah
penghambatan fungsi membran sitoplasma dengan mengurangi fluiditas
membran sel bakteri, mengubah permeabilitas membran seluler dan merusak
fungsi membran. Selain itu, flavonoid menunjukkan efek penghambatan pada
bakteri dengan menghambat metabolisme energi yang diperlukan untuk serapan
aktif berbagai metabolit dan biosintesis.

Kemudian zona hambat yang terbentuk pada sampel fraksi n-heksan
diduga merupakan klorofil yang pada Rf 0,971 spotnya berwarna kemerahan
pada sinar UV 366 nm. Zona hambat yang dimaksud menunjukkan aktivitas
antibakteri senyawa metabolit terhadap ESBL Escherichia coli. Penelitian yang
dilakukan Rajalakshmi dan Banu (2016) adalah untuk mengetahui aktivitas
antimikroba klorofilin dari Mimosa pudica. Klorofilin adalah water soluble sodium
copper salt of chlorophyll semi sintetis. Hasil yang diperoleh pada penelitian
tersebut menunjukkan bahwa klorofilin dari Mimosa pudica memiliki aktivitas
antimikroba potensial terhadap Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneomoniae, dan Candida albicans. Klorofil
bekerja dengan mengganggu permeabilitas dan toleransi sel.

Selanjutnya, zona hambat yang terbentuk pada sampel etil asetat diduga

termasuk senyawa metabolit golongan favonoid yang pada Rf 0,614 spotnya
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menunjukkan warna biru pada sinar UV 366 nm, serta pada Rf 0,886-Rf 0,971
spotnya berwarna keunguan pada sinar UV 366 nm yang diduga senyawa
metabolit golongan alkaloid atau saponin. Saponin bersifat seperti deterjen dan
dengan sifat aktif permukaan dapat mengganggu sel bakteri bakteri bakteri.
Aktivitas biologis saponin bergantung pada sifat struktur aglikon dan jumlah gula
mereka. Selain itu Gunawan (2009) menyatakan bahwa senyawa alkaloid
memiliki gugus basa yang menggandung nitrogen yang akan bereaksi dengan
senyawa asam amino penyusun dinding sel bakteri dan DNA bakteri, sehingga
erjadi perubahan struktur dan susunan asam amino yang mengakibatkan
perubahan keseimbangan genetik pada rantai DNA bakteri akan mengalami
kerusakan kemudian mendorong terjadinya lisis sel bakteri yang akan
menyebabkan kematian sel pada bakteri.

Sedangkan senyawa yang diduga furanokoumarin yang tereluasi pada
fraksi n-heksan dan fraksi etil asetat didapatkan tidak menunjukkan zona hambat
bedasarkan uji antibakteri menggunakan KLT-bioautografi. Hal ini bukan berarti
furanokoumarin tidak memiliki aktivitas antibakteri, tetapi dimungkinkan kuantitas
furanokoumarin yang terlalu sedikit dengan dosis penotolan sebesar 100 ug
sehingga tidak cukup potensial untuk menghambat pertumbuhan ESBL
Escherichia coli menggunakan KLT-bioautografi. Hal ini mungkin juga dapat
menjelaskan bagaimana senyawa yang sama pada sampel berbeda ada yang
menunjukkan aktivitasnya terhadap pertumbuhan ESBL Escherichia coli dan ada
yang tidak. Sedangkan pada fraksi air tidak menunjukkan terdapat senyawa yang
tereluasi dan tidak menunjukkan aktivitas antibakteri menggunakan metode KLT-

Bioautografi.
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Beberapa peneliti telah menyatankan bahwa komponen antimikroba dari
ekstrak tumbuhan (senyawa terpenoid, alkaloid dan fenolik) berinteraksi dengan
enzim dan protein membran sel mikroba yang menyebabkan terganggunya
penyebaran fluks proton ke eksterior sel yang menyebabkan kematian sel atau
dapat menghambat enzim yang diperlukan untuk biosintesis asam amino (Burt,
2004). Plat KLT kosong masing-masing dieluasi dengan fase gerak tiap sampel
kemudian dicelupkan pada bakteri dan disemprot MTT 0,05% digunakan sebagai
kontrol negatifnya untuk menjelaskan efek antibakteri berasal dari senyawa
metabolitnya. Hasil menunjukkan bioautogram kontrol negatif tidak menunjukkan
adanya zona hambat, sehingga dapat dikatakan fase gerak dan MTT 0,05% tidak

menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan ESBL Escherichia coli.

6.3 Implikasi terhadap Bidang Kefarmsian/Kedokteran

Implikasi dari penelitian ini terhadap bidang kefarmasian adalah
didapatkannya pelarut yang efektif untuk mengekstrak daun putri malu yang
berpotensi sebagai agen antimikroba baru yang dapat dikembangkan dalam
berbagai formulasi dan sistem penghantaran obat sehingga memudahkan
senyawa bioaktif dalam mejangkau target didalam sel bakteri. Selain itu, dengan
diketahuinya fraksi etil asetat memiliki aktivitas terhadap ESBL Escherichia coli
sebagai antibakteri, maka dapat dilakukan pemurnian lanjutan untuk didapatkan
senyawa bioaktifnya. Dalam bidang kedokteran, fraksi etil asetat ekstrak etanol
daun putri malu (Mimosa pudica) menjadi agen antimikroba terhadap infeksi yang
disebabkan oleh ESBL Escherichia coli yang dapat dikembangkan pada

penelitian selanjutnya.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Bedasarkan hasil penelitian dan pembahsan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) dan beberapa fraksinya
(fraksi n-heksan, fraksi n-butanol, dan fraksi air) tidak menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap ESBL Escherichia coli, sedangkan fraksi etil
asetat ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap ESBL Escherichia coli yang diketahui
bedasarkan terbentuknya diameter zona hambat. Didapatkan aktivitas
antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica) pada dosis 12 mg dan 15 mg sebanding dengan antibiotik
gentamisin (10 ug).

2. Didapatkan ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) mengandung
senyawa metabolit golongan flavonoid dan pigmen Klorofil. Fraksi n-
heksan ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) mengandung
senyawa metabolit golongan alkaloid, saponin, furanokoumarin, dan
klorofil. Fraksi etil asetat ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica)
mengandung senyawa metabolit golongan flavonoid, alkaloid, saponin,
dan furanokoumarin. Fraksi n-butanol ekstrak etanol daun putri malu
(Mimosa pudica) mengandung senyawa metabolit golongan flavonoid,
alkaloid, dan saponin. Fraksi air ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica) mengandung senyawa metabolit golongan flavonoid, alkaloid, dan

saponin.
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3. Senyawa golongan flavonoid dari ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica) dan fraksi etil asetat ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa
pudica), pigmen klorofil dari fraksi n-heksan ekstrak etanol daun putri
malu (Mimosa pudica), serta alkaloid dan saponin dari fraksi etil asetat
ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap ESBL Escherichia coli bedasarkan metode KLT-

bioautografi.

7.2 Saran

Bedasarkan hasil penelitian, studi tambahan yang diperlukan mungkin
adalah mengenai pemurnian dan kuantifikasi komponen bioaktif dari fraksi etil
asetat ekstrak etanol daun putri malu (Mimosa pudica) sehingga mempermudah
proses standarisasi dan penentuan dosis. Selain itu, untuk mengetahui dosis
yang aman dan tepat dari fraksi etil asetat ekstrak etanol daun putri malu
(Mimosa pudica) sebagai antibakteri terhadap ESBL Escherichia coli diperlukan
uji lanjutan pada hewan coba untuk mengetahui efek farmakokinetik,

farmakodinamik, dan toksisitasnya.
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