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PENGARUH EKSTRAK DAUN SALAM (Syzygium Polyanthum WIGHT)
TERHADAP PERTUMBUHAN Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa

Sesilia Rante Pakadang*
*)Jurusan Farmasi Poltekkes Kemenkes Makassar

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas aktibateri ekstrak etanol daun salam (Syzygium polyanthum
Wight) terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Desain penelitian adalah eksperimental
menggunakan bahan daun salam yang diekstraksi dengan pelarut etanol 70% menggunakan metode maserasi
kemudian dipekatkan dan dibagi menjadi menjadi 3 konsentrasi yaitu 5%, 10%, dan 15%. Sampel bakteri uji yang
digunakan adalah Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Kontrol negatif digunakan Na. CMC 1%
sedangkan kontrol positif digunakan Klindamisin 30 ppm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
salam pada konsentrasi 5%, 10% dan 15% memberikan hambatan sebesar 23 mm, 26 mm dan 34,67 mm terhadap
Staphylococcus aureus dan 12,67 mm, 14,33 mm dan 17,33 mm Pseudomonas aeruginosa. Uji Kruskal Wallis
menunjukkan ada pengaruh pemberian sampel terhadap zona hambat Berdasarkan besar zona hambat dan uji mann
whitney diperoleh hasil yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun salam memberikan aktivitas antibakteri yang
lebih besar terhadap Staphylococcus aerius dibanding Pseudomonas aeruginosa.

Kata Kunci : Daya hambat, Daun salam, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

PENDAHULUAN

Latar Belakang
Indonesia memiliki keanekaragaman hayati
lebih dari 30.000 spesies tanaman dan 940 spesies
diantaranya diketahui sebagai tanaman obat (Pratiwi.
dkk, 2013). Penggunaan dan permintaan terhadap
tanaman obat tradisional saat ini semakin bertambah
sehingga penelitian ke arah obat-obatan tradisional
juga semakin meningkat. Perkembangan ini didukung
oleh kecenderungan manusia melakukan pengobatan
secara alam atau kembali ke alam (back to nature),
selain itu disebabkan oleh efek samping dari obat
tradisional yang sangat kecil dan harga yang lebih
terjangkau dibanding obat sintetik dan juga
pengobatan secara tradisional dianggap lebih efisien
karena  sudah  berlangsung  turun  temurun
(Tjahjohutomo. R, 2010).
Salah satu jenis tanaman obat yang potensial
adalah salam yang kerap hadir di dapur sebagai
penambah aroma sedap pada masakan. Daun salam
mengandung minyak atsiri, alkaloid, tannin, dan
flavonoid. Ekstrak etanol dari daun tersebut berfungsi
sebagai zat antijamur, antibakteri (Kurniawati, 2010).
Berbagai jenis bakteri hidup sebagai flora
normal pada kulit manusia, sebagian besar adalah
bakteri gram positif (S. aureus, S. Epidermidis dan S.
pyogenes) serta sebagian lainnya merupakan gram
negatif (Pseudomonas aeruginosa). Staphylococcus
aureus dapat menyebabkan infeksi dan kelainan pada
kulit seperti impertigo, ruam, infeksi kulit, serta
infeksi pada folikel rambut sedangkan Pseudomonas
aeruginosa sendiri dapat menyebabkan infeksi
oportunistik pada luka bakar, dermatitis, otitis
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eksterna serta sering kali dihubungkan dengan
penyakit yang ditularkan secara nosokomial pada
manusia (Radji, 2011).

Berdasarkan uraian tersebut maka dilakukan
penelitian terhadap ekstrak daun salam dengan
maksud untuk menentukan aktivitas antibakteri daun
salam dengan parameter daya hambat ekstrak
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa.

A. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang maka
dirumuskan masalah sebagai berikut:

1. Apakah ekstrak etanol daun salam memiliki
aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa?

2. Bagaimana perbedaan aktivitas antimikroba
ekstrak etanol daun salam terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus dan  Pseudomonas
aeruginosa?

B. Tujuan Penelitian
1. Menentukan zona hambat ekstrak etanol daun
salam terhadap Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa.
2. Mengetahui perbedaan aktivitas ekstrak etanol

daun salam terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus dan  Pseudomonas
aeruginosa.

METODE PENELITIAN
1. Bahan

Air suling, Kapas, Tissue, Na. CMC, Daun
Salam (Syzygium polyanthum Wight) daun salam
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(Syzygium polyanthum Wight) yang diambil dari
Kelurahan Limbung, Kecamatan Bajeng, Kabupaten
Gowa, Provinsi Sulawesi Selatan, Nutrient Agar
(NA), Bakteri Stapylococcus aureus, Bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Klindamisin 300 mg
(Novell).
2. Sampel
Sampel yang diteliti yaitu kultur Bakteri
Stapylococcus  aureus dan  kultur  Bakteri
Pseudomonas aeruginosa dalam cawan petri.
3. Prosedur Kerja
a. Penyiapan Bahan
1) Pengambilan bahan uji
Bahan uji daun salam berasal dari
daerah Kelurahan Limbung Kecamatan
Bajeng Kabupaten Gowa Provinsi Sulawesi
Selatan.
2) Pengolahan bahan
Daun salam yang masih segar
dipotong ukuran kecil kemudian dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan.
3) Ekstraksi bahan secara maserasi
Daun salam yang telah Kkering
kemudian ditimbang sebanyak 300 gram dan
dimaserasi dengan menggunakan pelarut
etanol 70% selama 5 hari, kemudian diserkai
dan disaring. Maserasi diulangi sebanyak
dua kali (BPOM, 1986). Maserat yang
diperoleh kemudian dirotavapor pada suhu
60°C hingga etanolnya menguap.

4. Sterilisasi Alat
Alat-alat gelas distrerilkan di oven pada
suhu 180°C selama 2 jam. Alat-alat plastik
distrerilkan pada otoklaf selama 15 menit pada suhu
121°C tekanan 2 atm. Jarum ose disterilkan dengan
cara pemanasan langsung pada lampu spiritus selama
30 detik.
5. Uji daya hambat Ekstrak Etanol Daun Salam
a. Penyiapan sampel Bakteri Uji
Diambil 1 ose bakteri Staphylococcus
aureus lalu digores pada media Nutrien Agar
(NA) miring. Diinkubasi selama 1 x 24 jam pada
suhu 37°C. Hasil biakan bakteri diambil 1 ose,
lalu dimasukkan kedalam tabung reaksi yang
berisi 10 ml larutan NaCl fisiologis, dikocok

sampai homogen kemudian dibuat pengenceran

sesuai Mc Farland 0,5. Hal yang sama dilakukan

terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa

b. Penyiapan Kontrol Positif dan Negatif

Kontrol positif menggunakan
Kloramfenikol 300 mg kapsul dengan
konsentrasi 30 ppm. Ditimbang kloramfenikol
setara 300 mg ditambahkan aqua steril hingga
100 ml (labu 1). dibuat pengenceran bertingkat.
Diambil 10 ml diencerkan hingga 100 mi(labu
2). Dari labu kedua diambil 10 ml kemudian
diencerkan hingga 100 ml (labu 3 yang menjadi
bahan uji).

Kontrol negatif menggunakan Na.

CMC 1%. Ditimbang 1 g Na CMC ditambahkan

air panas 30 ml diaduk hingga terbentuk koloidal

kemudian dicukupkan hingga volume 100 ml.

c. Pembuatan Ekstrak Konsentrasi 5%,

10% dan 15%

Ditimbang 0,5 gram ekstrak, disuspensikan

dengan Na CMC 1% hingga 10 ml (untuk

konsentrasi 5%). Selanjutnya dengan cara yang

sama dibuat konsentrasi 10% (ditimbang 1 g)

dan 15% (ditimbang 1,5g).

d. Uji daya hambat ekstrak etanol daun
salam terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa.

Dituang secara aseptis media Nutrient
Agar (NA) ke dalam cawan petri sebanyak 20 ml
dan dibiarkan hingga memadat. Kemudian
bakteri uji yang telah disiapkan disebar merata
menggunakan cotton swab pada media NA yang
telah memadat .

Blank disk sterille direndam dalam
ekstrak etanol daun salam yang telah dibagi
dalam beberapa konsentrasi, kontrol positif serta
kontrol negatif kemudian diletakkan ke dalam
cawan petri yang berisi medium nutrient agar
(NA) tadi searah jarum jam secara berurutan
mulai dari konsentrasi 5%, 15%, 10%, kontrol
positif dan kontrol negatif diletakkan di tengah-
tengah cawan. Cawan petri tersebut ditutup
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 x
24 jam. Selanjutnya dilakukan pengamatan dan
pengukuran diameter zona hambatan
menggunakan mistar.

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Penelitian
Hasil Penelitian ujidaya hambat ekstrak etanol daun Salam (Syzygium polyanthum [Wight] terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa diperoleh diameter zona hambatan untuk

bakteri pada tabel 1 di bawah ini :

Tabel 1. Hasil pengukuran diameter zona hambatan (mm) ekstrak etanol daun salam dengan berbagai

konsentrasi

Bakteri uji | Replikasi |

Diameter Zona Hambat (mm) |
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Kontrol

5% b/v 10% b/v 15% b/v )
I 12 14 15 12
Pseudomonas aeruginosa I 14 15 17 15
I 12 14 20 11
Rata-rata 12,67 14,33 17,33 12,67
I 27 31 36 34
Staphylococcus aureus I 21 26 34 34
I 21 21 34 28
Rata-rata 23 26 34,67 32

Tabel 2 hasil analisis kruskal wallis test

Test Statistics®?
zonahambat
Chi-Square 21.339
df 7
Asymp. Sig. .003

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: perlakuan

Tabel 3 hasil analisis perbedaan antar perlakuan dengan statistik metode mann whitney

No | perlakuan | Sig. keterangan

1 1-2 0.099 Tidak Berbeda
2 1-3 0.046 Berbeda

3 1-4 0.817 Tidak Berbeda
4 1-5 0,043 Berbeda

5 1-6 0.046 Berbeda

6 1-7 0,043 Berbeda

7 1-8 0,043 Berbeda

8 2-3 0.072 Tidak Berbeda
9 2-4 0.369 Tidak Berbeda
10 | 25 0,043 Berbeda

11 | 2-6 0.046 Berbeda

12 | 2-7 0,043 Berbeda

13 | 2-8 0,043 Berbeda

14 | 34 0.077 Tidak Berbeda
15 | 35 0.046 Berbeda

16 | 3-6 0.05 Berbeda

17 | 3-7 0.046 Berbeda

18 | 3-8 0.046 Berbeda

19 | 45 0.046 Berbeda

20 | 4-6 0.05 Berbeda

21 | 4-7 0.046 Berbeda

22 | 4-8 0.046 Berbeda

23 | 6=7 0.487 Tidak Berbeda
24 | 6-8 0,043 Berbeda

25 | 7-8 0,043 Berbeda
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keterangan;

1. Perlakuan konsentrasi 5% terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa

2. Perlakuan konsentrasi 10% terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa

3. Perlakuan konsentrasi 15% terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa

4. Perlakuan control positif terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa

5. Perlakuan konsentrasi 5% terhadap bakteri
Staphylococcus aureus

6. Perlakuan konsentrasi 10% terhadap bakteri
Staphylococcus aureus

7. Perlakuan konsentrasi 15% terhadap bakteri
Staphylococcus aureus

8. Perlakuan control positif terhadap bakteri
Staphylococcus aureus

N
o

@ S. aureus ®P. aeruginosa

w
[Sa}

w
o

N
(6]

[y
a1

[EY
o
I

Diameter Zona Hambatan (mm)
N
(8] o

o
|

Control (+) 5%

Konsentrasi

10% 15%

Gambar 1. Histogram Hubungan Antara Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Salam (Syzygium polyanthum
Wight) Dengan Diameter Zona Hambatan terhadap Staphylococcus aureus dan

Pseudomonas aeruginosa

B. Pembahasan

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
efek antibakteri dari ekstrak etanol daun salam
dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa dengan
menggunakan metode difusi agar. Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa dipilih
sebagai bakteri uji karena kedua bakteri tersebut
mewakili jenis bakteri gram positif dan negatif.

Penyarian zat aktif daun salam (Syzygium
polyanthum Wight) dilakukan secara maserasi
karena tekstur sampel yang lunak. Penyarian
menggunakan pelarut etanol karena etanol dapat
menarik senyawa atau komponen Kkimia yang
bersifat polar, selain itu etanol juga lebih selektif
dan tidak beracun.

Dari hasil penelitian ekstrak etanol daun
salam  (Syzygium polyanthum Wight) pada
konsentrasi 5%, 10% dan 15% terhadap
Staphylococcus aureus menunjukkan adanya
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daerah hambatan disekitar blank disc pada masa
inkubasi 1 x 24 jam dengan diameter hambatan
rata-rata 23 mm, 26 mm, dan 34,67 mm sedangkan
Pseudomonas aeruginosa menghasilkan diameter
zona hambat rata-rata 12,67 mm, 14,33 mm dan
17,33 mm. Dari hasil yang diperoleh, zona
hambatan terbesar dimiliki oleh bakteri uji
Staphylococcus aureus. Hal ini disebabkan karena
adanya perbedaan konmponen dinding sel antara
bakteri gram positif dan bakteri gram negatif.
Komponen dinding sel bakteri gram positif
tersusun atas satu lapisan peptidoglikan sedangkan
dinding sel bakteri gram negatif lebih kompleks
karena terdiri dari dua lapisan yaitu lapisan luar
yang meliputi peptidoglikan dan lipopolisakarida
sedangkan lapisan dalam bersifat impermiabel
terhadap molekul besar sehingga zat aktif tidak
dapat masuk ke dalam sel bakteri, akibatnya
dinding sel tidak dapat dirusak atau dihambat
pertumbuhannya.

Hasil pengukuran diameter zona hambatan
memperlihatkan terjadinya peningkatan diameter
zona hambatan seiring dengan kenaikan
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konsentrasi dimana semakin tinggi konsentrasi
sampel uji maka semakin besar pula daya
hambatannya terhadap pertumbuhan bakteri uji
yang disebabkan karena zat aktif yang berfungsi
sebagai antimikroba semakin meningkat pada
ekstrak etanol daun salam. Menurut Retno (1992)
dalam Khairun, dkk (2012) uji mikrobiologi
dengan metode cakram menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun salam dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E.coli, Vibrio cholera dan
Salmonella sp. Salah satu senyawa yang berperan
sebagai antibakteri dalam daun salam adalah
flavonoid. Menurut Gisvold (1982) dalam Khairun,
dkk  (2012) disebutkan bahwa  flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom sebagai
hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA
bakteri. Adapun menurut Naim (2004) dalam
Khairun, dkk (2012) flavonoid memiliki sifat
lipofilik sehingga dimungkinkan akan merusak
membran sel bakteri. Kemudian senyawa tannin
diduga berhubungan dengan kemampuannya dalam
menginaktivasi adhesion mikroba, enzim dan
protein transport pada membran sel. Selain itu
senyawa terpen atau terpenoid diketahui dapat
bersifat aktif terhadap bakteri, fungi, virus dan
protozoa.

Berhubung data yang diperoleh tidak
homogen dan tidak normal maka dilakukan uji
beda dengan metode kruskal wallis dan dilanjutkan
dengan uji beda antar perlakuan mann whitney.
Berdasarkan hasil analisis statistik dengan metode
Kruskal Wallis diperoleh hasil dengan nilai
signifikan = 0.003 atau p<0.05 sehingga dinyatakan
bahwa ada perbedaan zona hambat. Selanjutnya
hasil uji beda mann whitney diperoleh data bahwa
terdapat 6 pasangan perlakuan yang tidak berbeda
nyata. Pada umumnya terjadi perbedaan antar
perlakuan kecuali perlakuan terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa Yaitu konsentrasi 5%
dengan 10%; 5% dengan control positif; 10%
dengan 15% dan control positif; 15% dengan
control positif; terhadap bakteri Staphylococcus
aureus ternyata perlakuan konsetrasi 10% dengan
15% tidak berbeda nyata.

Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun salam memberikan aktivitas antibakteri
yang lebih besar terhadap Staphylococcus aureus
dibanding Pseudomonas aeruginosa, karena
memberikan daya hambat yang lebih besar dan
berbeda dengan perlakuan lainnya. Aktivitas
antibakteri dari ekstrak daun salam lebih efektiv
dibandingkan dengan control  positif yang
digunakan dalam penelitian ini.

KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
Berdasarkan ~ hasil ~ penelitian  dan
pembahasan, maka dapat disimpulkan sebagai
berikut:

1. Ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum
Wight) pada konsentrasi 5%, 10% dan 15%
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan diameter zona hambatan sebesar 23
mm, 26 mm dan 34,67 mm untuk
Staphylococcus aureus dan 12,67 mm, 14,33
mm dan 17,33 mm untuk Pseudomonas
aeruginosa.

2. Ekstrak daun salam memberikan aktivitas
antibakteri yang lebih  besar terhadap
Staphylococcus aerius dibanding
Pseudomonas aeruginosa.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan menggunakan bakteri penyebab penyakit
kulit lannya.
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PERBEDAANZONA HAMBAT PERTUMBUHAN Staphylococcus aureus
PADA BERBAGAI KONSENTRASI REBUSAN DAUN SALAM
(Syzygium polyanthum) SECARA IN VITRO

Luh Kadek Suciari, Nyoman Mastra?, Cok. Dewi Widhya HS3

Abstract

Background Staphylococcus aureus isone of causes infection and this bacteria have been
resistence for many antibiotic. Bayleaf have antibacterials substance, which stew leaves can
be treat infection caused Staphylococcus aureus. The purpose of this study was to determine
differences in growth inhibition zone of Staphylococcus aureus at various concentrations of
water stew of bay leaf.

Method The method of this study is true experiment with posstest only control design, and
used Kirby Bauer disk diffusion method with various concentrations of water stewed of bay
leaf (20%, 40%, 60%, 80%,100%), positive control (chloramfenicol 30 ug) and negative
control (sterile distilled water).

ResultThe result showed that the average diameter of inhibition zone in concentration 20%,
40%, 60%, 80%, and 100% is 7 mm,8,4mm, 9,6 mm, 10,5 mm and 11,5 mm. Based on
statistical analysis using oneway ANOVA available the value of p (0,000) < a (0,05), so the
inhibition zone is significant difference of growth inhibition zone of Staphylococcus aureus at
various concentrations of stewed water bay leaf.

ConclusionWater stew of bay leaf can inhibit the growth of Staphylococcus aureus, and there
are differences in growth inhibition zone of Staphylococcus aureus at various concentrations
of water stew of bay leaf.

Keywords: stew of bay leaf; Staphylococcus aureus; inhibition zone

PENDAHULUAN
Infeksi Saluran Pernapasan Akut Indonesia. Prevalensi ISPA di Indonesia
(ISPA) merupakan infeksi akut yang mencapai 4,5%, khususnya di Provinsi

menyerang salah satu atau lebih dari Bali pada tahun 2009 jumlah ISPA

saluran napas mulai dari hidung sampai
alveoli termasuk adneksanya (sinus,
rongga telinga tengah dan pleura)®. Infeksi
yang sering diakibatkan oleh masuknya
kuman atau bakteri ke dalam tubuh
manusia merupakan penyakit yang sering

diderita di Negara berkembang seperti

mencapai 52.960kasus, sedangkan di tahun
2010 kasus ini bahkan menyebabkan 1.967
pasien menjalani rawat inap di RSUD se-
Bali akibat pneumonia. Peningkatan yang
tinggi terjadi pula di tahun 2012, hingga
mencapai 370.504 kasus?. Pada tahun
2014, ISPA (Pneumonia) berada pada
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urutan kesembilan setelah penyakit Pulpa
dan jaringan periapikal®. Pneumonia oleh
disebabkan oleh

Staphylococcus aureus.*

bakteri dapat

Staphylococcus aureus merupakan
bakteri patogen utama untuk
manusia.Selain ~ menginfeksi  saluran
pernapasan, bakteri Staphylococcus aureus
dapat menyebabkan berbagai jenis infeksi
antara lain infeksi pada kulit seperti bisul
dan furunkulosis, hingga meningitis,
infeksi pada saluran urin, dan juga
endokarditis®.Staphylococcus  merupakan
anggota flora normal kulit, saluran napas
serta saluran cerna manusia, mukosa mulut
dan faring, saluran cerna hinggs
rektum.Flora normal atau mikrobiota
normal yang terdapat pada tubuh berperan
sebagai lini pertahanan pertama
menghadapi patogen mikroba, membantu
pencernaan, berperan dalam degradasi
toksin, dan berkontribusi dalam
pematangan sistem imun®.

Pengobatan utama dalam
penatalaksanaan penyakit infeksi
dilakukan dengan pemberian
antibiotika.Penggunaan antibiotik yang
tidak tepat dapat menimbulkan dampak
negatif, seperti terjadinya resistensi bakteri
terhadap antibiotik.Staphylococcus

aureustelah mengalami resistensi

terhadapantibiotik oksasilin 40%,

vankomisin 40%, klindamisin 50% dan
levofloksasin 50%’.

Dalam upaya mengurangi
konsumsi antibiotik pada penanganan
penyakit dan menghindari terjadinya
resistensi obat, maka penulis tertarik
menggunakan bahan alam berupa daun
salam sebagai antibiotik alami. Hasil
penelitian mengenai uji sensitivitas ekstrak
etanol daun salam terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus secara in
vitro dengan variasi konsentrasi ekstrak
20%, 40%, 60%, 80% dan 100%,
diperoleh hasil bahwa semua konsentrasi
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus®.

Berdasarkanuji pendahuluan yang
penulis  lakukan, terbentuknya zona
hambat pada rebusan daun salam dapat
memberikan pengaruh pada pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.Daunsalam
mengandung minyak atsiri, sitral, eugenol,
tanin, dan flavonoida®.
Sehinggaberdasarkan  uraian di  atas,
penulis tertarik meneliti perbedaan zona
hambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus pada berbagai
konsentrasi rebusan daun salam(Syzygium
polyanthum)secara in vitro. Perbedaan
penelitian ini dengan penelitian lainnya
yaitu pada penelitian ini digunakanrebusan
daun salam(Syzygium polyanthum) yang

tidak mengalami penambahan pelarut
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kimia lainnya seperti etanol ataupun
metanol untuk mendapatkan senyawa aktif
dari daun salam.Alasan penulis memilih
rebusan daun salam, selain tidak adanya
proses penambahan pelarut lain seperti
etanol dan metanol, diharapkan juga pada
aplikasinya sebagai antibiotik  alami
masyarakat dapatlebih mudah
membuatnya. Penggunaan aquadest dalam
pembuatan rebusan juga didasari karena
tergolong pelarut yangmudah didapat,tidak
berbahayaserta bersifat netral dan dapat
melarutkan beberapa senyawa aktif yang
terdapat pada daun salam.
METODE

Jenis penelitian yang digunakan
adalah True-experimentaldengan desain
Posttest only-control design'®.Pengujian
aktivitas antibakteri dilakukan dengan
metode difusi cakram Kirby-Bauer yang
dilakukan di Laboratorium Bakteriologi
Jurusan  Analis Kesehatan Kesehatan
Politeknik Kesehatan Denpasar.Sampel
dalam penelitian ini yaitu lima perlakuan
konsentrasi rebusan daun salam yaitu 20%,
40%, 60%, 80% dan 100% dengan lima
kali pengulangan dan dua kali replikasi.

Tahap penelitian dilakukan dengan
pembuatan rebusan daun
salam,penanaman bakteri Staphylococcus
aureus pada media Mueller Hinton Agar.
Kemudiandilanjutkan dengan penanaman

masing-masing cakram yang mengandung

berbagai konsentrasi rebusan daun salam
dan kontrol positif (kloramfenikol 30ug)
serta control negatif (aquadest steril).
Zona hambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus yang terbentuk pada masing-
masing konsentrasi rebusan dapat diamati
setelah proses inkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Diameter zona hambat
diukur menggunakan mistar dalam satuan
millimeter (mm).
HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Hasil

Hasil diameter zona hambat pada
dua Kkali replikasi dan lima Kali
pengulangan dapat dilihat pada Tabel 1.
Data yang diperoleh kemudian dilakukan
analisis  menggunakan  uji  statistik
Kolmogorov Smirnov (KS).Berdasarkan
hasil pengujian diperoleh nilai p = 0,264.
Apabila nilai ini dibandingkan dengan
nilai a (0,05) yang digunakan, maka nilai p
> a (0,264> 0,05), sehingga data tersebut
berdistribusi normal.

Setelah data dinyatakan
berdistribusi normal, selanjutnya
dilakukan pengujian menggunakan uji One
Way Anova dengan tingkat kepercayaan
95%, diperoleh hasil nilai probabilitas p
(0,000) < o (0,05) yang menandakan
adanya perbedaan zona hambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus pada

berbagai konsentrasi rebusan daun salam.
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Data kemudian diolah dengan uiji
LSD (Least Significant Difference) untuk
mengetahui  perbedaan pada masing-
masing konsentrasi rebusan daun salam
dalam menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus.Berdasarkan hasil

uji LSD pada semua konsentrasi diperoleh

nilai p (0,0000 < a (0,05) vyang
menunjukkan ada  perbedaan  yang
significant antara masing-masing

konsentrasi tersebut.

Tabel 1.Data Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat PertumbuhanStaphylococcus aureus
pada Berbagai Konsentrasi Rebusan Daun Salam secara In Vitro

Rerata Diameter Zona Hambat Rerata
Perlakuan Per Replikasi (mm) Seluruh
Konsentr I I Replikasi
asi (mm)
+SD
20 % 7 7 7+0
40 % 7,8 9 8,4+0,2
60 % 9 10,2 9,6 +£0,2
80 % 10 11 10,5+0,3
100 % 11,2 11,8 11,5+0,3
Kontrol (+) 27,4 27,2 27,3+0,3
Kontrol (-) 0 0 00

2. Pembahasan
a. Kontrol

Kontrol positif yang digunakan
dalam penelitian ini adalah kloramfenikol
30 pg. Pemilihan kloramfenikol sebagai
kontrol positif didasari karena bakteri
Staphylococcus aureus telah  banyak
mengalami resistensi terhadap beberapa
antibiotik selain itu antibiotik ini bersifat
bakteriostatik dengan spektrum luas yang
aktif terhadap bakteri gram negatif dan
gram  positif, mampu  menghambat
perlekatan asam amino dari bakteri
sehingga dapat menghambat pertumbuhan

Staphylococcus aureus.

Berdasarkan diameter rerata yang
diperolehdari kontrol
dibandingkan dengan tabel NCCLS, maka

positif,bila

zona hambat vyang terbentuk pada
kloramfenikolberkategori  sensitif  yang
berarti efektif menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus karena diameter
yang terbentuk melebihi 18 mm.Hasil
pemeriksaan  pada  kontrol  negatif
(aquadeststeril)  tidak menimbulkan
adanya diameter zona hambat karena
kandunganaquadest steril tidak memiliki
senyawa antibakteri yang dapat

menghambat pertumbuhan bakteri.
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Tujuan pembuatan kontrol pada
penelitian ini adalah untuk mengetahui
adanya faktor-faktor yang berpengaruh
terhadap diameter zona hambat seperti
kualitas media yang digunakan dan
terjadinya kontaminasi. Kloramfenikol
sebagai kontrol positif digunakan sebagai
pembanding untuk melihat zat uji yang
diteliti sebaik zat kontrol yang digunakan
atau tidak.Sedangkan aquadest steril
sebagai kontrol negatif digunakan untuk
mengetahui  pengaruh aquadest yang
digunakan dalam pembuatan rebusan daun
salam terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus.

b. Konsetrasi 20%

Berdasarkan kategori, diameter
rebusan daun salam pada konsentrasi 20%
ini  memiliki kategori sedang sebagai
antibakteri.Jika  dibandingkan  dengan
kloramfenikol 30 pg sebagai kontrol
positif maka diameter pada konsentrasi
20% ini tidak sebaik kontrol positif.
Sedangkan bila hasil penelitian ini
dibandingkan dengan hasil uji aktivitas
antimikroba infusum daun salam terhadap
pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada
konsentrasi 20% maka diketahui bahwa
rebusan daun salam lebih baik daripada
infusum, karena infusum tidak dapat
menghambat pertumbuhan bakteri®. Hal ini
dapat terjadi karena dalam proses

pembuatan infusum, baik kualitas daun

maupun proses pengeringan dapat menjadi
faktor penentu terekstraksinya senyawa
antibakteri yang terdapat dalam daun®®.

c. Konsentrasi 40%

Menurut'!, diameter rebusan daun
salam pada penelitian ini  memiliki
kategori sedang sebagai antibakteri.
Namun jika diameter rerata zona hambat
yang terbentuk pada konsentrasi 40%
dibandingkan dengan diameter kontrol
positif (kloramfenikol 30 pg) maka
diameter pada konsentrasi ini tidak sebaik
kontrol positif.

Berdasarkan hasil penelitian uji
daya antibakteri ekstrak etanol daun salam
dalam pasta gigi terhadap pertumbuhan
Streptococcus mutans pada konsentrasi
40% diperoleh zona hambat sebesar7,73
mm?2. Rebusan konsentrasi 40% pada
penelitian ini memiliki diameter yang lebih
besar (8,4 mm >7,73 mm) untuk
menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini
dapat terjadi karena walaupun kedua jenis
bakteri yang digunakan merupakan gram
positif namun terdapat perbedaan sifat dan
sel penyusun bakteri. Sehingga hal ini
dapat  mempengaruhi  penghambatan
pertumbuhan dari kedua bakteri tersebut.

d. Konsentrasi 60%

Konsentrasi rebusan daun salam
60% menunjukkan adanya peningkatan
diameter dibandingkan dengan zona
hambat yang terbentuk pada konsentrasi
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20% dan 40%. Rerata diameter zona
hambat yang terbentuk pada konsentrasi
60% adalah 9,6 mm. Berdasarkankategori,
diameter yang terbentuk pada konsentrasi
60% ini dikategorikan sedang sebagai
antibakteri dan bila dibandingkan dengan
kloramfenikol maka dinyatakan belum
sebaik kloramfenikol sebagai kontrol
positif.!

Diameter zona hambat konsentrasi
60% pada penelitian ini lebih besar bila
dibandingkan dengan diameter yang
terbentuk pada penghambatan
pertumbuhan jamur Aspergillus flavus
ekstrak salam, rerata zona hambat
pertumbuhan pada konsentrasi  70%
diperoleh sebesar 8,06 mm?!. Hal ini dapat
terjadi karena perbedaan dinding sel
penyusun antara jamur Aspergillus flavus
dengan Staphylococcus aureus.
e. Konsentrasi 80%

Rerata diameter zona hambat
rebusan daun salam konsentrasi 80%
adalah 10,5 mm,

menunjukkan adanya peningkatan bila

diameter ini

dibandingkan dengan zona hambat yang
terbentuk pada konsentrasi 20%, 40% dan
60%. Jika rerata diameter zona hambat
yang terbentuk pada konsentrasi 80%
dibandingkan dengan diameter kontrol
positif  (kloramfenikol 30 pg) maka
diameter pada konsentrasi ini tidak sebaik

kontrol positif, namun menurut Davis dan

Stout, diameter rebusan daun salam pada
konsentrasi 80% ini memiliki kategori kuat
sebagai antibakteri. Pada penelitian ekstrak
etanol daun salam terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus pada konsentrasi
100% diperoleh rerata zona hambat
pertumbuhan bakteri sebesar 9,78 mm?*3,
Jika hasil tersebut dibandingkan dengan
diameter zona hambat konsentrasi 80%
pada penelitian ini  maka rebusan
konsentrasi 80% memiliki kemampuan
yang lebih baik dalam menghambat
pertumbuhan  bakteri  Staphylococcus
aureus. Hal ini dapat terjadi karena
perbedaan daerah tumbuh tanaman salam,
sehingga menyebabkan perbedaan kadar
senyawa antibakteri yang terkandung.

f. Konsentrasi 100%

Berdasarkan hasil pengukuran zona
hambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus yang terbentuk
pada media MHAdengan rebusan daun
salam  konsentrasil00%  menunjukkan
diameter terpanjang bila dibandingkan
dengan konsentrasi 20%, 40%, 60%, dan
80%. Data Tabel 1 menunjukkan rerata
diameter sebesar 11,5 mm.Jika diameter
rerata zona hambat yang terbentuk pada
konsentrasi 100% dibandingkan dengan
diameter kontrol positif (kloramfenikol 30
png) maka diameter pada konsentrasi ini
tidak sebaik kontrol positif, namun

menurut Davis dan Stout, rerata diameter
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sebesar 11,5 mm vyang terbentuk pada
konsentrasi 100% ini memiliki kategori
kuat sebagai antibakteri.

Pada penelitian ekstrak etanol daun
salam terhadap pertumbuhan Candida
albicans secara in vitro pada konsentrasi
100% diperoleh rerata zona hambat
pertumbuhan sebesar 11 mm?*. Jika hasil
dilakukan

dibandingkan dengan diameter zona

penelitian  yang tersebut
hambat konsentrasi 100% pada penelitian
ini maka diketahui bahwa pada konsentrasi
yang sama diameter yang terbentuk pada
rebusan daun salam memiliki zona hambat

yang lebih besar.

Terbentuknya zona hambat ini
terjadi  karena  adanya  kandungan
antibakteri yang terdapat pada rebusan
daun salam. Berdasarkan Gambar 1, dapat
dilihat bahwa semakin besar konsentrasi
yang digunakan semakin besar diameter
zona yang dapat menghambat

pertumbuhan bakteri.

Diameter Zona Hambat Pada Berbagai Konsentrasi
Rebusan Daun Salam

14

115

12

10.9

10 84
. /

—

—8— Diameter zona

o N OB~ OO

20% 40% 60%

Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi Konsentrasi
80% 100%

Gambar 1. Perbandingan Zona Hambat Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus aureus pada
Berbagai Konsentrasi Rebusan Daun Salam (Syzygium polyanthum)

Perbedaan zona terjadi Kkarena
adanya kadar zat aktif yang berbeda-beda
dari setiap konsentrasi yang dipengaruhi
oleh seri pengenceran. Semakin banyak zat

aktif yang dilarutkan maka semakin besar

diameter zona hambat yang terbentuk, hal
ini  juga disebabkan oleh adanya
kandungan zat aktif seperti minyak atsiri,
sitral, eugenol, tanin, dan flavonoid®.

Berdasarkan fungsi dari kandungan zat
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aktif daun salam, sitral mampu
menurunkan pH sitoplasma yang dapat
bakteri'®.

Eugenol memiliki kemampuan yang dapat

menghambat  pertumbuhan
mengurangi produksi toksin dari bakteri
Staphylococcus aureus sehingga
menghambat  pertumbuhan®.  Menurut
Pelczar dan Chan flavonoid mempu
mendenaturasikan protein sel'’. Disamping
itu adanya kandungan tanin memiliki
mekanisme menghambat pertumbuhan
bakteri dengan memunculkan denaturasi
protein dan  menurunkan  tegangan
permukaan, sehingga permeabilitas bakteri
meningkat serta menghambat produksi
enzim, dan menganggu proses reaksi
enzimatis pada bakteri Staphylococcus
aureus sehingga menghambat terjadinya
koagulasi plasma yang diperlukan oleh
Staphylococcus aureus4.  Selain sitral,
eugenol, flavonoid, dan tanin, juga
terdapat kandungan minyak atsiri, namun
kandungan minyak atsiri ini tidak larut
dalam air sebagai pelarut yang
digunakan.Konsentrasi  100%  dalam
penelitian ini  merupakan konsentrasi
tertinggi dari kelima konsentrasi lainnya
yang menghasilkan diameter zona hambat
terpanjang dan memiliki kemampuan
terbesar untuk menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.
SIMPULAN DAN SARAN

1. Simpulan

Berdasarkan uraian diatas dapat
disimpulkan rerata diameter zona hambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus pada
masing-masing rebusan daun salam
(Syzygium polyanthum) konsentrasi 20%,
40%, 60%, 80%, dan 100% berturut-turut
sebesar 7 mm, 8,4 mm, 9,6 mm, 10,5 mm,
dan 11,5 mm. Diameter zona hambat yang
terbentuk  memiliki  perbedaan  yang
significant antara diameter zona hambat
pertumbuhan  bakteri  Staphylococcus
aureus pada konsentrasi 20%, 40%,60%,
80%, dan 100% (nilai p <0,05), dan
konsentrasi 100% pada penelitian ini
menunjukkan diameter zona hambat
terpanjang dan merupakan konsentrasi
yang paling efektif dari kelima konsentrasi
yang diuji dalam menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus.

2. Saran

Bagi masyarakat disarankan untuk
memanfaatkan  rebusan daun salam
(Syzygium polyantum) dalammenangani
infeksi yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureusseperti gatal dan
bisul pada kulit dengan mengompres
permukaan  kulit yang  mengalami
infeksi.Serta bagi peneliti berikutnya
perludilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mengetahui pengaruh zat aktif yang
paling dominan dalam menghambat
pertumbuhan Staphylococcus

aureus.Selain itu penelitian mengenai
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Berbagai Konsentrasi Rebusan Daun Salam (Syzygium polyanthum) Secara

In Vitro
pemanfaatanrebusan daun salam lebih
dikembangkan dengan melakukan

pengujian pada bakteri jenis lain sehingga

dapat

diketahui manfaat untuk

menghambat infeksi bakteri jenis lainnya.
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ABSTRAK

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogen yang dapat
menyebabkan gangguan pencernaan dan infeksi kulit. Terdapat beberapa tanaman yang
berpotensi aktif sebagai antibakteri seperti tanaman kelor dan tanaman salam dengan
kandungan kimia golongan flavonoid, alkaloid, dan fenol yang berperan dalam menghambat
aktivitas antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
kombinasi ekstrak daun kelor dan daun salam terhadap bakteri E. coli dan S.aureus. Metode
yang digunakan yaitu metode disc diffusion. Konsentrasi terbaik yang dihasilkan ekstrak
daun kelor yaitu pada konsentrasi 4% dengan zona bening sebesar 7,209 mm untuk E.coli
dan 7,718 mm untuk S.aureus, sedangkan pada daun salam pada konsentrasi 2% sebesar
7,278 mm untuk E.coli dan 7,773 mm untuk S.aureus. Pada penelitian ini dilakukan
pengujian kombinasi ekstrak dengan perbandingan 1:1, 1:2 ,2:1 , dan 2:2 terhadap bakteri
E.coli dan S.aureus. Hasil penelitian menunjukkan, nilai KBM masing-masing perbandingan
tersebut adalah 9,080 mm; 9,704 mm; 9,573 mm; 10,111 mm untuk bakteri E.coli,
sedangkan bakteri S.aureus 7,805 mm; 9,092 mm; 9,077 mm; 9,780 mm. Kesimpulan dari
pengujian ini bahwa kombinasi ekstrak memiliki efek antibakteri terhadap Eschericia coli
dan Staphylocccus aureus.

Kata Kunci: Antibakteri, Moringa oleifera, Syzygium polyanthum, E.coli, S.aureus.

DOI: https://doi.org/10.25026/mpc.v6il.256

PENDAHULUAN tersebar dimasyarakat. Penyakit yang
Infeksi bakteri merupakan disebabkan Escherichia coli antara lain,
penyebab signifikan morbiditas dan diare, infeksi saluran kemih, infeksi
mortalitas di seluruh dunia. Escherichia saluran napas, sedangkan Staphylococcus
coli  dan  Staphylococcus  aureus aureus dapat menyebabkan selulitis,
merupakan bakteri komensal pada tubuh infeksi  luka, abses, osteomyelitis,
manusia. Tetapi bakteri tersebut seringkali peneumonia. Permasalahan dalam
menyebabkan penyakit yang banyak penatalaksanaan infeksi bakteri adalah
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pemberian antibiotik yang irasional
karena dapat menimbulkan resistensi,
sehingga dibutuhkan obat lain sebagai
alternatif pengobatan infeksi bakteril!l,

Daun kelor dan daun salam
merupakan  tanaman yang mudah
didapatkan tersebar hampir diseluruh
indonesia. Secara tradisional daun kelor
dan daun salam memiliki banyak manfaat
dalam pengobatan beberapa penyakit[>*l.
Kedua tanaman ini telah diteliti
sebelumnya bahwa secara tunggal daun
kelor dan daun salam memiliki efek
antibakteri terhadap bakteri E.coli dan
S.aureus. senyawa kimia yang terdapat
pada tanaman daun kelor dan daun salam
yang diduga berperan sebagai antibakteri
adalah fenol, flavanoid, dan alkaloid™®!,

Peningkatan  resistensi  bakteri
terhadap antibiotik memberikan peluang
besar untuk mendapatkan senyawa
antibakteri dengan memanfaatkan
senyawa bioaktif yang berasal dari
berbagai jenis tanaman, sehingga peneliti
ingin memanfaatkan peluang tersebut
dengan melakukan penelitian  yang
bertujuan untuk mengetahui adanya
aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
etanol daun kelor dan daun salam terhadap
pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

METODE

Bahan

Sampel yang digunakan diperoleh
dari daerah lempake. Bahan uji yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera
Lam.), ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum Walp), Nutrient Agar (NA),
biakan bakteri (Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus), akuades steril,
alkohol, etanol 96%, spritus, dan paper
disc..

bulat, tabung reaksi, bunsen, cawan
porselen, spatel, mikropipet, timbanan
analitik dan batang pengaduk.

Pembuatan Ekstrak Daun Kelor
(Moringa oleifera Lam.) dan daun
salam (Syzygium polyanthum Walp)

Daun kelor dan daun salam
diambil sebanyak 2 kg dicuci hingga
bersih dan dikeringanginkan. Setelah
kering daun salam dan daun kelor di
perkecil ukurannya secara terpisah,
kemudian dimaserasi dengan
menggunakan pelarut etanol 96% selama
3%24 jam dalam suhu kamar. Setiap 1x24
jam simplisia yang telah dimaserasi
dengan larutan etanol diaduk sesekali.
Setelah 3x24 jam hasil maserasi disaring.
Filtrat pelarut tersebut kemudian diuapkan
dengan menggunakan alat evaporator
sehingga dihasilkan ekstrak kental daun
kelor dan daun salam.

Pembuatan Media

Media nutrien agar (NA)
sebanyak 10,5 gram dimasukkan kedalam
erlenmeyer lalu dilarutkan dengan
menambahkan 250 mL  akuades,
kemudian dipanaskan hingga mendidih di
atas hot plate sambil dihomogenkan
dengan menggunakan batang pengaduk.
kemudian media tersebut disterilisasikan
dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama
15 menit.

Pemurnian Bakteri

Biakan bakteri E. coli dan S.
aureus masing-masing sebanyak satu ose
diinokulasikan kedalam medium agar
miring NA yang telah membeku secara
terpisah dan aseptis dengan meletakkan
jarum ose yang mengandung biakan pada
dasar kemiringan agar dan ditarik dengan
gerakan  zigzag  (metode  streak).
Selanjutnya diinkubasi dalam inkubator
pada suhu 37 °C selama 24 jam!®l. Setelah

Alat diinkubasi dilanjutkan pembuatan
Alat yang digunakan dalam suspense bakteri.

penelitian ini  adalah cawan petri,

autoclave, pinset, erlenmeyer 250 mL, ose
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Pembuatan  Konsentrasi  Ekstrak
Etanol Daun Kelor dan Daun Salam

Konsentrasi ekstrak etanol daun
kelor dan daun salam ditentukan
berdasarkan uji pendahuluan yaitu 2%,
4%, 6%, 8% dan 10% kemudian dibuat
perbandingan konsentrasi berdasarkan
hasil uji pendahuluan 1:1, 1:2, 2:1, dan
2:2. Larutan sampel dibuat dengan cara
menimbang ekstrak 0,5 gram dan
dilarutkan dalam 5 mL pelarut. kemudian
tiap konsentrasi diencerkan dengan
pelarut hingga volumenya 1ml.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktifitas antibakteri dilakukan
dengan metode difusi agar (kirby baurer),
menggunakan paper disc berdiameter 6
mm. Suspensi yang telah disiapkan
dimasukkan sebanyak 20 pL kedalam
cawan petri, kemudian media NA yang
telah dipanaskan dimasukkan kedalam
cawan petri sebanyak 10 ml kemudian
dihomogenkan lalu didiamkan hingga
memadat. Paper disc berdiameter 6 mm
ditetesi 20 uL larutan ekstrak daun kelor
dan daun salam secara terpisah dibiarkan
kurang lebih setengah jam, kemudian
diletakkan pada permukaan media yang
telah memadat. Media yang telah diisi
sediaan uji kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C, selanjutnya dilakukan
pengamatan dan pengukuran zona hambat
atau bunuh yang terbentuk pada 24 jam
berikutnya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi
Ekstrak Daun Kelor dan Daun Salam
Uji aktivitas antibakteri dilakukan
untuk  mengetahui potensi  aktivitas
antibakteri kombinasi ekstrak daun kelor
dan daun salam terhadap bakteri E. coli

dan S. aureus. Bakteri E.coli merupakan
bakteri gram negatif, sedangkan S.aureus
merupakan bakteri gram positif. Uji
aktivitas antibakteri dilakukan dengan tiga
perlakuan yaitu uji pendahuluan terhadap
daun kelor tungal, daun salam tunggal dan
uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
daun kelor dan daun salam.

Konsentrasi  yang  digunakan
dalam uji pendahuluan adalah 2%, 4%,
6%, 8%, dan 10%. Hasil pengukuran rata-
rata diameter zona bunuh ekstrak daun
kelor (Moringa oleifera Lam.) dan daun
salam (Moringa oleifera Lam.) terhadap
bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus dapat dilihat pada
Tabel 1.

Hasil yang diperoleh pada uji
pendahuluan daun kelor pada konsentrasi
2% tidak terdapat zona bunuh sehingga
untuk pengujian aktivitas antibakteri
kombinasi ekstrak daun kelor yang
digunakan yaitu konsentrasi 4% karena
pada konsentrasi tersebut sudah dapat
membunuh pertumbuhan bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus
aureus, sedangkan ekstrak daun salam
yang digunakan untuk pengujian aktivitas
antibakteri kombinasi ekstrak konsentrasi
2%.

Hasil uji pendahuluan yang telah
diperoleh dilanjutkan pada pengujian
aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
daun kelor dan daun salam terhadap
bakteri E.coli dan S. Pada pengujian
kombinasi digunakan beberapa
perbandingan yaitu 1:1, 1:2, 2:1, dan 2:2
dengan 5 replikasi. Hasil pengukuran rata-
rata diameter zona bunuh kombinasi
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera
Lam.) dan daun salam (Moringa oleifera
Lam.) terhadap bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus dapat dilihat pada
Gambar 1 dan Tabel 2.
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Tabel 1. Hasil pengukuran rata-rata diameter zona bunuh ekstrak daun kelor dan daun salam
terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Rata-rata diameter zona bunuh Rata-rata diameter zona bunuh
Konsentrasi bakteri ekstrak daun kelor (mm) bakteri ekstrak daun salam (mm)
Eschericia coli ~ Staphylococcus aureus  Eschericia coli  Staphylococcus aureus
Kontrol - - - - -
2% - - 7,278 7,773
4% 7,208 7,838 8,414 8,512
6% 7,823 8,487 8,807 8,827
8% 8,688 9,401 9,172 9,133
10% 9,833 11,123 9,313 10,011

Gambar 1. Hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak daun kelor dan daun salam
terhadap Eschericia coli (a) 1:1 (b) 1:2 (c) 2:1 (d) 2:2 dan Staphylococcus aureus (e) 1:1 (f)
1:2(g) 2:1 (h) 2:2

Tabel 2. Hasil pengukuran rata-rata diameter zona bunuh kombinasi ekstrak daun kelor
(Moringa oleifera Lam.) dan daun salam (Syzggium polyanthum Walp.) terhadap bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Rata-rata diameter zona bunuh kombinasi ekstrak

Konsentrasi daun kelor dan daun salam (mm)
Eschericia coli Staphylococcus aureus
Kontrol - - -
1:1 9,080 7,805
1:2 9,704 9,092
2:1 9,573 9,077
2:2 10,111 9,780
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Berdasarkan  data Tabel 2
menunjukkan semakin tinggi
perbandingan konsentrasi bahan uji maka
semakin besar zona bunuh baik untuk
bakteri  E.coli  maupun  S.aureus.
Perbedaan zona bunuh yang dihasilkan
antara bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus disebabkan karena
diameter zona bunuh yang terbentuk
sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor
antara lain  toksisitas bahan  uji,
kemampuan difusi bahan uji pada media,
interaksi antar kompomen medium, dan
kondisi lingkungan mikro in vitro.
Konsentrasi suatu bahan yang berfungsi
sebagai antibakteri merupakan salah satu
faktor penentu besar kecil kemampuannya
dalam menghambat atau membunuh
pertumbuhan mikroba yang diuji. Selain
itu, ukuran zona bunuh dipengaruhi oleh
beberapa faktor yaitu mikroorganisme uji
(strain dan fisiologi uji bakteri), medium
pertumbuhan, metode uji serta kecepatan
difusi zat.["®!

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan, diketahui bahwa ekstrak daun
kelor dan daun salam terbukti memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli. Metabolit sekunder yang terkandung
dalam daun kelor adalah flavonoid,
alkaloid, fenol yang juga dapat
menghambat aktivitas bakteril4l,
Sedangkan metabolit sekunder yang
terkandung dalam daun salam yang
berperan sebagai antibakteri adalah
flavonoid, tannin, minyak atsiri, dan
alkaloid®?. Flavonoid adalah golongan
terbesar dari senyawa fenol,
mekanismenya yaitu dapat menyebabkan
terjadinya  kerusakan  permeabilitas
dinding sel bakteri, mikrosom, dan
lisosom sebagai hasil interaksi antara
flavonoid dengan DNA  bakteri™,
Alkaloid memiliki kemampuan sebagai
antibakteri dengan mekanisme
mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara

utuh dan menyebabkan kematian sel
tersebut*¥l, dan mekanisme tannin yaitu
dapat mengganggu permeabilitas
membran sel bakteri dan memiliki
kemampuan mencegah koagulasi plasma
pada Staphylococcus aureus*?l.

Hasil diameter zona bunuh
kombinasi ekstrak daun kelor dan daun
salam terhadap bakteri E.coli dan S.aureus
diuji normalitasnya  dengan uji
kolmogorovsmirnov. Berdasarkan hasil
uji kolmogorovsmirnov, data zona bunuh
kombinasi ekstrak perbandingan 1:1, 1:2,
2:1, dan 2:2 terhadap bakteri E.coli dan
S.aureus dapat dikatakan terdistribusi
normal atau  mewakili  populasi.
Selanjutnya dilakukan uji Anova pada
Confidence Interval (Cl) 95%, hasil anova
yaitu terdapat perbedaan bermakna antar
perbandingan.

KESIMPULAN

1. Kombinasi ekstrak daun kelor dan
daun salam memiliki aktivitas
antibakteri terhadap E.coli dan
S.aureus

2. Diameter zona bunuh ekstrak
kombinasi perbandingan 1:1, 1:2,2:1,
dan 2:2 terhadap E.coli berturut-turut
sebesar 9,080 mm; 9,704 mm; 9,573
mm; 10,111 mm, sedangkan pada
S.aureus sebesar 7,805 mm; 9,092
mm; 9,077 mm; 9,780 mm.
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Abstract

Background and Aim: The increasing prevalence of drug resistance eventually leads scientist to discover new drugs that
could solve the problem. Since ancient immemorial times, medicinal plants generally known as herbs were widely used in
every culture throughout the world. In fact, currently up to 70,000 plant species have been screened for biological activities
and about 70% ends up for commercialization. Therefore, this study was aimed to evaluate the potential cytotoxic and
antibacterial effect of Syzygium polyanthum leaves which are local Malaysia plants, against 4T1 and MCF-7 mammary
carcinoma cells, respectively, and also against bacteria causing mastitis in cows.

Materials and Methods: The cytotoxic effect of hydromethanolic extract of S. polyanthum against 4T1 and MCF-7
mammary carcinoma cells was evaluated using 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. The
cells were treated with the concentration of extracts ranging from 15.63 pg/mL to 1000 pg/ml for 72 h, and the percentage
of cell survivability was determined based on minimum concentration that was able to allow at least 50% growth of cancer
cells (1C,,) after 72 h. The antibacterial activity was tested against common bacteria causing mastitis in cow. The bacteria
were isolated from milk samples. The antibacterial activity of the extract was determined by disk diffusion method and
susceptibility test based on minimum inhibitory concentration (MIC).

Results: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, and Staphylococcus intermedius were isolated from the milk
samples that positive for mastitis. The MIC values range from 7.12 mm to 13.5 mm. The extract exhibits the widest zone of
inhibition (13.5+0.20 mm) at 1000 mg/ml of concentrations. The extract relatively has low cytotoxicity effect against 4T1
and MCF-7 cells with IC_ values ranging from 672.57+59.42 and 126.05+50.89 pg/ml, respectively.

Conclusion: S. polyanthum exerts weak antibacterial activity and cytotoxic effect to mammary carcinoma cells. The extract
does not toxic to cells. However, further study is recommended, especially, this plant should be tested for invivo.

Keywords: antibacterial, cytotoxic, mastitis, Syzygium polyanthum.

Introduction contributes to goat’s mastitis. Recently, the abundant
uses of antibiotics without control resulting in antimi-
crobial resistance issue cause failure of mastitis treat-
ment and increase in operation cost, especially, to the
farmers due to the absence of effective antimicrobials
medication.

Cancer is a non-infectious disease that is very
complex and life-threatening to the well-being of the
human population. Cancer that occurs in humans and
other organisms arises from a single cell which has
undergone genetic change due to interaction from

Mastitis is defined as an inflammation of paren-
chyma of the mammary glands characterized by phys-
ical, chemical, and bacteriological changes in milk and
pathological changes in glandular tissues that dete-
riorate the quality and quantity of milk [1]. Mastitis
constantly becomes a serious infectious problem in
dairy goats worldwide. The annual economic con-
sequences are approximately $35 billion worldwide
which include losses in milk production, sales, and
also a high cost for treatments. Staphylococcus spp.

has been identified to be the main causative agentthat

Copyright: Nordin, et al. Open Access. This article is distributed under
the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International
License  (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which
permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided you give appropriate credit to the original
author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons
license, and indicate if changes were made. The Creative Commons
Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this
article, unless otherwise stated.

external factors and genetic susceptibility of the host.
The World Health Organization, 2016 (WHO, 2016),
reported that septicemia due to bacterial infections
and cancer diseases are the top three most common
certified death among human population after cardio-
vascular disease.

Currently, many anticancer drugs develop drug
resistance toward cancer [2,3]. Some of the cancers
develop mutation and inherited genetic changes that
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can modify the drug’s target site. It is also happening
to antibiotics. Some of the bacteria develop enzymes
that are capable of digesting and destroying antibiotics
molecule. Moreover, it is expected to face more resis-
tant bacteria in the near future [4]. Antibacterial resis-
tance is a serious clinical challenge worldwide [5].
Therefore, natural antibacterial products are critical to
achieve more diverse antibacterial combinations [5].
Therefore, the emerging of drugs resistance issue has
drawn the scientist to find a potential source of treat-
ment to encounter those problems.

A medicinal plant is generally known as a herb.
The idea of using herbs as medicines to treat various
human ailments including to treat wound, bacterial
infections, and cancer diseases is not a new approach.
They have been used since ancient civilizations [6].
There are lists of more than 3000 plant species that
have reportedly exhibited anticancer properties, and
approximately 100 plants with bioactive compounds
are on pre-clinical development trials [7,8]. The WHO
estimated that 80% of the population, especially, from
developing countries rely on traditional medicines
mostly plant origin for their health care. Several
reports indicating that snake venom contains enzymes
and toxins with antimicrobial and anticancer prop-
erties and can help to prevent the growth of bacteria
have been reported [9,10].

Syzygium polyanthum (Wight) Walp. var.
Polyanthum (Figure-1) is wild evergreen shrub which
belongs to the family of Myrtaceae. It is well distrib-
uted in Indonesia and also Malaysia. It is commonly
known as “Daun Salam” or “Indonesian Bay Leaf.”
The leaves of “Daun Salam” are often used by Malays
as a spice due to its flavor [11,12].

S. polyanthum is known traditionally to treat diar-
rhea, rheumatism, and diabetes [13,14]. The leaves are
freshly consumed as “ulam” by traditional Malay peo-
ple for the treatment of hypertension and general body
health maintenance [15]. In Indonesia, local people
often add leaves in culinary preparation because they
believe that the plant is beneficial in the management of
diabetes mellitus, gout, arthritis, and hypertension[16].

Figure-1: Syzygium polyanthum leaves.

This study was conducted with the intention to
discover the true potential local herbs for mastitis in
dairy cattle, which has antibacterial activity and, at
the same time, does not toxic to cells. Perhaps, this
study could be further evaluated by the other research-
ers to find the active compound from these plants.
Furthermore, these herbs could be used synergistically
with available commercial ones and subsequently
improve the prognosis of the treatment and comple-
mentary methods such as using herbs or vitamins
during treatment is not something new and in many
things in help.

This study was performed to provide scientific
validation regarding ethnopharmacological values
that claim by the traditional practitioner. The findings
pertaining to its cytotoxic and antibacterial properties
of the S. polyanthum leaf extract could provide the
true potential of the local herbs. It could be used as
alternative medicine or perhaps synergistically used
with available treatment to improve the prognosis of
the disease.

Materials and Methods

Ethical approval
Not applicable in this study.

Collection and identification

S. polyanthum Lam. fresh leaves were collected
from Biodiversity Unit, Universiti Putra Malaysia
(UPM). The leaves were certified with a deposited
voucher specimen (SK 2835/15) from the Herbarium
of Natural Products, IBS, UPM. The collected leaves
were rinsed with distilled water, cleaned, and then
dried in oven for 7 days.

Extraction of plant leaves

The dried leaves of S. polyanthum were pul-
verized using a commercial blender. About 400 g of
pulverized leaves were soaked in methanol:distilled
water (80:20, v/v) in a conical flask for 72 h. The
flask was continually shaking daily for 3 consecutive
days. The solution was filtered using Whatman No.
42 filter paper to separate solvent-containing extract.
The extract was evaporated using a vacuum rotary
evaporator (Heidolph German) and controlled heat-
ing bath at 30°C. The extract yield was stored in the
refrigerator until used for the analysis.

Bacterial strains

The antibacterial potency of plant extract was
evaluated using three bacterial strains causing mas-
titis in cow. The bacterial strains were isolated from
milk samples from 10 dairy cows having mastitis. The
mastitis cow was detected based on gross signs of
udder infection during physical examination, appear-
ance of abnormal milk production, and also California
Mastitis Test (CMT). Milk samples were inoculated
onto blood agar plates and MacConkey agar, respec-
tively. Inoculated plates were then incubated aerobi-
cally at 37°C for 24-48 h. Secondary culture was per-
formed to obtain a pure culture. The purified bacterial
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strains were confirmed based on colony morphology,
gram staining, and biochemical test.

Antibacterial activity of extracts

The antibacterial assay of hydromethano-
lic extract was performed according to the method
described by Bauer et al. [17] with a slight modifica-
tion. The Mueller-Hinton Agar media, along with the
inoculum (106 CFU/mI), were poured into the Petri
dishes. For the agar disk diffusion method, sterile fil-
ter paper disk was saturated with 125, 250, 500, and
1000 mg/ml of the extract, allowed to dry, and then
placed on the upper layer of the seeded agar plate. The
plates were incubated overnight at 37°C. Antibacterial
activity was determined by measuring the diameter
of the zone of inhibition (mm) surrounding bacterial
growth strains. The bacterial strains were isolated
from milk samples of mastitis dairy cattle.

Minimal inhibitory concentration (MIC)

S. polyanthum extract was tested for the MIC
test using the broth dilution method according to
Jorgensen and Turnidge [18]. A different concentra-
tion of the tested material was obtained by four rows in
each containing 125, 250, 500, and 1000 mg/ml. Then,
0.5 ml of bacterial suspension was filled to each tube
to achieve a final concentration of 1-5 x 10° CFU/ml.
Two sets of controls were set for each tube which
contained (a) positive control consisting of broth and
bacterial suspension and (b) negative control only
consisting of broth. Afterward, the tubes were incu-
bated for 24 h incubation at 37°C. The tubes were
observed for visible bacterial growth as evidenced by
turbidity. Color changes were observed, and the tubes
with colorless appearance were taken as a positive.
The lowest concentration of extracts which tubes with
colorless indication was recorded as the MIC value.
The average values were calculated for the MIC of the
test material.

Minimum bactericidal concentration (MBC)

After identification of the MIC, inoculum from
each tube was streaked into agar plate and incubated at
37°C for 24 h. The streaks from each tube that exhibits
prevention of bacterial growth was recorded as MBC
values. Streaks were taken from the two lowest concen-
trations of the plant extract plates exhibiting invisible
growth. One streak from each tube that exhibits preven-
tion of bacterial growth was recorded as MBC values.

Cytotoxicity activity

Cytotoxic activity of S. polyanthum extract was
conducted according to the method described by
Baharumetal. [19] and Nordin etal. [20]. Cytotoxicity

Table-1: Milk scores using CMT.

activity of S. polyanthum extract was prepared with con-
centrations ranging from 15.63 pg/mL to 1000 pg/mL.
The seeding cell density was 1x10° cells/mL of mouse
mammary carcinoma cell line (4T1). The cells were
obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC, USA). The cancer cell was grown in RPMI
1640 medium supplemented with L-glutamine, 10%
fetal bovine serum, and 1% antibiotic as a complete
growth medium. The experiment was repeated thrice,
and the percentage of cell survivability versus con-
centration was calculated according to the following
equation [19]:

Mean OD of treated cell-
Mean OD of blank
Mean OD of untreated cell-
Mean OD of blank

Cell viability(%)= x100%

The cytotoxic effect of S. polyanthum extract
against 4T1 was recorded as IC,; and compared with
untreated cells according to the method described by
Nordin et al. [20] and Ayob et al. [21].

Statistical analysis

All the percentages of the zone of inhibition val-
ues were expressed as mean (n=3) per plate + stan-
dard deviation (SD) and were analyzed using one-
way ANOVA. The test was considered statistically
significant when p<0.05 while all the percentages of
cell survivability were expressed as mean (n=3) per
platexSD for triplicate and analyzed using one-way
ANOVA followed by Dunnett’s multiple compari-
son test. *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 denote
significant difference as compared to untreated cell

(0 pg/ml).
Results

Bacterial culture

Eighteen dairy cows with 68 milk samples were
successfully examined, and had clinical mastitis.
The diagnosis was further conducted using CMT to
confirm the mastitis. The samples were scored as in
Table-1. The prevalence of CMT positive was 42.64%
and cultured on blood agar. Twenty of 29 samples cul-
tured successfully grown.

Bacterial identification

On plate morphology, the results showed the
presence of Staphylococcus aureus. S. aureus was in
size about 2 mm, having a circular shape with a flat
surface and the color was whitish opaque gray with
smooth edge and shiny appearance. Staphylococcus
hyicus about having the same characteristic with

Number of animals Number of milk samples

CMT scores Positive samples (%)

0 1 2 3

18 68

16 23 22 42.64

CMT=California mastitis test
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Table-2: Biochemical characteristic of Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, and Staphylococcus intermedius.

Cat Coa BB VP Mal Man ADH Bacteria identification

+ + Staphylococcus hyicus

+ + + + + + Staphylococcus aureus

+ + + + + + Staphylococcus intermedius.

Cat=Catalase, Coa=Coagulase, BB=Blood broth, VP=Voges-Proskauer, Mal=maltose, Man=Mannitol, ADH=Arginine

Dihydrolase

Table-3: Frequency of bacteria strains isolated from
grown CMT-positive milk.

Isolates Number of isolates (%)
Staphylococcus aureus 6 (42.8)
Staphylococcus hyicus 4 (28.6)
Staphylococcus intermedius 4 (28.6)
Total 14 (100)

S. aureus without giving any hemolysis character on
blood agar.
On the other hand, Staphylococcus intermedius
also seems to be opaque white, low convex and have
smooth edges. The colony size is about 2-4 mm in
diameter and sometimes bigger than S. aureus. This
was followed by gram staining which yielded 15 Gram-
positive cocci bacteria with catalase positive, 2 Gram-
positive cocci with catalase negative, 1 Gram-negative
bacteria with small rod, and 2 of them were Gram-
positive filamentous bacteria with slow catalase-pos-
itive reaction. Various biochemical tests were used to
identify the isolates. It started from gram-staining where
if the results were positive, then catalase will proceed,
and if it positive too, the result of the coagulase test will
determine the biochemical test used. Table-2 shows the
list of tests used for coagulase-positive bacterial strains.
From these various biochemical tests that have
been used to identify the species isolates, it was found
that the S. aureus, S. hyicus, and S. intermedius were
identified as in Table-2. S. aureus was the most com-
mon bacteria isolated (6 of 14 isolates) followed by
S. hyicus and S. intermedius, in which both of them
were 4 isolates of 14 (Table-3).

Minimum inhibitory concentration (MIC)

Three most common bacteria isolates which
were S. aureus, S. hyicus and S. intermedius were
chosen to be tested with hydromethanolic extract of
S. polyanthum (Table-3). Table-4 shows the mean
diameter of the zone of inhibition produced by differ-
ent concentrations of extract. The zone of inhibition
was measured in millimeters (mm) (Figure-2).

The S. polyanthum extract shows the largest zone
of inhibition at 1000 mg/ml concentration against
S. aureus which was 13.5 mm in diameter. The sen-
sitivity reduced as the concentration of plant extract
decreased. The treatment effect was time-dependent
manner. When compared to the positive control,
S. hyicus was the most sensitive toward amoxicillin
followed by S. aureus and S. intermedius. On the other
hand, 3% DMSO which was used as negative control
also failed to inhibit any bacteria.

Figure-2: Growth zone of inhibition of some of the bacteria
(Staphylococcus aureus) caused by Syzygium polyanthum
extract.

MIC was determined on 96 plates by quantitative
evaluation. Table-5 shows that MIC for S. polyanthum
extract was at a concentration of 125 mg/ml against all
bacteria tested. In meanwhile, the MBC was similar
which is at 125 mg/ml. The inhibitory concentration
of S. polyanthum extract started at 125 mg/ml with
the zone of inhibition of 8.00+0.61 mm for S. aureus,
7.62+0.12 mm for S. hyicus, and 7.12+0.29 mm for
S. intermedius. The MBC of the plant extract was
confirmed by the absence of bacterial growth of the
isolated bacteria when streaked from inhibition zone
corresponding to their lowest MIC values. The MBC
of the S. polyanthum was also at 125 mg/ml suggested
that the plant can be used to prevent and control mas-
titis in dairy cattle.

Effect of crude hydromethanolic extract of
S. polyanthum

Forthe cytotoxic screening, S. polyanthum extract
shows the cell survivability (%) of 4T1 and MCF-7
with a dose-dependent manner (1000-15.63 pg/ml).
Overall, the extract does not exhibit strong cytotoxic
activities, showing that more than 50% cells were via-
ble when treated with plant extracts at aconcentration
of 100 pg/ml and above. The IC,, values for the extract
against both cancer cells were more than 100 pg/ml
(Figures-3 and 4). Table-6 shows the IC,, values of S.
polyanthum on 4T1 and MCF-7 mammary carcinoma
cell lines. The inhibition of cell viability was more
than 50% in 4T1 and MCF-7 after treatment with S.
polyanthum extract at the concentration 672.57+59.42
pg/mL and 126.05+50.89 pg/mL, respectively.

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

239


http://www.veterinaryworld.org/Vol.12/February-2019/8.pdf
https://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
https://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

Available atwww.veterinaryworld.org/Vol.12/February-2019/8.pdf

Table-4: Mean diameter zone of inhibition produced by hydromethanolic extract of Syzygium polyanthum against

respective bacteria.

Plant extract Concentration

Zone of inhibition (mm)

% mg/ml Staphylococcus aureus Staphylococcus hyicus Staphylococcus intermedius
Syzygium 100 1000 13.50+0.20° 12.00+0.35° 12.87+0.31°
polyanthum 50 500 11.62+0.232 10.12+0.12° 10.00+0.4092°

25 250 10.25+0.32° 8.25+0.25" 8.87+0.230

12.5 125 8.00%+0.61¢¢ 7.62+0.12° 7.12£0.29°
Amoxicillin 100 10 21.81+0.352 33.87+0.39° 18.43+0.31¢

Value represent mean+SEM (n=4). Means with different alphabets indicate significant differences among different

concentrations

Table-5: MIC and MBC of plant extract against Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, and Staphylococcus

intermedius.

Plant extract

MIC (mg/ml) Syzygium polyanthum

MBC (mg/ml) Syzygium polyanthum

Staphylococcus aureus 125 125
Staphylococcus hyicus 125 125
Staphylococcus intermedius 125 125
MIC=Minimum inhibitory concentration, MBC=Minimum bactericidal concentration
Table-6: IC,,values (ung/mL) of Syzygium polyanthum __ 120~ 1 4T
extract on 4T1 and MCF-7 mammary carcinoma cell lines. B
2 100+ MCF-7
Cancer cell lines IC,, values of extracts/drug (pg/mL) Z
Hydromethanolic extract of 2 8] L i
Syzygium polyanthum 3 &
= 60+ (| [
4T1 672.57+£59.42 K
MCF-7 126.05+50.89 o 40
All values are expressed as mean (n=3)%SD of triplicate §
experiments 8 20
& o
Discussion 0 1563 3125 625 125 250 500 1000
Results obtained in the present study revealed that Concentration (ug/mL)

the hydromethanolic extract of S. polyanthum exhibits
antibacterial activity against S. aureus, S. hyicus, and
S. intermedius (Table-2). The plant extract was tested
at a concentration of 125-1000 mg/ml to evaluate
the inhibitory effects against bovine mastitis isolated
pathogens. In this study, the MIC of S. polyanthum
against mastitis bacteria in bovine was 125 mg/ml.
The antibacterial activity is considered weak (zone
of inhibition between <8 mm) against S. aureus. This
is in agreement with study by Mehta et al. [22] on
Nelumbo nucifera flowers in which zone of inhibi-
tion between 10 and 16 mm is considered moderately
potent. Another study conducted from Adina cordifo-
lia, Asparagus racemosus, Aegle marmelos, Cassia
tora, and Dillenia pentagyna extracts which were con-
sidered showed weak antibacterial activity in which
zone of inhibition was between 5 mm and 8 mm [23].
This means that, in general, plant extract with zone of
inhibition between 10 and 16 mm is considered mod-
erately active while plant extract with zone of inhibi-
tion between 5 mm and 8 mm is considerate weakly
active.

Ramli et al. [24] reported that the inhibition
zone of S. polyanthum extract against S. aureus was
9.33£0.52 mm. Inthisexperiment, findings showed that
the inhibition zone is proportional with concentration.

Figure-3: Cell survivability (%) of 4T1 and MCF-7 cancer
cells following treatment with Syzygium polyanthum
extract for 72 h.

1201

100+

©
o
1

»
o
1

n
o
1

Percentage growth inhibition (%)
[-23
o

0 1563 3125 625 125 250 500 1000

Concentration (ug/mL)

Figure-4: Minimum growth inhibitory = concentration
(ICy,) of Syzygium polyanthum extract on 4T1 and MCF-7
mammary carcinoma cell lines.

As the concentration of extract increases, the zone
of inhibition is also wider. However, there is no dif-
ference in terms of pathogens susceptibility because
the MIC and MBC values are the same which are at
125 mg/ml. It means that these bacteria inhibited and
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killed at the same concentration of extract. This is in
agreement with previous study using the same plant
extract and Gram distinction between bacteria has
an effect on susceptibility rate [24]. The similarity of
MIC and MBC could be due to the pathogens tested in
this experiment which were Gram-positive bacteria.

In general, S. polyanthum extract exhibits cyto-
toxic activity (when 1C,, <1000 pg/ml), but according
to the United States National Cancer Institute plant
screening program and report [25], the S. polyanthum
extract was in category of weakly active against cancer
cells (IC,,>100-1000 pg/ml). In this study, the mini-
mum concentration of S. polyanthum extract that gives
at least 50% of cell inhibition of 4T1 and MCF-7 cells
was 672.574£59.42 and 126.05+50.89 pg/ml, respec-
tively. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide) (MTT) cell-based colorimetric assay
was used in the cytotoxicity assessment. It detects the
viable cells based on tetrazolium compound reduction
after reacting with metabolized cells. If the cell met-
abolically actives, it has the ability to convert yellow
MTT reagent into purple formazan by mitochondrial
succinate dehydrogenase reaction. The intensity of
purple formazan color solution was depending on the
amount of viable cells that able to actively metabolize
the tetrazolium compound in MTT reagent. Finally,
high or low number of live cell was measured under
spectrophotometer which gave the absorbance value
of each well.

Mixture of methanol and water (hydrometha-
nol) was used as solvent for extraction in this study.
This means that polar solvent was used since meth-
anol and water were classified as polar solvent.
Hydromethanolic extract (mixture of methanol and
water) has greater efficiency in pulling out (extract)
phytochemical compound in plant compared to pure
solvent (without mixture) [20,26,27]. Interestingly,
in this study, it was found that both antibacterial and
cytotoxic activities of this plant are considered weak.
Even though S. polyanthum extracts do not demon-
strate potent antibacterial and cytotoxic activities, it
does not mean that the extract has poor therapeutic
value. Perhaps, it is a possibility of phytochemical
compound existing in the plants which are multicom-
ponent mixture with different polarities. Selection
of an appropriate solvent for extraction is crucially
important since phytochemical compounds contribute
to the therapeutic value of the plant. Therefore, further
phytochemical analyses of this plant need to be con-
ducted to determine phytochemical constituents and
further isolation of the bioactive compound is strongly
recommended.

Conclusion

Crude hydromethanolic extract of S.polyanthum
exerts weak antibacterial activity. Overall, the extract
can be considered weak cytotoxic to mammary car-
cinoma cells. However, it was more toxic to MCF-7
cells compared to 4T1. These results support the

claims from traditional practitioner. However, further
study is recommended, especially, this plant should
be tested for in vivo. This is because many studies
found that the effect would be different when tested
between in vitro and in vivo, and perhaps, it would be
more potent. This is because animals have an immune
system and microenvironment such as hormone, and
thus, the synergistic effect derived from extract might
exist in vivo compared to in vitro.

Authors’ Contributions

MLN involved in all aspects of the study includ-
ing concept, design, data collection, interpretation of
data, statistical analysis, and manuscript preparation.
AAO and AAK involved in obtaining funding and
assisting the experiment. RS, AYO, and MM contrib-
uted to the statistical analysis and evaluated the man-
uscript. All authors have read and approved the final
manuscript.

Acknowledgments

The authors would like to thank the Faculty of
Veterinary Medicine, UPM and Universiti Malaysia
Kelantan, for providing the facilities and support for
the completion of this study. The authors also are
grateful to all the faculty staff who were involved indi-
rectly in the study. This study was funded by Research
University Grant Scheme (RUGS), Universiti Putra
Malaysia (UPM), Malaysia (01-02-12-1670RU).

Availability of Data and Materials

The datasets generated and/or analyzed during
the current study are not publicly available due to its
part of a big study (data) but are available from the
corresponding author on reasonable request.

Competing Interests

The authors declared that they have no compet-
ing interests.

Publisher’'s Note

Veterinary World remains neutral with regard
to jurisdictional claims in published institutional
affiliation.

References

1 Radostits, O.M. and Arundel, J.H. (2000) Veterinary
Medicine: A Textbook of the Diseases of Cattle, Sheep,
Pigs, Goats and Horses. 9™ ed. Saunders Press, London.

2 Zahreddine, H. and Borden, K.L. (2013) Mechanisms and
insights into drug resistance in cancer. Front Pharm., 4(28):
3389.

3 Townsend, D.M. and Tew, K.D. (2003) The role of glutathi-
one-S-transferase in anticancer drug resistance. Oncogene,
22(47): 7369-7375.

4 Fathi, B., Jamshidi, A., Zolfagharian, H. and Zare
Mirakabbadi, A. (2011) Investigation of the antibacterial
effect of venom of the Iranian snake Echis carinatus. Iran.
J. Vet. Sci. Technol., 2(1): 93-99.

5. Ang, J.Y., Ezike, E. and Asmar, B.l. (2004) Antibacterial
resistance symposium series society for applied microbiol-
ogy. Ser. Soc. Appl. Microbiol., 2004(3): 229-239.

6. Balunas, M.J. and Kinghorn, A.D. (2005) Drug discovery

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

241


http://www.veterinaryworld.org/Vol.12/February-2019/8.pdf

Available atwww.veterinaryworld.org/Vol.12/February-2019/8.pdf

10.

14

16.

17.

from medicinal plants. Life Sci., 78(5): 431-441.
Jain, R. and Jain, S.K. (2010) Traditional medicinal plants
as anticancer agents from Chhattisgarh, India: An overview.

Pfaller, M.A., editors. Manual of Clinical Microbiology. 9™
ed. American Society for Microbiology, Washington, DC.
p1152-1172.

Int. J. Phytomed., 2(3): 186-196. 19.  Baharum, Z., Akim, A.M., Taufig-Yap, Y.H., Hamid, R.A.
Harvey, A.L. (2008) Natural products in drug discovery. and Kasran, R. (2014) In vitro antioxidant and antipro-
Drug Discov. Today, 13(19): 894-901. liferative activities of methanolic plant part extracts of
Park, M.H., Choi, M.S., Kwak, D.H., Oh, KW., Yoon, D.Y., Theobroma cacao. Molecules, 19(11): 18317-18331.
Han, S.B., Song, H.S., Song, M.J. and Hong, J.T. (2011) 20, Nordin, M.L., Kadir, A.A., Zakaria, Z.A., Abdullah, R. and
Anti-cancer effect of bee venom in prostate cancer cells Abdullah, M.N.H. (2018) In vitro investigation of cyto-
through activation of caspase pathway via inactivation of toxic and antioxidative activities of Ardisia crispa against
NF-kB. Prostate, 71(8): 801-812. breast cancer cell lines, MCF-7 and MDA-MB-231. BMC
Ahmed, U., Malik Mujaddad-ur-Rehman, N.K., Fawad, S.A. Complement. Altern. Med., 18(1): 87.
and Fatima, A. (2012) Antibacterial activity of the venom of 2L Ayob, Z.,, Mohd Bohari, S.P., Abd Samad, A. and
Heterometrus xanthopus. Indian J. Pharm., 44(4): 509. Jamil, S. (2014) Cytotoxic activities against breast can-
Noorma, W.H. (1995) Synzgium gaertner; plant resource cer cells of local Justicia gendarussa crude extracts. Evid.
of South East Asia No 5(2). In: Lemmens, R.H., Based Complement. Altern. Med., 2014: 1-12. Article ID
Soerianegara, M.J. and Wong, W.C.I., editors. Timber 732980.
Trees: Minor Commercial Timbers. Prosea Foundation, 2. Mehta, N.R., Patel, E.P., Patani, P.V. and Shah, B. (2013)
Bogor, Indonesia. p441-474. Nelumbo nucifera (Lotus): A review on ethnobotany, phy-
Ismail, M. (2007) Ensiklopedia Herba: Kegunaan Dan tochemistry and pharmacology. Indian J. Pharm. Biol. Res.,
Khasiat Perubatan Tradisi. Anzagain Sdn Bhd. 1(4): 152-167.
Dalimartha, S. (2007) Atlas of Indonesian Medicinal Plants. 23 Vashist, H. and Jindal, A. (2012) Antimicrobial activities of
Vol. 2. Pustaka Penerbitan, Niaga Swadaya. p162-165. medicinal plants — Review. Int. J. Res. Pharm. Biomed. Sci.,
Haque, M.M. (2004) Inventory and documentation of 3(1): 222-230.
medicinal plants in Bangladesh. In: Medicinal Plants 24, Ramli, S., Radu, S., Shaari, K. and Rukayadi, Y. (2017)
Research in Asia. Vol. 1. Bangladesh: The Framework and Antibacterial activity of ethanolic extract of Syzygium
Project Workplans. p45. polyanthum L. (Salam) leaves against foodborne pathogens
Ismail, A., Mohamed, M., Sulaiman, S.A. and and application as food sanitizer. Bio. Med. Res. Int., 2017:
Wan Ahmad, W.A N. (2013) Autonomic nervous system 1-13, Avrticle 1D 9024246.
mediates the hypotensive effects of aqueous and residual 2. Atjanasuppat, K., Wongkham, W., Meepowpan, P,
methanolic extracts of Syzygium polyanthum (Wight) Walp. Kittakoop,P.,Sobhon, P., Bartlett,A.andWhitfield, P.J.(2009)
var. Polyanthum leaves in anesthetized rats. Evid. Based In vitro screening for anthelmintic and antitumor activity of
Complement. Altern. Med., 2013: 1-16. Article ID 716532. ethnomedicinal plants from Thailand. J. Ethnopharmacol.,
Widyawati, T., Yusoff, N.A., Asmawi, M.Z. and Ahmad, M. 123(3): 475-482.
(2015) Antihyperglycemic effect of methanol extract of 26 Aktumsek, A., Zengin, G., Guler, G.O., Cakmak, Y.S. and
Syzygium polyanthum (Wight.) leaf in streptozotocin-in- Duran, A. (2013) Antioxidant potentials and anticholin-
duced diabetic rats. Nutrients, 7(9): 7764-7780. esterase activities of methanolic and aqueous extracts of
Bauer, AW., Kirby, W.M.M., Sherris, J.C. and Turck, M. three endemic Centaurea L. species. Food Chem. Toxicol.,
(1966) Antibiotic susceptibility testing by a standardized 55(2013): 290-296.
single disk method. Am. J. Clin. Pathol., 45(4), 493-496. 27.  Al-Barazanjy, R.K., Dizaye, K. and Al-Asadye, A. (2013)
Jorgensen, J.H. and Turnidge, J.D. (2007) Antibacterial sus- Cytotoxic and cytogenetic effects of Salvia officinalis on
ceptibility tests: Dilution and disk diffusion methods. In: different tumor cell lines. Middle East J. Int. Med., 6(4):
Murray, P.R., Baron, E.J., Jorgensen, J.H., Landry, M.L. and 15-25.

*kkkkkikkk

Veterinary World, EISSN: 2231-0916

242


http://www.veterinaryworld.org/Vol.12/February-2019/8.pdf

World Journal of Pharmaceutical Research

SJIF Impact Factor 8.084

SYZYGIUM POLYANTHUM [WIGHT.] WALP LEAVES EXTRACT AS
THE ANTIBACTERIAL AGENT FOR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Sri Agung Fitri Kusuma'*, Rizal Zam’an? and Irma Erika Herawati?

!Department of Biology Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Padjadjaran University,

Sumedang, West Java, Indonesia 45363.

2Departement of Pharmacy, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Al-Ghifari

Article Received on
19 May 2020,

Revised on 09 June 2020,
Accepted on 29 June 2020

DOI: 10.20959/wjpr20207-18010

*Corresponding Author
Dr. Sri Agung Fitri
Kusuma

Department of Biology
Pharmacy, Faculty of

Pharmacy, Padjadjaran

University, Sumedang, West

Java, Indonesia 45363.

University, Bandung, West Java, Indonesia.

ABSTRACT

Objective: This study was designed to evaluate the antibacterial
potency of Syzygium polyanthum [Wight.] Walp leaves extract against
Staphylococcus aureus. Methods: The Syzygium leaves were
extracted using a maceration method with a 70 % ethanol as the
solvent. Then the macerates were evaporated in a rotary evaporator at
40-50 °C to obtain a thick extract and the extract was screened using
Harborne’s standard method to detect its secondary metabolite content.
The extract at various concentrations of 20, 40, 60 and 80 % w/v were
evaluated to determine its antibacterial potency against S. aureus using
the agar diffusion method. Results: The selected extraction method
was effectively applied to the dried leaves of S. polyanthum. The

secondary metabolites content of the leave, before and after extraction,

was not influenced by the extraction method and the solvent. Both in dried leaves and

extracts, they contain the same secondary metabolites, i.e. tannins and flavonoids. The leaves

extract of S. polyanthum provided higher antibacterial activity against S. aureus as the

increasing of the used extract concentrations. Conclusion: The leaf extract of S. polyanthum

has a great opportunity to become a potential natural inhibitor against S. aureus.

KEYWORDS: Syzygium polyanthum [Wight.] Walp, leaf, Staphylococcus aureus,

antibacterial, potency.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is a normal flora bacterium that provides a significant impact on
human health because of its involved in several human diseases. As a normal flora, S. aureus
colonizes on skin, mucous membrane and skin glands, but the bacteria have the capability to
adapt to their environment and causing several infections to human, such as:
bacteriemia, lethal pneumonia, osteomyelitis, toxic shock syndrome, scalded skin, and

endocarditis.*!

Recently, the resistance of S. aureus has gradually grown worldwide because of the bacterial
evolution and the antibiotic abuse. The main cause of staphylococcal disease, commonly
caused by strains of methicillin resistant S. aureus (MRSA) and the infections have reached
epidemic proportions globally.[*]

The bioactive compounds in leaves of S. polyanthum present a valuable metabolite for
antibacterial agent. Recent research has highlighted that S. polyanthum has potential
antibacterial activities due to the promising antibacterial metabolites, i.e. flavonoids and
tannins.®l This encourages interest in evaluating the antibacterial potential of the extract
against S. aureus, thus, it can add information on the antibacterial spectrum of the S.
polyanthum leaves.

MATERIALS AND METHODS

Materials

S. polyanthum fresh leaves were purchased from the Manoko Botanical Garden in Lembang,
West Java, Indonesia. The age of the leaves was 2 weeks old and the color was green. The
leaves of the plant were determined in School of Biological Sciences and Technology, ITB
Bandung, Indonesia. The S. aureus was taken from bacterial culture collection of

microbiology laboratory, Padjadjaran University, Indonesia.

Simplicia Preparation

S. polyanthum leaves were washed with running tap water in the shortest possible time to
avoid leaf damage which allows the early release of active substances. After that, the leaves
were treated by the following steps: drained, cut, grounded and indirect drying. The drying

process was run until the dried leaves got the constant weight.
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Extraction

The dried leaves of S. polyanthum were macerated in ethanol 70% for 3x24 h. The macerate
was collected everyday as the new solvent addition into the macerator. All macerates
fractions were collected, then evaporated in a rotary evaporator at 40-50 °C to yield the thick
extract with the constant weight. The thick extract was prepared to make a serial dilution of
testing concentrations as follows: 20%, 40%, 60%, and 80% w/v to be evaluated for the
antibacterial activity test. The extract concentration of 80% w/v was made by diluting the
extract in DMSO, meanwhile, the other concentrations were serially diluted using sterile
distilled water.

Phytochemical Screening

Phytochemical screening was conducted using a standard method to determine the class of
secondary metabolite content in the simplicia and the extract of S. polyanthum leaf.’! The
detection included several secondary metabolites such as: alkaloids, quinones, tannins,
flavonoids, saponins, steroids and triterpenoids.

Preparation of the bacterial suspension

The turbidity of the bacterial suspension to be used was 0.5 McFarland standard. The 0.5
McFarland solution was consisted of a 0.05 ml of 1% BaCl, solution and 9.95 ml of 1%
H>SO4 solution. The absorbance of the standard was measured at 530 nm. The S. aureus
colonies from the slant agar were taken and suspended in 0.95% sterile saline. The turbidity
of the S. aureus suspension then measured and adjusted to obtain a turbidity that equal to the
0.5 McFarland standard’s turbidity.

Antibacterial activity test

The antibacterial activity test of S. polyanthum leaf extract was carried out using the agar
diffusion method. A total of 20 pL S. aureus suspension was mixed with Mueller Hinton agar
(MHA) media (45°C) and gently homogenized in a sterile petri dish. The media was allowed
to solidify at room temperature and aseptically perforated. The extract with in each
concentration was filled in the hole in a volume of 50 pL. Then, the plates were incubated for

18 h at 37°C. The inhibitory zone diameters were measured using a caliper.™”!

RESULTS AND DISCUSSION
After the drying process, 1.1 Kg of the dried leaves was obtained from 4.5 Kg of the fresh

leaves. The drying process was aimed to reduce the water content in the leaves. According to
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the traditional medicine requirements, the ideal water content of the extract is less than
10%.1*1 The extraction yield was 6.65%. The extract, then evaluated for its antibacterial
potency against S. aureus, and the diameters of the inhibition were presented in Table 1. The

S. aureus demonstrated high sensitivity response to the tested extract. The inhibition diameter
of the extract gradually increased with the increasing of extract concentration. The
antibacterial activity of the extract was characterized as a very active antibacterial agent,
because the resulted inhibition diameter was in the range of 13-18 mm.[*? The S. polyanthum
leaf extract provided strong antibacterial characters against S. aureus and it suggested that the
extract was very potential to be a medicinal plant for infectious disease caused by S. aureus.
The confirming of the antibacterial potency of the S. polyanthum leaf extract was due to the
potential of secondary metabolites contained in the extract. It is known that bioactive
compounds can be synthesized in plants as secondary metabolites that have antimicrobial
activity to inhibit the pathogens. The flavonoids and tannins were detected in the extract of S.
polyanthum leaf. Both metabolites were known as an antibacterial agent with different
mechanism of action. The flavonoids are contributed as inhibitor in: the nucleic acid
synthesis and the cytoplasmic membrane,s function.[*3141 Meanwhile, tannins are reported to
have a bacteriostatic or bactericidal effect against S. aureus, by complexing the microbial

enzymes. 11516l

Table 1: Antibacterial activity of S. polyanthum leaf extract

Extract concentration (%ow/v) Diameter of inhibition (mm)
20 14.20 + 0.0000
40 15.55 + 0.0000
60 16.40 + 0.0000
80 17.10 £ 0.0002

Notes: the diameter of the perforator = 6 mm

CONCLUSION
Our finding suggested that the leaf extract of S. polyanthum significantly inhibited S. aureus
and could be further study to be developed as natural medicine, mainly to treat the infection

caused by S. aureus.
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ABSTRAK

Belakangan ini telah banyak penelitian yang meneliti ekstrak
daun salam dan kitosan nanopartikel 1% secara terpisah yang
mempunyai potensial antibakteri pada bakteri gram positif
maupun gram negatif. Dengan itu peneliti tertarik untuk
mencampurkan kedua bahan tersebut sehingga dapat dijadikan
sebagai alternatif antibakteri yang lebih efektif kedepannya.
Penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui potensial
antibakteri dari ekstrak daun salam - kitosan nanopartikel 1%
pada pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Ekstrak
daun salam di buat dengan metode maserasi dan di ubah ke
dalam sediaan konsentrasi 50%, 75% dan 100%, kemudian
di campurkan dengan kitosan nanopartikel 1% metode gelasi
ionik dengan perbandingan 1:1 sehingga di dapat tiga grup
penelitian. Potensial antibakteri di uji dengan metode disc
diffusion (Tes Kirby-Bauer). Berdasarkan uji statistik one way
ANOVA menunjukan nilai signifikansi p=0,000 (p<0,05) yang
berarti ada perbedaan rata-rata diameter hambat ekstrak daun
salam 50%, 75% dan 100% - kitosan nanopartikel 1% dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
yaitu 12,30+£0,2530 mm, 13,25+0,3728 mm, 14,10+0,1789
mm dan diperkuat oleh uji korelasi Pearson. Dengan demikian
kombinasi ekstrak daun salam 100% - kitosan nanopartikel
1% terbukti paling potensial dalam melawan pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.

Kata kunci: Daun Salam (Syzygium polyanthum), Kitosan
Nanopartikel 1%, Staphylococcus Aureus

Antibacterial Potensial Test of Salam Leaf Extract
(Syzygium Polyanthum) - Chitosan Nanopartikel 1%
Against The Growth of Staphylococcus Aureus Bacteria

ABSTRACT

Lately, There have been many studies about salam leaf
extract and chitosan nanoparticle 1% which have antibacterial
potential on both gram-negative and gram-positive bacteria.
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Researchers interested for mixing two of
ingredients use as an alternative antibacterial
that will be more effective for future. The
aims of study to determine the antibacterial
potential salam leaf extract - chitosan
nanoparticles 1% against the growth of
Staphylococcus aureus. Salam leaf extract
made by maceration method and converted
into 50%, 75% and 100% concentrations,
mixed with chitosan nanoparticles 1% ionic
gelation method ratio 1 : 1 so there was
three research groups. The antibacterial
potensial tested by the disc diffusion method
(Kirby-Bauer test). Based on one way ANOVA
statistical, it showed significance value of
p = 0,000 (p <0.05) so that means there
was differences in the average diameter of
inhibitory salam leaf extract 50%, 75% and
100% - chitosan nanoparticles 1% againt
the growth of Staphylococcus aureus where
is the results are 12.30 £ 0.2530 mm, 13.25
+ 0.3728 mm, 14.10 = 0.1789 mm and
reinforced by the Pearson correlation test.
Thus the combination of 100% concentration
salam leaf extract - chitosan nanoparticles
1% proved to be the most potential againt
Staphylococcus aureus.

Keywords: Salam
polyanthum),  Chitosan
1%, Staphylococcus Aureus.

Leaf (Syzygium
Nanoparticles

LATAR BELAKANG

Peneliti telah banyak melakukan uji tentang
bahan alternatif antibakteri belakangan ini.
Penelitian tersebut sering sekali berasal dari
senyawa kimia sintetik (anorganik) ataupun
produk alami (organik). Tumbuhan sering
sekali di jadikan produk yang memiliki
kegunaan baik untuk kesehatan seperti daun
salam. Daun salam (Syzygium polyanthum)
merupakan jenis tumbuhan herbal yang
mempunyai banyak kegunaan salah satunya
adalah antibakteri.* Dari penelitian Susilowati
dan Harningsih 2 uji fitokimia dapat digunakan
untuk menentukan kandungan bahan kimia
aktif sebagai antibakteri di dalam daun
salam (Syzygium polyanthum). Adapun
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senyawa bioaktif pada daun salam yang
berkhasiat sebagai antibakteri diantaranya
seperti fenol, polypeptide, tanin, flavonoid,
quinone, minyak atsiri, coumarin, terpenoid,
lectin, alkaloid, polyamine, thiosulfinate,
isothiocyanate, polyacetylene dan glucoside.?
Wiradona et al. “dalam penelitiannya
menggunakan daun salam sebagai bahan
kumur menunjukan  pengaruh dalam
menghambatpembentukan plak pada
gigi sehingga dapat membantu mencegah
terjadinya karies gigi dan penyakit
periodontal. Sedangkan pada penelitian yang
dilakukan oleh Hakim et al. *daun salam
konsentrasi yaitu 100%, 75%, dan50% dari
proses rebusan menunjukan hasil adanya
pengeruh daya hambat pertumbuhan pada
bakteri Enterococcus faecalis. Sedangkan
aktivitas antibakteri pada penelitian Mawan
et al. >ekstrak buah salam (Syzygium
polyanthum) menunjukan adanya pengaruh
signifikan dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Escherchia coli di mana konsentrasi
80% merupakan aktivitas tertinggi dalam
menghambat pertumbuhan bakteri
Eschericha coli.

Antibakteri alternatif lain juga dapat
berasal dari produk hewani. Kitosan adalah
senyawa yang dapat di temukan di dalam
kulit udang dan cangkang kerang dan telah
teruji memiliki beberapa aktivitas biologis
salah satunya sebagai antibakteri. Polimer
antibakteri kitosan dapat bertindak sebagai
agen antibakteri secara aktif dan pasif.
Dimana secara pasif dapat mengurangi
penyerapan protein pada permukaannya
yang berfungsi untuk merusak adhesi
bakteri. Itu berarti bahwa polimer ini tidak
membunuh bakteri tetapi dapat menghambat
pertumbuhannya. Sedangkan pada kategori
polimer aktif dimana senyawa menempel
pada permukaan polimer sehingga secara
aktif dapat membunuh bakteri.®

Kitosan memiliki gugus amina yang
mengakibatkan kitosan dapat dimodifikasi.
Salah satunya memodifikasi kitosan dalam
ukuran nanopartikel yaitu dengan metode
gelasi ionik seperti halnya penelitian Putri
et al. ”dengan menggunakan alat magnetic
stirrer. Sedangkan yang dilakukan oleh Pan et

JMKG 2020;9 (2):47-56



al. 8 dalam penelitiannya yaitu memodifikasi
kitosan dengan cara penambahan natrium
tripolifosfat (Na-TPP). Modifikasi tersebut
dapat menyebabkan kitosan berperan
sebagai polikationik kemudian berinteraksi
dengan polianion tripolifosfat dan terjadilah
crosslink ataupun ikatan silang dimana secara
spontan membentuk partikel berukuran lebih
kecil.® Kitosan yang diubah dalam bentuk
nanopartikel yaitu berkisar antara 10 -1000
nm. Dengan demikian mempunyai efektivitas
antibakteri dan penyerapan yang lebih baik
dari ukuran kitosan biasanya. Seperti hasil
dalam penelitian yang dilakukan oleh Qudsi et
al. 10 dengan melihat perbedaan efektivitas
dari kitosan dan kitosan nanopartikel
terhadap pertumbuhan bakteri Enterococcus
faecalis menggunakan konsentrasi 0,0625%;
0,125%; 0,5%; 0,25%; 1% dan yang

mana hasilnya menunjukan bahwa kitosan
nanopartikel menunjukan efek yang lebih
baik dalam mengahambat pertumbuhan
bakteri.

Rongga mulut mengandung berbagai
macam komunitas bakteri. Mikroflora ini
secara normal terdapat di bagian atau
permukaan yang berada di rongga mulut.
Bakteri pada jaringan Ilunak maupun
jaringan keras menumpuk dan terakumulasi
sehingga membentuk lapisan yang disebut
plak. Bakteri yang terakumulasinya ini
apabila di biarkan seringkali menyebabkan
penyakit patogen di dalam rongga mulut.!!
Berdasarkan data dari Riskesdas !? tercatat
gigi berlubang menempati persentasi
tertinggi yaitu 45,3% dan di ikuti oleh gigi
hilang 19,0% dan masalah infeksi pada
gusi 14,0%, hal ini menunjukan masalah
kesehatan gigi pada masyarakat Indonesia
masih kurang diperhatikan.

Bakteri Staphylococcus aureus telah
lama dikenal sebagai unsur utama flora
oral, bakteri ini sering sekali menimbulkan
masalah kesehatan pada rongga mulut.
Penyakit infeksi yang di timbulkan oleh
bakteri Staphylococcus aureus memiliki
karakteristik seperti peradangan, nekrosis,
dan pembentukan abses. Selain itu, sejumlah
infeksi oral yang berbeda (misalnya angular

cheilitis, parotitis, mucositis) disebabkan
oleh mikroorganisme ini. Baru-baru ini,
juga telah ditemukan bahwa Staphylococcus
aureus mungkin memiliki peran dalam
kegagalan implan gigi*3.

Mengenai latar belakang yang telah di
jelaskan di atas, yang mana para peneliti
telah banyak meneliti mengenai ekstrak
daun salam dan kitosan nanopartikel 1%
secara terpisah kepada bakteri gram positif
maupun negatif, maka dari itu peneliti
tertarik untuk mencampurkan kedua bahan
tersebut dan melakukan uji potensial
antibakteri ekstrak daun salam (syzygium

polyanthum) - kitosan nanopartikel
1% terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Penggabungan

dua bahan ini dengan konsentrasi dari
ekstrak daun salam (Syzugium polyanthum)
50%, 75% dan 100% dimaksudkan untuk
meningkatkan efek farmakologis yang dapat
dimanfaatkan sebagai antibakteri alternatif
kedepannya dan membantu meningkatkan
angka kesehatan gigi dan mulut.

BAHAN DAN METODE

Desain penelitian yang digunakanadalah
penelitian eksperimental laboratorium secara
invitrodan rancangan penelitian dengan post
test only control group design. Pengolahan
data untuk melihat hasil penelitian ini
menggunakan program komputer SPSS
dengan uji one way ANOVA dan korelasi
pearson. Penelitian ini dilaksanakan di
beberapa tempat yaitu identifikasi simplisia
daun salam  (Syzygium  polyanthum)
dilakukan di Herbarium Medanense USU.
Pembuatan ekstraksi daun salam (Syzygium
polyanthum), kitosan nanopartikel, uji
fitokimia kualitatif ekstrak daun salam
(Syzygium polyanthum) beserta pengujian
antibakteri dilaksanakan di laboratorium
fitokimia dan mikrobiologi biologi farmasi
USU. Pengujian Particle Size Analyzer (PSA)
dilakukan di Laboratorium Pengujian Obat,
Makanan dan Kosmetik UII. Sampel yang
di gunakan adalah daun salam (Syzygium
polyanthum) tua dan tidak rusak di dapatkan
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dari perkebunan di daerah Medan Johor, yang
di jadikan ekstrak dengan konsentrasi 50%,
75% dan 100%. Kemudian larutan kitosan
nanopartikel 1% vyang dipreparasi dengan
metode gelasi ionik.

Alat dan bahan yang di gunakan
adalah wadah tertutup, aluminium foil,
rotary evaporator, timbangan analitik,
timbangan digital, kertas whatman, corong
kaca, inkubator, blender, sendok tanduk,
sendok stainless steel, magnetic stirrer,
sonikator, rak tabung reaksi, termometer,
Biological Safety Cabinet, laminar air flow
(LAF) cabinet, autoklaf, labu ukur, gelas
ukur, erlenmeyer, beaker glass, cawan
penguap, tabung reaksi, batang pengaduk,
cawan petri, cakram kertas berdiameter
6mm, pipet tetes, jangka sorong (electric
digital capliper), jarum ose, mikropipet, tip,
bunsen, kaki tiga, kawat kasa, penggaris,
spidol, spuit, dan vial. Bahan yang di
gunakan adalah serbuk kitosan (Funakoshi
Co., Ltd) dengan deasetilasi 90%, natrium
tripolifosfat (Na-TPP), daun salam (Syzygium
polyanthum), asam asetat1%, etanol 96%,
etanol 70%, spiritus, akuades steril, bakteri
Stapilococcus aureus, media Muller Hinton
Agar (Oxoid), Nutrient Borth (Oxoid), DMSO.

Pembuatan Ekstrak Daun Salam
Pembuatan ekstraksi dilakukan
berdasarkan penelitian Sari et al. '* daun
salam (Syzygium polyanthum) disortir dan
dibersihkan, lalu selama 3 hari pengeringan
dilakukan di bawah sinar matahari. Setelah
itu dilakukan sortasi kering dan dihalusan
menggunakan cara di blender. Serbuk halus
di timbang sebanyak 600 gram. Daun salam
(Syzygium polyanthum) diekstraksi dengan
metode maserasi. Simplisia kemudian di
rendam dengan pelarut etanol 96% dan
pengadukan setiap 24 jam selama 5 hari.
Setelah itu menggunakan kertas saring
untuk dilakukan penyaringan. Hasil maserat
yang terkumpul dimasukkan dengan sushu
40°C ke dalam rotary evaporator, selanjutnya
didapatkan sisa filtrat dan diuapkan
menggunakan cawan penguap dengan
inkubator hingga terbentuk ekstrak kental. Uji
fitokimia dilakukan dengan metode skrining
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menggunakan pereaksi secara kualitatif,
bertujuan mengetahui ada tidaknya senyawa
bioaktif ekstrak daun salam yang terdapat
didalamnya. Uji fitokimia yang dilakukan
antara lain uji flavonoid, alkaloid, steroid,
triterpen, saponin, tanin dan glikosida.

Pembuatan Kitosan Nanopartikel 1%
Kitosan nanopartikel dengan metode
gelasi ionik berpedoman pada penelitian
Bangun et al. **> siapkan larutan kitosan 1%
dengan cara kitosan dilarutkan seberat 0,2 g
dengan 20 mLasam asetat 1% menggunakan
magnetic stirrer selama 8 jam. Kemudian
disonikasi selama 40 menit. Selanjutnya
siapkan larutan natrium tripolifosfat 0,1 %
dengan cara natrium tripolifosfat dilarutkan
sebanyak 0,01 g dalam 10 mL akuades
dengan menggunakan magnetic stirrer.
Kemudian disonikasi selama 40 menit.
Kedua larutan dicampurkan dengan cara
teteskan natrium tripolifosfat 0,1% kedalam
larutan kitosan 1% tetes demi tetes dengan
spuit 1 mL dengan kecepatan penetesan 15
tetes/menit. Dengan perbandingan kitosan
natrium tripolifosfat 2:1. Stirrer larutan
ini selama 8 jam dan sonikasi selama 45
menit.15 Kemudian kitosan nanopartikel
1% dalam bentuk cair dianalisis dengan
menggunakan uji PSA (Particle Size Analyzer)
dengan metode dynamic light scattering
untuk melihat ukurannya.®

Preparasi Sampel Ekstrak Daun Salam -
Kitosan Nanopartikel

Pencampuran  dilakukan  dengan
perbandingan 1:1 pada tiap grup. Ekstrak
daun salam  (Syzygium  Polyanthum)
konsentrasi 50%, 75%, 100% dan kitosan
nanopartikel 1% vyaitu masing-masing
sebanyak 1 mL."

Uji Antibakteri

Untuk uji potensial antibakteridilakukan
dengan metode disc diffusion (Tes Kirby-
Bauer). Peremajaan bakteri Staphylococcus
aureus, pembuatan suspensi bakteri,
pembuatan cakram kertas dengan diameter
6 mm, persiapan kontrol positif. Suspensi
yang berisikan bakteri disiapkan 20 pL
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dan di tuangkan ke media di dalam petri
selanjutnya goreskan dengan kapas ulas
steril pada media uji. Dilakukan pemutaran
dengan kapas ulas steril hingga beberapa
kali, yang mana prosedur ini di lakukan
pengulangan sebanyak dua kali. Kontrol
positif berupa ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) 50%, 75%, 100% dan kitosan
nanopartikel 1%, kemudian sediakan sampel
kombinasi ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) masing-masing kosentrasi
50%, 75% dan 100% - kitosan nanopartikel
1%. selanjutnya cakram diletakkan di
permukaan media yang di inginkan dan di
sesuaikan posisinya. selanjutnya media
di simpan selama 24 jam pada inkubator
dengan suhu 379C. Diameter zona hambat
dapat di ukur dengan menggunakan jangka
sorong sehingga hasil yang di dapatkan di
tulis dengan satuan milimeter.®

HASIL

Hasil Identifikasi Material Simplisia
Sampel pada penelitian ini dibuktikan

berdasarkan hasil identifikasi material
simplisia yang di uji di Herbarium Medanense
yaitu :

Nama lokal : Daun Salam

Spesies Syzygium polyanthum
(Wight.) Walp

Genus : Syzygium

Famili : Myrtaceae

Ordo : Myrtales

Kelas : Dicotyledoneae

Divisi : Spermatophyta

Kingdom : Plantae

Maka dari itu benar bahwa simplisia
yang di gunakan pada penelitian ini ialah
daun salam (Syzygium polyanthum).

Hasil Uji Fitokimia

Dari hasil uji fitokimia secara kualitatif
pada ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) pada tabel 1 dapat dilihat
sebagai berikut.

Tabel 1 Golongan Senyawa Ekstrak Daun
Salam (Syzygium Polyanthum)

Metabo Skunder Pereaksi Ekstrak
Etanol
Alkaloid Dragendroff, -
Bouchardat, -
Mayer -
Flavonoid Serbuk Mg+ Amil +
Alkohol+HCI p
Glikosida Molish+ H2S04 +
Saponin Air Panas/dikocok +
Tanin FeCI3 +
Triterpen/Ste- Lieberman-Bourchat +
roid
Keterangan : + = Positif, - = Negatif

Dari tabel 1 dapat dilihat bahwa
senyawa di dalam daun salam (Syzygium
polyanthum) mengandung glikosida,
saponin, tanin, flavonoid dan triterpen/
steroid. Sedangkan alkaloid tidak
terkandung di dalam daun salam (Syzygium
polyanthum).

Hasil Uji Particle Size Analyzer Kitosan
Nanopartikel 1%

Pada uji particle size analyzer kitosan
nanopartikel 1% menggunakan HORIBA
Scientific SZ-100. Hasil pada tabel 2 dapat
dilihat sebagai berikut.

Tabel 2 Hasil Uji Particle Size Analyzer
Kitosan Nanopartikel 1%

Nama Sampel Parameter Satuan | Hasil Uji
Kitosan Nanopar- | Nano Par- Nm 101,5
tikel 1% tikel

Keterangan: Nm: nanometer

Berdasarkan tabel 2 uji particel size
analyzer di dapatkan kitosan nanopartikel
1% dengan ukuran 101,5 nm.

Hasil Uji Antibakteri

Hasil pengujian potensial antibakteri
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
50%, 75% dan 100% - kitosan nanopartikel
1%  terhadap pertumbuhan  bakteri
Staphylococcus aureus. Nilai diameter
hambat dilihat selengkapnya di tabel 3
berikut.
Tabel 3 Nilai Diameter Hambat Ekstrak Daun
Salam (Syzygium polyanthum) - Kitosan
Nanopartikel 1% dalam Menghambat
Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus
aureus.
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Bahan | Kon- | Repl asi (mm) Mean+
Uji sen- |1 2 3 4 5 6 SD
trasi
Ekstrak 100% 14,2 13,8 14,1 14,0 14,2 14,3 14,10+0,1789
daun 75% 13,6 12,9 13,113,7 12,8 13,4 13,25+0,3728
salam- 50% 12,4 12,6 12,012,012,312,512,30+0,2530
kitosan
nanopar-
tikel 1%
Kontrol
Postifi
Ekstrak 100% 13,6
daun salam 75% 12,4
50% 11,8
Kitosan
nanopartikel
1% 10,4

Berdasarkan tabel 3 diatas menunjukkan
bahwa rata-rata£SD diameter hambat ekstrak
daun salam (Syzygium polyanthum) 50%,
75%, 100% - kitosan nanopartikel 1% yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus adalah 12,30%+0,2530
mm, 13,25+0,3728 mm, 14,10+0,1789 mm.
Sedangkan diameter hambat pada kontrol positif
yaitu ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
50%, 75%, 100% - kitosan nanopartikel 1%
adalah 11,8 mm ; 12,4 mm ; 13,6 mm dan 10,4
mm.

Dari data yang ditunjukan pada diameter
hambat tabel 3 diatas, dan dilakukan untuk uji
normalitas Shapiro-Wilk. Dari hasil pengujian
normalitas terlihat nilai signifikansi p>0,05
dan dilanjutkan menggunakan uji statistik
parametrik one way ANOVA. Hasil uji one way
ANOVA selengkapnya dapat dilihat pada tabel 4
berikut.

Tabel 4 Hasil Uji One Way ANOVA

Bahan Uji Mean SD p value
Ekstrak daun salam- ki- | 14,10 0,1789 0,000%*
tosan nanopartikel 1% 13,25 | 0,3728

100% 12,30 | 0,2530
75%
50%

*Signifikan

Berdasarkan data uji statistik one way ANOVA
dapat dilihat bahwa nilai signifikansi p=0,000
(p<0,05). Berarti adanya peningkatan potensial
antibakteri dari setiap grup perlakuan.
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zona hambat kontrol
1% terhadap
Staphylococcus

Gambar 1 Hasil
positif kitosan nanopartikel
bakteri

pertumbuhan
aureus.

Gambar 2 Hasil zona hambat kontrol positif
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
50%, 75%, 100% terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.

Gambar 3 Hasil zona hambatan kombinasi
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
50%, 75%, 100% - kitosan nanopartikel 1%
terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Selanjutnya, dilakukan analisis data
menggunakan uji korelasi pearson
betujuan mengetahui keeratan hubungan
antara ekstrak dari daun salam (Syzygium
polyanthum) dengan konsentrasi 50%, 75%,
100% - kitosan nanopartikel 1% terhadap

diameter hambat dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus. Hasil pengukuran uji korelasi

pearson selengkapnya dapat dilihat pada
tabel 5 berikut.

Tabel 5 Hasil Uji Korelasi Pearson
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Ekstrak daun

salam konsen
trasi 50%, 75%

dan 100% - kito-
san nanopartikel
1%

*Signitikan

Sesuai uji korelasi pearson arah
hubungan korelasi positif dimana hubungan
ekstrak dari daun salam (Syzygium
polyanthum) konsentrasi 50%, 75%, 100%
- kitosan nanopartikel 1% terhadap diameter
hambat untuk menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus diperoleh nilai
p=0,000 dan nilai r=0,944.

Jumlah Korelasi Pearson(r) P

18 0,944 0,000*

PEMBAHASAN
Penelitian ini menggunakan daun salam
dengan spesies Syzygium polyanthum. Hasil
uji fitokimia kualitatif yang di dapatkan dari
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
mengandung beberapa senyawa Dbioaktif
seperti saponin, glikosida, flavonoid, tanin
dan triterpen/steroid. Hasil fitokimia ini sesuai
dengan hasil dari uji fitokimia yang dilakukan
oleh Mawan et al. ® terhadap daun salam
(Syzygium Polyanthum) dimana senyawa-
senyawa tersebut telah terbukti memiliki
manfaat yang baik sebagai antibakteri
Selain itu penelitian ini juga digunakan
kitosan dalam ukuran nanopartikel
konsentrasi 1%. Kitosan sendiri diketahui
sudah memiliki potensial antibakteri yang
baik dimana berdasarkan hasil penelitian
yang telah di teliti Damayanti et al. '° aktivitas
antibakteri lebih tinggi potensial menghambat
pada bakteri gram negatif dari bakteri gram
positif termasuk Staphylococcus aureus. Dari
uji particle size analyzer di dapatkan ukuran
kitosan nanopartikel 1% yaitu 101,5 nm.
Hasil penelitian ini di pengaruhi oleh metode,
suhu, kecepatan pengadukan dan derajat
deasetilasi kitosan yang di gunakan vyaitu
pada penelitian ini adalah 90%. Sedangkan
pada penelitian Arsyi et al. 20 dengan sama-
sama menggunakan metode gelasi ionik dan
kitosan dengan deasetilasi yang berbeda
yaitu 82,05% untuk membentuk kitosan
nanopartikel dan hasilnya adalah lebih besar
yaitu 774,3 nm.

Ini menunjukan banyak hal yang dapat
mempengaruhi terbentuknya ukuran
kitosan nanopartikel terseblil(;c. Sedangkan
pada penelitian Arsyi et al.
dengan sama-sama menggunakan
metode gelasi ionik dan kitosan dengan
deasetilasi yang berbeda yaitu 82,05%
untuk membentuk kitosan nanopartikel
dan hasilnya adalah lebih besar yaitu 774,3
nm. Ini menunjukan banyak hal yang
dapat mempengaruhi terbentuknya ukuran
kitosan nanopartikel tersebut.

Dari ketiga grup perlakuan hasil yang
di dapatkan pada penelitian ini yaitu
memiliki potensial sebagai antibakteri
terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dengan diameter zona hambat ekstrak
daun salam (Syzygium polyanthum)
50%, 75%, 100% - kitosan nanopartikel
1% adalah 12,30 mm; 13,25 mm; 14,10
mm. Hasil penelitian terlihat perbedaan
dari ketiga grup perlakuan semakin
rendah konsentrasi daun salam yang
digunakan maka semakin rendah diameter
zona hambatnya. Kemudian setiap grup
perlakuan memiliki daya hambat yang kuat
hal ini diperkuat oleh pernyatan mengenai
kriteria kekuatan besar zona hambat pada
penelitian Mozartha et al. berkisar 11-20
mm.2

Penelitian ini sejalan dengan

penelitian yang dilakukan Syarmalina et
al. 22 yaitu dengan mengubah ekstrak
temulawak menjadi nanopartikel berbasis

kitosan dengan metode gelasi ionik
dalam melawan pertumbuhan bakteri
Propionibacterium acne sebagai anti

jerawat, hasilnya menunjukan bahwasanya
terjadi peningkatan zona hambat stelah
pencampuran kedua bahan tersebut di
bandingkan dengan ekstrak temulawak
tunggal. Hal ini di akibatkan karena adanya

perubahan ukuran partikel sehingga
membantu meningkatkan potensial
antibakteri.

Sedangkan untuk hasil dari kontrol
positif ekstrak daun salam konsentrasi
50%, 75% dan 100%, menunjukan besar
zona hambat masing-masingnya adalah
11,8 mm; 12,4 mm; 13,6 mm. Hasil kontrol
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positif penelitian ini memiliki zona hambat yang
lebih kecil dibandingkan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Tammi et al.2® diameter hambat dari
ekstrak dari daun salam (Syzygium polyanthum)
100%, 80%, 60%, 40% dan 20% adalah 22,75
mm; 20,25 mm; 20 mm; 20 mm; dan 18,75 mm
hal ini kemungkinan karena beberapa faktor salah
satunya adalah proses pengeringan yang berbeda
yaitu menggunakan alat pengering dengan suhu
yang stabil sehingga kandungan air akan lebih
sedikit dari pada dengan menggunakan sinar
matahari. Proses tersebut diperkuat oleh penelitian
yang dilakukan Winangsih et al. 2* bahwa minyak
atsiri yang terkandung di bagian daun akan lebih
banyak dan kadar airnya lebih sedikit dengan
pengeringan menggunakan alat dari pada dengan
metode pengeringan lainnya.

Kontrol positif lainnya yang dipakai saat
penelitian ini berlangsung ialah kitosan nanopartikel
1%. menunjukkan bahwa hasil penelitian dengan
diameter hambat dari kitosan nanopartikel
1% dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus adalah 10,4 mm. Hasil ini
tidak jauh berbeda dari hasil yang di teliti oleh
Magani et al. ?* didapatkan bahwa diameter hambat
dari kitosan nanopartikel 1%, untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus adalah
9,98 mm.

Hasil penelitian juga dapat terlihat perbedaan
antara ketiga grup perlakuan dengan kontrol
positif dalam hal potensial pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus, yaitu adanya peningkatan
daya hambat pada setiap grup perlakuan dari
kontrol positif yang digunakan. Itu menunjukan
bahwa kedua bahan saling mempengaruhi
sehingga terjadi peningkatan potensial antibakteri
pada bakteri Staphylococcus aureus. Berdasarkan
hasil uji oneway ANOVA dapat dinyatakan bahwa
hipotesis penelitian ini dapat diterima yaitu adanya
efek antibakteri pada uji potensial antibakteri
ektrak daun salam (Syzygium polyanthum) -
kitosan nanopartikel 1% dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.
Didukung juga dengan hasil korelasi pearson yang
menyatakan bahwa penelitian ini memiliki korelasi
yang bermakna antara korelasi ektrak daun salam
(Syzygium polyanthum) - kitosan nanopartikel
1% dengan diameter hambat dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dengantingkatan keeratan adalah sangat kuat. Arah
hubungan korelasi positif berarti dengan semakin
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besarnya konsentrasi dari ekstrak daun salam
(Syzygium polyanthum) - kitosan nanopartikel 1%,
maka semakin tinggi juga diameter hambatnya
sehingga semakin potensial bahan uji dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus.

Uji korelasi pearson ini memiliki kesamaan
hasil dengan apa yang dilakukan oleh Qudsi et al. *°
yaitu dengan menguji korelasi kitosan nanopartikel
terhadap bakteri Enterococcus faecalis bahwasanya
hasil yang ditunjukan adalah positif sehingga
potensial hambat yang di dapatkan semakin besar
dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak.

Seperti terlihat dari hasil penelitian ini bahwa
kombinasi ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) konsentrasi 100% -  kitosan
nanopartikel 1% terbukti lebih kuat dan berpotensial
untuk menghambat perkembangan  bakteri
Staphylococcus aureus dibandingkan dengan
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dengan
konsentrasi 75% dan 50% - kitosan nanopartikel
1%, serta kontrol positif (ekstrak daun salam 50%,
75% dan 100% kitosan nanopartikel 1%).

SIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian
ini sesuai dengan hasil dan pembahasan vyaitu
potensial antibakteri ekstrak daun salam
(Syzygium polyanthum) 50%, 75%, 100% -
kitosan nanopartikel 1% memiliki kriteria kuat pada
bakteri Staphylococcus aureus dimana diameter
hambat yang di dapatkan adalah 12,30 mm, 13,25
mm, 14,10 mm. Antibakteri yang paling kuat dan
berpotensial terhadap bakteri Staphylococcus
aureus untuk menghambat pertumbuhannya
adalah ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
100% - kitosan nanopartikel 1%.
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