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ABSTRAK

Escherichia coli adalah bakteri gram-negatif yang merupakan flora komensal di saluran usus
besar manusia yang sering menyebabkan infeksi traktus urinarius, infeksi gastrointestinal,
saluran empedu dan traktus respiratorius bawah. Hal ini masih menjadi masalah yang
penting, mengingat banyaknya kasus yang dilaporkan. Cengkeh merupakan tanaman yang
dapat dijumpai di daerah Nusa Tenggara Timur dan telah dilakukan penelitian bahwa daun
cengkeh memiliki senyawa aktif berupa alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin yang dapat
berfungsi sebagai antibakteri. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun cengkeh (Syzygium aromaticum [.) terhadap pertumbuhan Escherichia
coli secara in-vitro. Metode Jenis penelitian yang digunakan adalah true experiment dengan
rancangan penelitian postest only control group. Metode yang digunakan ialah metode difusi
dengan kertas cakram, menggunakan konsentrasi ekstrak uji yaitu 100%, 80%, 60%, 40%
20%, 10% dan kontrol positif streptomisin injeksi dan kontrol negatif aquades steril, serta
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Hasil dibaca setelah inkubasi selama 24 jam. Hasil
penelitian ini Zona hambat terbentuk pada semua konsentrasi ekstrak. Uji Kruskal-Wallis
menunjukkan p = 0,003 yang berarti terdapat perbedaan signifikan diameter zona hambat
antar dua kelompok atau lebih (p < 0,05). Dari penelitian ini disimpulkan bahwa ekstrak
etanol daun cengkeh memiliki kemampuan antibakteri terhadap Escherichia coli. Zona
hambat terbesar dibentuk pada konsentrasi 100% sebesar 1,58 cm dan zona hambat terkecil
pada konsentrasi 10% sebesar 0,63 cm.

Kata kunci : daun cengkeh (Syzygium aromaticum 1.), Escherichia coli, antibakteri

Penyakit infeksi merupakan penyakit
yang disebabkan oleh mikroorganisme
patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau
jamur' Berdasarkan  Profil  Kesehatan
Indonesia tahun 2016, penyakit infeksi oleh
bakteri merupakan kasus terbanyak
keempat®. Di Provinsi Nusa Tenggara
Timur (NTT) berdasarkan Profil Kesehatan
Provinsi Nusa Tenggara Timur tahun 2016,
dilaporkan penyakit infeksi masuk dalam
urutan pertama dan ketujuh dalam pola 10
penyakit terbanyak di Puskesmas. Urutan
pertama yakni Infeksi Saluran Pernapasan
Akut (ISPA) dan urutan ketujuh yakni
infeksi penyakit usus®.

Salah satu bakteri yang menjadi
penyebab  penyakit  infeksi  adalah
Escherichia coli. Escherichia coli adalah
bakteri gram-negatif yang merupakan flora

komensal di saluran usus besar manusia®.
Bakteri ini  berpotensi menyebabkan
berbagai infeksi seperti infeksi traktus
urinarius, infeksi gastrointestinal, saluran
empedu dan traktus respiratorius bawah*>,

Penggunaan antibiotik mulai dari
golongan antibiotik konvensional sampai
sintetis modern telah banyak dipakai untuk
mengatasi kasus infeksi Escherichia coli.
Walaupun bakteri ini dapat diobati dengan
antibiotik, ternyata Escherichia coli sendiri
umumnya resisten terhadap antibiotik lain
seperti penisilin dan ampisilin®. Selain
dampak resistensi antibiotik, penggunaan
antibiotik juga dapat menimbulkan efek
samping mencakup reaksi hematologik,
reaksi alergi, reaksi saluran cerna, dan
reaksi hematologik®:®),
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Timbulnya berbagai penyakit infeksi
oleh bakteri dan kejadian resistensi
terhadap antibiotik mendorong peneliti
untuk terus dilakukannya penelitian baru,
bukan hanya menghasilkan antibiotik baru
yang memiliki efikasi lebih optimal untuk
mengobati penyakit infeksi, tetapi juga

menemukan alternatif. Untuk
meminimalisasi dampak negatif
penggunaan antibiotik tersebut, dapat

digunakan pengobatan alternatif yaitu
dengan menggunakan obat herbal ).

Indonesia memiliki banyak tanaman
yang dapat dijadikan obat herbal, salah
satunya adalah tanaman cengkeh. Selain
digunakan dalam industri  makanan,
minuman dan rokok kretek, cengkeh sudah
sejak lama digunakan dalam pengobatan
sehari - hari karena minyak cengkeh
mempunyai  efek  farmakologi, salah
satunya yaitu efek antibakteri®. Senyawa
yang bersifat antibakteri dalam tanaman
cengkeh yaitu flavonoid, tanin, triterpenoid
serta senyawa eugenol®,

Dilihat dari komposisi zat kimianya,
cengkeh memiliki kandungan zat eugenol,
saponin, tanin, dan flavonoid. Senyawa
tersebut memiliki efek farmakologis
sebagai antiinflamasi, antioksidan,
analgesik, fungisidal, dan bakterisidal.
Eugenol sering digunakan dalam densitry
(ilmu kedokteran gigi) sebagai analgesik
dan antiseptik. Saponin juga digunakan
sebagai spermisida, antimikroba, anti
peradangan, dan aktivitas sitotoksik
terhadap dinding sel kulit. Flavonoid juga
memiliki kegunaan terhadap manusia yaitu

sebagai  antibiotik dan  menghambat
perdarahan. Tanin juga telah terbukti
sebagai antibakteri yang dapat

menghindarkan luka dari infeksi oleh

bakteri sehingga luka dapat cepat
sembuh?
METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang digunakan
adalah true experiment design dengan
rancangan penelitian postest only control
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group design. Penelitian dilakukan di
laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Nusa Cendana
pada bulan September-November 2018.

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah bakteri Escherichia
coli yang diperoleh dari Balai Pengawasan
Obat dan Makanan (BPOM) Kupang.
Penelitian ini menggunakan 10 kelompok,
yaitu ekstrak etanol daun cengkeh
konsentrasi 100%, 80%, 60%, 40%, 20% ,
10%, kontrol positif yaitu streptomisin
injeksi, dan kontrol negatif yaitu aquades
steril dengan 3 kali pengulangan
berdasarkan rumus Federer.

Ekstraksi daun cengkeh

Daun cengkeh yang telah dipetik dan
dikeringkan 4-5 hari, kemudian dihaluskan
hingga diperoleh simplisia daun sebanyak
352,40 gram. Simplisia kemudian direndam
selama 3 hari menggunakan alkohol 70%
sebanyak  2.524 ml.  Perbandingan
perendaman 1:10 (1 gram simplisia : 10 ml
alkohol). Setiap hari terus dilakukan
pengadukan dan ditutup dengan aluminium
foil dan tutup toples.

Setelah 3 hari, dilakukan penyaringan,
hingga diperoleh bagian cairnya sebanyak
400 ml. Setelah itu dilakukan evaporasi
dengan suhu 46°C selama 20 jam.

Uji bebas etanol

Ekstrak  kental yang diperoleh
selanjutnya dilakukan wuji bebas etanol,
dengan cara mencampurkan ekstrak etanol
daun cengkeh, asam sulfat pekat dan asama
asetat, kemudia dipanaskan dan dibaui
untuk mendeteksi ada tidaknya aroma ester.
Uji ini dilakukan untuk membebaskan
ekstrak dari etanol sehingga didapatkan
ekstrak yang murni tanpa ada kontaminasi.
Uji ini dilakukan di Laboratorium Fakultas
Kedokteran Universitas Nusa Cendana.
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Analisis Fitokimia
Flavonoid

Ekstrak ekstrak etanol daun cengkeh
sebanyak 1 mL diambil, lalu ditambahkan
serbuk magnesium secukupnya dan 10 tetes
asam klorida pekat. Adanya flavonoid
ditandai dengan terbentuknya warna hitam
kemerahan, kuning atau jingga

Saponin

Simplisia  sebanyak 0,5 gram
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan aquades 10 ml, lalu dikocok.
Tabung reaksi tersebut didiamkan dan
diperhatikan ada atau tidak adanya busa.
Sampel mengandung saponin jika terbentuk
busa stabil dengan ketinggian 1-3.

Tanin

Uji polifenol/tanin dilakukan dengan
melakukan penambahan FeCls 10% pada
ekstrak daun cengkeh. Adanya senyawa ini
dapat dilihat denganperubahan warna
menjadi warna biru tua, biru kehitaman
atau hitam kehijauan. Perubahan warna
dengan terjadi karena adanya gugus
hidroksil yang ada pada senyawa tanin.

Alkaloid

Ekstrak  etanol daun  cengkeh
sebanyak 2 ml diambil, lalu ditambahkan
pereaksi Wagner sebanyak kurang lebih 2-3
tetes. Adanya alkaloid ditandai dengan
adanya endapan coklat.

Pembuatan konsentrasi ekstrak

Ekstrak daun cengkeh diencerkan
dengan aquades steril. Setelah itu dilakukan
pembuatan berbagai konsentrasi ekstrak
daun cengkeh sebesar 100%, 80%, 60%,
40%, 20%, dan 10%, dilakukan
pengenceran secara manual dengan
aquades menggunakan rumus M1 x V1 =
M2 x V2 dari hasil ekstrak daun cengkeh
100%.
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Pembuatan NA (Nutrient Agar) dan
media uji

Sebanyak 200 gram NA dimasukkan
ke dalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan
aquades steril sebanyak 1.000 ml. Agar
tersebut kemudian dipanaskan sambil
diaduk sampai bahan larut. Kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C
dengan tekanan 15 atmosfer selama 15
menit, ditunggu hingga dingin, kemudian
hasil larutan dituang kedalam cawan petri.

Inokulasi bakteri Escherichia coli

Proses inokulasi bakteri Escherichia
coli, yaitu pertama mendinginkan selama
beberapa  saat media NA  untuk
menghilangkan uap air pada cawan petri.
Kemudian mengambil satu ose Escherichia
coli kemudian menginokulasi secara merata
pada permukaan NA dengan teknik
sinambung menggunakan kapas lidi dan
didiamkan selama 10 menit.

Uji aktivitas antibakteri

Memasukkan kertas cakram atau
mencelupkan ke dalamcawan petri dengan
tiap konsentrasi ekstrak daun cengkeh,
selama 10-15 menit. Sesudahnya, masukan
kertas cakram tersebut dengan pinset steril
ke dalam cawan petri yang telah terisi
media NA dan bakteri Escherichia colidan
ditanam tepat ditengah-tengah media,
kemudian menutup cawan petri,
menginkubasi di dalam inkubator pada
suhu 37°C selama 24 jam dengan posisi
tutup cawan petri terbalik.

Pengamatan

Tahap pengamatan penelitian, yaitu
meletakan cawan petri secara berurutan di
atas meja sesuai dengan perlakuannya,
kemudia meletakan cawan petri secara
terbalik agar tutup cawan petri tidak mudah
terbuka dan mengukur diameter zona
hambat yang muncul pada masing-masing
perlakuan dengan menggunakan jangka
sorong.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi Daun Cengkeh

Daun cengkeh yang digunakan dalam
penelitian ini adalah daun cengkeh yang
berasal dari Desa Sawu, Kecamatan
Mauponggo, Kabupaten Nagekeo, Provinsi
Nusa Tenggara Timur. Daerah tersebut
memiliki intensitas musim penghujan yang
lama sekitar 7 bulan dan iklim yang
lembab, sehingga cocok untuk ditumbuhi
tanaman cengkeh.

Setelah dilakukan proses penguapan
hingga pada tahap akhir, diperoleh ekstrak
kental sebanyak 210 ml.

Uji bebas etanol

Hasil identifikasi pada Tabel. 1

Identifikasi Prosedur Hasil
Uji Bebas Ekstrak + Tidak
Etanol H>SO4 + tercium bau
CH3;COOH ester
—
dipanaskan

Analisis Fitokimia

Hasil analisis fitokimia pada ekstrak
etanol daun cengkeh yaitu untuk uji
flavonoid, tanin dan alkaloid didapatkan
hasil positif dengan intensitas kuat (+++),
sedangkan saponin terdeteksi  positif
dengan intensitas sedang (++).

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ini dilakukan
menggunakan metode difusi kertas cakram,
dengan konsentrasi 100%, 80%, 60%, 40%,
20%, dan 10% ditambah kontrol positif dan
kontrol negatif terhadap pertumbuhan
Escherichia coli. Pengukuran dilakukan
menggunakan jangka sorong, dengan cara
mengukur diameter zona hambat/zona
bening yang terbentuk di sekeliling kertas
cakram.

Cendana Medical Journal, Volume 17, Nomor 2,Agustus 2019

Hasil uji dapat dilihat pada Tabel. 2

Diameter zona hambat
Konsentrasi

P1 P2 P3 Rata-
rata
100% 1,8lcm 1,41lcm 1,5lcm  1,58cm

80% 1,24cm 1,50cm 1,40cm  1,38cm
60% 1,20cm 1,37cm 0,98cm  1,18cm
40% 1,22cm 1,10cm 0,84cm  1,05cm
20% 1,00cm 0,97cm 0,85cm  0,94cm
10% 0,45cm 0,72cm 0,72cm  0,63cm
K (+) 420cm 4,21cm 4,20cm  4,20cm
K@) 0,00cm 0,00cm 0,00cm  0,00cm

Ket: Pl : perlakuan 1
P2 : perlakuan 2
P3 : perlakuan 3
K+ : kontrol positif
K- : kontrol negatif

Pada tabel 2 dapat dilihat bahwa
konsentrasi ekstrak etanol daun cengkeh
10% menghasilkan diameter zona hambat
sebesar 0,63 cm, konsentrasi 20%
menghasilkan diameter 0,94 cm,
konsentrasi 40% menghasilkan diameter
1,05 cm, konsentrasi 60% menghasilkan
diameter 1,18 cm, konsentrasi 80%
menghasilkan diameter 1,38 cm, dan
konsentrasi 100% menghasilkan diameter
1,58 cm. Dengan demikian yang
menghasilkan zona hambat terkecil yaitu
konsentrasi 10% dan zona hambat terbesar
yaitu 100%, sehingga dapat diketahui yang
merupakan Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) yaitu konsentrasi 10% dan yang
merupakan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) adalah 100%.

Uji Signifikansi Diameter Zona Hambat

Uji ini menggunakan uji statistik
kruskal-wallis, karena didapatkan data
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tidak terdistribusi normal dengan nilai p =
0,00 (p<0,05) dan data tidak homogen
dengan nilai p = 0,04<0,05. Pada uji
statistik kruskal-wallis diperoleh nilai p
sebesar 0,003 (p<0,05), yang menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
antara minimal dua kelompok konsentrasi.

Uji Signifikansi Antar Kelompok

Uji ini dinamakan uji post hoc yaitu
uji yang bertujuan untuk melihat lebih jelas
kelompok mana yang memiliki
signifikansi. Analisis ini mengggunakan uji
Mann-Whitney karena digunakan rata-rata
sebagai analisis signifikansi, data tidak
terdistribusi normal dan variabel yang
digunakan  merupakan variabel data
kategorik dan variabel data interval.

Hasil dapat dilihat pada Tabel 3

Kelomp 100 80 60 40 20 10 K- K
ok % % % % % % +
100 - - - - + o+ +
%

80% - + o+ +
60% - + o+ +
40% + + o+ +
20% - + + o+ +
10% + + + + + -+ +
K- + + + + + + - +
K+ + + + + + + o+ -
Tabel 3 menunjukkan hasil uji

perbedaan diamater zona hambat dari
berbagai konsentrasi ekstrak maupun
kontrol yang menunjukkan bahwa ada
kelompok-kelompok yang memiliki
perbedaan yang signifikan dengan nilai
probabilitas Asymp.Sig (2-tailed) < 0,05
dan  kelompok-kelompok yang tidak
memiliki perbedaam yang signifikan
dengan nilai probabilitas Asymp. Sig. (2-
tailed) > 0,05.

Daun yang dipetik merupakan daun
tua atau daun yang berada pada deretan
satu dan dua dari pangkal ranting. Setelah
didapatkan ekstrak daun, dilakukan uji
fitokimia untuk mengetahui senyawa aktif
yang terkandung dalam ekstrak. Uji
tersebut dilakukan dan mendapat hasil
adanya kandungan senyawa aktif yaitu
alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin yang
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tertera pada tabel 1. Hasil ini sejalan
dengan penelitian oleh Eskha M. Lambiju,
dkk (2017) pada ekstrak daun cengkeh
(Syzygium aromaticum L.) yang mendapat
identifikasi senyawa yaitu flavonoid, tanin,
saponin, terpenoid dan fenol®.

Metode yang digunakan dalam
penelitian ini adalah metode difusi dengan
kertas cakram. Uji aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun cengkeh dilakukan
dengan melihat adanya diameter zona
hambat yang terbentuk disekeliling kertas
cakram. Diameter zona hambat tersebut
diukur dengan menggunakan alat ukur
jangka sorong yang hasilnya tertera pada
tabel 2. Hasil ini sejalan dengan penelitian
oleh Shirly Kumala dan Dian Indriani
(2008) tentang uji aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun cengkeh terhadap
pertumbuhan Escherichia coli dengan hasil
ekstrak memiliki daya hambat sebagai
antibakteri. Namun, penelitian ini memiliki
perbedaan pada ukuran diameter zona
hambat. Hal in dikarenakan adanya
perbedaan besar konsentrasi ekstrak yang
digunakan”,

Berdasarkan hasil yang tertera pada
tabel 2 didapatkan hasil bahwa diameter
zona hambat yang terbentuk memiliki
kenaikan seiring dengan kenaikan besar
konsentrasi ekstrak etanol daun cengkeh.
Hal ini sejalan dengan adanya kandungan
senyawa aktif pada ekstrak. Semakin
rendah  konsentrasi ekstrak ~ maka
kandungan senyawa aktif juga rendah dan
semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka
senyawa aktif juga meningkat, sehingga
mempengaruhi besar diameter zona hambat
yang terbentuk®?,

Pada analisis fitokimia, didapatkan
kandungan senyawa aktif yaitu flavonoid,
tanin, alkaloid dan saponin. Senyawa-
senyawa inilah yang berperan dalam proses

penghambatan pertumbuhan Escherichia
coli**®),
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Flavonoid berperan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri dengan
cara merusak dinding sel, menonaktifkan
kerja enzim, dan merusak membran sel.
Cincin beta dan gugus —OH pada flavonoid
diduga sebagai struktur yang
bertanggungjawab sebagai aktivitas

antibakteri®*?.

Tanin dapat menghambat
pertumbuhan bakteri melalui  struktur
astrigen yang berikatan dengan enzim dan
substrat bakteri. Tanin juga bekerja dengan
merusak membran sel, Tanin dapat
berikatan dengan besi dimana Dbesi
dibutuhkan bakteri untuk metabolismenya.
Ketiadaan besi mangakibatkan kematian
bakteri>34?),

Alkaloid bekerja sebagai antibakteri
dengan cara berinteraksi dengan dinding sel
yang berujung pada kerusakan dinding sel.
Alkaloid juga dapat berikatan dengan DNA
bakteri yang menyebabkan kegagalan
sintesis protein>4¥),

Saponin bekerja sebagai antibakteri
dengan cara meningkatkan permeabiitas
membran sel. Struktur yang berperan
sebagai antibakteri adalah aglikon yang
masuk ke dalam lapisan lipid bilayer
bakteri. Saponin juga dapat mengubah
fungsi protein atau glikoprotein  di
membran sel dan membentuk ikatan
dengan kolesterol untuk merusak struktur
fosfolipid membran sel >+,

Penelitian ini juga menggunakan
kontrol sebagai pembanding yaitu kontrol
positif yaitu streptomisin injeksi dan
kontrol negatif yaitu aquades steril.
Streptomisin merupakan antibiotik dari
golongan aminoglikosid yang bekerja
dengan menghambat sintesis protein atau
bersifat bakterisidal, sehingga perlakuan
kontrol positif ini menghasilkan diameter
zona hambat paling besar dari semua
perlakuan, sedangkan perlakuan
menggunakan  aquades  steril  tidak
menghasilkan diameter zona hambat,
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karena aquades steril bukan merupakan
senyawa antibakteri346),

KESIMPULAN

1.  Ekstrak etanol daun cengkeh
(Syzygium aromaticum [.) memiliki

aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan Escherichia coli,
dengan  kecenderungan  semakin

tinggi konsentrasi ekstrak, maka zona
hambat yang terbentuk semakin

besar.

2. Ekstrak etanol daun cengkeh
(Syzygium aromaticum L)
mengandung senyawa aktif
flavonoid, alkaloid, tanin dan
saponin.

3.  Konsentrasi paling kuat ekstrak
etanol daun cengkeh (Syzygium
aromaticum [.) dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli
adalah 100% dengan zona hambat
sebesar 1,58 cm sebagai Kadar
Bunuh  Minimum (KBM) dan
konsentrasi paling rendah adalah 10%
dengan zona hambat sebesar 0,63 cm
sebagai Kadar Hambat Minimun

(KHM).
SARAN
1.  Perlu dilakukan wuji kualitas dan

kuantitas kandungan yang terdapat
dalam ekstrak daun cengkeh sebagai
antibakteri.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut ekstrak daun cengkeh sebagai
antibakteri dengan konsentrasi yang
lebih bervarian lagi, dengan range
yang tidak terlalu jauh, sehingga
didapatkan nilai konsentrasi hambat
seminimal mungkin
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