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INTISARI

Dewasa ini, tanaman lokal dari suatu daerah banyak dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat karena dipercaya efek samping yang diakibatkan lebih kecil. Hasil kajian farmakologis
sebelumnya telah ditemukan bahwa Pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) berpotensi sebagai
antikanker, antimalaria, antileukemia, antiinflamasi dan antibakteri. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan menguji ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) sebagai antibakteri terhadap
Escherichia coli ATCC 25922, dengan variasi konsentrasi yakni 15%, 35% dan 55% serta
chloramphenicol (kontrol positif) dan pelarut etanol 96% (kontrol negatif) sebagai pembanding.
Penelitian ini menggunakan metode difusi cakram dengan data kuantitatif dilanjutkan uji KHM
(Konsentrasi Hambat Minimum) dengan metode mikrodilusi cair menggunakan microplate 96-well
sebagai data kualitatif. Data kuantitatif dianalisis menggunakan Kruskal Wallis dan Mann-Whitney
sebagai uji lanjut. Rata-rata diameter zona hambat oleh ketiga ekstrak daun pasak bumi kategori kuat
secara berturut- turut yaitu 12,67mm, 17,07mm, dan 18,67mm. Berdasarkan hasil visual kultur jernih
pada uji KHM, kolom sumur ke-4 dengan konsentrasi sebesar 6,875 pg/mL ditentukan sebagai
konsentrasi hambat minimum.

Kata kunci: antibakteri, Eurycoma longifolia Jack, metode difusi cakram, mikrodilusi cair, 96-well
microplate

ABSTRACT

Nowadays, local plants from a region are widely used as traditional medicine by the community
because they believe the side effects will also be smaller. Previous pharmacological studies have found
that Eurycoma longifolia Jack has potential as an anti-cancer, antimalaria, anti-leukemia,
antiinflammatory and antibacterial. Therefore, this study aims to test the extract of Eurycoma longifolia
Jack leaves as an antibiotic against Escherichia coli ATCC 25922, with concentration variations of
15%, 35% and 55% as well as chloramphenicol (positive control) and ethanol solvent 96% (negative
control) as comparisons. The study used disc diffusion method with quantitative data continued the MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) test with liquid microdilusion method using 96-well microplate as
qualitative data. The average diameter of the barrier zone by the Eurycoma longifolia Jack leaves of the
strong categories consecutive are 12.67mm, 17.07mm, and 18.67mm. Based on the clear culture visual
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results of the MIC test, the fourth well column with a concentration of 6,875 pg/mL was determined as
the minimum barrier concentration.

Keyword: antibacterial, Eurycoma longifolia Jack, disc diffusion method, liquid microdilusion, 96-well
microplate

PENDAHULUAN

Kasus keracunan pangan selalu dikaitkan dengan mengonsumsi makanan atau air yang tercemar
oleh mikroorganisme patogen dan zat beracun di dunia internasional (Rahayu et al., 2018). Infeksi dan
intoksikasi merupakan dua kategori penyakit yang terjadi akibat makanan yang tidak higienis. Ketika
mengonsumsi makanan yang mengandung organisme, terjadilah infeksi pada tubuh kemudian
menimbulkan gejala peyakit. Sedangkan, mengonsumsi makanan yang mengandung zat beracun
mengakibatkan keracunan disebut sebagai intoksikasi (Hutasoit, 2020).

Adanya kontaminasi mikroba ketika mengonsumsi makanan yang tidak sehat, menimbulkan
gangguan terhadap saluran pencernaan dengan gejala sakit perut sehingga menyebabkan diare. Biasanya
mikroba yang berasosiasi yaitu Escherichia coli dari famili Enterobacteriaceae. Diare adalah suatu
kondisi seseorang memiliki frekuensi buang air besar lebih dari 3 kali sehari dengan konsistensi feses
akan lunak dan cair (Ariani, 2016). Infeksi Escherichia coli menimbulkan komplikasi sindrom uremik
hemolik yang biasanya diderita oleh balita dan orang tua (Radji, 2009).

Penyakit diare di Indonesia masih memuncaki angka kesakitan dan kematian yang tinggi, hal ini
dikarenakan lingkungan yang tidak sehat (Qisti et al., 2021). Berdasarkan hasil data profil kesehatan
Indonesia tahun 2018 menunjukkan jumlah kasus diare semua kelompok umur sebesar 8%, balita
sejumlah 12,3% dan pada bayi sejumlah 10,6% dari jumlah penduduk di Indonesia. Berdasarkan data
tersebut, penyakit diare lebih banyak diderita oleh bayi dan balita dan menjadi salah satu penyebab
utama kematian (Kemenkes RI, 2021).

Sehubungan dengan kasus diare yang menjadi permasalahan Indonesia, pengobatan penyakit diare
biasanya pemberian oralit guna rehidrasi tubuh, pemberian zinc, asupan ASI untuk balita, dan probiotik
(Ariani, 2016). Selain pengobatan tersebut, terdapat alternatif lain yang dapat digunakan oleh
masyarakat Indonesia khususnya di Kalimantan Timur. Dewasa ini, tanaman lokal dari suatu daerah
banyak dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh masyarakat karena dipercaya efek samping yang
diakibatkan juga akan lebih kecil. Salah satu tanaman lokal di Kalimantan Timur ialah Pasak Bumi
(Eurycoma longifolia Jack) dari famili Simaroubacacea, diketahui tumbuh di hutan primer dan sekunder
di Pulau Sumatera dan Pulau Kalimantan (Silalahi, 2015).

Saat ini masyarakat memanfaatkan Pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) dalam berbagai
pengobatan beberapa penyakit seperti akar untuk pengobatan malaria, kulit dan batang untuk
pengobatan demam dan sariawan. Hasil kajian farmakologis sebelumnya telah menemukan bahwa
Pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) berpotensi sebagai antikanker, antimalaria, antileukemia,
antiinflamasi dan antibakteri (Supartini & Cahyono, 2020).

Berlandaskan adanya masalah kasus diare yang disebabkan oleh bakteri Escherichia coli di
Kalimantan Timur dan tanaman endemik Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack) memiliki kemampuan
sebagai antibakteri, penelitian yang akan dilakukan adalah pengujian ekstrak daun pasak bumi
(Eurycoma longifolia Jack) sebagai antibakteri Escherichia coli. Antibakteri merupakan senyawa yang
menghambat perkembangbiakan bakteri dan menghilangkan mikroorganisme patogen.

Pengujian ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) diharapkan dapat menekan
pertumbuhan bakteri Escherichia coli, sehingga dapat digunakan sebagai obat tradisional alternatif pada
penyakit diare.

BAHAN DAN METODE
Alat dan Bahan
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Penelitian ini memerlukan alat dan bahan. Alat yang digunakan yaitu Pisau, Gelas kimia, Cawan
petri, Neraca digital, Batang pengaduk, Wadah ekstrak, Corong kaca, Lampu spiritus, Labu erlenmeyer,
Tabung reaksi, Autoklaf, Pipet tetes, Mistar berskala, Rotary evaporator, Inkubator, Hotplate, Masker,
Latex, Pipet ukur 10 ml, Mikropipet, Microplate 96-well, Microtube, Kamera, Spidol, Kertas Label, dan
Blender.

Bahan yang digunakan yaitu Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack) didapatkan dari
Arboretum Balai Besar Pengujian, Instrumen dan Standarisasi Kota Samairinda, Mueller Hinton Agar
(MHA), Mueller Hinton Broth (MHB), Aquades, NaCl 0,9%, Etanol 96%, NaOH 10%, FeCls, HCI 2 N,
Kloramfenikol, Kertas saring, Kertas cakram, Cotton swab dan Escherichia coli ATCC 25922
didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Mulawarman.

Prosedur Penelitian
Ekstraksi Sampel

Daun pasak bumi hijau segar dipetik dan dibersihkan pada air mengalir untuk menyingkirkan
kotoran yang menempel pada permukaan daun. Kemudian daun diletakkan dan disebar pada wadah
dengan permukaan yang luas mencegah terjadi penumpukan dan memastikan diberikan pengeringan
yang tepat.

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack)
yang kering dihaluskan dengan blender lalu direndam dalam pelarut etanol 96% dengan perbandingan 1
: 15 (etanol) selama 2x24 jam dengan lama waktu pengadukan 5 menit setiap 24 jam. Menurut
(Kurniawati, 2018) hasil studi menunjukkan perendaman maserasi dapat dilakukan hanya selama 48
jam dengan pelarut etanol 96%. Hal ini merujuk pada faktor jenis pelarut, kepekatan pelarut dan lama
perendaman mempengaruhi hasil maserasi. Setelah dimaserasi, ekstrak daun disaring guna memisahkan
hasil filtrat dan residu yang kemudian di evaporasi selama 3 jam dan dimasukkan ke dalam oven dengan
suhu + 45°C sampai didapatkan ekstrak kental. Selanjutnya, uji fitokimia dilaksanakan untuk
mengetahui kandungan senyawa aktif yang ada dalam daun.

Skrining Fitokimia

Senyawa fitokimia di uji pada penelitian ini yaitu alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin,
triterpenoid, dan steroid.
Uji Flavonoid: 1 mL ekstrak sampel direaksikan natrium hidroksida (NaOH) 10% sebanyak 2 tetes dan
dikocok kuat dalam tabung reaksi. Sampel positif akan menunjukkan perubahan warna kuning, merah
atau jingga (Dewi, 2021).
Uji Alkaloid: 1 ml ekstrak sampel dan reagen Dragendroff dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kemudian dan dikocok kuat. Sampel positif menunjukkan terbentuknya oranye jingga (Dewi, 2021).
Uji Fenolik: 1 ml ekstrak sampel dan pereaksi FeClz dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
Teridentifikasinya senyawa fenolik, jika terjadi perubahan warna hijau atau biru (Manongko, 2020).
Uji Saponin: 1 ml ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 5 ml aquades
panas dan 2 tetes HCI 2 N kemudian kocok kuat. Hasil positif jika terdapat buih dengan intensitas yang
banyak dan konsisten selama 10 menit (Manongko, 2020).
Uji Triterpenoid dan Steroid: 1 ml ekstrak sampel diteteskan ke plat tetes, selanjutnya dilarutkan 1
tetes kloroform lalu ditambahkan dengan 1 tetes asam asetat anhidrat. Larutan yang telah digunakan
pada uji triterpenoid, dilanjutkan dengan menambahkan asam sulfat untuk melihat hasil steroid. Hasil
positif triterpenoid apabila terdapat perubahan warna menjadi ungu atau jingga, dan positif steroid jika
terbentuk warna biru atau hijau (Alviani, 2022).

Uji Antibakteri
Cotton swab steril dicelupkan ke dalam suspensi bakteri standar Mc Farland 0,5, setelah meresap
pada kapas lalu ditekan sambil diputar-putar pada dinding tabung bagian. Kemudian cotton swab
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digoreskan-goreskan ke permukaan media MHA steril dengan merata. Kertas cakram diambil sebanyak
4 buah lalu direkatkan pada media agar. Selanjutnya konsentrasi ekstrak 15%, 35% dan 55% daun pasak
bumi (Eurycoma longifolia Jack) serta kontrol negatif (etanol 96%) diteteskan pada permukaan cakram
menggunakan mikropipet sebanyak 20 pul. Lalu, cakram Chloramphenicol sebagai kontrol positif
direkatkan pada media. Media diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam. Kemudian, diukur diameter
zona hambat menggunakan penggaris sesuai dengan teknik pengukuran pada gambar 2.

Uji KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)

Suspensi bakteri yang telah ditanamkan pada MHB (Mueller Hinton Broth) dimasukkan ke dalam
kolom baris A, B, C, E dan G menggunakan mikropipet sebanyak 100pL. Ekstrak daun pasak bumi
55% (Eurycoma longifolia Jack) sebanyak 100 pL dimasukkan ke dalam kolom 1 barus A lalu
dihomogenkan, sehingga pada kolom 1 terdapat 100 uL MHB dan 100 pL ekstrak. Dari campuran
tersebut sebanyak 100 pL larutan diambil lalu dipindahkan ke dalam kolom 2. Langkah pengenceran
dilakukan berurutan hingga ke kolom 12, lalu diambil 100 pL pada kolom tersebut dan dibuang.
Diulangi kegiatan pengenceran tersebut pada baris B dan C berturut-turut sebagai ulangan 2 dan 3.
Kloramfenikol cair dimasukkan ke dalam baris E kolom 1 sebanyak 100 pL, pengenceran larutan sama
dilakukan seperti langkah sebelumnya. Larutan etanol dimasukkan ke dalam baris G kolom 1 sebanyak
100 pL, pengenceran larutan sama dilakukan seperti langkah sebelumnya. Microplate 96-well
diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi, diberi reagen MTT (Metylthiazol Tetrazolium) lalu
diamati status pertumbuhanbakteri dengan melihat kejernihan pada tiap sumur.

Gambar 1. Skema Uji KHM pada Microplate 96-well
Sumber: wikipedia.org

Teknik Pengumpulan Data

Teknik pengumpulan data uji antibakteri metode difusi cakram menggunakan metode
pengukuran diameter horizontal, vertikal dan diagonal yang diterangkan dalam satuan milimeter (mm).
Teknik pengukuran dijelaskan pada ambar 2 sebagai berikut.

Gambar 2. Diagram Pengukuran Zona Bening
Sumber: Mozarta, 2019.
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Keterangan:
Data Ukur 1 (mm) = (jarak titik A-B) — (jarak titik a-b)
Data Ukur 2 (mm) = (jarak titik C-D) — (jarak titik c-d)
Data Ukur 3 (mm) = (jarak titik E-F) — (jarak titik e-f)
Perhitungan hasil rata-rata zona bening (mm) dilakukan dengan rumus:
Datal+2+3
3

Hasil pengukuran yang didapatkan kemudian dikelompokkan menurut intensitas kekuatan hambat
ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli
yang dijabarkan pada tabel 1.

Tabel 1. Kelompok Daya Hambat Pertumbuhan Bakteri

Diameter Kekuatan
< 5mm Lemah
6-10 mm Sedang
11-20 mm Kuat
>21 mm Sangat kuat

Sumber: Winastri, 2020.

Pada uji KHM menggunakan metode pengamatan akurat terhadap visual kultur jernih pada sumur
setelah diberi reagen MTT (Metylthiazol Tetrazolium). Sumur terakhir yang terlihat menampakkan
kultur jernih, ditetapkan sebagai konsentrasi hambat minimum ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma
longifolia Jack) terhadap pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922.

Analisis Data

Rata-rata kekuatan daya hambat ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) terhadap
pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922 pada konsentrasi ekstrak 15%, 35% dan 55%, di uji
menggunakan Non Parametrik yaitu Kruskall wallis. Lalu, Mann-Whitney sebagai uji lanjut untuk
mengetahui perbedaan dari dua sampel yang independen.

HASIL
Skrining Fitokimia

Senyawa fitokimia yang di uji pada penelitian ini yaitu alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin,
triterpenoid, dan steroid. Hasil uji fitokimia kualitatif daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack)
dengan pelarut etanol 96% disajikan pada Tabel 2 menunjukkan bahwa metabolit sekunder yang
terkandung dalam ekstrak terdapat 3 dari 6 komponen yang diuji yaitu flavonoid, fenolik, dan steroid.

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack)
Jenis

Pereaksi Hasil
Senyawa
Alkaloid Dragendorff -
Flavonoid  Serbuk Mg + HCI +
Fenolik FeCls +++
Saponin Agquadest Panas -
Triterpenoid Asam Asetat -
Anhidrat
Steroid Asam Asetat +++
Anhidrat +
H2SO4

Keterangan: +++ (kuat); ++ (sedang): + (lemah): - (tidak ada)

164



Metamorfosa:Journal of Biological Sciences 11(1): 160-170 (Maret 2024) elSSN: 2655-8122

Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian antibakteri menggunakan difusi cakram disk bertujuan memastikan sejauh mana
pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922 dihambat oleh ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma
longifolia Jack) melalui diameter zona hambat yang dihasilkan.

Pengujian daya hambat dilakukan pada cawan petri menggunakan media MHA (Mueller Hinton

Agar). MHA dimanfaatkan karena memiliki nutrisi yang cocok untuk mengembangbiakan sebagian
besar bakteri, dan tidak mempengaruhi jalan kerja uji yang dilakukan (Utomo, 2018). Zona hambat
yang terbentuk di permukaan media dapat dilihat pada gambar 3.

Gambar 3. Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack)
Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2023.

Perlakuan variasi konsentrasi dan beserta uji kontrol menghasilkan ukuran diameter zona bening
yakni rata-rata konsentrasi 15%, konsentrasi 35%, konsentrasi 55%, dan kontrol positif
(Clhoramphenicol) termasuk ke dalam kategori kuat berturut-turut sebesar 12,67 mm, 17,07 mm, 18,67
mm dan 24,27 mm. Sedangkan P5 merupakan uji kontrol negatif menggunakan pelarut etanol 96%
menunjukkan rata-rata sebesar 0 mm.

0m

> ¥ U
s B

Zotsn Hambat
8 8

Gambar 4. Grafik Rata-rata Diameter Zona Hambat Ekstrak Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia
Jack) Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2023.
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Uji KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)

Konsetrasi terkecil pada suatu sumur yang dimana tidak terdapat pertumbuhan mikroba dengan
pengamatan secara visual berdasarkan tingkat kejernihan pada setiap perlakuan konsentrasi ekstrak
dengan kontrol disebut dengan konsentrasi hambat minimum atau yang disingkat dengan KHM.
(Badriyah, 2020).

Adapun media pertumbuhan bakteri ialah Mueller Hinton Broth (MHB) terdiri dari ekstrak daging
sapi, hidrolisat asam kasein dan pati. Media MHB memungkinkan menjadi media yang cocok untuk
pengujian potensi antibiotik metode dilusi cair ataupun difusi cakram pada uji konsentrasi hambat
minimum (Nizet, 2017).

Gambar 5. Hasil pengujian KHM
Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2023.

Berdasarkan hasil yang telah didapatkan, batas kejernihan kultur pada kolom sumur pengujian
ekstrak baris A, B dan C terlihat pada kolom ke-4 dengan konsentrasi sebesar 6,875 pg/mL. Sehingga,
konsentrasi 6,875 pg/mL dapat dinyatakan sebagai nilai KHM. Hasil uji kontrol positif pada baris E,
memperlihatkan batas nilai KHM pada kolom ke-7 atau konsentrasi 0,859ug/mL. Hasil uji kontrol
negatif pada baris G sebagai pelarut ekstrak diharapkan tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
Tetapi hasil menunjukkan terbentuknya kultur jernih pada kolom 1 sampai dengan 3. Hal ini mungkin
saja terjadi karena larutan etanol 96% merupakan golongan etil alkohol yang bersifat antiseptic
sehingga dapat melawan mikroorganisme.

PEMBAHASAN

Serangkaian prosedur yang dikenal sebagai pengujian fitokimia digunakan untuk mencatat jenis
metabolit sekunder yang ada dalam ekstrak tumbuhan. Skrining fitokimia pada penelitian ini dilakukan
secara kualitatif dengan memberikan reagen bertujuan mendeteksi ada atau tidaknya golongan senyawa
aktif dalam daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack) yang memiliki kapasitas sebagai antibakteri.
Senyawa bioaktif yang diuji yaitu, alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, steroid, dan triterpenoid.

Hasil pemeriksaan positif mengandung flavonoid dengan perubahan warna menjadi kekuningan
dan jernih. Dalam pengujian ini, penggunaan Mg dan HCI sebagai pendekteksi senyawa berguna
mereduksi inti benzopiron dalam pada struktur flavonoid dan membentuk garam flavylium (Dewi,
2021). Cara flavonoid bekerja pada bakteri adalah dengan menggunakan protein terlarut dan
ekstraseluler untuk menghasilkan senyawa kompleks yang dapat menghalangi membran sel dan
melepaskan senyawa intraseluler. Selain itu, menghentikan penggunakan oksigen sehingga
terhambatnya pembentukan energi pada membran plasma (Nomer et al., 2019).

Uji kualitatif fenolik membentuk warna hijau pekat karena adanya ion Fe3+ pada FeCls bereaksi
dengan sampel. Fenolik dapat larut dalam senyawa polar seperti pelarut etanol 96%, senyawa berikatan
dengan gula sebagai glikosida yang biasanya ditemukan dalam vakuola sel. Fenolik disebut sebagai
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senyawa penyumbang dalam aktivitas antioksidan (Manongko, 2020). Sebagai antibakteri, dapat
merusak dinding sel mikroba serta membenamkan protein di dalamnya. Selain itu, fenol memiliki
kemampuan untuk mengubah permeabilitas membran bakteri, menginduksi koagulasi protein dan
akhirnya menyebabkan lisis membran sel (Hidayah, 2017).

Hasil uji steroid pada sampel menunjukkan warna hijau sebagai tanda positif steroid terkandung
dalam daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack). Hal ini sesuai dengan Sulistyarini (2019) yang
mengemukakan senyawa steroid diberi asam sulfat pekat guna menghidrolisis air yang berinteraksi
dengan turunan asetil yang sebelumnya dihasilkan oleh pereaksi asam asetat anhidrat untuk
memproduksi warna hijau atau biru. Membran lipid sensitive terhadap molekul steroid, sehingga sifat
antibakterinya mengakibatkan kebocoran pada liposom bakteri. Sifat permeabel yang dimiliki oleh
membran fosfolipid sel terhadap senyawa lipofilik mengakibatkan sel rapuh dan lisis (Parubak, 2013).

Penyesuaian kekeruhan suspensi bakteri Escherichia coli ATCC 25922 diperlukan sebelum
menguji kerentanan antimikroba. Standar Mcfarland merupakan standar umum yang digunakan untuk
perbandingan kekeruhan dengan suspensi bakteri dengan kontrol keakuratan menggunakan
spektrofotometri. Standar Mcfarland 0,5 sama dengan kepadatan 1,5 x 108 CFU/mL sebagai standar
yang umum digunakan Laboratorium Mikrobiologi dalam percobaan dalam pengujian antibakteri
(Aviany, 2020).

Berdasarkan hasil pengukuran zona bening pada agar, menunjukkan ukuran yang bervariasi
yakni rata-rata konsentrasi 15%, konsentrasi 35%, konsentrasi 55%, dan kontrol positif
(Clhoramphenicol) termasuk ke dalam kategori kuat berturut-turut sebesar 12,67 mm, 17,07 mm, 18,67
mm dan 24,27 mm. Sedangkan P5 merupakan uji kontrol negatif menggunakan pelarut etanol 96%
menunjukkan rata-rata sebesar 0 mm. Intensitas kekuatan hambat masing-masing ekstrak ditentukan
berdasarkan pernyataan Winastri (2020) bahwa kategori diameter zona bening pada media yang
terbentuk, yaitu < 5 mm = lemah, 6-10 mm = sedang, 11-20 mm = kuat, dan > 21 mm = sangat kuat.

Beragamnya nilai zona hambat yang terukur diakibatkan oleh kuantitas kandungan metabolit
sekunder dalam ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack). Konsentrasi senyawa pada
ekstrak dapat mempengaruhi mekanisme kerjanya pada bakteri (Manalu, 2023). Pernyataan tersebut
senada yang dijelaskan oleh Intan (2021) bahwa konsentrasi ekstrak yang digunakan, laju difusi zat
antibakteri pada agar, jumlah bakteri pada media kultur, suhu pada saat inkubasi, dan sensitivitas
terhadap pertumbuhan bakteri serta interaksi antara senyawa metabolit sekunder dengan media adalah
faktor-faktor penyebab diameter zona bening. Egra (2019) menambahkan perbedaan struktur dinding
sel bakteri dapat menjadi faktor penentuan aktivitas, penetrasi dan ikatan senyawa antibakteri.
Kekeruhan suspensi bakteri juga menjadi faktor penyebab adanya perbedaan nilai hambat. Diameter
zona hambat yang besar, ketika suspensi kurang keruh. Di sisi lain, hasil diameter zona hambat yang
kecil ketika suspensi lebih keruh (Oktavia, 2023).

Zona hambat yang terbentuk karena adanya kontrol positif Chloramphenicol 30ug
memperlihatkan hasil positif dalam menghambat aktivitas pertumbuhan bakteri sebagai antibiotik.
Chloramphenicol digunakan sebagai pembanding dikarenakan antibiotik bakteriostatik artinya
mengambat pertumbuhan bakteri yang besifat berspektrum luas terhadap bateri aerobik dan anaerobik
dengan gram positif dan negatif (Nugraha, 2023). Perlakuan kontrol negatif menggunakan larutan
etanol 96% yang mana digunakan sebagai pelarut pada proses maserasi. Perlakuan tersebut tidak
menunjukkan adanya tindakan dalam menekan pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922
sehingga tidak ada pembentukan zona hambat di daerah cakram.

Aktivitas farmakologis yang dilakukan oleh senyawa flavonoid, fenolik dan steroid yang ada
pada daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack), terbukti memiliki mekanisme antibakteri dengan
menghambat keutuhan permeabilitas dinding sel dan protein dinding sel, serta menghambat
metabolisme sel. Sejalan dengan pendapat Egra (2019) bahwa sementara flavonoid dapat melewati
peptidoglikan polar, fenolik dapat menganggu unsur-unsur penyusun peptidoglikan sel. Steroid dapat
memodifikasi membran sel menyebabkan sel rapuh dan lisis (Anggraini, 2019).
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Penentuan KHM dilakukan dengan menguji ekstrak daun pasak bumi (Eurycoma longifolia Jack)
terhadap perkembangbiakan bakteri Escherichia coli pada media Mueller Hinton Broth. Alat yang
digunakan dalam uji ini ialah microplate 96 well dengan metode mikrodilusi cair. Metode mikrodilusi
digunakan untuk menentukan KHM suatu zat antimikroba yang diperlukan untuk menghambat
pertumbuhannya (Efendi, 2013).

Status pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922 dengan melihat kejernihan pada tiap
sumur untuk menetapkan nilai KHM setelah diinkubasi dan diberi reagen MTT (Metylthiazol
Tetrazolium). Keberadaan reagen MTT membantu dalam penentuan nilai KHM, apabila pada sumur
berwarna ungu maka terdapat bakteri yang menandakan konsentrasi tertentu pada larutan uji tidak dapat
menghambat pertumbuhan suatu bakteri. Tiap sumur yang telah diberi MTT bereaksi dengan sel hidup
kemudian membentuk kritstal formazan berwarna ungu. Sel yang masih hidup dipecah oleh sistem
reduktase suksinat tetrazolium melalui reaksi reduksi (Mahfur, 2016).

Meskipun kontrol negatif memberikan hasil perubahan kultur menjadi jernih, Jing et al. (2020)
menerangkan etanol efektif bekerja sebagai disinfektan pada konsentrasi 60-85%. Sejalan dengan
pernyataan tersebut, Ivanka (2022) melaporkan senyawa etanol termasuk golongan alkohol yang
berguna sebagai antiseptik. Namun, terdapat batas konsentrasi tertentu golongan alkohol dapat bekerja
secara efektif sebagai disinfektan yakni pada konsentrasi 60-90%. Menurut dua penyataan yang telah
disebutkan, dalam proses uji KHM memungkinkan terjadinya kesalahan pada perlakuan kontrol negatif,
seperti tip mikropipet yang telah digunakan untuk perlakuan kontrol positif luput diganti dengan tip
yang baru sebagai aplikator mengambil dan memasukkan larutan etanol 96% pada sumuran.

KESIMPULAN

Berdasarkan beragam uji yang telah dilaksanakan, maka dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack) mampu menghambat pertumbuhan
Escherichia coli ATCC 2522. Hal ini ditunjukan hasil analisis statistik dengan nilai signifikansi
0.001 dan probabilitas <0.05, maka Ho ditolak dan Ha diterima.

2. Konsentrasi minimum ekstrak Daun Pasak Bumi (Eurycoma longifolia Jack) menggunakan pelarut
etanol 96% dalam menekan pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922 sebesar 6,875 pg/mL
menggunakan metode mikrodilusi microplate 96-well.
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