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Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Bunga Telang (Clitoria
ternatea) Biru dan Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia) terhadap Pertumbuhan
Escherichia coli

Ziskino Qurota A’yun, Fitriyah, Muhammad Asmuni Hasyim

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Escherichia coli (ATCC 25922) merupakan salah satu agen kontaminan umum penyebab
diare dan telah banyak dilaporkan karena tingkat resistensi yang tinggi. Bunga telang
merupakan tanaman herbal yang kaya akan senyawa metabolit sekunder seperti
antioksidan. Selain itu, jeruk nipis memiliki kandungan asam askorbat, minyak atsiri, serta
senyawa metabolit sekunder lain yang berpotensi sebagai antibakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui potensi aktivitas antibakteri alami dari kombinasi senyawa
ekstrak bunga telang dan jeruk nipis terhadap pertumbuhan E. coli. Metode penelitian yang
digunakan yaitu 5 perlakuan dan 3 kali ulangan, meliputi P1-P5 dengan kombinasi ekstrak
bunga telang dan jeruk nipis secara berturut-turut yaitu 25%:75%, 50%:50%, 75%:25%,
100% ekstrak bunga telang, dan 100% ekstrak jeruk nipis. Ekstraksi sampel menggunakan
etanol analis 70% dengan metode maserasi selama 24 jam. Parameter yang digunakan yaitu
uji zona hambat dan KHM/MIC. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak
yang menghasilkan zona hambat terbesar yaitu pada P1 (25%T:75%J) dengan rata-rata
zona hambatnya 10,17 + 1,89 mm. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
menunjukkan bahwa konsentrasi minimum kombinasi ekstrak dapat menghambat
pertumbuhan Escherichia coli yaitu pada P1 pengenceran ke empat atau konsentrasi
ekstrak 3,125% karena larutan berwarna jernih dan tidak ada endapan yang menunjukkan
bakteri tidak tumbuh. Sehingga diduga kombinasi ekstrak Clitoria ternatea dan Citrus
aurantifolia menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terbaik pada konsentrasi ekstrak
berturut-turut 25% : 75% dengan penambahan dominasi ekstrak Citrus aurantifolia.

Kata kunci: antibakteri, antosianin, diare, Escherichia coli, KHM



Antibacterial Activity Test of Combined Extracts of Blue Butterfly Pea
(Clitoria ternatea) and Lime (Citrus aurantifolia) against the Growth of
Escherichia coli

Ziskino Qurota A’yun, Fitriyah, Muhammad Asmuni Hasyim

Biology Program Study, Faculty of Science and Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Escherichia coli (ATCC 25922) is one of the most common contaminants causing
diarrhea and has been widely reported due to its high resistance levels. Clitoria
ternatea is an herbal plant rich in secondary metabolites such as antioxidants. In
addition, lime contains ascorbic acid, essential oils, and other secondary metabolites
that have potential antibacterial properties. This study aims to determine the
potential natural antibacterial activity of a combination of Clitoria ternate flower
and Citrus aurantifolia extracts against E. coli growth. The research design
consisted of 5 treatments and 3 replicates, ranging from P1 to P5 with the following
combinations of Citrus aurantifolia flower and Citrus aurantifolia extracts,
respectively: 25%:75%, 50%:50%, 75%:25%, 100% Clitoria ternatea flower
extract, and 100% Citrus aurantifolia extract. Sample extraction was performed
using 70% analytical ethanol by the maceration method for 24 hours. The
parameters used were the inhibition zone test and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). The results showed that the extract combination producing
the largest inhibition zone was P1 (25%T:75%J), with an average inhibition zone
of 10.17 £ 1.89 mm. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test showed
that the minimum concentration of the extract combination could inhibit the growth
of Escherichia coli, specifically at the fourth dilution of P1 or an extract
concentration of 3.125%, as the solution was clear and contained no sediment,
indicating that the bacteria did not grow. Therefore, it is hypothesized that the
combination of Clitoria ternatea and Citrus aurantifolia extracts exhibits the best
antibacterial activity at extract concentrations of 25% : 75% (treatment 1), with a
predominance of Citrus aurantifolia extract.

Keyword: antibacterial, anthocyanin, diarrhea, Escherichia coli, MIC
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diare merupakan penyakit yang disebabkan oleh adanya infeksi pada saluran
pencernaan serta menjadi penyakit yang paling umum menginfeksi masyarakat
(Surapati & Gautama, 2022). Menurut World Health Organization (WHQO) (2024),
diare didefinisikan sebagai suatu kondisi dimana intensitas keluar feses lebih dari
tiga kali dalam sehari dengan konsistensi yang lebih cair atau encer dibandingkan
biasanya. Penyebaran infeksi akibat diare relatif cepat dan luas, bahkan penyakit
ini termasuk ke dalam lima besar kategori penyakit dengan tingkat infeksi tertinggi
di dunia serta berpotensi menyebabkan angka kematian yang signifikan. Tahun
2020, diare menjadi penyebab kematian balita terbanyak kedua setelah pneumonia
di peringkat pertama dan diikuti dengan demam berdarah di posisi ketiga
(Kementerian Kesehatan RI, 2021; Kire dkk, 2025).

Menurut Data WHO tahun 2024 bahwa terdapat sekitar 1,7 miliar kasus
penyakit diare yang terjadi pada anak-anak di seluruh dunia (balita) sehingga
mengakibatkan kematian sebanyak 443.832 anak setiap tahunnya, dan 50.851 kasus
pada anak usia 9 tahun. Menurut studi Global Burden of Disease yang diterbitkan
oleh Institute for Health Metrics (IHME) tahun 2024 ditunjukkan data statistik
bahwa terjadi penurunan kasus Diarrheal diseases yang menyebabkan kematian
setiap tahunnya sampai pada tahun 2021 menjadi 340.429 kasus dan diperkirakan
akan terus mengalami penurunan seiring berkembangnya kualitas hidup. Meskipun
diperkirakan akan mengalami penurunan seiring bertambah tahun, diare termasuk
10 besar penyakit yang berbahaya dan harus diwaspadai karena tingkat penularan

infeksinya relatif cepat dan mudah pada semua tingkatan usia. Menurut data



Kementerian Kesehatan RI, prevalensi diare pada balita adalah 37,88% atau sekitar
1.516.438 kasus, dimana frekuensinya meningkat menjadi 40% atau sekitar
1.591.944 kasus pada anak balita (Zulichah dkk, 2024). Balita menjadi salah satu
kelompok rentan mengalami diare karena perkembangan sistem pencernaan dan
kekebalan tubuhnya belum optimal sehingga lebih mudah terserang diare
(Surkesnas, 2011).

Menurut Alby & Nachamkin (2016) individu dengan sistem kekebalan tubuh
yang lemah berpotensi mengalami diare akibat infeksi oleh berbagai agen patogen,
seperti bakteri, virus, jamur, dan parasit. Agen-agen patogen tersebut dapat
mengkontaminasi makanan atau minuman yang dikonsumsi, kemudian masuk ke
dalam saluran pencernaan dan menimbulkan gangguan pada sistem pencernaan. Di
antara berbagai agen penyebab infeksi, bakteri merupakan salah satu penyebab
utama infeksi pada saluran pencernaan (Alby & Nachamkin, 2016).

Bakteri dapat tumbuh dan berkembang biak pada saluran pencernaan
terutama usus karena organ ini merupakan tempat tinggal komunitas mikroba
terbesar dalam tubuh manusia yang disebut dengan mikrobiota atau flora usus.
Saluran pencernaan memiliki lingkungan yang hangat, lembab, dan kaya nutrisi,
sehingga sangat cocok untuk pertumbuhan bakteri. Hal ini memungkinkan bakteri
kontaminan yang terbawa saat mengkonsumsi makanan atau minuman dapat masuk
melalui saluran pencernaan dan merusak sel epitel usus. Bakteri yang masuk sampai
usus halus akan merusak jaringan epitel di usus. Kemudian sel epitel muda akan
meregenerasi sel epitel yang rusak dan terjadi penurunan fungsi sel. Vili pada usus
akan mengalami atrofi sehingga kesulitan dalam menyerap makanan dan minuman.

Tekanan osmotik pada usus akan meningkat seiring tidak terserapnya makanan dan



minuman sehingga banyak cairan dari saluran pencernaan yang terserap ke usus
(Zulichah dkk, 2024).

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang
ditemukan sebagai flora normal pada saluran cerna manusia maupun hewan, namun
kedua bakteri tersebut dapat menjadi patogen ketika jumlahnya melebihi batas
normal dan sistem imun inang yang menurun (Erikawati dkk, 2016). E. coli strain
patogenik merupakan salah satu bakteri penyebab diare yang umum pada manusia,
dimana dapat masuk ke dalam tubuh manusia karena mengkontaminasi makanan
atau minuman yang dikonsumsi (Mayanti dkk, 2023).

Escherichia coli merupakan kelompok bakteri Gram negatif yang secara
alami berada pada saluran pencernaan manusia, feses hewan, dan manusia. E. coli
memiliki beberapa peran sebagai mikrobiota dalam usus yang membantu dalam
proses pencernaan dan pembusukan sisa-sisa makanan di dalam usus besar, serta
dapat membantu produksi vitamin K yang berperan dalam pembekuan darah ketika
terjadi pendarahan (Kurniawan & Susilowati, 2021). Mikroorganisme ini berada
dalam biofilm yang terdiri dari komunitas mikroba kompleks di dalam lapisan
lendir, tempat E. coli harus bersaing untuk mendapatkan nutrisi terbatas yang
dibutuhkannya agar dapat tumbuh cepat untuk berkoloni secara stabil. Bakteri ini
bergantung pada degradasi glikoprotein kompleks oleh anaerob yang ketat untuk
memperoleh gula sederhana dan asam amino yang dibutuhkannya. E. coli yang ikut
masuk ke dalam saluran cerna bersamaan dengan konsumsi makanan atau minuman
yang terkontaminasi oleh bakteri ini akan menghadapi beberapa keadaan di setiap

organ pencernaan (Conway & Cohen, 2015).



Escherichia coli akan menghadapi cekaman keasaman pada saluran
pencernaan sehingga dapat mengancam keberadaannya. Bakteri ini akan
menginduksi sistem resistensi asam yang protektif pada fase stasioner sehingga
kemungkinan diantaranya dapat bertahan di saluran cerna (Foster, 2004). E. coli
dapat ditularkan oleh sedikitnya sepuluh sel bakteri. Saat E. coli mampu mencapai
usus besar, bakteri ini akan mencari nutrisi untuk pertumbuhan (fase log) dan
memperbanyak diri. E. coli akan berkompetisi dengan mikrobiota yang ada di usus,
penetrasi lendir, menghindari pertahanan inang, sehingga memungkinkan berkoloni
dengan usus besar. Adanya kompetisi tersebut memungkinkan adanya eliminasi
bakteri ini (Freter et al, 1983; Conway & Cohen, 2015).

E. coli berada dalam lapisan lendir sampai terkelupas ke dalam lumen usus,
kemudian ada beberapa sel yang dikeluarkan bersama feses inangnya kemudian
siklus berulang (Conway & Cohen, 2015). E. coli yang masih berada di organ
pencernaan dan menyebabkan ketidakseimbangan bakteri dalam organ cerna dapat
menimbulkan permasalahan serius jika tidak ditangani. Salah satu upaya untuk
mengatasi adanya infeksi bakteri ini di saluran pencernaan, mendorong
berkembangnya suatu pengobatan medis yaitu antibiotik.

Antibiotik merupakan zat kimia yang dihasilkan oleh bakteri, organisme
eukariotik, jamur, dan tanaman yang memiliki fungsi untuk membunuh ataupun
menghambat pertumbuhan patogen. Namun, ketidaktepatan penggunaan antibiotik
dapat menyebabkan berbagai macam resiko seperti terjadinya resistensi antibiotik
(Syafridah, 2022). Resistensi antibiotik adalah suatu kondisi ketika mikroba
penyebab infeksi tidak dapat terbunuh dengan menggunakan antibiotik (Aji, 2020).

Resistensi bakteri terjadi melalui mekanisme dengan mensintesis enzim



penghancur antibiotik, merubah permeabilitas terhadap antibiotik, merubah
struktur sasaran antibiotik, dan merubah jalur metabolisme (Mao et al, 2019).
Penggunaan antibiotik telah menjadi permasalahan kesehatan dunia saat ini. The
Centers for Disease Control and Prevention menunjukkan bahwa resistensi
antibiotik menyebabkan lebih dari 2 juta penyakit dan sekitar 23.000 kematian di
Amerika Serikat (CDC, 2017).

Resistensi antibiotik telah banyak dilaporkan terutama bakteri golongan
Enterobactericeae termasuk Escherichia coli. Tingginya resistensi pada golongan
ini dapat menyebabkan adanya gen transfer antar bakteri. Transfer gen secara
horisontal dapat terjadi antara strain bakteri yang berbeda secara taksonomi dan
antar kingdom. Sifat resistensi yang ditransfer secara horisontal seperti plasmid,
dapat dipindahkan dari bakteri donor seperti Escherichia coli ke bakteri resipien
Salmonella sp., sehingga menyebabkan bakteri tersebut menjadi resisten terhadap
antibiotik tertentu (Palupi dkk, 2018). Adanya permasalahan tersebut mendorong
dilakukannya eksplorasi antibakteri alternatif berbahan alami, seperti pemanfaatan
senyawa kimia dari tanaman yang berpotensi sebagai antibakteri salah satunya dari
bunga telang (Clitoria ternatea).

Allah SWT berfirman dalam Al Quran Surah Asy-Syu’ara ayat 7 tentang
kebesaran Allah SWT dalam menciptakan segala macam tumbuhan yang baik, yang

berbunyi:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?” (Ash Shu'ara [26]: 7)



Tafsir Kemenag (2019) menjelaskan bahwa Allah SWT kemudian mengajak
mereka untuk belajar dari alam seluruh, agar mereka tahu bahwa hanya Allah saja
yang berhak untuk disembah. Dan apakah mereka yaitu orang musyrik itu tidak
memperhatikan apa yang mereka lihat di hamparan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan tumbuh-tumbuhan yang baik?
[Ash Shu'ara™:7]. Darimana ditumbuhkan tumbuh-tumbuhan yang baik tersebut
jika tidak ada Yang Maha Menghidupkan (Allah SWT). Tumbuhan dengan
berbagai karakteristik, manfaat, dan kemampuan dalam mempertahankan
keberlangsungan hidupnya sesungguhnya hal itu tidak dapat terjawab dengan batas
akal manusia.

Tafsir Fathul Qadir menjelaskan bahwa makna “zauji” adalah macam dan
“Kariim” adalah baik dan mulia. Maknanya adalah berbagai macam tumbuhan
yang bermanfaat yang tidak ada yang mampu menumbuhkannya kecuali Tuhan
Semesta Alam. Ayat ini juga menunjukkan makna tumbuhan yang diridhai
manfaatnya oleh Allah SWT. Allah SWT menumbuhkan bermacam-macam
tumbuhan yang baik dimana didalamnya terkandung manfaat yang baik juga. Salah
satunya adalah tanaman telang, dimana berbagai penelitian telah menguji
kandungan metabolit sekunder dari tanaman ini dan menghasilkan temuan berbagai
kebermanfaatannya terutama bagi kesehatan, seperti kandungan antioksidan tinggi,
antidiabetik, antibakteri, dan lain-lain. Adanya ayat ini menunjukkan bahwa setiap
yang ada pada bumi ini diciptakan oleh Allah SWT sedemikian rupa dengan segala
manfaatnya, sehingga mendorong untuk eksplorasi tanaman sebagai bahan

antibakteri alternatif.



Penelitian Febrianti dkk (2022) menunjukkan bahwa ekstrak bunga telang
(Clitoria ternatea) menggunakan pelarut etanol memiliki kemampuan menarik
senyawa metabolit sekunder pada bunga telang yang berperan sebagai antibakteri
salah satunya terhadap bakteri patogen seperti E. coli, senyawa tersebut meliputi
tanin, flavonoid, alkaloid, saponin, terpenoid, dan fenol. Pratap et al (2012) telah
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak bunga telang dalam gradien
konsentrasi 5%, 10%, 25%, dan 50% terhadap bakteri gram positif. Hasilnya
menunjukan bahwa ekstrak bunga telang pada konsentrasi 5% zona hambat yang
terbentuk masuk ke dalam kategori lemah, konsentrasi 10% kategori penghambatan
sedang, konsentrasi 25% kategori penghambatannya sedang namun lebih tinggi
dibanding konsentrasi 10%, dan pada konsentrasi 50% menghasilkan kategori
penghambatan sedang menuju kuat 7-10mm. Penelitian oleh Frisca dkk (2021)
menunjukkan juga ekstrak etanol bunga telang pada konsentrasi 25%, 50%, 75%,
dan 100% menghasilkan zona hambat sebesar 6,3mm, 6,9mm, 8,3mm, dan 8,8mm
terhadap bakteri Escherichia coli ESBL dengan kategori penghambatan sedang.
Sehingga konsentrasi tersebut dijadikan referensi penentuan konsentrasi pada
penelitian ini.

Mekanisme antibakteri dari ekstrak bunga telang dapat dipengaruhi oleh
komponen metabolit sekunder dari ekstrak seperti flavonoid yang berperan dalam
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan sehingga lapisan dinding sel
bakteri rusak (Khumairoh dkk, 2020). Saponin dapat membentuk senyawa
kompleks dengan membran sel melalui ikatan hidrogen yang mengakibatkan
rusaknya struktur protein sehingga permeabilitas membran sel menjadi tidak

seimbang dan menyebabkan lisis pada sel. Selain itu, keberadaan senyawa tannin



pada ekstrak bunga telang dapat merusak membran dan fungsi materi genetik sel
bakteri (Riyanto dkk, 2019). Keberadaan senyawa-senyawa Kimia tersebut terutama
flavonoid yang tinggi memungkinkan pemanfaatan ekstrak bunga telang sebagai
antibakteri alami.

Clitoria ternatea memiliki stabilitas antosianin (warna atau pigmen) yang
lemah (tidak stabil) (Waisnawi dkk, 2022). Antosianin pada bunga telang tidak
stabil karena memiliki sensitifitas terhadap perubahan suhu maupun pH (Yernisa &
Syamsu, 2013). Stabilitas antosianin pada umumnya pada pH asam. Sehingga untuk
menjaga kestabilitasan pigmen diperlukan zat pengikat pigmen dari bunga telang
atau zat tambahan yang dapat menurunkan pH sampai sekitar pH 5
(Charurungsipong et al, 2020). Perubahan pigmen pada bunga telang dapat
mempengaruhi efektivitas farmakologis dan struktur kimia dari senyawa
antosianinnya. pH rendah atau asam menyebabkan antosianin berbentuk flavilium
yang memiliki kemampuan kuat sebagai antibakteri dibandingkan antosianin dalam
keadaan netral atau basa (bentuk Chalcone) (Lin et al, 2023). Kondisi asam dapat
memudahkan senyawa ini dalam mendegradasi membran sel dari suatu bakteri.
Pernyataan tersebut menunjukkan bahwa diperlukan zat tambahan seperti asam
askorbat dan asam sitrat untuk menstabilkan pigmen sehingga aktivitas antibakteri
dari kombinasi ini lebih optimal (Mauludufia et al, 2019). Penambahan asam dapat
meningkatkan kestabilan antosianin sehingga diharapkan dengan beberapa
referensi yang didapat dimana ekstrak bunga telang memiliki kemempuan
antibakteri lemah-sedang dapat meningkat menjadi kuat.

Waisnawi dkk (2022) menunjukkan bahwa penambahan jeruk nipis dapat

membantu meningkatkan kestabilan antosianin terutama pada bunga telang, karena



jeruk nipis memiliki kandungan asam sitrat dan asam askorbat sehingga dapat
menurunkan pH produk dan antosianin stabil pada pH asam (Le et al, 2019). Hal
ini didukung oleh pernyataan Lazuardi (2010) bahwa kandungan asam sitrat yang
terdapat pada jeruk nipis dapat menurunkan pH dan membuat kondisi lebih asam,
kondisi yang semakin asam akan menyebabkan semakin banyaknya pigmen
antosianin berada dalam bentuk kation flavilium atau oxonium berwarna yang
menyebabkan pengukuran absorbansi akan menunjukan jumlah antosianin yang
semakin besar sehingga nilai total antosianin akan semakin tinggi dan stabil
(Charurungsipong et al, 2020).

Jeruk nipis (Citrus aurantifolia) merupakan salah satu tanaman yang umum
dimanfaatkan sebagai antibakteri dan telah banyak dilakukan penelitian salah
satunya oleh Sari dkk (2021) yang menunjukkan bahwa perasan kulit jeruk nipis
memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap pertumbuhan E. coli yang mulai
menunjukkan penghambatan pertumbuhan bakteri uji pada konsentrasi 20%.
Ekstrak jeruk nipis (Citrus aurantifolia) juga diketahui memiliki aktivitas
antioksidan dan meningkatkan kandungan vitamin C. Didukung juga oleh
penelitian Waisnawi dkk (2022) sebelumnya bahwa penambahan jeruk nipis dapat
mempengaruhi pH, total antosianin, dan aktivitas antioksidan pada minuman
telang. Pernyataan tersebut menguatkan peneliti untuk mengkombinasikan ekstrak
bunga telang dan jeruk nipis karena dinilai terdapat potensi sinergisitas sebagai

antibakteri alternatif.
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1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Berapa kombinasi konsentrasi ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea) dan
jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terbaik yang berpotensi sebagai antibakteri
pada Escherichia coli?

2. Berapa Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dari kombinasi ekstrak bunga
telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia) yang dapat
menghambat pertumbuhan pada Escherichia coli berdasarkan konsentrasi

kombinasi ekstrak terbaik?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Menentukan kombinasi konsentrasi ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea)
dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terbaik yang berpotensi sebagai antibakteri
pada Escherichia coli.

2. Menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dari kombinasi ekstrak
bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia) yang dapat
menghambat pertumbuhan pada Escherichia coli berdasarkan konsentrasi

kombinasi ekstrak terbaik.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Secara teoritis: penelitian ini dapat dijadikan sebagai informasi penelitian

selanjutnya untuk menguji potensi antibakteri berbahan dasar kombinasi
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ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia)
terhadap E. coli.

2. Secara praktis: penelitian ini dapat menghasilkan pengetahuan yang dapat
disampaikan kepada masyarakat tentang pentingnya pemanfaatan tanaman
herbal seperti bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus

aurantifolia) sebagai antibakteri alami.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Penelitian ini menggunakan eksplorasi perbandingan kombinasi ekstrak bunga
telang dan jeruk nipis berturut-turut yaitu 25%:75%, 50%:50%, 75%:25%,
100% ekstrak bunga telang, dan 100% ekstrak jeruk nipis, perbandingan ini
bukan berdasarkan konsentrasi tetapi perbandingan volume dalam total volume
yang ditentukan.

2. Konsentrasi ekstrak Clitoria ternatea dan Citrus aurantifolia disamakan yaitu
pada konsentrasi 25% untuk menunjukkan adanya efek sinergisitas kombinasi.

3. Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini yaitu antibiotik jenis
ciprofloxacin, sedangkan kontrol negatif menggunakan larutan DMSO 1%.

4. Parameter yang diuji yaitu berupa terbentuknya zona hambat dan uji MIC
(Minimum Inhibitory Concentration).

5. Bakteri uji menggunakan Escherichia coli ATCC 25922 termasuk ke dalam
bakteri patogen golongan ETEC (Enterotoxigenic Escherichia coli) penyebab

diare.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri

Bakteri merupakan mikroorganisme prokariotik (bersel satu) yang tidak
memiliki membran inti sel, namun memiliki informasi genetik berupa DNA yang
berbentuk sirkuler (nucleoid), dan tidak memiliki Klorofil (heterotrof) (Holderman
et al, 2017). Bentuk tubuh bakteri secara umum yaitu berbentuk bulat (coccus),
batang (basil), dan lengkung (spiral) (Van Teeseling et al, 2017). Sedangkan
struktur tubuh bakteri umumnya terdiri dari dinding sel, membran plasma,
sitoplasma, ribosom, DNA, dan granula, namun ada juga bakteri yang memiliki
struktur tubuh tambahan seperti kapsul, flagella, pilli, endospora, vakuola gas, dan
fimbria (Putri dkk, 2017). Sebagian besar bakteri berkembang biak secara aseksual
dengan cara membelah diri atau biasa disebut pembelahan biner. Namun, bakteri
juga dapat berkembang biak melalui rekombinasi materi genetik seperti konjugasi,
transduksi, dan transformasi.

Keberadaan mikroorganisme seperti bakteri ini, diisyaratkan oleh Allah
SWT dalam Al Quran surah Al Bagarah ayat 26 tentang adanya makhluk yang lebih

kecil dari nyamuk yang berbunyi:
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang
beriman, maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan
mereka, tetapi mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah
menjadikan ini untuk perumpamaan?". Dengan perumpamaan itu banyak
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orang yang disesatkan Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak
orang yang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan Allah
kecuali orang-orang yang fasik.” (Q.S. Al Bagarah [2]: 26)

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT memberikan sebuah
perumpamaan dengan seekor “nyamuk” atau makhluk yang lebih kecil dari itu
untuk memberi petunjuk. Secara implisit Allah SWT mengisyaratkan adanya
makhluk-makhluk yang lebih kecil dari seekor nyamuk yangmana jika dikaitkan
dengan penelitian ini Allah SWT menyampaikan bahwa terdapat makhluk lebih
sederhana seperti bakteri. Adanya bakteri menunjukkan bahwa terdapat makhluk
sederhana yang diisyaratkan oleh Allah SWT dan dapat memberikan petunjuk baik
kebermanfaatannya dalam kehidupan yang dapat diketahui melalui sebuah
penelitian. Makhluk kecil atau mikroskopis yang memiliki berbagai karakteristik

menarik jika diteliti.

Bakteri dapat berkembang biak dengan cepat, terutama pada lingkungan
yang optimal. Habitat bakteri sendiri tersebar sangat luas di alam, sehingga dapat
ditemukan di seluruh media atau tempat, bahkan di makhluk hidup yang lain seperti
hewan, tumbuhan, bahkan pada tubuh manusia. Mikroorganisme ini memiliki
bersifat parasitik, saprofitik, bahkan ada yang bersifat patogen. Bakteri yang hidup
pada tubuh manusia juga tersebar di beberapa bagian organ misalnya bakteri di
saluran pernafasan, bakteri di saluran ekskresi, sampai bakteri di saluran
pencernaan. Menurut Dietert & Dietert (2015) bahwa jumlah mikrobioma
(kumpulan bakteri) pada manusia paling banyak terdapat di usus, dimana usus
merupakan bagian dari sistem percernaan. Lingkungan usus yang kaya nutrisi,
lembap, dan memiliki kondisi anaerob mendukung pertumbuhan serta keragaman

mikroba yang tinggi (Gill et al, 2006; Sender et al, 2016). Peran mikrobioma
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tersebut adalah membantu mencerna makanan dan sebagai perlindungan terhadap
bakteri patogen. Escherichia coli merupakan contoh bagian dari mikroflora yang
secara normal hidup dalam saluran pencernaan manusia dan hewan (Trisno dkKk,
2019).

Bakteri sebagai mikroflora atau mikrobioma pada saluran pencernaan,
dimana apabila jumlahnya dalam keadaan seimbang dalam saluran pencernaan
memiliki kemampuan untuk menjalankan berbagai fungsi penting yang dapat
menjaga kesehatan tubuh secara keseluruhan. Sebaliknya, apabila keberadaan
mikroflora mengalami ketidakseimbangan atau dyshiosis, keberadaannya justru
dapat menyebabkan munculnya berbagai gangguan kesehatan (Hasibuan &
Kolondam, 2017). Tanpa mikrobiota usus, tubuh manusia tidak akan mampu
memanfaatkan beberapa karbohidrat yang belum tercerna untuk mengkonsumsi,
karena beberapa jenis mikrobiota usus memiliki enzim dimana selsel manusia tidak
mampu untuk memecahkannya khususnya polisakarida (Clarke et al., 2014).

Bakteri mampu mengubah karbohidrat dengan cara berfermentasi menjadi
asam lemak rantai pendek (SCFAs) disebut fermentasi sakarolitik. Produknya
meliputi asam asetat, asam propionat, dan asam butirat. Produkini dapat digunakan
oleh sel inang, menyediakan sumber utama energi dan nutrisi bagi manusia, serta
membantu tubuh menyerap mineral penting seperti kalsium, magnesium, dan zat
besi (Gibson dan Glenn, 2004). Gas dan asam organik (seperti asam laktat) juga
diproduksi oleh fermentasi sakarolitik (Guarner dan Malagelada, 2003). Asam
asetat digunakan oleh otot, asam propionat membantu hati menghasilkan ATP, dan
asam butirat memberikan energi untuk sel usus dan dapat mencegah kanker

(Beaugerie et al., 2004). Bukti lain yang menunjukkan bahwa bakteri meningkatkan



15

penyerapan dan penyimpanan lipid kemudian memfasilitasi tubuh untuk menyerap
vitamin yang diperlukan seperti vitamin K. Sehingga dapat diketahui bahwa
keberadaan bakteri yang terjaga memiliki peranan penting dalam sistem
pencernaan.
2.2 Escherichia coli
2.2.1 Klasifikasi

Klasifikasi Escherichia coli menurut ITIS (2012); Wahyuningsih dkk
(2023) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Bacteria

Divisi : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies  : Escherichia coli
2.2.2 Definisi

Escherichia coli merupakan spesies bakteri anaerobik fakultatif yang
memiliki bentuk batang pendek (cocobasil). Bakteri ini memiliki ukuran 0,4 pm —
0,7 um x 1,4 um. Gambaran morfologi dari E. coli dapat menyesuaikan dengan
media tumbuh dari bakteri ini misalnya pada media EMB agar menunjukkan
karakteristik koloni berwarna hijau metalic (pada gambar 1), pada media
MacConkey dan Chromogenic agar bakteri ini menunjukkan karakteristik koloni
berwarna pink (pada gambar 2 dan 3). Beberapa strain dari bakteri ini memiliki

tambahan organ berupa kapsul.
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Escherichia coli termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif yang
secara alami berada pada saluran pencernaan manusia, feses hewan, dan manusia.
Escherichia coli terdiri dari bakteri yang bersifat patogen dan tidak patogen
(Wahyuningsih dkk, 2023). Hal ini didukung dengan pernyataan Kaur & Dudeja
(2023) bahwa sebagian besar strain bersifat non-patogen dan berperan penting
dalam menjaga sisiologi usus. Keberadaan bakteri ini pada saluran pencernaan
berperan sebagai flora usus dimana dapat membantu proses pembusukan bahan sisa
cerna. Namun, sebaliknya jika keberadaannya tidak seimbang atau terlalu banyak
yang biasanya disebabkan karena adanya kontaminasi makanan atau minuman yang
dikonsumsi, maka dapat menimbulkan permasalahan pada pencernaan seperti diare
dan lain-lain. E. coli dapat ditemukan di tanah, sayuran, di air, serta daging mentah.
Berdasarkan serotipenya bakteri E. coli dibagi menjadi 5 diantaranya; entero-
toksigenik E. coli (ETEC), entero-invasive E. coli (EIEC), entero-patogenik E. coli
(EPEC), entero-hemoragik E. coli (EHEC), dan enteroagregatif E. coli (EAEC)

(Trisno dkk, 2019).

2.2.3 Mekanisme Patogenesis E. coli pada Usus Manusia

Salah satu serotipe E. coli yakni Enterotoksigenik E. coli (ETEC) merupakan
salah satu penyebab diare paling umum, terutama pada anak-anak, biasanya
ditularkan melalui makanan atau air yang terkontaminasi dengan kotoran hewan
atau manusia. Mekanisme patogenesis E. coli dalam usus manusia berbeda-beda
sesuai dengan jenis strain patogeniknya, misalnya pada ETEC yang awalnya masuk
ke usus karena ada kontaminasi dengan makanan atau minuman (Govindarajan et

al, 2020). Strain ETEC dapat menempel pada mukosa usus halus kemudian
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membentuk koloni. Setelah melekat pada usus, ETEC memulai patogenesisnya
dengan menghasilkan racun yang bekerja pada sel-sel mukosa untuk
menghilangkan air dan menyebabkan diare. Namun, bakteri tidak menyerang
mukosa usus (Fleckenstein et al, 2010). Selain menempel pada sel inangnya, strain
ini juga memiliki motilitas berkedut oleh pili dan membentuk agregat diri sebagai
pertahanan dari adanya antibakteri.

Pada ETEC, protein EtpA pada flagela melakukan kontak dengan sel epitel
inang untuk perlekatan. ETEC yang melekat mengeluarkan toksin seperti LT
(Labile Toxin/ Toxin Labil Panas), ST (Stabile Toxin/ Toxin Stabil Panas), dan LT
+ ST, LT ini membalikkan retikulum endoplasma dan menyalurkan toksin ke
sitoplasma tempat kadar AMP siklik meningkat dengan menghambat GTPase.
Peningkatan AMP siklik membuka reseptor transmembran fibrosis kistik (CFTR)
yang mengakibatkan hilangnya elektrolit dan cairan dalam lumen usus. Kehilangan
cairan ini juga mengganggu barier usus, yang menyebabkan diare (Kreisberg et al,
2011). Toksin ST menyebabkan peningkatan cGMP, yang merangsang CFTR
untuk mengeluarkan klorida (Cl) dan mencegah penyerapan cairan, hal ini
menyebabkan diare berair (Govindarajan et al, 2020). Adanya infeksi E. coli dapat
ditularkan melalui kontak langsung dengan seseorang yang sakit atau dengan
hewan yang membawa bakteri, serta penyebaran dari bakteri ini sangat mudah
menyebar dari manusia ke manusia. Upaya penanganan kasus infeksi bakteri saat
ini masih menggunakan antibakteri atau antibiotik. Diketahui pada Nurjannah dkk
(2020) dikatakan bahwa pemakaian antibakteri selama lima dekade terakhir

mengalami peningkatan yang luar biasa.
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Gambar 2.1 Mekanisme patogenesis ETEC di Usus

2.3. Antibakteri
2.3.1. Definisi

Antibakteri merupakan salah satu komponen antimikroba yang memiliki
kemampuan dalam menekan pertumbuhan bakteri sekaligus membunuh bakteri
patogen yang dapat menyebabkan infeksi (Ming et al, 2021). Antibiotik atau
antibakteri adalah senyawa yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang bersifat
toksik terhadap mikroorganisme yang lain, sehingga penggunaan antibiotik untuk
mencegah adanya infeksi bakteri (Habibi & Johannes, 2022). Adanya potensi suatu
antibakteri dalam menghambat atau menjadi antibakteri pada bakteri lain dapat
terlihat dari terbentuknya zona hambat pada media atau di antara kedua bakteri
tersebut. Namun, penggunaan antibiotik yang tidak bijak dapat menimbulkan
permasalahan terutama resistensi terhadap antibiotik yang mana dapat
menyebabkan pengobatan infeksi dengan adanya antibiotik tidak lagi efisien
bahkan permasalahan terbesar yaitu ketika antibiotik tidak lagi dapat digunakan dan
tidak mampu membantu mendegradasi bakteri penyebab infeksi sehingga dapat
menimbulkan kemungkinan terburuk pada pasien yakni mengancam jiwa. Menurut

WHO, resistensi antibiotik merupakan suatu proses mutasi organisme baik bakteri,
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jamur, virus, atau parasit yang terpapar oleh antibiotik, sehingga menyebabkan
infeksi terus berlanjut (Nurjannah dkk, 2020).

Banyak sekali kasus resistensi antibakteri yang telah terjadi di Indonesia
terutama resistensi E. coli terhadap antibakteri. Beberapa kasus resistensi antibiotik
terbanyak diungkapkan, seperti resistensi pada antibakteri jenis tetrasiklin dimana
diketahui bahwa antibiotik jenis ini banyak tersedia unit-unit pelayanan kesehatan
(Puskesmas) (Jurnalis dkk, 2015). Selain itu, Firizki (2013) juga menyatakan bahwa
pengobatan ISK (Infeksi Saluran Kemih) juga sering menggunakan antibiotik jenis
Cotrimoxazole, Fluoroquinolone, golongan p-Lactam seperti Penicillin dan
Cephalosphorin, sehingga memungkinkan adanya resistensi antibiotik ini.
Penelitian yang lain juga mengungkapkan bahwa antibiotik ciprofloxacin resisten
terhadap isolat E. coli, dimana diketahui bahwa antibiotik ini termasuk antibakteri
yang paling baik untuk digunakan pada kasus E. coli.

Hilda (2015) dalam penelitiannya juga mendapatkan hasil bahwa antibiotik
yang masih sensitif di antaranya adalah ciprofloksasin dari golongan
fluoroquinolon, dan kloramfenikol dari golongan fenikol, sedangkan antibiotik
yang telah resisten pada isolat E. coli antibiotik golongan beta laktam seperti
ampisilin dan penisilin, dan golongan lainnya seperti eritromisin, tetrasiklin, dan
nitrofurantion. Efek negatif adanya resistensi terhadap antibakteri ini diharapkan
dapat dikurangi dengan pemanfaatan ekstrak tanaman yang berpotensi sebagai
antibakteri, seperti bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus

aurantifolia).
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2.3.2. Mekanisme Kerja Antibiotik

Terdapat beberapa upaya pengembangan antimikroba yang ditargetkan ke
beberapa titik kerentanan pada bakteri seperti dinding sel bakteri, penghalang
produksi protein baru, dan menarget DNA atau replikasi DNA. Antibiotik yang
mampu menarget pada dinding sel yaitu 3-laktam, glikopeptida, daptomisin, dan
colistin. B-laktam berperan sebagai inhibitor PBP yang biasanya merakit lapiran
peptidoglikan yang mengelilingi sebagian besar bakteri. Adanya interaksi tersebut
membuat tidak terjadinya sintesis peptidoglikan baru sehingga menyebabkan lisis
bakteri (terlihat pada gambar 2) (Aghapour et al, 2019). Seperti R-laktam,
glikopeptida yang dikenal dengan vancomisin dan telavancin mampu membunuh
bakteri dengan mencegah sintesis dinding sel. Mereka mengikat bagian D-alanyl-
D-alanine dari rantai samping peptida dari subunit peptidoglikan prekursor. Karena
sebagian besar molekul glikopeptida besar, pengikatan ini mencegah subunit
diakses olen PBP yang biasanya akan memasukkan mereka ke dalam polimer
peptidoglikan yang tumbuh (terlihat pada gambar 3) (McGuinness et al, 2017).

Daptomisin termasuk antibiotik lipopeptida siklik, mekanismenya terdiri
dari tiga tahap yaitu mengikat membran sitoplasma dengan bergantung pada
kalsium, mengganggu membran sehingga terbentuk saluran, dan melalui saluran
tersebut memungkinkan ion keluar. Pelepasan ion intraseluler ini dapat
menyebabkan kematian sel yang cepat (terlihat pada gambar 4) (Zhivich, 2020).
Sedangkan Colistin termasuk dekapeptida siklik (bermuatan positif) yang
memungkinkan untuk mengikat molekul lipopolisakarida yang bermuatan negatif
di membran luar bakteri, menggantikan ion Ca2+ dan Mg2+ yang biasanya

menstabilkan lipid. Adanya antibiotik ini mampu mengganggu molekul
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lipopolisakarida yang biasanya padat menjadi meningkat permeabilitasnya dan

akhirnya bakteri lisis (terlihat pada gambar 5) (Calderon & Sabundayo, 2007).

B-lactam mechanism
of action
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Gambar 2.5 Mekanisme kerja colistin

Mekanisme antibiotik dalam menghambat sintesis protein dimana
merupakan proses penting yang dapat mempengaruhi keberlangsungan bakteri.
Beberapa antibiotik memiliki spesifikasi dalam menghambat sintesis protein seperti
aminoglikosida dapat mengikat membran luar yang bermuatan negatif sehingga
membentuk lubang dan melakukan penetrasi membran sitoplasma bakteri ribosom.
Setiap aminoglikosida mengikat subunit 30Sdari ribosom bakteri sehingga
menyebabkan ketidakcocokan antara kodon mRNA dengan aminoacyl-tRNA dan
pada akhirnya terjadi kesalahan translasi protein (Gallagher & MacCougall, 2018).
Ada juga Makrolide yang mampu mengikat erat ke subunit 50S dari ribosom bakteri
di lokasi yang menghalangi keluarnya peptida yang baru untuk disintesiskan. Oleh
karenanya, protein dapat dicegah produksinya (Vazquez-Laslop & Mankin, 2018).

Terdapat antibiotik tetrasiklin dan glisilsiklin yang mampu menghambat
sintesis protein dengan berinterakti dengen subunit 30S dari ribosom sehingga
mencegah pengikatan oleh molekul tRNA yang dimuat oleh asam amino (Markley
& Wencewicz, 2018). Selain menargetkan dinding sel dan sintesis protein pada
bakteri, antibiotik juga dapat menargetkan enzim topoisomerase yang berperan

dalam replikasi DNA pada bakteri, sehingga proses pembelahan dan perbanyakan
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diri dari bakteri dapat terhambat. Beberapa antibiotik yang menargetkan DNA yaitu
rifammisin, sulfa, kuinolon, metronidazol, dan lain-lain (Anggita dkk, 2022).
2.4. Bunga Telang (Clitoria ternatea)
Klasifikasi bunga telang (Clitoria ternatea L.) Biru menurut Linnaeus (1753)
adalah sebagai berikut.
Kingdom : Plantae
Divisi ~ :Magnoliophyta
Kelas :Magnoliopsida
Ordo :Fabales
Famili  : Fabaceae
Genus  :Clitoria

Spesies :Clitoria ternatea L. (Linnaeus, 1753)

Gambar 2.6 Morfologi bunga telang (Clitoria ternatea) (Zahara, 2022)

Bunga telang (Clitoria ternatea) merupakan salah satu tanaman yang kaya
akan komponen-komponen kimia seperti antonianin yang memiliki aktivitas
antioksidan. Selain antosianin yang dapat menghasilkan antioksidan, tanaman ini
juga mengandung senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan diantaranya
flavonoid, asam fenolik, procyanidin, dan flavonol glycoside (Jamil et al, 2018).

Tanaman ini mengandung banyak senyawa bioaktif meliputi tanin, resin, steroid,
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saponin, triterpenoid, dan xanthene (Manjula et al, 2013). Menurut Jamil & Pa’ce
(2018) bahwa senyawa bioaktif telang tersebar ke seluruh bagian organ tanaman
dan terdapat potensi tanaman ini sebagai agen antibakteri.

Telang memiliki potensi sebagai prebiotik karena mampu mendukung
pertumbuhan bakteri asam laktat seperti Lactobacillus bulgaricus dan
Streptococcus thermofilis. Hal ini dibuktikan pada penelitian Nadia et al (2020)
yang menunjukkan bahwa penambahan ekstrak bunga telang sebanyak 5% (b/v)
dalam pembuatan yogurt meningkatkan populasi bakteri asam laktat dan total asam
laktat. Dimana kita ketahui bahwa bakteri ini memiliki manfaat baik bagi kesehatan
pencernan. Namun di sisi lain terdapat kelemahan dari bunga telang sebagai bahan
pewarna alami. Bunga telang memiliki zat warna yang cenderung tidak stabil
karena memiliki sensitifitas terhadap perubahan suhu maupun pH (Yernisa &
Syamsu, 2013). Maka dari itu, diperlukan zat tambahan untuk menstabilkan zat
warna dari bunga telang seperti asam askorbat dan kopigmen lainnya (Sari dkKk,
2024). Diketahui bahwa adanya kopigmen dapat menguatkan dan menstabilkan
kandungan senyawa antosianin pada bunga telang, sehingga kandungan senyawa
aktif didalamnya juga dapat stabil.

2.5. Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)
Klasifikasi jeruk nipis (Citrus aurantifolia) dalam jurnal Al Namani et al

(2018) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Sapindales
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Famili  :Rutaceae
Genus  : Citrus
Spesies : Citrus aurantifolia

Jeruk nipis (Citrus aurantifolia) merupakan salah satu kelompok famili
Rutaceae yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai penyedap masakan,
pengawet, dan tanaman obat. Tanaman ini memiliki potensi dikembangkan sebagai
tanaman obat karena memiliki manfaat sebagai diuretik, antiinflamasi, perangsang
nafsu makan, antibakteri, dan obat diare. Tanaman ini mengandung komponen
senyawa seperti asam sitrat, asam askorbat, alkaloid, flavonoid, saponin, tanin,
fenol, yang tersebar di bagian organ tanaman ini. Kandungan senyawa tersebut
memungkinan jeruk nipis berpotensi sebagai antibakteri.

Telah banyak penelitian yang menunjukkan aktivitas senyawa dari jeruk
nipis sebagai antibakteri, baik yang dibuktikan dengan minyak atsiri, air perasan,
atau ekstrak dari tanaman ini. Penelitian yang dilakukan oleh Sari dkk (2021)
menunjukkan bahwa perasan kulit jeruk nipis yang digramasi perlakuannya
menjadi 4 konsentrasi yaitu 25%, 50%, 75%, dan 100% menunjukkan adanya
potensi sebagai antibakteri terhadap pertumbuhan E. coli yang dilakukan , yang
menunjukkan bahwa pada konsentrasi 25% sudah menunjukkan adanya zona
hambat pada media dengan rata-rata diameternya 19,43 mm yang menunjukkan
kemampuan hambat pertumbuhan yang kuat yaitu lebih dari 10 mm. Selain perasan
kulit jeruk nipis, pada penelitian Razak dkk (2013) ditunjukkan juga adanya
aktivitas penghambatan oleh air perasan buah jeruk nipis terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus yang dilakukan dengan berbagai konsentrasi yaitu 25%,

50%, 75%, dan 100%. Penelitian yang lain oleh Parama dkk (2019) menunjukkan
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adanya potensi antibakteri dari ekstrak buah jeruk nipis terhadap pertumbuhan
Streptococcus mutans, dengan perlakuan konsentrasi 40%; 60%; 80% dan
menunjukkan rata-rata zona hambat 14,7 mm; 19,6 mm; dan 22,6 mm. Kemampuan
antibakteri dari tanaman ini menunjukkan adanya potensi baik dari tanaman ini
untuk dikembangkan sebagai bahan antibakteri alami.

Jeruk nipis (Citrus aurantifolia) juga dikenal dengan kandungan asam sitrat
atau asam askorbatnya. Kandungan asam dalam jeruk nipis dapat mempengaruhi
menurunkan pH jika dikombinasikan dengan bahan lain. Jika jeruk nipis
dikombinasikan dengan bunga telang, maka dapat menghasilkan kombinasi
senyawa yang lebih stabil seperti antosianin. Antosianin sendiri merupakan salah
satu komponen bioaktif yang berfungsi sebagai antioksidan. Antioksidan penting
dalam menangkal radikan bebas yang dihasilkan oleh proses oksidasi. Antioksidan
sendiri sangat berkaitan dengan adanya aktivitas antibakteri, karena adanya
kandungan flavonoid. Kadar antioksidan yang tinggi memungkinkan adanya
kandungan flavonoid juga tinggi. Flavonoid sendiri memiliki kemampuan sebagai
antibakteri.

Antosianin umumnya stabil pada pH asam. Kandungan asam sitrat dan asam
askorbat pada jeruk dapat menurunkan pH dari suatu produk sehingga antosianin
akan lebih stabil karena berada pada pH asam. Menurut Lazuardi (2010) bahwa
kondisi asam yang ditimbulkan dari tambahan asam sitrat dapat menyebabkan
pigmen antosianin terutama pada bunga telang berada pada bentuk kation flavilium
atau oxonium yang berwarna, sehingga didapatkan absorbansi jumlah antosianin
semakin besar begitu juga dengan nilai total antosianinnya akan semakin tinggi dan

stabil (Charurungsipong et al, 2020). Penelitian yang dilakukan oleh Waisnawi dkk



27

(2022) menunjukkan bahwa penambahan jeruk nipis dapat mempengaruhi pH,
kadar vitamin C, total antosianin, dan aktivitas antioksidannya. Penelitian ini
menghasilkan konsentrasi terbaik jeruk nipis yaitu 5% yang menghasilkan
karakteristik pH 4,81, kadar vitamin C 5,47, total antosianin 2,19 mg/g, dan
aktivitas antioksidan 45,60%. Dibuktikan bahwa penambahan jeruk nipis yang
mengandung asam sitrat pada minuman bunga telang dapat mempengaruhi
kestabilitasan antosianin sehingga lebih stabil dan tinggi, meningkatkan vitamin C,
dan aktivitas antioksidannya juga meningkat. Menurut Pedro et al (2016) bahwa
terdapat perubahan warna dari penambahan asam yang mempengaruhi pH yaitu
pada pH 3 warna antosianin berubah menjadi merah, pada pH 4 berwarna merah
keunguan, pada pH 5-6 menjadi warna ungu, dan pada pH 7 berwarna ungu biru.
2.6. Metode Uji

2.6.1. Uji Daya Hambat (Metode Difusi)

Uji aktivitas antibakteri umumnya melibatkan metode difusi agar yang
meliputi metode cakram atau sumuran. Metode ini dilakukan dengan mengamati
zona hambat pertumbuhan bakteri di sekitar sampel yang diuji. Adanya zona
hambat tersebut menunjukkan sensitivitas bakteri terhadap senyawa antibakteri.
Metode difusi cakram (Disc Diffusion) dapat dilakukan dengan menempatkan
sampel uji pada kertas cakram yang ditempatkan pada media agar yang telah
diinokulasi bakteri uji. Setelah itu dilakukan inkubasi untuk mengamati zona
hambat (area transparan di sekitar cakram). Metode kertas cakram memiliki
kelebihan yaitu cepat, mudah, dan murah karena tidak membutuhkan alat khusus

(Katrin dkk, 2015).
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Metode difusi sumuran (Well Diffusion) dapat dilakukan dengan pembuatan
lubang sumuran pada media agar yang telah diinokulasi bakteri uji. Kemudian,
sampel dilakukan uji dengan dimasukkan ke dalam sumuran. Setelah itu dilakukan
inkubasi selama kurang lebih 24 jam kemudian dilakukan pengukuran zona
hambatnya. Kelebihan dari metode sumuran yaitu dapat menghasilkan diameter
zona hambat yang lebih besar karena pada metode ini terjadi proses osmolaritas
konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi dibandingkan metode cakram disk.
Osmolaritas terjadi secara menyeluruh dan homogen sehingga konsentrasi
penghambatannya lebih kuat terhadap pertumbuhan bakteri (Nurhayati et al, 2020
dalam Pisacha dkk, 2023).

Tujuan dilakukannya uji daya hambat suatu antibakteri adalah untuk
mengetahui seberapa besar kemampuan dari beberapa konsentrasi ekstrak dalam
menghambat pertumbuhan bakteri uji. Zona hambat yang terbentuk dari perlakuan
dapat diukur menggunakan jangka sorong (Katrin dkk, 2015). Menurut Safitri &
Fatmawati (2021), respon hambatan pertumbuhan bakteri dapat dikategorikan ke
dalam beberapa tipe mulai dari lemah sampai sangat kuat yang ditunjukkan pada

tabel 2.1 di bawah ini:

Tabel 2.1 Klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri

Diameter Zona hambat Kategori Hambatan
<5mm Lemah
5-10 mm Sedang
10-20 mm Kuat

>20 mm Sangat kuat
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2.6.2. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (MIC atau Minimum Inhibitory
Concentration)

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) merupakan suatu metode yang
digunakan dalam pengujian antibakteri dengan menentukan konsentrasi terkecil
dari sampel yang mampu menghambat bakteri yang telah diinokulasikan dan
terbentuknya zona hambat. Metode ini dapat menjadi metode lanjutan (indikator
kuantitatif) setelah mengetahui daya hambat terhadap bakteri. Hasil uji konsentrasi
hambat minimum akan menunjukkan efektivitas ekstrak atau senyawa aktif dalam
menghambat pertumbuhan mikroba yang diuji, sehingga dapat ditentukan untuk
perlakuan uji lanjut yaitu kemampuan bunuh bakteri (bakterisidal) atau uji
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).

Metode ini terdiri dari dua macam pendekatan yaitu dilusi cair (Broth
Dilution) dan dilusi padat (Agar Dilution). Perbedaan antara kedua pendekatan ini
yaitu pada media yang digunakan. Dilusi cair dilakukan dengan melarutkan
beberapa konsentrasi ekstrak ke dalam media cair yang telah diinokulasi suspensi
bakteri uji, kemudian diinkubasi pada suhu optimum (35-37°C) selama +24 jam.
Penentuan KHM didasarkan pada konsentrasi terendah yang tidak menunjukkan
kekeruhan pada media (Chung et al, 2019). Sedangkan, pada metode dilusi padat
senyawa antibakteri (ekstrak tanaman) dicampurkan dengan media agar kemudian
dituang ke media, lalu bakteri uji diinokulasikan ke media. Jika didapatkan
konsentrasi terendah tanpa pertumbuhan koloni bakteri, maka dianggap sebagai
nilai KHM. Penentuan hasil KHM dapat dilakukan secara visual ataupun
menggunakan bantuan spektrofotometer. Visual berarti cara pengamatan atau

pembacaan hasil dengan mengamati kekeruhan dari media, sedangkan penentuan
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hasil menggunakan spektrofotometer dilakukan dengan mengukur absorbansi
larutan dan dibandingkan dengan kontrol negatif (campuran media dengan ekstrak).

Penelitian yang dilakukan oleh Banerjee et al (2022) menunjukkan bahwa
adanya potensi antibakter dari fraksi kaya antosianin bunga telang (Clitoria
ternatea) terhadap pertumbuhan Escherichia coli dengan nilai KHM sebesar 10
mg/mL yang dilakukan menggunakan metode dilusi agar. Potensi tersebut
didukung dengan danya kandungan senyawa fenolik dan antosianin yang mampu
merusak dinding sel dan membran sitoplasma bakteri. Penelitian lainnya pada jeruk
nipis oleh Najiya (2022) menunjukkan bahwa ekstrak akar jeruk nipis mampu
menghambat pertumbuhan E. coli dengan nilai KHM yaitu konsentrasi 50% (50
mg/mL). Hal tersebut didukung dengan adanya kandungan senyawa-senyawa
seperti flavonoid, saponin, dan minyak atsiri dari jeruk meskipun kemampuan
antibakterinya pada konsentrasi tinggi.

2.6.3. Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (MBC atau Minimum Bactericidal
Concentration)

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) merupakan konsentrasi terendah dari
suatu antibakteri yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan (kematian) bakteri
uji pada media setelah dilakukan inkubasi (Munira & Nasir, 2023). Uji KBM adalah
uji lanjutan setelah diketahui Konsentrasi Hambat Minimun (KHM) dari suatu
antibakteri. Jika KHM dilakukan untuk menentukan konsentrasi terendah suatu
ekstrak yang sudah mampu menghambat pertumbuhan bakteri, maka KBM
dilakukan untuk menentukan konsentrasi terendah yang mampu membunuh atau
mematikan bakteri uji secara nyata. Perbedaan antara nilai KHM dan KBM dapat

dijadikan sebagai indikator kekuatan antibakteri suatu ekstrak. Jika nilai KBM
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sedikit lebih tinggi daripada KHM, maka ekstrak tersebut dikategorikan
bakterisidal (mematikan mikroba), namun jika nilai KBM memiliki nilai yang jauh
lebih tinggi dari pada KHM maka dapat dikategorikan sebagai bakteriostatik artinya
hanya mampu menghambat pertumbuhan mikroba (Chung et al, 2019). Bahan yang
digunakan dalam uji KBM vyaitu suspensi pada hasil uji KBM yang menunjukkan

larutan berwarna jernih dimana menandakan tidak ada bakteri yang tumbuh.

2.7 Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Kombinasi ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus
aurantifolia) diduga mampu menghambat pertumbuhan Escherichia coli
minimal pada konsentrasi ekstrak bunga telang 25%, dan ekstrak jeruk nipis
15%.

2. Perbedaan perbandingan kombinasi ekstrak bunga telang dan jeruk nipis diduga
menghasilkan aktivitas antibakteri yang berbeda, sehingga terdapat kombinasi
ekstrak terbaik dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli yang
ditunjukkan dengan adanya zona hambat.

3. Kombinasi ekstrak terbaik diduga memiliki nilai Konsentrasi Hambat

Minimum (KHM) yang mampu menghambat pertumbuhan Escherichia coli.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental. Variabel yang
digunakan dalam penelitian ini meliputi variabel bebas yaitu kombinasi ekstrak
bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia), variabel
terikat yaitu pertumbuhan Escherichia coli, dan variabel kontrol yaitu antibiotik
ciprofloxacin Img/mL (1mg ciprofloxacin tablet dalam 1mL aquades), DMSO 1%
(Aml DMSO pekat dalam 99ml aquades), dan asam askorbat (kontrol pH = 4).
Jumlah ulangan yang digunakan pada penelitian ini yaitu 3 ulangan dalam setiap
perlakuan. Perlakuan dilakukan dengan mengkombinasikan ekstrak bunga telang
dengan jeruk nipis dalam beberapa perbandingan persentase konsentrasi dalam
DMSO 1%. 5 perlakuan diberi kode perlakuan P1-P5 dengan keterangan sebagai
berikut:
K(+) = antibiotik ciprofloxacin
K(-) = larutan DMSO 1%
Kontrol pH = Asam askorbat
P1 = Ekstrak bunga telang 25% : ekstrak jeruk nipis 75%
P2 = Ekstrak bunga telang 50% : ekstrak jeruk nipis 50%
P3 = Ekstrak bunga telang 75% : ekstrak jeruk nipis 25%
P4 = Ekstrak bunga telang 100%
P5 = Ekstrak jeruk nipis 100%

Kombinasi perlakuan dibuat dengan menentukan konsentrasi berdasarkan
penelitian atau jurnal yang menunjukkan konsentrasi minimal setiap ekstrak baik

ekstrak bunga telang atau jeruk nipis yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
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Escherichia coli. Kemudian dicari referensi potensi sinergis kombinasi konsentrasi
tunggal setiap ekstrak. Penelitian Febrianti dkk (2022) menunjukkan potensi
ekstrak bunga telang dengan konsentrasi 25% (persentase volume “m/” dalam
DMSO 1%) dapat menunjukkan penghambatan +7mm dengan Kkategori
penghambatan “sedang” terhadap pertumbuhan E. coli. Konsentrasi tersebut
dijadikan dasar untuk membuat perlakuan kombinasinya dengan jeruk nipis.

Perlakuan dalam penelitian ini terbatas hanya untuk menunjukkan
bagaimana potensi penambahan perlakuan ekstrak jeruk nipis jika konsentrasinya
lebih sedikit, sama dengan, atau lebih dari konsentrasi ekstrak bunga telang
terhadap kekuatan aktivitas antibakterinya. Sehingga didapatkan minimal
konsentrasi jeruk nipisnya 25% (persentase volume “m!” dalam DMSO 1%) untuk
mendapatkan kombinasi yang seimbang. Penelitian ini juga mengontrol pH dari
ekstrak jeruk nipis menggunakan asam askorbat untuk melihat apakah pH juga
dapat mempengaruhi perlakuan.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai dengan Mei 2026.
Kegiatan ini bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Program Studi Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang dan Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Islam Malang.
3.3 Alat dan Bahan
3.3.1. Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, blender, rotary
evaporator, vacuum, kertas saring, cawan petri, kertas cakram diameter 6mm,

inkubator, Laminar Air Flow (LAF), neraca analitik, hot plate, lampu bunsen, korek
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api, plastik wrap, erlenmeyer, beaker glass, magnetic stirrer, kertas label, tabung
reaksi, aluminium foil, handscoon, spreader, autoclave sterilisasi, tabung reaksi,
rak tabung reaksi, vortex, autoclave destruk, mikropipet ukuran 100-1000, yellow
tip, blue tip, tisu, batang pengaduk, plastik petromax, cutton swap, well plate 96,
spektrofotometer, kertas pH, spuid 10ml, ELISA reader Diatek Dr-200BC, colony
counter, ringlight, dan jarum ose.
2.3.2. Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstrak bunga telang
(Clitoria ternatea), ekstrak jeruk nipis (Citrus aurantifolia), kultur Escherichia
coli, etanol analis 70%, antibiotik ciprofloxacin 1mg/mL, aquades, media NA
(Nutrient Agar), media NB (Nutrient Broth), asam askorbat, media MHB (Mueller
Histon Broth), media MHA (Muller Histon Agare), NaCl 0,9% steril, McFarland
0,5 (1,5 x 108 CFU/mL), larutan DMSO 1%, dan alkohol 70%.
3.4 Prosedur Penelitian
Prosedur dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.
3.4.1. Persiapan Bahan Uji
3.4.1.1. Ekstraksi Metabolit Sekunder Bunga Telang

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel bunga telang yang
didapatkan dari Benih Nusantara Farm, Blora (bukan hasil budidaya sendiri).
Sampel dipilih dari tempat ini karena memiliki kualitas bahan yang baik
dibandingkan dengan beberapa tempat budidaya yang lain seperti hasil
pengeringan, dan kualitas bunga tidak coklat pada bagian kelopak. Pelarut yang

digunakan untuk ekstraksi adalah etanol 70%. Perbandingan sampel dengan pelarut
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yang digunakan dalam ekstraksi kandungan metabolit sekunder bunga telang
adalah 1: 10.

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi atau perendaman selama
1 x 24 jam dimana 6 jam awal dilakukan penggojokan menggunakan shaker,
kemudian 18 jam selanjutnya didiamkan dalam suhu ruang. Setelah maserasi,
dilakukan penyaringan menggunakan kertas saring sehingga didapatkan filtratnya.
Setelah filtrat tersaring, kemudian dipindahkan dalam rotary evaporator untuk
dipekatkan pada suhu 40°C sampai pelarut menguap dan ekstrak menjadi kental.
Ekstrak kental akan digunakan sebagai bahan uji aktivitas antibakteri yang akan
dilarutkan lagi menggunakan larutan kontrol (DMSO 1%) dengan perbandingan
1mL:99mL. Kemudian dibuat beberapa perbandingan konsentrasi perlakuan.
3.4.1.2. Ekstraksi Metabolit Sekunder Jeruk Nipis

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel berupa
simplisia/serbuk yang diperoleh dari Gubuk Herbal Solo (bukan hasil budidaya
sampai penyerbukan pribadi). Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi adalah etanol
70%. Perbandingan sampel dengan pelarut yang digunakan dalam ekstraksi
kandungan metabolit sekunder jeruk nipis adalah 1 : 10. Metode ekstraksi yang
digunakan adalah maserasi atau perendaman dalam etanol 70% selama 1 x 24 jam
dimana 6 jam awal dilakukan penggojokan menggunakan shaker, kemudian 18 jam
selanjutnya dimaserasi pada suhu ruang. Setelah maserasi selesai dilakukan
penyaringan menggunakan kertas saring sehingga didapatkan filtratnya. Setelah
filtrat tersaring, kemudian dipindahkan dalam rotary evaporator untuk dipekatkan
menggunakan suhu 40°C sampai pelarut menguap dan ekstrak menjadi kental.

Ekstrak kental akan digunakan sebagai bahan uji aktivitas antibakteri yang akan
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dilarutkan menggunakan larutan kontrol (DMSO 1%) dengan perbandingan
1mL:99mL dalam aquades. Kemudian dibuat beberapa perbandingan konsentrasi
dari perlakuan.
3.4.1.3. Kultur Bakteri

Bakteri E. coli didapatkan dari isolat murni yang didapat dari AgavilLab
bukan hasil isolasi sampai dengan pembiakan pribadi. Bakteri diremajakan pada
media NA (Nutrient Agarose). Media NA dibuat dengan rasio 28g : 1000mL
aquades, sehingga untuk membuat 3 cawan petri dengan total media 60mL
dibutuhkan media sebanyak 1,68g, lalu di sterilkan dalam autoclave. Bakteri
diinokulasikan pada media NA secara aseptis di dalam LAF menggunakan api
bunsen menyala. Inokulasi bakteri dilakukan menggunakan metode streak plate
(goresan) kemudian diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C dalam
inkubator.
3.4.1.4. Persiapan Media Uji

Media yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri dengan parameter zona
hambat yaitu Muller Histon Agar (MHA). Media ini merupakan media umum yang
digunakan untuk uji aktivitas sinergis antara senyawa antibakteri dengan bakteri uji
seperti E. coli untuk menunjukkan ada atau tidaknya zona hambat yang terbentuk.
Media ini dibuat dengan perbandingan media sebanyak 5,7 gram dalam 150 mL
aquades kemudian dihomogenkan dan dipanaskan di atas hot plate sampai larutan
berwarna jernih dan dilakukan sterilisasi dalam autoclave. Media steril MHA yang

akan digunakan dituang dalam cawan petri steril sebanyak 20 mL.
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3.4.2. Uji Aktivitas Antibakteri (Zona Hambat)

Uji aktivitas antibakteri dari ekstrak bunga telang, ekstrak jeruk nipis, dan
kombinasi ekstrak bunga telang dan jeruk nipis dilakukan menggunakan metode
difusi cakram dengan kertas cakram secara aseptis di dalam Laminar Air Flow
(LAF). Media uji aktivitas antibakteri yang digunakan yaitu Muller Histon Agar
(MHA) yang dituangkan di cawan petri. Biakan murni E. coli diinokulasikan ke
media MHA menggunakan cutton swab menggunakan metode streakplate.
Disiapkan ekstrak etanol bunga telang dan ekstrak kombinasi bunga telang dan
jeruk nipis sebanyak 20 pL setiap perlakuan. Direndam kertas cakram berukuran 6
mm ke dalam ketiga jenis kombinasi ekstrak yang telah dibuat sebelumnya,
kemudian hasil rendaman kertas cakram diletakkan di media MHA yang telah
diinokulasikan E. coli sebelumnya.

Kertas cakram juga direndam pada kontrol positif (antibiotik) dan kontrol
negatif (larutan DMSO 1%), kemudian diletakkan di cawan petri berisi bakteri uji.
Kemudian dilakukan inkubasi di suhu 37°C selama 24 jam. Setelah 24 jam inkubasi,
dilakukan pengukuran zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka sorong
(mm) dengan rumus rata-rata diameter horizontal dan vertikalnya seperti rumus
pada gambat 3.1 Kemudian, dianalisis kategori penghambatannya berdasarkan

literatur yang diketahui.

(T — De) + (Dh — D)
]

Dv : Diameter verikal
Db : Diameter horizontal

Dc : Diameter caloam sumuran

Gambar 3.1 Rumus perhitungan zona hambat uji antibakteri. (Rahmah dkk, 2024;
Winastri dkk, 2020)
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3.4.3. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) atau Minimum Inhibitory
Concentration (MIC)

Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dilakukan dengan metode
mikrodilusi pada 96-well plate. Total volume yang digunakan pada setiap sumuran
well plate adalah 200 pL. Kombinasi ekstrak terbaik pada uji zona hambat
disiapkan untuk diuji lanjut MIC. Kombinasi ekstrak 25% T : 75 % J dibuat dengan
perbandingan berturut-turut 0,125¢g : 0,375g kemudian dilarutkan dengan DMSO
1% sampai diperoleh volume 2mL. Bakteri Escherichia coli disuspensi terlebih
dahulu mencapai kekeruhan setara McFarland 0,5 (+1,5 x 108 CFU/mL) untuk
memastikan jumlah inokulum yang seragam. Uji MIC menggunakan suspensi
bakteri yang lebih encer yaitu 5 x 10° CFU/mL sesuai dengan standar inokulum.
Sehingga didapatkan OD (600) + 0,008-0,01 yang sesuai untuk digunakan pada uji
lanjut MIC. Pengenceran dilakukan dengan mengambil 10uL dan ditambahkan
dengan 90 pL media MHB untuk mendapatkan OD (600) setara + 0,008-0,01.

Uji MIC dilakukan dalam 7 kali pengenceran meliputi konsentrasi 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,5625%, 0,78%, dan 0,39%. Perbandingan akhir dari
volume MHB, ekstrak, dan suspensi bakteri yaitu 1:1:2. Media MHB dituang ke
dalam setiap sumuran sebanyak 100uL yang dilakukan secara aseptis dalam LAF.
Kombinasi ekstrak bunga telang dan jeruk nipis yang telah disiapkan sebelumnya
ditambahkan setelah MHB menggunakan mikrotipe yang berbeda sebanyak 100pL
ke dalam sumuran pertama, kemudian dihomogenkan. Campuran MHB dan ekstrak
pada sumuran pertama diambil sebanyak 100uL, kemudian dipindahkan ke
sumuran kedua, lalu dihomogenkan kembali (langkah ini diulangi sampai sumuran

ke tujuh). Larutan pengenceran pada sumuran ketujuh diambil sebanyak 100uL
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kemudian dibuang. Langkah ini dilakukan sebanyak tiga ulangan pada baris
berikutnya.

Kontrol pada uji MIC dibuat sebanyak 4 perlakuan yaitu kontrol media MHB
saja, kontrol media dan ekstrak, kontrol media dan bakteri, serta kontrol media,
bakteri, dan antibiotik. Kontrol media diisi media MHB sebanyak 200uL. Kontrol
media dan kombinasi ekstrak diisi media MHB sebanyak 100uL dan kombinasi
ekstrak sebanyak 100uL. Kontrol media dan bakteri diisi media MHB sebanyak
100pL dan suspensi bakteri dalam MHB sebanyak 100uL. kemudian, kontrol
media MHB-suspensi bakteri-antibiotik diisi secara berurutan yaitu 100uL, 33uL,
dan 67uL.

Mikroplate diinkubasi pada suhu 37°C selama +20 jam. Hasil inkubasi
diamati kekeruhannya secara kualitatif dan didokumentasi. Secara kuantitatif, hasil
dilakukan pembacaan menggunakan ELISA READER (Diatek Dr-200BC) pada
panjang gelombang 575nm untuk memperoleh nilai OD (Optical Density).
Dianalisis hasil perhitungan OD nya kemudian dihitung ketetapan kekeruhan asli
(bukan palsu hasil kekeruhan warna ekstrak) menggunakan rumus berikut:

OD control — OD treatment * 100
OD control

% of inhibition =

3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh diuji normalitas Shapiro-Wilk dan homogenitas Levene
untuk mengetahui distribusi homogenitas data. Data dilanjutkan dengan uji
Kruskal-Wallis. Uji Post Hoc Multiple Comparison dengan metode Mann-Whitney
untuk melihat adanya perbedaan atau tidak pada masing-masing perlakuan terhadap

perlakuan yang lain maupun terhadap kontrol yang ada.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Clitoria ternatea dan Citrus
aurantifolia terhadap Escherichia coli

Hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak Clitoria ternatea dan Citrus
aurantifolia terhadap Escherichia coli dengan kombinasi konsentrasi perlakuan P1-
P5 secara berturut-turut yaitu 25%:75%, 50%:50%, 75%:25%, 100% bunga telang,
dan 100% jeruk nipis menunjukkan bahwa adanya potensi antibakteri yang
ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat pada perlakuan P1, P2, P3, dan P5,
tetapi tidak terlihat adanya zona hambat pada P4 (telang 100%). Rata-rata diameter
zona hambat yang terbentuk pada setiap perlakuan setelah dikurangi dengan
diameter cakram disc secara berurutan dari P1-P5 adalah 10.17mm, 2.67mm,
1.00mm, Omm, dan 10.83mm. Rata-rata diameter zona hambat yang terbentuk pada
perlakuan kontrol yaitu K(-) Omm, K(+) sebesar 25.83mm, dan kontrol asam
askorbat sebesar 2.67mm. Zona hambat dari perlakuan P1-P5 serta kontrol

ditunjukkan pada tabel (4.1).
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Tabel 4.1 Hasil Uji Antibakteri Kombinasi Ekstrak Clitoria ternatea dan Citrus
aurantifolia terhadap Escherichia coli

Rata-Rata Diameter

. Perlakuan
Bakteri Kombinasi (%) Daya I—I(f;lnmn?)at +SD  Keterangan
Escherichia coli  P1 (T 25% : J 75%) 10.17 £1.89 Kuat
P2 (T 50 : J 50%) 2.67 £2.08 Lemah
P3 (T 75% : J 25%) 1.00 £ 1.00 Lemah
P4 (T 100%) 0 Tidak ada
P5 (J 100%) 10.83 + 2.08 Kuat
K () 0 Tidak ada
K (+) 25.83+0.29 Sangat kuat
Kontrol Asam
Askorbat 2.67 +£1.53 Lemah
Keterangan :
T : Ekstrak Bunga Telang K (-) : DMSO 1%
J : Ekstrak Jeruk Nipis K (+) : Ciprofloxacin

gt N - o 2

Gambar 4.1  Diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar cakram disc.

a) P1=25%T:75%]J; b) P2 = 50%T:50%J; ¢) P3 = 75%T:25%]J;
d) P4 = 100%T; €) P5 = 100%J; f) K(-) DMSO 1%; g) K(+)
Ciprofloxacin; h) Asam askorbat (Dokumentasi Pribadi)

Tabel 4.1 dan gambar 4.1 menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi ekstrak
bunga telang dan jeruk nipis terbaik yaitu pada kombinasi P1 (T 25% : J 75%)
dengan diameter zona hambat rata-rata adalah 10,17+1.89mm dan memiliki
kategori penghambatan “kuat” terhadap Escherichia coli. Hasil ini menunjukkan

bahwa perlakuan dengan volume jeruk nipis yang lebih dominan dibandingkan
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ekstrak bunga telang memiliki efektivitas antibakteri lebih tinggi dibandingkan
dengan volume ekstrak bunga telang yang lebih banyak atau sama dengan volume
ekstrak jeruk nipis. Hal tersebut diduga disebabkan karena beberapa faktor seperti
penentuan konsentrasi kombinasi awal kedua ekstrak, metode ekstraksi dan jenis
pelarut, kandungan metabolit sekunder setiap ekstrak, stabilitas ekstrak, bakteri
target Escherichia coli yang termasuk bakteri gram negatif dengan dinding sel yang
lebih kompleks, dan lain-lain. Sebagaimana dijelaskan juga oleh P.H. D.P., dkk
(2025) dan Pupitasari & Sari (2023) bahwa perbedaan penggunaan metode

ekstraksi dapat mempengaruhi rendeman dan kadar senyawa dalam ekstrak.

Perlakuan 2 dan 3 menunjukkan adanya penurunan besar zona hambat yang
signifikan dibandingkan dengan P1 menjadi <5 mm sehingga dikategorikan ke
dalam penghambatan lemah. Diketahui bahwa seiring dengan penambahan volume
ekstrak bunga telang menunjukkan adanya penurunan terhadap zona hambat yang
dihasilkan, tetapi semakin bertambahnya volume ekstrak jeruk nipis menunjukkan
adanya peningkatan lebar zona hambat. Terlihat juga pada ekstrak bunga telang
100% menunjukkan tidak adanya zona hambat, namun pada ekstrak jeruk nipis
menunjukkan penghambatan kuat. Demikian pada kontrol asam askorbat
menunjukkan adanya zona hambat yang terbentuk meskipun masih dalam kategori
rendah. Hal ini menunjukkan adanya dugaan terbentuknya zona hambat bukan
hanya disebabkan karena pengaruh metabolit sekunder setiap kombinasi ekstrak
tetapi juga pengaruh pH atau asam. Li et al (2024) dalam artikel reviewnya
menunjukkan bahwa Escherichia coli dapat bertahan hidup mendekati lingkungan
netral, bakteri ini juga memiliki beberapa sistem pertahanan akan lingkungan asam

yaitu AR 1-6 dan TCA, sehingga mampu bertahan pada lingkungan dengan pH
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sampai 2 namun tidak dapat tumbuh melainkan hanya bertahan beberapa jam saja.
Demikian, dapat diketahui bahwa bakteri ini diduga tidak mampu bertahan pada
keasaman jeruk, sehingga seiring bertambahnya volume jeruk nipis zona hambat
yang terbentuk semakin besar.

Perlakuan 4 (100% bunga telang) menunjukkan bahwa tidak ada zona
hambat yang terbentuk di sekitar kertas cakram, kondisi demikian bukan berarti
ekstrak bunga telang tidak memiliki potensi sebagai antibakteri tetapi dapat
dipengaruhi oleh faktor lainnya. Konsentrasi awal bunga telang ditentukan
berdasarkan referensi penelitian Ganis dkk (2022) dan Widyasanti & Febrianti
(2024) yang menunjukkan ekstrak bunga telang pada konsentrasi 20% dengan jenis
pelarut berbeda dan metode ekstraksi berbeda sudah terdapat zona hambat sekitar
6-7mm dengan kategori sedang (tetapi data belum tervalidasi apakah sudah
dikurangi dengan diameter kertas cakram). Hasil uji pendahuluan penelitian ini
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut zona hambat belum terbentuk
sehingga mempertimbangkan untuk meningkatkan konsentrasi menjadi 25%,
namun hasil akhir ekstrak bunga telang dengan metode ekstraksi maserasi 24 jam
menggunakan pelarut 70% masih menghasilkan zona hambat yang lemah.
Perbedaan metode ekstraksi, pelarut, ekstrak yang dihasilkan kemungkinan dapat
mempengaruhi hasil dari potensi antibakterinya. Beberapa jurnal referensi juga
menunjukkan bahwa ekstrak bunga telang memiliki kemampuan antibakteri yang
lemah-sedang sebagaimana yang dijelaskan pada penelitian Ganis dkk (2022),
Jeyaraj et al (2024), Widyasanti & Febrianti (2024) berdasarkan pelarut dan metode

ekstraksi.
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Perlakuan 5 (100% ekstrak jeruk nipis) menghasilkan zona hambat sebesar
10.83 + 2.08mm dengan kategori penghambatan kuat. Zona hambat tersebut lebih
besar dibandingkan dengan perlakuan kombinasi terbaik P1, meskipun tidak
berbeda secara signifikan. Perlakuan ini menunjukkan bahwa ekstrak jeruk nipis
memiliki efektivitas lebih besar sebagai antibakteri pada Escherichia coli
dibandingkan ekstrak bunga telang. Hasil tersebut diduga karena jeruk nipis
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai
antibakteri, seperti flavonoid, tanin, saponin, asam sitrat, minyak atsiri dan lain-lain
(Sari dkk, 2021).

Penentuan konsentrasi dari ekstrak jeruk nipis disamakan dengan ekstrak
bunga telang yaitu sebesar 25%, hal ini untuk menunjukkan efek sinergis jika
dikombinasikan dengan perbandingan yang sama. Penentuan konsentrasi ini diduga
menjadi salah satu faktor yang menyebabkan adanya dominasi dari pengaruh
pemberian ekstrak jeruk nipis. Penelitian oleh Sari dkk (2021) menunjukkan bahwa
konsentrasi 25% dari perasan kulit buah jeruk nipis menghasilkan rata-rata zona
hambat pertumbuhan E. coli sebesar 19.43 + 1.288 mm dan dikategorikan kuat
sebagai antibakteri. Selain itu, penelitian oleh Prasetya dkk (2023) yang
menunjukkan bahwa pada ekstrak kulit jeruk nipis dengan konsentrasi 20% telah
memiliki aktivitas antibakteri yang ditunjukkan dengan adanya zona hambat rata-
rata sebesar 13.7 £ 1.5 mm. Pernyataan tersebut memperkuat dugaan adanya
dominansi senyawa metabolit sekunder yang dimiliki oleh jeruk nipis karena
konsentrasi awal yang ditentukan bukan berdasarkan konsentrasi minimum yang

dapat menghambat pertumbuhan bakteri, melainkan konsentrasi yang telah
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menunjukkan konsentrasi kuat untuk menghambat pertumbuhan bakteri seperti E.
coli.

Mekanisme kerja antibakteri pada perlakuan 1 hingga 3 diduga didukung
kuat oleh peran sinergisitas kandungan senyawa metabolit sekunder dari kedua
ekstrak baik bunga telang maupun jeruk nipis. Bunga telang diduga mengandung
antosianin, flavonoid, tanin, dan saponin yang diketahui memiliki aktivitas
antimikroba. Penelitian oleh Jeyaraj et al (2022) menyatakan bahwa fraksi kaya
antosianin dari Clitoria ternatea memiliki aktivitas antibakteri yang lebih kuat
dibandingkan ekstrak kasar dan mampu menghambat pertumbuhan E. coli.
Pernyataan tersebut menunjukkan bahwa bentuk fraksi antosianin memiliki
kemampuan antibakteri lebih optimal dibandingkan ekstrak kasar, karena
antosianin lebih murni tidak terdapat campuran pelarut atau kandungan senyawa
lain seperti pada penelitian ini. Antosianin sebagai antibakteri berperan untuk
mengganggu metabolisme lipid membran, metabolisme asam amino, dan sistem
energi sel bakteri sehingga pertumbuhan dari Escherichia coli menurun secara
signifikan. Meskipun E. coli memiliki sistem pertahanan berupa membran luar yang
kaya lipopolisakarida (LPS), paparan antosianin secara terus-menerus dapat
mengganggu stabilitas membran dan menurunkan kemampuan adaptasi bakteri
terhadap stres lingkungan.

Jeyaraj et al (2023) membuktikan bahwa antosianin tidak secara langsung
menempel pada membran lalu merusaknya, melainkan adanya perubahan yang
terjadi pada metabolit yang berhubungan dengan glyserophospholipid, asam amino,
dan energi sel setelah terpapar oleh antosianin. Antosianin bunga telang tidak

bekerja seperti antibiotik yang langsung dapat membunuh sel bakteri, tetapi
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senyawa ini mengganggu metabolisme penting pada bakteri salah satunya pada
Escherichia coli. Senyawa ini akan mengubah metabolisme lipid yang berperan
membangun membran sel. Hal ini dapat mengakibatkan fosfolipid tidak terbentuk
normal, membran tidak stabil, permeabilitas membran meningkat, sehingga
mengakibatkan kebocoran membran.

Kebocoran membran tersebut dapat menyebabkan komponen sel seperti ion
K+, protein, asam amino, dan metabolit keluar dari dalam membran sel sehingga
terjadi ketidakseimbangan osmotik. Antosianin dapat menyebabkan perubahan
jalur metabolisme energi bakteri sehingga produksi energi dari bakteri dapat
terganggu. Akibatnya terjadi penurunan produksi ATP, dimana ATP sendiri
dibutuhkan untuk sintesis protein, transport nutrien, sampai pembelahan sel.
Penurunan produksi ATP mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan dari bakteri
dan berkurangnya jumlah bakteri (Jeyaraj et al, 2022). Pernyataan-pernyataan
tersebut menunjukkan bahwa antosianin murni berpotensi sebagai antibakteri
meskipun dibuktikan hanya dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli,
tidak dengan potensi bunuh bakteri. Batasan dari penelitian ini adalah ekstrak bunga
telang termasuk kedalam jenis ekstrak kasar atau masih terdapat campuran dari
pelarut dan senyawa metabolit lain seperti flavonoid, saponin, tanin dan metabolit
sekunder lain sehingga memungkinkan adanya pengaruh senyawa antibakteri lain
selain dari antosianin.

Clitoria ternatea memiliki kandungan flavonoid yang memiliki kemampuan
dalam membentuk protein ekstraseluler yang solubel terhadap dinding dan
membran sel bakteri, kemudian menjadi terlarut dan mengakibatkan keluarnya

senyawa intraseluler (ion, protein, dan asam nukleat) yang menyebabkan rusaknya
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membran sel bakteri karena terganggunya metabolisme sel bakteri. Kandungan
saponin pada bunga telang mampu menurunkan tegangan permukaan dari sel
bakteri sehingga terjadi peningkatan permeabilitas sel bakteri, sehingga zat
intraseluler akan keluar dari sel dan mengakibatkan kematian bakteri (PH, Dian
Pramana et al, 2025). Selain peran senyawa dari bunga telang, kandungan metabolit
sekunder ekstrak jeruk nipis diduga saling bersinergis dengan kandungan metabolit
sekunder dari ekstrak bunga telang sehingga meningkatkan efektivitas antibakteri
dari bunga telang.

Jeruk nipis mengandung senyawa metabolit sekunder yang juga dimiliki oleh
bunga telang seperti flavonoid, saponin, tanin, alkaloid sehingga kombinasi kedua
ekstrak tersebut dinilai mampu menghasilkan kombinasi senyawa yang sinergis dan
berpotensi besar sebagai antibakteri. Menurut Wong (2017) kulit jeruk nipis
mengandung bahan aktif lain yang dapat memberi efek antibakteri seperti limonen,
linalool, dan mirsen yang bekerja dengan merusak membran sel bakteri. Selain itu,
diduga jeruk nipis memiliki kandungan minyak atsiri dan asam sitrat. Asam sitrat
memiliki karakteristik yaitu ukuran molekul yang kecil, sangat larut dalam air, dan
mudah berdifusi. Kandungan asam sitrat dari jeruk nipis mampu menurunkan pH
lingkungan sehingga dapat mengganggu kestabilan membran luar Escherichia coli
dan menyebabkan perubahan permeabilitas membran, sampai kebocoran
komponen intraseluler.

Pernyataan tersebut diduga mendukung P1 menjadi perlakuan terbaik yang
menunjukkan komposisi jeruk nipis yang lebih dominan memberikan efek
antibakteri yang semakin besar juga. Besarnya zona hambat pada perlakuan P1

(25% bunga telang : 75% jeruk nipis) diduga disebabkan oleh tingginya proporsi
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senyawa aktif jeruk nipis yang berperan dalam meningkatkan permeabilitas
membran luar Escherichia coli (Alakomi et al, 2000). Asam sitrat pada jeruk nipis
mampu menciptakan kondisi asam yang mengganggu kestabilan lapisan
lipopolisakarida (LPS) pada membran luar bakteri Gram-negatif. Kerusakan
struktur LPS menyebabkan membran menjadi lebih permeabel sehingga senyawa
bioaktif lain lebih mudah memasuki sel bakteri. Selain itu, flavonoid dan minyak
atsiri jeruk nipis dapat mengganggu integritas membran dan aktivitas enzim
metabolik. Kondisi tersebut memungkinkan antosianin bunga telang berinteraksi
lebih efektif dengan sistem metabolisme bakteri, termasuk metabolisme lipid
membran dan metabolisme energi sebagaimana dilaporkan oleh Jeyaraj et al
(2023). Akibat gangguan berlapis tersebut, pertumbuhan E. coli menjadi terhambat
sehingga menghasilkan zona hambat yang lebih besar dibandingkan perlakuan lain.

Sebaliknya, perlakuan 2 dan 3 mengalami penurunan besar dari zona hambat
seiring dengan penambahan proporsi dari ekstrak bunga telang dan berkurangnya
proporsi dari ekstrak jeruk nipis. Hal ini diduga karena adanya penurunan
kandungan asam sitrat yang berperan dalam merusak pertahanan membran luar
sehingga senyawa metabolit sekunder yang lain seperti flavonoid, antosianin, dan
lain-lain sulit untuk menembus membran luar Escherichia coli yang memiliki
ketahanan LPS. Diduga terdapat interaksi antar senyawa yang menyebabkan
peningkatan konsentrasi bunga telang tidak selalu diikuti peningkatan aktivitas
antibakteri. Peningkatan proporsi ekstrak bunga telang menunjukkan pula
peningkatan antosianin, akibatnya viskositas meningkat yang dapat mengurangi

difusi senyawa pada media agar, dan berakhir pada penurunan besar zona hambat.
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Antosianin, flavonoid, tanin sendiri memiliki ukuran molekul relatif lebih besar
dibanding asam sitrat.

Difusi senyawa pada media juga dijelaskan oleh PH, Dian Pramana et al
(2025) bahwa aktivitas dari ekstrak bunga telang sebagai antibakteri dapat
dipengaruhi oleh jumlah media yang digunakan. Semakin banyak media yang
dituangkan pada cawan petri, maka akan mempengaruhi difusi ekstrak pada media
yang telah diinokulasikan suspensi bakteri uji. Metode difusi cakram diketahui
memiliki prinsip dimana zat antibakteri akan berdifusi melewati MHA sehingga
akan terbentuk gradien konsentrasi seperti yang terlihat pada gambar 4.1.

Uji zona hambat menunjukkan kombinasi konsentrasi terbaik dengan
perbandingan ekstrak bunga telang dan jeruk nipis yaitu 25% : 75% dengan hasil
zona hambat sebesar 10,17mm (kuat). Berdasarkan hasil penelitian ini diketahui
setiap senyawa memiliki takaran atau kadar masing-masing untuk menghasilkan
zona hambat terbaik. Hal ini berkaitan dengan firman Allah SWT dalam Surah Al

A’la ayat 3 yang berbunyi :
P Lo 1
Artinya : “Dan yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk.”
(QS Al A’1a [87]: 3)

Tafsir Kemenag 2019 menyampaikan bahwa, Dialah pula yang menentukan
kadar masing-masing ciptaan-Nya dengan kadar dan ukuran yang sempurna, dan
memberi petunjuk kepada makhluk hidup apa yang menjadi kebutuhan dan
kemaslahatan hidupnya melalui naluri yang Allah ciptakan pada diri mereka [Al
A'la:3]. Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT telah menciptakan segala

sesuatu baik makhluk hidup maupun benda mati sesuai dengan kadarnya tidak

kurang atau lebih, seperti halnya pada penelitian ini dimana kandungan metabolit
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sekunder pada bunga telang yang berpotensi sebagai antibakteri dapat
menunjukkan aktivitas antibakterinya lebih baik ketika dikombinasikan dengan
senyawa metabolit dari jeruk nipis dengan kadar tertentu melalui penelitian
sehingga menghasilkan senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri alami yaitu P1
(25% ekstrak bunga telang : 75% ekstrak jeruk nipis).

4.2 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) atau Minimum Inhibitory
Concentration (MIC)

Uji KHM ini dilakukan sebagai uji lanjut setelah ditentukannya hasil zona
hambat terbaik yaitu P1 untuk mengetahui keakuratan konsentrasi terendah
penghambatan yang tidak dipengaruhi media agar. Hasil uji Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) pada penelitian ini menunjukkan bahwa dari ketujuh sumuran
yang ditentukan, sumuran ke empat atau pada konsentrasi 3,125% larutan jernih
dan diduga menjadi konsentrasi hambat minimum, namun Kketika uji nilai
absorbansi menggunakan ELISA reader A5 (konsentrasi 1,562%) menunjukkan
nilai absorbansi terendah dibanding seluruh perlakuan. Pengenceran 1-3 atau
konsentrasi 25%-6,25% larutan memiliki nilai absorbansi yang tinggi, karena
dipengaruhi warna ekstrak sehingga sulit untuk diamati tingkat kejernihannya
menggunakan kasat mata maupun menggunakan alat. Sumuran ke enam dan ke
tujuh menunjukkan adanya endapan keruh di dasar sumuran dan warna larutan yang
keruh menunjukkan adanya pertumbuhan dari Escherichia coli. Hasil uji MIC
terlihat pada gambar 4.2.

Kontrol media Mueller Histon Broth atau MHB (K1) menunjukkan media
jernih atau tidak terkontaminasi bakteri. Kontrol media dan ekstrak (K2)

menunjukkan warna yang ungu pekat yang disebabkan adanya pengaruh interaksi
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antosianin ekstrak bunga telang dan asam dari jeruk nipis. Kontrol media dan
bakteri menunjukkan adanya endapan keruh di dasar media yang menunjukkan
adanya pertumbuhan optimal dari Escherichia coli pada MHB. Kontrol terakhir,
campuran media, suspensi bakteri, dan antibiotik ciprofloxacin menunjukkan
larutan berwarna jernih diduga antibakteri bekerja efektif untuk menekan

pertumbuhan Escherichia coli. Hasil uji KHM dapat dilihat pada gambar 4.2.
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Gambar 4.2 K1 : Kontrol Media; K2 : Kontrol Media + Ekstrak; K3 :
Kontrol Media + Bakteri; K4 : Kontrol Media + bakteri +
antibiotik (Dokumentasi Pribadi)

Tabel 4.2 Tingkat Kekeruhan Hasil Uji MIC secara Visual atau Kualitatif

Konsentrasi dalam

S Tingkat Kekeruhan Keterangan
umuran
Sumuran 1 (25%) - Koreksi warna larutan
Sumuran 2 (12,5%) - Koreksi warna larutan
Sumuran 3 (6,25%) - Jernih
Sumuran 4 (3,125%) - Jernih
Sumuran 5 (1,5625%) + Keruh (ada endapan)
Sumuran 6 (0,78%) +++ Keruh sekali
Sumuran 7 (0,39%) +++ Keruh sekali
K1 - Jernih
K2 - Jernih
K3 +++ Keruh sekali

K4 - Jernih
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OD Rata-Rata oD o .
Kelompok +SD Terkoreksi YoInhibisi Keterangan
Perlakuan
Al (25%) 3.437 +0.267 2.947 -87.0% Koreksi warna
A2 (12,5%) 2.084 +1.050 1.594 -1.1% Koreksi warna
A3 (6,25%) 1.274+0.154 0.784 50.3% Terhambat
A4 0 Terhambat
(3,125%) 0.990 + 0.265 0.500 68.3%
A5 0 Terhambat
(1,563%) 0.679 £ 0.127 0.189 88.0%
A6 0 Tumbuh
(0.780%) 2.279 £ 0.048 1.789 -13.5%
A7 0 Tumbuh
(0,390%) 2.078 £ 0.044 1.588 -0.8%
Kontrol
K1 0.490 + 0.196 0,00_0 o Kontrol media
(baseline)
K2 3.803 + 0.186 — — Kontrol media -
ekstrak
0% (acuan  Kontrol media -
K3 2.066 + 0.053 1.576 100% bakteri
tumbuh)
Kontrol media -
K4 0.777 £ 0.434 0.287 81.789 bakteri -
antibiotik

Tabel 4.3 menunjukkan beberapa perlakuan dengan hasil inhibisi yang

berbeda-beda. Persentase inhibisi ini menunjukkan seberapa besar perlakuan

mampu menekan pertumbuhan bakteri secara proporsional dibandingkan kondisi

tanpa hambatan. Semakin besar persentase % inhibisi maka semakin bakteri

mendapat tekanan dan tidak dapat tumbuh karena adanya pengaruh perlakuan.

Sehingga dari tabel 4.3 ditunjukkan bahwa pada Al dan A2 menghasilkan %

inhibisi negatif yaitu -87.0% dan -1,1%, hal ini dapat disebabkan karena adanya

pengaruh warna antosianin sehingga meningkatkan kekeruhan larutan pada Al dan

A2. Sedangkan pada A3-A5 ditunjukkan bahwa adanya %inhibisi yaitu secara

berturut-turut 50.3%, 68.3%, dan 88,0%. Pada A3 secara visual masih terdapat
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pengaruh dari warna antosianin ekstrak sehingga menambah kekeruhan dari nilai
OD ataupun hasil inhibisi. A4 diduga menjadi kandidat MIC karena memiliki nilai
% inhibisi lebih akurat dibanding dengan A5 dan diduga telah sedikit terdapat
pengaruh dari warna antosianin.

Well A5 diduga menjadi data anomali karena menghasilkan data absorbansi
yang berbeda signifikan dengan A6 sehingga tidak dapat secara langsung dijadikan
nilai  MIC. Konsentrasi minimum penghambatan ditentukan berdasarkan
mekanisme absorbansi yang akan menurun konsisten dari konsentrasi tertinggi ke
konsentrasi minimal penghambatan dan akan naik kembali secara konsisten ketika
telah mencapai konsentrasi minimum penghambatan sampai konsentrasi terendah
(Jubair et al., 2022). Terdapat data yang tidak konsisten pada sumuran ke lima,
dimana data menurun dengan OD 0.679 + 0.127, lalu naik kembali secara signifikan
pada sumuran ke tujuh menjadi 2.279 + 0.048. Ketidakkonsistensian pola ini
menjadi pertimbangan untuk penentuan nilai MIC pada konsentrasi tersebut karena
ada faktor pengganggu yang mempengaruhi keakuratan pembacaan OD (Clarhaut
et al, 2025).

Secara visual, terlihat bahwa sumuran ke lima atau konsentrasi 1,562% pada
replika kedua menunjukkan adanya endapan pada bagian dasar dari sumuran.
Endapan tersebut diduga terjadi karena dua sebab yaitu sel bakteri yang mati atau
adanya presipitat dari komponen ekstrak yang mengendap pda konsentrasi tertentu
sehingga tidak lagi terbaca sebagai absorbansi oleh Elisa Reader. Pembentukan
sedimen pada dasar sumuran uji ketika menggunakan ekstrak tanaman dapat

menghambat cahaya yang melewatinya dan mengganggu pembacaan pada
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microplate reader. Adanya ketidakkonsistensian dan ketidakakuratan tersebut,
perlu dikonfirmasi dengan uji lanjut ke uji MBC.

Pengujian MIC menggunakan metode broth microdillution standar yang
tersedia saat ini lebih optimal digunakan untuk senyawa tunggal, bukan untuk
ekstrak tanaman kasar (crude extract), sehingga penerapannya pada ekstrak
tanaman dapat mengalami beberapa tantangan, termasuk interferensi warna dan
pembentukan presipitat sebagaimana yang terjadi pada penelitian ini. Antosianin
dari bunga telang secara inheren bersifat berwarna intensif. Pernyataan tersebut
menunjukkan bahwa pembacaan OD sebagai penentu pertumbuhan bakteri tidak
dapat digunakan secara langsung tanpa koreksi yang memadai (Liu et al, 2007).

Penentuan nilai KHM pada penelitian ini ditentukan berdasarkan
konsentrasi terendah dimana endapan bakteri tidak terbentuk dan warna larutan
jernih. Hal ini sesuai dengan pernyataan Andrews (2001) & Jubair et al (2022)
bahwa Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) pada uji antibakteri ditentukan
berdasarkan konsentrasi antibakteri terendah yang mampu menghambat bakteri
yang dapat diketahui dengan warna larutan yang jernih setelah inkubasi semalam.
Semakin pekat ekstrak maka semakin besar penghambatan bakteri dimana
ditunjukkan dengan warna larutan yang jernih. Sebaliknya, semakin rendah
konsentrasi ekstrak maka bakteri yang tumbuh semakin banyak sehingga
menunjukkan warna larutan yang keruh.

Berdasarkan pernyataan di atas dan data analisis yang diperoleh dari
penelitian yang ditunjukkan pada grafik gambar 4.3, diduga konsentrasi 3,125%
(well ke empat) menunjukkan nilai KHM. Hasil tersebut menunjukkan bahwa

kombinasi ekstrak masih efektif menghambat pertumbuhan Escherichia coli
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meskipun telah mengalami pengenceran bertingkat dari konsentrasi awal yaitu
25%.

Rendahnya nilai KHM yang dihasilkan sejalan dengan besarnya zona
hambat pada perlakuan P1 (25% bunga telang : 75% jeruk nipis), sehingga diduga
bahwa kombinasi tersebut merupakan formasi paling efektif dalam penelitian ini.
Hal tersebut juga menujukkan bahwa efektivitas kombinasi tidak hanya ditentukan
berdasarkan tingginya proporsi ekstrak jeruk nipis tetapi kombinasi dan adanya
sinergisitas kedua ekstrak, sehingga meskipun semakin rendah konsentrasinya
efektivitasnya masih aktif sebagai antibakteri.

Uji KHM menggunakan metode microdilution broth ini dilakukan sebagai
uji lanjutan dari metode difusi cakram untuk mengetahui efektivitas antibakteri
kombinasi ekstrak pada media cair. Diketahui bahwa metode difusi agar memiliki
keterbatasan dimana senyawa dari ekstrak diduga tidak dapat berdifusi secara
optimal dalam media agar sehingga kemungkinan hasil dari zona hambat tidak
selalu mencerminkan aktivitas antibakteri yang sebenarnya (Eloff, 2019).

Hasil dari uji MIC menunjukkan bahwa dengan konsentrasi rendah yaitu
3,125% dari kombinasi ekstrak bunga telang dan jeruk nipis sudah menunjukkan
potensi dalam penghambatan terhadap Escherichia coli, dengan begitu diduga
kombinasi P1 memiliki potensi optimal sebagai antibakteri terhadap bakteri uji.
Potensi antibakteri dari tanaman ini berkaitan dengan kebesaran Allah SWT yang
telah menciptakan tumbuh-tumbuhan dengan beragam manfaatnya salah satunya
sebagai tanaman obat sebagaimana yang dijelaskan Allah SWT dalam Al Quran

Surah An Nahl ayat 69 yang berbunyi:
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Artinya : “Kemudian, makanlah (wahai lebah) dari segala (macam) buah-buahan
lalu tempuhlah jalan-jalan Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu).”
Dari perutnya itu keluar minuman (madu) yang beraneka warnanya. Di
dalamnya terdapat obat bagi manusia. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi kaum
yang berpikir.” (QS An Nahl [16]: 69)

Tafsir Al Misbah (2002) menafsirkan tentang ayat ini bahwa Allah SWT
telah memerintahkan lebah dengan naluri yang begitu mengagumkan, lebah dengan
berbagai kegiatan yang bermanfaat dengan sangat mudah, bahkan bermanfaat untuk
manusia. Ayat ini menyampaikan bahwa keluar dari dalam perutnya setelah lebah
menghisab sari kembang-kembang, sejenis minuman yang sangat lezat yaitu madu
yang bermacam-macam warnanya sesuai dengan waktu dan jenis sari kembang
yang dihisapnya. Didalamnya yaitu madu itu terdapat obat penyembuhan bagi
manusia walaupun kembang yang dimakannya ada yang bermanfaat dan ada yang
berbahaya bagi manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar
terdapat tanda kekuasaan dan kebesaran Allah bagi orang-orang yang berpikir.
Tafsir ini menujukkan bahwa kebesaran Allah SWT dalam menciptakan lebah yang
dapat memberikan manfaat bagi kehidupan terutama bagi manusia sebab madu
yang dihasilkan dapat menjadi penyembuh bagi manusia (meskipun tidak dapat
digeneralisir sebagai obat semua penyakit). Namun, madu yang berasal dari bunga-

bunga yang dihisab mengisyaratkan bahwa terdapat bunga yang memiliki manfaat

sehingga dapat tercipta madu yang bermanfaat juga (Shihab, 2002).

Tafsir Kemenag (2019), melanjutkan ilhamnya kepada lebah, Allah

berfirman, ‘Kemudian makanlah, yakni isaplah, dari segala macam bunga dari
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buah-buahan pada pepohonan yang besar maupun kecil, lalu tempuhlah jalan yang
telah ditentukan oleh Tuhan Pencipta dan Pemelihara-mu, yang telah dimudahkan
bagimu.” Dengan izin dan kekuasaan Allah, dari perut lebah itu keluar sejenis
minuman yang amat lezat berupa madu yang bermacam-macam warna dan rasa-
nya. Di dalamnya terdapat kandungan yang bermanfaat bagi daya tahan tubuh dan
obat yang dapat menyembuhkan bagi beberapa penyakit manusia. Sungguh, pada
yang demikian itu benar-benar terdapat suatu tanda kekuasaan dan kebesaran Allah
bagi orang yang berpikir.

Avyat di atas menjelaskan bahwa setiap hasil yang berasal dari alam terdapat
manfaat bagi kesehatan manusia yang mana dalam ayat tersebut telah diisyaratkan
dan disampaikan terkait fenomena lebah penghasil madu yang berasal dari bagian
tumbuhan (buah) sebagai tanda kebesaran Allah bagi orang-orang yang berpikir.
Tafsir ayat ini menunjukkan bahwa Allah tidak hanya menciptakan makhluk hidup,
tetapi juga menyediakan berbagai bahan alami yang dapat dimanfaatkan dalam
kesehatan, seperti adanya antibakteri. Dalam konteks penelitian ini, aktivitas
antibakteri kombinasi ekstrak bunga telang dan jeruk nipis terhadap Escherichia
coli merupakan salah satu bentuk pengungkapan manfaat tumbuhan yang Allah
ciptakan. Hasil MIC sebesar 3,125% menunjukkan bahwa pada konsentrasi tertentu
kombinasi kedua tanaman tersebut masih mampu menghambat pertumbuhan
bakteri, sehingga menjadi bukti ilmiah bahwa sumber daya alam mengandung
potensi bioaktif yang dapat dimanfaatkan untuk kesehatan manusia. Sejalan dengan
penutup ayat "...sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda bagi
kaum yang berpikir”, penelitian ilmiah terhadap tanaman obat ini sebagai bentuk

tafakkur terhadap ciptaan Allah SWT.
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Rasulullah SAW dalam sebuah haditsnya bersabda bahwa:
P P
355 38 a0 03l T 13 2155 cadd 138415515 K
Artinya : “Setiap penyakit ada obatnya,/jika obatnya mengenai/penyakit, ma/ka
sembuhlah dengan izin Allah.” [HR. Muslim 4084].

Hadist tersebut menjelaskan bahwa setiap penyakit ada obatnya dan jika
obat tersebut tepat maka atas izin Allah SWT penyakit tersebut dapat sembuh.
Penjelasan tersebut berkaitan dengan penelitian ini, dimana penelitian ini berupaya
untuk mencari konsentrasi kombinasi yang tepat sehingga dapat menjadi antibakteri
yang baik dan bekerja secara optimal untuk bakteri patogen. Penelitian ini sebagai
ikhtiar untuk mencari alternatif antibakteri alami yang dapat dimanfaatkan
masyarakat luas. Hasil menunjukkan bahwa kombinasi P1 yaitu 25% ekstrak bunga
telang : 75% ekstrak jeruk nipis dapat menjadi penghambat pertumbuhan pada
Escherichia coli, sehingga penelitian ini dapat dijadikan pendahuluan dan
diharapkan penelitian selanjutnya dapat melanjutkan penelitian ini lebih detail
bahkan dapat meneliti reaksi senyawa-senyawa pada kombinasinya.

Data hasil penelitian ini dianalisis menggunakan SPSS untuk menguji
normalitas dan homogenitas sehingga dapat ditentukan langkah uji statistik
setelahnya. Uji normalitas data dilakukan menggunakan Shapiro Wilk untuk
mengetahui data penelitian ini terdistribusi normal atau tidak. Setelah diuji
menggunakan Shapiro Wilk hasilnya p-value adalah p>0,05, namun terdapat data
dengan sig. bernilai 0,00 sehingga diketahui bahwa data tidak terdistribusi normal
seluruhnya, karena pada perlakuan kontrol (+) dan kontrol asam askorbat nilai
sig<0,05. 100% ekstrak bunga telang dan DMSO 1% tertulis tanda (-) diduga
karena setiap ulangan memiliki angka yang sama, sehingga data dikatakan tidak

tersistribusi normal seluruhnya.
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Uji homogenitas dilakukan menggunakan Uji Levene untuk mengetahui
homogenitas dari data. Pada uji homogenitas didapatkan nilai sig=0,004 dengan
nilai p<0,05 dapat dikatakan bahwa data tidak homogen. Berdasarkan hasil uji
normalitas dan homogenitas disimpulkan bahwa data tidak dapat diuji
menggunakan uji Anova (parametrik), sehingga uji lanjut dilakukan menggunakan
uji Kruskall Wallis (non-parametrik) (Sari et al., 2021).

Sari et al (2021) menyatakan bahwa uji Kruskall Wallis dilakukan untuk
mengetahui apakah data yang didapatkan memiliki perbedaan antar kelompok
perlakuan. Hasil dari uji Kruskall Wallis didapatkan sig. = 0,003, dengan p < 0,05
berarti dapat dikatakan bahwa varian zona hambat pada media MHA memiliki
perbedaan antar kelompok. Namun, untuk membuktikan perbedaan nyata atau tidak
pada setiap perlakuan dilakukan uji lanjut Mann-Whitney. Hasil uji Mann-Whitney
menunjukkan bahwa beberapa kelompok perlakuan memiliki perbedaan yang
bermakna (p < 0,05), sedangkan kelompok lainnya tidak menunjukkan perbedaan
yang signifikan (p > 0,05).

Penelitian ini sangat berhubungan dengan pembahasan tentang muamalah
(Muamalah ma’Allah, Muamalah Ma’annas, Muamalah Ma’al alam). Muamalah
ma’Allah menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan berbagai tumbuhan
dengan manfaat yang dapat dimanfaatkan manusia untuk menjaga kesehatan.
Potensi antibakteri yang dimiliki bunga telang dan jeruk nipis merupakan salah satu
bentuk tanda kebesaran Allah yang menunjukkan bahwa sumber daya alam yang
diciptakan-Nya mengandung hikmah dan manfaat bagi kehidupan manusia. Oleh
karena itu, penelitian terhadap tumbuhan obat merupakan salah satu bentuk ikhtiar

dalam menggali dan mensyukuri nikmat Allah SWT.
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Muamalah Ma’annas, terkait dengan pengembangan sumber antibakteri
alami dari bunga telang dan jeruk nipis yang berpotensi memberikan manfaat bagi
masyarakat luas sebagai alternatif bahan alami dalam menghambat pertumbuhan
bakteri patogen. Maka dari itu, masyarakat diharapkan dapat memanfaatkan potensi
yang ada di lingkungan sekitar dan mengurangi penggunaan bahan kimia yang
dapat memberikan efek berbahaya bagi kesehatan jika dikonsumsi secara
berkelanjutan.

Muamalah Ma’al Alam, berkaitan dengan pemanfaatan bunga telang dan
jeruk nipis sebagai sumber antibakteri alami mencerminkan upaya pengelolaan dan
pemanfaatan sumber daya alam secara bijaksana. Penelitian ini menunjukkan
bahwa keanekaragaman hayati yang tersedia di lingkungan memiliki potensi besar
untuk dikembangkan sebagai bahan kesehatan yang lebih ramah lingkungan
dibandingkan penggunaan bahan sintetis secara berlebihan. Oleh karena itu,
manusia memiliki tanggung jawab untuk menjaga, melestarikan, dan

memanfaatkan alam secara berkelanjutan.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian terkait uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
bunga telang (Clitoria ternatea) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap
pertumbuhan Escherichia coli yang telah dilakukan dapat ditunjukkan kesimpulan

bahwa :

1. Kombinasi ekstrak bunga Clitoria ternatea dan Citrus aurantifolia yang
menunjukkan aktivitas antibakteri terbaik yaitu pada P1 dengan perbandingan
kombinasi berturut-turut sebesar 25% : 75% atau 1:3 dengan menghasilkan
zona hambat sebesar 10,17 + 1.89 mm, sehingga termasuk ke dalam kategori
penghambatan “kuat”.

2. Hasil menunjukkan bahwa perlakuan 1 (P1) merupakan kombinasi terbaik
sehingga dilakukan uji lanjut untuk mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) atau MIC. Setelah dilakukan uji lanjut MIC didapatkan bahwa
konsentrasi yang diduga sebagai kandidat MIC pada penelitian ini yaitu P1 pada
konsentrasi 3,125%. Hal ini diduga karena pada konsentrasi tersebut larutan
berwarna jernih sehingga diduga terdapat aktivitas penghambatan dari

kombinasi ekstrak terhadap Escherichia coli.

5.2 Saran
Saran dari penulis untuk penelitian selanjutnya yaitu diharapkan dapat
memperhatikan berbagai aspek dalam penelitian seperti kedalaman pemahaman

akan uji yang dilakukan secara teori, metodologi, practical, sehingga hasil dari



62

penelitian didapatkan hasil yang akurat dan valid. Saran perbaikan untuk penelitian

ini adalah sebagai berikut:

1. Penelitian dilakukan sampai uji Minimum Bacteriosida Concentration (MBC)
untuk mengetahui pada minimal konsentrasi berapa kombinasi ekstrak dapat
membunuh bakteri ini.

2. Bahan-bahan uji seperti ekstrak, bakteri uji, atau larutan uji dan lain-lain
dilakukan pemeliharaan dengan baik (suhu penyimpanan, perlakuan bahan,
lama waktu penyimpanan) sehingga mengurangi resiko kerusakan bahan yang
digunakan.

3. Dipastikan pada tahap penguapan (evaporasi) ekstrak, seluruh pelarut telah
teruapkan seluruhnya, sehingga tidak ada pengaruh pelarut dalam uji
antibakterinya.

4. Mengkaji literatur terkait dengan uji MIC pada ekstrak tanaman yang berwarna,
seperti menyiapkan kontrol untuk setiap pengenceran ekstrak (kontrol media
dan ekstrak setiap pengenceran), menggunakan indikator kolorimetri resazurin,

TTC atau sejenisnya sehingga diketahui perbedaan OD secara valid.
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Lampiran 1. Hasil Olah Data

Perhitungan Zona Hambat

Perlakuan | repetisi zoc::rae:;at jumlah rr:‘?; SD D + SD Ket

p1 1 11.5

25:75% 2 8 30.5 10.17 1.89 |10.17 +1.89 kuat
3 11

p2 1 5

50:50% 2 2 8 2.67 2.08 2.67 £ 2.08 lemah
3 1

p3 1 1

75:75% > 0 3 1.00 1.00 1.00 £ 1.00 lemah
3 2

p4 1 0

100%T 2 0 0 0.00 0.00 0
3 0

p5 1 115

100%J 2 8.5 32.5 10.83 2.08 |(10.83 + 2.08 kuat
3 12.5

k(-) 1 0

DMSO 1% 2 0 0 0.00 0.00 0 K-
3 0

K(+) 1 26

sangat

Ciprofoxacin 2 5.5 77.5 25.83 0.29 |25.83 +£0.29 kuat
3 26

Kasam

askorbat ; 2 8 2.67 | 0.58 | 2.67+0.58 | kmah
3 3
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Hasil Pengukuran Absorbansi Uji MIC menggunakan ELISA Reader

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 Al11 A12
3.495 2.179 1.415 0.862 0.813 2.271 2.047 0 0 0 0 0
3.56 2.221 1.426 0.874 | 0.815 2.341 | 2.089 0 0 0 0 0
3.601 2408 1.433 0.888 | 0.820 | 2.345 2.105 0 0 0 0 0

3.552 2.269 1.425 0.875 0816 @ 2.319 2.080

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
3.129 1.968 1.099 1.285 [ 0.645 2.22 2.023 0 0 0 0 0
3.130 1.973 1.126 1.293 0.651 2.226 | 2.031 0 0 0 0 0
3.136 1.983 1.128 1.304 [ 0.672 2.234 | 2.047 0 0 0 0 0

3.132 1.975 1.118 1.294 0.656 @ 2227 @ 2.034

C1 C2 C3 C4 C5 Cé Cc7 Cc8 c9 C10 C11 C12
3.62 1.994 1.275 0.793 | 0.561 | 2.234 2.11 0 0 0 0 0
3.627 2.014 1.279 0.8 0.566 | 2310 | 2.124 0 0 0 0 0
3.635 2.019 1.283 0.815 | 0.571 | 2334 | 2.127 0 0 0 0 0

3.627 2.009 1.279 0.803 0.566 = 2.293 2.121
0990 0.679 2.279  2.078

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12
0.694 3.676 1.998 0.834 0 0 0 0 0 0 0 0
0.698 3.678 2.001 0.839 0 0 0 0 0 0 0 0
0.718 3.680 2.021 0.845 0 0 0 0 0 0 0 0

0.703 3.678 2.007 0.839

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
0.444 4.000 2.074 0.984 0 0 0 0 0 0 0 0
0.448 4.000 2.09 1.256 0 0 0 0 0 0 0 0
0.452 4.000 2.094 1.288 0 0 0 0 0 0 0 0

0.448 4.000 2.086 1.176

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
0.31 4.000 2.101 0.298 0 0 0 0 0 0 0 0
0.318 4.000 2.108 0.317 0 0 0 0 0 0 0 0
0.324 4.000 2.11 0.329 0 0 0 0 0 0 0 0

0.317 4.000 2.106 0.315
0.490 3.893 2.066 0.777

H1 H2 H3 H4 H5 Hé6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Perlakuan rata-rata OD SD
Al 3.437 0.267
A2 2.084 1.050
A3 1.274 0.154
A4 0.990 0.265
A5 0.679 0.127
Ab6 2.279 0.048
A7 2.078 0.044
K1 0.490 0.196
K2 3.893 0.186
K3 2.066 0.053
K4 0.777 0.434

Rata-rata OD Perlakuan MIC
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2.779
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1.774
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HASIL PENGUKURAN OPTICAL DENSITY (OD) DAN PERSENTASE INHIBISI

Uji MIC Kombinasi Ekstrak Bunga Telang (Clitoria ternatea L.) dan Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)

Kelompok Ko ni:/: )t el OD Rata-rata Te rk(;z Ksi* % Inhibisi** Keterangan
Kelompok Perlakuan
Al 25.0000 3.437 2.947 -87.0% Tidak terhambat
A2 12.5000 2.084 1.594 -1.1% Tidak terhambat
A3 6.2500 1.274 0.784 50.3% Terhambat
Ad 3.1250 0.990 0.500 68.3% Terhambat
A5 1.5625 0.679 0.189 88.0% Terhambat *
A6 0.7800 2.279 1.789 -13.5% Tidak terhambat
A7 0.3900 2.078 1.588 -0.8% Tidak terhambat
K1 — 0.490 0,000 (baseline) — Kontrol media
K2 - 3893 - - ranz'i[;ol ekstrak +

0% (acuan Kontrol media +
100% bakteri

K4 _ 0.777 0.287 81.7803401 "<ontrol media +
bakteri + antibiotik

K3 — 2.066 1.576

* OD Terkoreksi = OD Perlakuan — OD K1 (0,490) sebagai koreksi baseline media
** 9% Inhibisi = [(OD K3 — OD Perlakuan) / (OD K3 — OD K1)] x 100

» A5 merupakan konsentrasi dengan potensi hambatan tertinggi (67,1%), namun penetapan MIC
definitif memerlukan konfirmasi subkultur
karena adanya pola OD tidak monoton dan interferensi pigmen antosianin dari ekstrak bunga

RUMUS DAN KETERANGAN PERHITUNGAN

K1 = 0,490 (kontrol media /

OD Terkoreksi OD Perlakuan - OD K1 baseline)

% Inhibisi [(OD K3 - OD periakuan) / (OD K3 - OD K1)] x 100 5030;&(;?5“%0””0' bakteri =
Nilai K1 (baseline) 0,490 eKkz?:;iI media tanpa bakteri dan
Nilai K2 (warna ekstrak) '3,893 bKai::arr?)l ekstrak + media (tanpa
Nilai K3 (kontrol bakteri) '2,066 E::tl:lzztéhan bakteri 100% tanpa
Nilai K4 (kontrol antibiotik) 0,777 ':t:rfg;?tan positif oleh antibiotik

Referensi hambatan antibiotik

% Inhibisi K4 62,4%
standar
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Lampiran 2. Analisis Data menggunakan SPSS

1. Hasil Test of Normality

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter_Zona_Ham 25T:75J% .337 3 .855 3 .253
bat 50T:501% .292 3 .923 3 463

75T:253% 175 3 1.000 3 1.000

100%T 3 3

100%J .292 3 .923 3 463

K(-) 3 3

K(+) .385 3 .750 3 .000

K As. .385 3 .750 3 .000

Askorbat

a. Lilliefors Significance Correction

Interpretasi data :

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa terdapat data
dengan sig<0,05 dan sig>0,05 sehingga menghasilkan data yang tidak

sepenuhnya normal.

2. Hasil Test of Homogeneity of Variance

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Diameter Zona_Hamb Based on Mean 5.022 7 16 .004
at Based on Median 1.018 7 16 .456
Based on Median and 1.018 7 7.194 490
with adjusted df
Based on trimmed 4.534 7 16 .006

mean

Interpretasi data :
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Hasil uji homogenitas Levene menunjukkan bahwa data dengan sig<0,05 yaitu
0,004 yang mengartikan bahwa data tidak homogen sehingga dapat diuji lanjut

menggunakan Kruskall-Wallis.

3. Hasil Uji Kruskall-Wallis

Ranks
Perlakuan N Mean Rank
Diameter Zona_Hambat  25T:75J% 3 17.83
50T:50J% 3 11.50
75T:253% 3 7.83
100%T 3 4.00
100%J 3 19.17
K(-) 3 4.00
K(+) 3 23.00
K As. Askorbat 3 12.67
Total 24

Test Statistics®P

Diameter_Zona

Hambat
Kruskal-Wallis H 21.629
df 7
Asymp. Sig. .003

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Perlakuan

Interpretasi data :

Hasil uji Kruskall-Wallis menunjukkan bahwa sig = 0,003, dimana 0,003<0,05
yang menunjukkan adanya perbedaan nyata pada perlakuan.
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Lampiran 3. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

i : : X
Penimbangan Penimbangan  Evaporasi filtrat  Ekstrak kental bunga
simplisia sesuai dengan  hasil maserasi 1 telang
kadar yang X 24 jam

ditentukan

Ekstrak kental Pembuatan Ujiona hambat

HsiI uji zona hambat

jeruk nipis konsentrasi uji menggunakan setelah inkubasi
zona hambat kertas cakram +20jam (P1)

| Kontrol Asam Uji absorbansi hasil
askorbat suspensi bakteri
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| Pembuatan

Inkubasi 20-24 Hasil uji MIC
perlakuan uji jam, suhu 37°C

mikrodilusi dan

suspensi bakteri
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