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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Jeruk Lemon
Jeruk lemon adalah kelompok buah jeruk yang memiliki rasa sangat asam. Jeruk lemon memiliki nama latin Citrus limon (L.) Burm. f. Di Indonesia disebut dengan jeruk sitrun atau jeruk limun. Jeruk lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) berasal dari daerah Asia tepatnya di Birma Bagian Utara dan Cina Selatan. Penyebaran jeruk lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) di Indonesia berada di Jawa dan telah dibudidayakan. Di dataran rendah hingga ketinggian 800 meter di atas permukaan laut, jeruk lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) dapat tumbuh dengan baik. Bagian dari lemon yang sering digunakan adalah kulit, bunga, daun dan buah (Maulidia, 2019).
Kulit jeruk dapat dibagi menjadi dua bagian utama yaitu flavedo (kulit bagian luar yang berbatasan dengan epidermis) dan albedo (kulit bagian dalam yang berupa jaringan). Epidermis merupakan bagian luar yang melindungi buah terdiri dari lapisan lilin, matriks kutin, dinding sel primer dan sel epidermal. Flavedo sebagai lapisan kedua ditandai dengan adanya warna hijau, kuning, kelenjar minyak dan tidak terdapat ikatan pembuluh. Kulit lemon terdiri dua lapisan yaitu lapisan luar dan lapisan dalam. Lapisan luar mengandung minyak esensial yang terdiri dari citral (5%) dan limonen, ɑ-terpineol, geranil asetat dan linali. Lapisan dalam mengandung kumarin, dan flavonoid bagian terluar kulit lemon kaya akan kelenjar minyak, memiliki pH yang rendah, berwarna kuning kehijauan dengan aroma jeruk yang khas dan segar (Paendong et al., 2022).

2.2 Klasifikasi Jeruk Lemon
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Regnum 

: Plantae

Sub Regnum 
: Tracheobionta
Super Divisio 
: Spermatophyta

Divisio

: Magnoliophyta
Classis 

: Magnoliopsida 

Sub Classis 
: Rosidae

Ordo 

: Rutales
Familia

: Rutaceae 

Genus 

: Citrus
Species 

: Citrus x limon (L.) Burm. f.

1.1.1 Morfologi 

Jeruk lemon merupakan pohon perdu, batang berduri panjang tetapi tidak rapat, tegak, bulat, percabangan simpodial, berduri. Daun berwarna hijau dengan tepi rata, tunggal, berseling, lonjong, ujung dan pangkal meruncing, panjang 7-8 cm, lebar 4-5 cm, tangkai silindris, permukaan licin. Majemuk, diujung batang dan diketiak daun, tangkai segitiga, panjang 1-1,5 cm, hijau, kelopak bentuk bintang, hijau, benang sari panjang ± 1,5 cm, kepala sari bentuk ginjal, kuning, tangkai putik silindris, panjang ± 1 cm, kepala putik bulat, kuning, mahkota lima helai, bentuk bintang, putih kekuningan. Buah lemon berkulit kasar, berwarna kuning, bentuknya buni agak bulat dengan panjang 5-8 cm, tebal kulitnya 0,5-0,7 cm dan dasarnya menonjol (Maulidia, 2019).
1.1.2 Kandungan Yang Terdapat Pada Jeruk Lemon
Jeruk lemon memiliki kandungan vitamin C yang tinggi dibandingkan jeruk nipis serta sebagai sumber vitamin A, B1, B2, fosfor, kalsium, pektin, minyak atsiri 70% limonene, felandren, kumarins bioflavonoid, geranil asetat, asam sitrat, linalil asetat, kalsium, dan serat. Kulit lemon mengandung serat kasar (15,18%), lemak kasar (4,98%), dan protein (9,42%). Kandungan abu kulit lemon adalah 6,26%. Jus lemon mengandung sekitar 5% asam sitrat yang memberi rasa asam lemon dan pH 2-3 (Maulidia, 2019). 

Setiap 100 g yang setara dengan dua buah jeruk lemon ukuran sedang terdapat 29 kalori, 1,1 g protein, 0,3 g lemak, 2,9 g gula alami, dan 2,8 g serat. Jeruk lemon memiliki kandungan utama gula dan asam sitrat. Kandungan jeruk antara lain asam folat, vitamin (C, A, B1, dan P), dan mineral (kalium, magnesium). Jeruk lemon juga mengandung bioflavonoid, asam dan minyak-minyak volatil pada kulitnya, α-terpinen, α-pinen, β-pinen dan citral (Dewi et al., 2020).
Pada simplisia kulit jeruk lemon hasil skrinning fitokimia positif terdapat alkaloid dimana dari pereaksi bouchart diperoleh endapan coklat. Skrinning fitokimia pada saponin diperoleh hasil positif yaitu terbentuk busa. Skrinning fitokimia pada tanin diperoleh hasil positif yaitu terbentuk hijau kehitaman. Skrinning fitokimia pada flavanoid diperoleh terbentuk warna kuning (Harahap, Nina Irmayanti et al., 2023).
1.1.3 Manfaat Jeruk Lemon

Jeruk lemon juga bermanfaat dalam kesehatan seperti sebagai antikanker karena mengandung antioksidan, mengatasi masalah pencernaan dan membantu memperbaiki saluran pencernaan, mampu mencegah infeksi, pembersih racun alami, menurunkan berat badan, baik bagi jantung sehat dan mencegah terjadinya penyakit jantung, dan baik untuk kecantikan (Dewi et al., 2020).
1.1.4 Kandungan Senyawa Kimia

Menurut Ewanisha et al., (2006) dalam penelitian Melia verdiana, kulit buah lemon mengandung berbagai macam senyawa yang mempunyai manfaat bagi kesehatan tubuh. Sembilan jenis senyawa fitokimia (saponin, alkaloid, flavonoid, anthraquinon, resin, tannin, terpen, steroid dan fenol) diketahui terdapat pada ekstrak kulit buah lemon (Verdiana et al., 2018).
1.2 Simplisia

Simplisia merupakan bahan alamiah yang digunakan sebagai obat, belum mengalami pengolahan apapun, umumnya dalam keadaan kering, langsung digunakan sebagai obat dalam atau banyak digunakan sebagai bahan obat dalam sediaan galenik tertentu atau digunakan sebagai bahan dasar untuk memperoleh bahan baku obat (Depkes RI, 1995). 
1. Simplisia Nabati

 Simplisia Nabati adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian berupa seluruh bagian tumbuhan, tetapi sering berupa bagian atau organ tumbuhan seperti akar, kulit akar, batang, kulit batang, kayu, bagian bunga dan sebagainya tanaman, eksudat tanaman (Endarini, 2016). Eksudat tanaman adalah isi sel yang secara spontan keluar dari tanaman atau dengan cara tertentu sengaja di keluarkan dari selnya. Eksudat tanaman dapat berupa zat-zat atau bahan-bahan nabati lainnya yang dengan cara tertentu dipisahkan/diisolasi dari tanamannya (Gunawan dan Sri, 2010).

2. Simplisia Hewani

Simplisia hewani adalah simplisia berupa hewan utuh atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum bahan kimia murni. Contohnya adalah minyak ikan dan madu (Gunawan dan Sri, 2010).
3. Simplisia Mineral 

Simplisia pelikan atau mineral adalah simplisia berupa bahan pelikan atau mineral yang belum diolah atau telah dioleh dengan cara sederhana dan belum berupa bahan kimia murni. Contohnya serbuk seng dan serbuk tembaga (Gunawan dan Sri, 2010).
1.2.2  Syarat Simplisia
Apabila tidak memenuhi persyaratan standar Obat Indonesia (MMI), maka belum dapat dikatakan bermutu. Ketentuan standar yang ditentukan dalam MMI berlaku untuk zat sederhana yang digunakan untuk tujuan medis tetapi tidak untuk zat yang dijual dengan nama yang sama untuk tujuan lain. Jeroan nabati harus bebas dari serangga, sisa-sisa hewan atau kotoran hewan, tidak boleh mempunyai bau atau warna yang berbeda, tidak boleh mengandung lendir dan jamur atau menunjukkan tanda-tanda pengotor lainnya, dan tidak boleh mengandung bahan-bahan berbahaya atau beracun (Depkes RI, 1995). 
1.2.3 Pembuatan Simplisia

Pada umumnya melalui tahapan yaitu pengumpulan bahan baku, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering, pengepakan, penyimpanan dan pemeriksaan mutu.
1. Pengumpulan Bahan Baku
Kadar senyawa aktif dalam suatu simplisia berbeda-beda tergantung pada beberapa faktor, antara lain: bagian tumbuhan yang digunakan, umur tumbuhan atau bagian tumbuhan pada saat panen, waktu panen dan lingkungan tempat tumbuh. Waktu panen saat erat hubungannya dengan pembentukan senyawa aktif di dalam bagian tumbuhan yang akan dipanen (Indriaty et al., 2021).

2. Sortasi Basah
Untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing lainnya dari bahan simplisia. Misalnya pada simplisia yang dibuat dari akar suatu tanaman obat, bahan-bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput, batang, daun, akar yang telah rusak, serta kotoran lain harus dibuang. Tanah mengandung bermacam-macam mikroba dalam jumlah yaang tinggi. Oleh karena itu pembersihan simplisia dari tanah yang terikut dapat mengurangi jumlah mikrorba awal (Indriaty et al., 2021).

3. Pencucian

Untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih misalnya dari mata air, air sumur atau air PAM. Simplisia yang mengandung zat yang mudah larut di dalam air yang mengalir, pencucian agar dilakukan dalam waktu yang sesingkat mungkin. Pencucian sayur-sayuran satu kali dapat menghasilkan 25% dari jumlah mikroba awal, jika dilakukan pencucian sebanyak tiga kali, jumlah mikroba yang tertinggal hanya 42% dari jumlah mikroba awal. Pencucian tidak dapat membersihkan simplisia dari semua mikroba karena air pencucian yang digunakan biasanya mengandung juga jumlah mikroba (Indriaty et al., 2021).
4. Perajangan 
Beberapa jenis bahan simplisia perlu mengalami proses perajangan. Perajangan bahan simplisia dilakukan untuk mempermudah proses pengeringan, pengepakan dan penggilingan. Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, dengan alat mesin perajang khusus sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang dikehendaki. Semakin tipis bahan yang dikeringkan, semakin cepat penguapann air, sehingga mempercepat waktu pengeringan. Akan tetapi irisan yang terlalu tipis juga dapat menyebabkan berkurangnya atau hilagnya zat yang berkhasiat yang mudah menguap, sehingga mempengaruhi komposisi bau dan rasa yang diinginkan (Indriaty et al., 2021).
5. Pengeringan

Tujuan pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik akan dicegah penurunan mutu atau perusakan simplisia. Pengeringan simplisia dilakukan dengan menggunakan sinar matahari atau menggunakan suatu alat pengering. Hal-hal yang perlu diperhatikan selama proses pengeringan adalah suhu ppengeringan. Kelembaban udara, aliran udara, waktu pengeringan dan luas permukaan bahan. Pada pengeringan bahan simplisia tidak dianjurkan menggunakan alat dari plastik (Indriaty et al., 2021).
6. Sortasi Kering 

Tujuan sortasi untuk memisahkan benda-benda asing seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan atau pengotoran-pengotoran lainnya yang masih ada dan tertinggal pada simplisia kering (Indriaty et al., 2021).

7. Pengepakan dan penyimpanan 
Pengepakan dan penyimpanan betujuan untuk melindungi agar simplisia tidak rusak atau berubah mutunya karena beberapa faktor, baik dari dalam maupun dari luar, seperti cahaya, oksigen, reaksi kimia intern, dehidrasi, penyerapan air, kotoran, atau serangga (Indriaty et al., 2021).
8. Pemeriksaan mutu

Simplisia harus memenuhi persyaratan umum yaitu simplisia harus memenuhi persyaratan air yang tepat tidak berubah warna dan bau, serta tidak terserang serangga (Indriaty et al., 2021).
1.2.4 Karakteristik Simpisia

  Standarisasi simplisia merupakan salah satu tahapan penting dalam pengembangan obat bahan alam yang berasal dari tanaman. Untuk menjamin keseragaman mutu dari bahan alam yang berasal dari tanaman. Untuk menjamin mutu keseragaman dari bahan alam yang diformulasikan dalam suatu sediaan farmasi maka diperlukan suatu proses standarisasi untuk menjamin keseragaman mutu produk. Pemeriksaan karakterisasi simplisia, meliputi pemeriksaan makroskopik, mikroskopik, penetapan kadar air, penetapan kadar sari larut air, penetapan kadar sari larut etanol, penetapan kadar abu total dan penetapan kadar abu tidak larut asam (Depkes RI, 2000).
1. Makroskopik
Makroskopik adalah pengamatan yang dilakukan untuk mengamati morfologi atau bagian fisik (warna, bau, rasa dan bentuk ) dari suatu simplisia (Kemenkes RI, 2017).

2. Mikroskopik
 Mikroskopik adalah pengamatan yang dilakukan untuk mengetahui fragmen dari suatu simplisia (Kemenkes RI, 2017).

3. Kadar air
 Parameter kandungan air yang berada di dalam bahan, yang bertujuan untuk memberikan batasan minimal atau rentang tentang besarnya kandungan air di dalam bahan dilakukan dengan cara yang tepat diantara cara titrasi, destilasi atau gravimetri (Depkes RI, 2000).

4. Kadar sari larut air 


 Penetapan kadar sari larut air dan etanol dilakukan untuk memberikan gambaran kadar persentase senyawa yang dapat terarik dengan menggunakan pelarut etanol dan air suatu simplisia (Depkes RI, 2000).

5. Kadar Abu

 Parameter kadar abu adalah bahan dipanaskan pada temperatur dimana senyawa organik dan turunannya terdestruksi dan menguap sehingga tinggal unsur mineral dan anorganik. Tujuannya memberikan gambaran kandungan mineral internal dan ekstrak yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya ekstrak (Depkes RI, 2000).
1.3 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses terjadinya pemisahan senyawa dengan penggunaan pelarut yang disesuaikan dengan kandungan senyawa yang terdapat pada simplisia. Prinsip metode ekstraksi ini adalah dengan ketentuan suatu senyawa polar dapat dilarutkan dengan pelarut polar dan senyawa non polar dapat dilarutkan dengan pelarut non polar. Dengan tujuan untuk menarik atau memisahkan senyawa dari simplisia atau campurannya (Syamsul et al., 2020).
Ekstraksi dilakukan untuk menghasilkan kandungan senyawa kimia yang telah terpisah dengan menggunakan pelarut. Ekstraksi yang biasa digunakan pada proses pemisahan senyawa bioaktif dari tumbuhan untuk mengetahui rendemen yang dihasilkan. Beberapa metode yang umum digunakan dalam ekstraksi meliputi cara dingin melalui perlokasi maupun maserasi serta ekstraksi cara panas melalui refluks, soxhlet dan infus (Kiswandono, 2011). Pemilihan metode dilakukan dengan memperhatikan senyawa, pelarut yang digunakan serta alat yang tersedia (Syamsul et al., 2020).
1.3.1 Cara Dingin

2.4.1.1 Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana maserasi dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dengan karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan yang di luar sel, maka larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan diluar sel dan di dalam sel (Theodoridis & Kraemer, 2019).
2.5.1.2 Perkolasi

Perkolasi adalah proses penyarian simplisia dengan jalan melewatkan pelarut yang sesuai secara lambat pada simplisia dalam suatu perkolator. Perkolasi bertujuan supaya zat berkhasiat tertarik seluruhnya dan biasanya dilakukan untuk zat berkhasiat yang tahan ataupun tidak tahan pemanasan. Cairan penyari dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk tersebut, cairan penyari akan melarutkan zat aktif sel-sel yang dilalui sampai mencapai keadaan jenuh. Gerak kebawah disebabkan oleh kekuatan gaya beratnya sendiri dan cairan di atasnya, dikurangi dengan daya kapiler yang cenderung untuk menahan. Kekuatan yang berperan pada perkolasi antara lain: gaya berat, kekentalan, daya larut, tegangan permukaan, difusi, osmosa, adesi, daya kapiler dan daya geseran (friksi) (Theodoridis & Kraemer, 2019).
1.3.2 Cara Panas

Metode ekstraksi dengan cara panas ditandai dengan adanya peningkatan suhu pada saat proses ekstraksi berlangsung. Proses peningkatan suhu ini akan mendorong proses penyarian menjadi lebih cepat. Beberapa metode ekstraksi cara panas yang dapat dilakukan yaitu refluks, Soxhlet, infundasi, dekoktasi, destilasi.
2.4.2.1 Refluks

Refluks adalah metode sintesis senyawa anorganik, metode ini digunakan apabila dalam sintesis tersebut menggunakan pelarut yang volatil. Pada kondisi ini jika dilakukan pemanasan biasa maka pelarut akan menguap sebelum reaksi berjalan sampai selesai. Prinsip dari metode refluks adalah pelarut volatil yang digunakan akan menguap pada suhu tinggi, namun akan didinginkan dengan kondensor sehingga pelarut yang tadinya dalam bentuk uap akan mengembun pada kondensor dan turun lagi ke dalam wadah reaksi sehingga pelarut akan tetap ada selama reaksi berlangsung. Sedangkan aliran gas N2 diberikan agar tidak ada uap air atau gas oksigen yang masuk terutama pada senyawa organologam untuk sintesis senyawa anorganik karena sifatnya reaktif (Theodoridis & Kraemer, 2019).
2.4.2.2 Sokletasi


Sokletasi adalah suatu metode atau proses pemisahan suatu komponen yang terdapat dalam zat padat dengan cara penyaringan berulang-ulang dengan menggunakan pelarut tertentu, sehingga semua komponen yang diinginkan akan terisolasi. Sokletasi digunakan pada pelarut organik tertentu. Dengan cara pemanasan, sehingga uap yang timbul setelah dingin secara kontinyu akan membasahi sampel, secara teratur pelarut tersebut dimasukkan kembali ke dalam labu dengan membawa senyawa kimia yang akan diisolasi tersebut. Pelarut yang telah membawa senyawa kimia pada labu distilasi yang diuapkan dengan rotary evaporator sehingga pelarut tersebut dapat diangkat lagi bila suatu campuran organik berbentuk cair atau padat pada suatu zat padat, maka dapat diekstrak dengan menggunakan pelarut yang diinginkan (Theodoridis & Kraemer, 2019). 

2.4.2.3 Infusa
Infusdasi merupakan metode ekstraksi dengan pelarut air. Pada waktu proses infusdasi berlangsung, temperatur pelarut air harus mencapai suhu 90ºC selama 15 menit. Rasio berat bahan dan air adalah 1: 10, artinya jika berat bahan 100 gr maka volume air sebagai pelarut adalah 1000 ml. Cara yang biasa dilakukan adalah serbuk bahan dipanaskan dalam panci dengan air secukupnya selama 15 menit dengan suhu mencapai 90ºC. Saring selagi panas melalui kain flanel, tambahkan air panas secukupnya melalui ampas hingga diperoleh volume yang diinginkan. Apabila bahan mengandung minyak atsiri, penyaringan dilakukan setelah dingin. umumnya infusa selalu dibuat dari simplisia yang mempunyai jaringan lunak seperti bunga dan daun, yang mengandung minyak atsiri, dan zat-zat yang tidak tahan dengan pemanasan lama (Theodoridis & Kraemer, 2019).
2.4.2.4 Dekoktasi
Dekoktasi merupakan proses ekstraksi dengan cara perebusan, dimana pelarutnya adalah air pada temperature 90-95 °C selama 30 menit. Bentuk sediaan ini dapat disimpan pada suhu dingin untuk dipakai dalam jangka waktu yang lama dengan syarat tidak terjadi kontaminasi (Hujjatusnaini dkk,2021).

2.4.2.5 Destilasi


Destilasi merupakan suatu metode pemisahan campuran dari dua atau lebih larutan berdasarkan titik didih dari zat-zat penyusunannya. Zat yang memiliki titik didih lebih rendah akan menguap terlebih dahulu. Pada proses pendinginan, senyawa dan uap air akan terkondensasi dan terpisah menjadi destilat air dan senyawa yang diekstraksi. Cara ini umum digunakan untuk menyari minyak atsiri dari tumbuhan (Hujjatusnaini dkk,2021).
1.4 Fraksinasi (Ekstraksi Cair-Cair)
Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa pada suatu ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur. Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa non polar digunakan n-heksan, etil asetat untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan metanol untuk menarik senyawa-senyawa polar. Dari proses ini dapat diduga sifat kepolaran dari senyawa yang akan dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa senyawa-senyawa yang bersifat non polar akan larut dalam pelarut yang non polar sedangkan senyawa- senyawa yang bersifat polar akan larut dalam pelarut yang bersifat polar. Pelarut yang memiliki massa jenis lebih tinggi akan berada dilapisan bawah dan yang memiliki massa jenis yang lebih kecil akan berada dilapisan atas. Senyawa yang terkandung dalam ekstrak nantinya akan terpisah sesuai dengan tingkat kepolaran. Solut atau senyawa organik akan terdistribusi ke dalam fasenya masing-masing bergantung kepada kelarutannya terhadap fase tersebut dan kemudian akan terbentuk dua lapisan (Theodoridis & Kraemer, 2019).

Fraksinasi dapat dilakukan dengan beberapa teknik, di antaranya adalah dengan liquid-iquid extraction (ekstraksi cairan-cairan). Fraksinasi dengan liquid- iquid extraction adalah pemisahan sekelompok senyawa dari kumpulan senyawa dalam sebuah ekstrak yang telah dilarutkan pada suatu pelarut dengan cara menambahkan jenis pelarut lain yang memiliki polaritas berbeda dan tidak dapat bercampur antara keduanya. Pada umumnya fraksinasi dengan metode ini dilakukan dengan menggunakan corong pemisah (Nugroho, 2017).

1.5 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia merupakan metode yang digunakan untuk mempelajari komponen senyawa aktif yang terdapat pada sampel, yaitu mengenai struktur kimianya, biosintesisnya, penyebarannya secara alamiah dan fungsi biologisnya, isolasi dan perbandingan komposisi senyawa kimia dari bermacam-macam jenis tanaman. Letak geografis, suhu, iklim dan kesuburan tanah suatu wilayah sangat menentukan kandungan senyawa kimia dalam suatu tanaman. Sampel tanaman yang digunakan dalam uji fitokimia dapat berupa daun, batang, buah, bunga dan akarnya yang memiliki khasiat sebagai obat dan digunakan sebagai bahan mentah dalam pembuatan obat modern maupun obat-obatan tradisional (Agustina et al., 2016).

Metabolit sekunder pada tumbuhan memiliki peran sebagai senyawa penuntun dalam penemuan dan pengembangan obat baru, serta melindungi tumbuhan itu sendiri dari ancaman lingkungan. Senyawa yang berkhasiat sebagai obat diantaranya adalah flavonoid, alkaloid, triterpenoid, tanin, saponin, dan steroid  (Julianto, 2019)
1.5.1 Alkaloid
Alkaloid adalah metabolit sekunder terpenting yang ditemukan pada tumbuhan. Alkaloid khas yang berasal dari sumber tumbuhan. Alkaloid memiliki rasa pahit, bersifat basa lemah, dan sedikit larut dalam air dan dapat larut dalam pelarut organik non polar seperti dietil eter, kloroform dan lain-lain. Sekitar 20% tanaman menghasilkan alkaloid, dan banyak dari tanaman tersebut memproduksi lebih dari satu jenis (Arviani et al., 2023)
Alkaloid pada tanaman berfungsi sebagai racun yang dapat melindunginya dari serangga dan herbivora, faktor pengatur pertumbuhan, dan senyawa simpanan yang mampu menyuplai nitrogen dan unsur-unsur lain yang diperlukan tanaman. Senyawa alkaloid bersifat sebagai antifungi karena senyawa ini bekerja dengan mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel jamur sehingga menyebabkan gagalnya proses pembentukan dinding sel secara utuh dan akan menyebabkan sel menjadi mati (Sari et al., 2021). 
1.5.2 Flavonoid
Flavonoid berperan dalam memberikan warna, rasa pada biji, bunga, buah dan aroma. Senyawa flavonoid bersifat mudah teroksidasi pada suhu tinggi dan tidak tahan panas. Flavonoid memiliki efek farmakologi sebagai antioksidan, anti penuaan, anti-inflamasi, anti- virus, dan lainnya Flavonoid menunjukkan aktivitas antimikroba melalui pembentukan kompleks dengan dinding sel bakteri sedangkan kajian aktivitas seskuiterpen dan asam hidroksi sebagai antibakteri masih sangat terbatas (Erlidawati et.al., 2018).
Senyawa flavonoid tidak terdapat pada mikroorganisme, bakteri, lumut, alga, dan jamur. Senyawa flavonoid biasanya ditemukan banyak pada bagian tanaman yang dapat dimakan yaitu; buah-buahan, sayur-sayuran, kacang-kacangan, dan biji-bijian.senyawa ini mempunyai manfaat untuk kesehatan yaitu sebagai antioksidan antimikroba. Kemampuan senyawa ini sebgaai antimikroba dengan cara membentuk ikatan komplek dengan protein ekstrak seluler pada dinding sel bakteri (Nurisma, 2019).

1.5.3 Tanin 

  Tanin memiliki peran sebagai pertahanan tanaman terhadap hewan dengan cara menghambat pencernaan hewan. Hal ini terjadi karena tanin dapat berikatan dengan protein dalam sistem pencernaan hewan yang diperlukan untuk pertumbuhan. Akibatnya, proses penyerapan protein dalam sistem pencernaan terganggu. Buah yang belum matang seringkali mengandung tanin dalam konsentrasi tinggi, terutama di lapisan sel luarnya (Arviani et al., 2023).

Tanin adalah zat organik yang kompleks terdiri dari senyawa fenolik. Tanin Berdasarkan tipe struktur dan aktivitasnya senyawa hidrolitik, tanin diklasifikasikan dalam dua kelompok yaitu tanin yang terkondensasi dan tanin yang terhidrolisis (Kristanti et al., 2019).

Tanin terkondensasi dihasilkan melalui proses polimerisasi unit flavonoid dan umumnya terdapat pada tanaman berbentuk kayu. Sebaliknya, tanin yang dapat mengalami hidrolisis adalah polimer heterogen yang terdiri dari asam galat dan gula sederhana. Tanin merupakan senyawa pertahanan khas yang ditemukan pada daun, buah, akar dan kulit dari tumbuhan. Banyak jaringan sehat mengandung tanin, yang sering kali disintesis sebagai respon terhadap kerusakan sel. Oleh karena itu, tanin dapat berperan sebagai alat pelindung untuk mencegah infeksi pada jaringan yang mengalami kerusakan (Arviani et al., 2023).
1.5.4 Saponin


  Saponin adalah senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun, serta dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa. Fungsi dari saponin dapat menurunkan tegangan pada permukaan air, yang dimana mengakibatkan terbentuknya buih pada saat air dikocok. Pembentukan busa ketika mengekstraksi simplisia merupakan bukti adanya saponin. Saponin adalah glikosida sengan berat molekul tinggi yang terdiri dari gula yang terikat dengan aglikon triterpene atau steroid. Saponin dikarakterisasi dari berbagai bagian tanaman (biji, daun, bunga, dan akar). Karena sifat berbusanya, bahan ini banyak digunakan dalam sabun dan deterjen lainnya untuk tujuan pembersihan (Idroes et al., 2019).
1.5.5 Triterpenoid

Senyawa terpena adalah salah satu jenis senyawa organik hidrokarbon yang melimpah dihasilkan oleh berbagai jenis tumbuhan. Senyawa dapat dihasilkan oleh serangga yang dimana senyawa ini memberikan aroma yang kuat dan juga melindungi tumbuhan dari predator. 

Minyak atsiri pada tumbuhan termasuk komponen utama dari terpenoid. Kegunaan dari minyak atsiri sebagai wangi-wangian parfum dan juga sebagai aromaterapi (Julianto, 2019).
1.5.6 Steroid
   Steroid adalah golongan triterpenoid yang mengandung inti siklopentana perhidrofenantrena, yang terdiri dari tiga cincin sikloheksana dan satu cincin siklopentana. Steroid memainkan peran penting dalam menjaga keseimbangan garam, mengendalikan metabolisme dan meningkatkan fungsi organ seksual dan perbedaan fungsi biologis lainnya antara jenis kelamin. Steroid pada tanaman telah menunjukkan  efek  penurun  kolesterol  dan anti kanker. Steroid dan triterpenoid memiliki sruktur dasar yang hamper sama pengenalan senyawa triterpenoid dan steroid didasarkan kemampuannya membentuk warna dengan pereaksi Lieberman-Burchard (Nola et al., 2021).
1.5.7 Glikosida
 

Glikosida merupakan suatu senyawa metabolit sekunder yang berikatan dengan senyawa gula melalui ikatan glikosida. Kata glikosida memiliki makna, yaitu suatu karbohidrat atau gula yang umumnya bersifat oksidator yang disebut dengan glikon. Sedangkan bukan gula disebut sebagai aglikon. Glikosida adalah senyawa alami yang terdiri dari dua bagian yaitu bagian karbohidrat dan bagian bukan karbohidrat. Glikosida triterpenoid, steroid, dan flavonoid merupakan bagian glikosida bukan karbohidrat yang paling banyak ditemukan (Arviani et al., 2023).

Banyak tumbuhan menyimpan bahan kimia dalam bentuk glikosida tidak aktif. Bahan ini dapat diaktifikan melalui hidrolisi dengan bantuan enzim. Dengan cara itu, bahan kimia yang telah terpisah tersebut dapat digunakan (Musman, 2017).

1.6 Bakteri


Bakteri adalah organisme bersel satu yang terlalu kecil dapat dilihat kecuali dengan bantuan mikroskop karena berukuran mikron (1/1000 mm), kebanyakan dari mereka hanya berukuran 0,05-5 µm, meski ada pula jenis bakteri yang dapat berdiamteter 0,3 mm (Triomatgarita). Bakteri juga membutuhkan makanan, air, pH dan suhu yang sesuai untuk hidup dan berkembang biak (Sertiarto, 2020).
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Bakteri Staphylococcus hominis
Gambar 2. 1 Bakteri Staphylococcus hominis
Klasifikasi bakteri Staphylococcus hominis dapat dilihat pada uraian dibawah ini:
	Regnum       :
	Bakteri

	Phylum        :
	Firmicute

	Classis         :
	Basil

	Ordo            :
	Bacillales

	Familia        : 
	Staphylococcaceae

	Genus          :
	Staphylococcus

	Species        :
	Staphylococcus hominis




Staphylococcos hominis merupakan cocus Gram-positif, nonmotil, dan tidak membentuk spora dengan ukuran rata-rata diameter 1,0–1,5 μm biasanya muncul dalam bentuk tetrad dan terkadang berpasangan (Sapkota, 2022). Koloni S. hominis berukuran kecil, biasanya berdiameter 1,2 hingga 1,4 μm setelah inkubasi 24 jam pada suhu 36 °C, dan berwarna putih atau cokelat. S. hominis , serta sebagian besar spesies staphylocuccus lainnya yang umum pada kulit manusia, mampu menghasilkan asam secara aerobik dari glukosa, fruktosa, sukrosa dan gliserol (Sapkota, A, 2020).

1.8 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Gambar 2. 2 Pseudomonas aeruginosa

Klasifikasi Bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah (Fauziyah, 2021) .
Regnum 
: Bacteria

Phylum 
: Proteobacteria

Classis 

: Gamma Proteobacteria 
Ordo 

: Pseudomonadales 
Familia 
: Pseudomonadaceae 
Genus 

: Pseudomonas
Species 
: Pseudomonas aeruginosa
Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri yang bergram negatif yang memiliki morfologi berupa bentuk batang ukuran sekitar 0,6 x 2 µm. Bakteri Pseudomonas aeruginosa juga memiliki bentuk koloni besar dan halus dengan permukaan yang rata dan meninggi. Bakteri ini juga cukup sering menghasilkan pigmen piosianin, pigmen kebiru biruan yang tidak berfluoresensi, yang berdifusi kedalam agar. Bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat tumbuh dengan baik pada suhu 37oC – 42oC. Pada suhu 42oC menjadi pembeda bakteri ini dengan Pseudomonas lainnya (Fauziyah, 2021).

1.9 Identifikasi Bakteri 

Salah satu cara untuk mengidentifikasi bakteri adalah dengan pewarnaan bakteri. Beberapa jenis pewarnaan bakteri sebagai berikut:
1.9.1 Bakteri Gram Positif


Bakteri gram positif adalah bakteri yang mempertahankan zat warna kristal violet sewaktu proses pewarnaan Gram sehingga akan berwarna biru atau ungu di bawah mikroskop. Memberikan warna ungu saat diwarnai dengan zat warna pertama (kristal violet) dan setelah dicuci dengan alkohol, warna ungu akan tetap kelihatan. Kemudian ditambahkan zat warna kedua (safranin), warna ungu pada bakteri tidak berubah. Dikarena bakteri gram positif memiliki dinding sel yang tersusun dari lapisan peptidoglikan yang lebih tebal (Muntasir et al., 2022).
1.9.2 Bakteri Gram Negatif

Bakteri gram negatif adalah bakteri yang tidak mempertahankan zat warna kristal violet sewaktu pewarnaan sehingga akan berwarna merah diteliti dengan mikroskop. Memberikan warna ungu saat diwarnai dengan zat warna pertama (kristal violet) namun dicuci dengan alkohol, warna ungu hilang. Kemudian ditambahkan zat warna kedua (safranin) menghasilkan warna merah. Hal ini disebabkan karena bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dan mempunyai struktur lipopolisakarida yang tebal (Muntasir et al., 2022).

1.10 Morfologi Sel Bakteri

1.10.1 Kokus (Coccus)


Adalah bakteri yang berbentuk bulat seperti bola, dan mempunyai beberapa variasi sebagai berikut, Mikrococcus (jika kecil dan tunggal), Diplococcus (jika bergandengan dua-dua), Tetracoccus (jika bergandengan empat dan membentuk bujursangkar), Sarcina (jika bergerombolan membentuk kubus), Staphylococcus (jika bergerombolan), Streptococcus (jika bergandengan membentuk rantai) (Sertiarto, 2020).

1.10.2 Basil (Bacillus)

Adalah kelompok bakteri yang berbentuk batang atau silinder, dan mempunyai variasi sebagai berikut, Diplobacllus (jika bergandengan dua-dua), Streptobacillus (jika bergandengan membentuk rantai) (Sertiarto, 2020).

1.10.3 Spiral (Spirilum)

Adalah bakteri yang berbentuk lengkung dan mempunyai variasi. Vibrio (bentuk koma), jika bentuknya melengkung kurang dari setengah lingkaran, Spiral (jika bentuknya melengkung lebih dari setengah lingkaran) (Sertiarto, 2020).

1.11 Faktor Pertumbuhan dan Perkembangan Bakteri
Pertumbuhan dan perkembangan bakteri menurut (Suryani & Taufiqurrahman, 2021) dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya:
1.11.1 Faktor Pertumbuhan
1. Temperatur



Bakteri yang patogen bagi manusia biasanya tumbuh dengan baik pada temperatur 37°C. Berdasarkan temperatur pertumbuhan bakteri dapat diklasifikasikan sebagai berikut, yang pertama bakteri termofil yaitu bakteri yang dapat hidup pada temperatur maksimal 100°C temperatur optimum 55-65°C, yang kedua Bakteri mesofil yaitu bakteri yang dapat hidup pada temperatur maksimal 45°C, temperatur optimum adalah 20-40°C, yang ketiga Bakteri psikofil yaitu bakteri yang dapat hidup pada temperatur maksimal 20°C, temperatur optimum adalah 0-15°C.

2. pH


pH optimum bagi kebanyakan bakteri terletak antara 6,5 dan 7,5. Namun ada beberapa mikroorganisme yang dapat tumbuh pada keadaan yang sangat asam/alkali.

3. Tekanan Osmosis


Osmosis merupakan perpindahan air melewati membran semipermeabel karena ketidak seimbangan material terlarut dalam media. Medium yang baik untuk pertumbuhan sel adalah medium isotonis terhadap sel tersebut, Dalam larutan hipotonik air akan masuk kedalam sel sehingga menyebabkan sel membengkak, sedangkan dalam larutan hipertonik air akan keluar dari sel sehingga membran plasma mengerut dan lepas dari dinding sel (plasmolisis).


4. Nutrisi



Nutrisi merupakan substansi yang diperlukan untuk biosintesis dan pembentukan energi. Berdasarkan kebutuhannya, nutrisi dibedakan menjadi dua yaitu makroelemen (elemen yang diperlukan dalam jumlah banyak) dan mikroelemen. 
5. Kelembapan 

Mikroorganisme mempunyai nilai kelembaban optimum. Mikroba  dapat tumbuh pada media yang basah dan udara lembab. Nilai kadar air bebas didalam larutan untuk bakteri pada umumnya antara 0,90 sampai 0, 999.

6. Tekanan osmosis

Sangat mempengaruhi bakteri. Jika tekanan osmosis lingkungan lebih besar (hipertonis) sel akan mengalami plasmolisis (keluarnya cairan dari sel bakteri melalui membran sitoplasma).

1.12 Perkembangan Bakteri
Perkembangan bakteri menurut (Sudjadi, dan Laila, 2006). Ada beberapa macam fase yaitu:
1. Fase Lag


Merupakan fase bakteri beradaptasi terhadap lingkungannya yang baru. Pada fase ini bakteri belum mencapai pertumbuhan yang maksimum. Waktu penyesuain biasanya selama 2 jam.
2. Fase Log 

Merupakan fase pertumbuhan mencapai maksimum. Pada fase ini terjadi peningkatan jumlah. Fase log disebut fase eksponensial.
3. Fase Stasioner
Merupakan fase pertumbuhan mencapai titik nol, pada fase ini terjadi penambahan jumlah bakteri.
4. Fase Penurunan
Fase ini disebut fase kematian, dimana pada fase ini sel berhenti memperbanyak diri dan rata-rata kematian meningkat. 
1.13 Media Kultur
Media kultur adalah bahan nutrisi yang digunakan untuk pertumbuhan
mikroorganisme dilaboratorium. Media adalah kumpulan zat-zat organic yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri dengan syarat-syarat tertentu, oleh karena itu media pembiakkan harus mengandung cukup nutisi untuk pertumbuhan bakteri. Selain suhu dan pH yang harus sesuai perlu diperhatikan mengenai tekanan osmose dan strelitas. Bedasarkan konsistensinya media dikelompokkan menjadi dua macam diantaranya adalah (Pratiwi et al., 2008).

1.13.1 Media cair
Media cair merupakan ekstrak komplek material biologis, maka media tersebut dinamakan rich media atau broth.

1.13.2 Media padat
Media padat menggunakan bahan membeku (solidifying agent), Misalnya agar, suatu komplek polisakarida yang diperoleh dari alga merah (red algae).
Menurut kandungan nutrisinya, media dapat dibedakan menjadi beberapa macam yaitu (Pratiwi et al., 2008).
a) Defined media (syinthetic media)
Difenid media merupakan media yang komponen penyusunnya sudah diketahui atau ditentukan. Media ini biasanya digunakan dalam penelitian untuk mengetahui kebutuhan nutrisi mikroorganism.
b) Media komplek (complex media)
Media komplek merupakan media yang tersusun dari komponen yang secara kimia tidak diketahui dan umumnya diperlukan karena kebutuhan nutrisi mikroorganisme tertentu tidak diketahui. Contoh: ekstrak daging (mengandung asam-asam amino, peptide, nukletida, asam organik, vitamin, mineral), ekstrak khamir atau yeast extract (sumber vitamin B) pepton merupakan hidrolisat protein, didapatkan dari gesti parsial daging, kasein, bubuk kedelai, gelatin, dan sumber protein lain, yang berperan sebagai sumber energy, C dan N) contoh: broth/agar, Typtic Soya Broth (TSB)Trypic Soya Agar (TSA), Mac Conkey Agar.
c) Media umum (general media)
Media umum merupakan media pendukung bagi banyak pertumbuhan mikroorganisme. Contoh: TSB, TBA.

d) Media penyubur (enrichment media)
Media penyubur merupakan media yang berguna untuk mempercepat pertumbuhan mikroorganisme tertentu. Media ini digunakan bila kita ingin
menumbuhkan salah satu mikroorganisme dari kultur campuran. Media ini bahan atau zat yang serupa dengan habitat tempat mengisolasi mikroorganisme.
e) Media selektif (selektif media)
Media selektif merupakan media yang mendukung pertumbuhan mikroorganisme lainnya. Pada ini ditambahkan bahan penghambat pertumbuhan, misalkan bile salt dan dye (funhsin, crystal violet, brilliant green) yang akan menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan tidak memberi efek pada bakteri gram negatif antibiotik dan selulosa untuk mengisolasi bakteri pendegrarsi selulosa.
f) Media diferensial
Digunakan untuk membedakan kelompok microorganisme dan bahkan dapat digunakan untuk identifikasi. Contohnya adalah media Agar, yang merupakan media diferensial sekaligus media penyubur, mampu membedakan antara bakteri nonhemolitik (steptococcus dan staphylococcus saluran napas) dan bakteri nonhemolitik dengan mengetahui sifat lisis eritrosit (ciri: daerah jernih disekitar koloni akibat perusakan sel darah merah); media Mas Conkey, yang merupakan media referensial sekaligus selektif, terdiri dari laktosa dan neutral red dye, mampu membedakan antara bakteri yang memfermentasi laktosa dan yang bukan (ciri: adanya daerah merah muda merah disekitar koloni).
g) Media khusus
Contoh media khusus adalah media untuk bakteri anaerob. Biasanya kedalam media tersebut ditambahkan bahan yang dapat mereduksi kandungan O2 dengan cara peningkatkan kimiawi. Contoh bahan-bahan itu adalah natioglikolat,sistein, asam askorbat. Sebagai indicator anaerob digunakan rezasurin (bila terjadi oksida yang berarti terbentuk warna merah).
1.14 Media Bakteri

1.14.1 Mueller Hinton Agar (MHA)

Media Mueller Hinton Agar (MHA) ialah media terbaik untuk pemeriksaan uji kepekaan bakteri tehadap suatu antibiotik dengan metode Kirby-Baurer pada bakteri nonfastidious baik aerob dan anaerob. Media ini dapat mengindentifikasi strain yang tahan terhadap sulfonamide dan responsif strain gonokokus. Disamping itu, media ini sudah ditetapkan sebagai media standar pengujian sensitivitas antimikroba. Pada penelitian sebelumnya lempeng media MHA dengan cara difusi mampu membentuk zona difusi antimiroba yang lebih baik daripada kebanyakan lempeng lainnya (Rizki, 2017). 

Media MHA digunakan sebagai tes sensitivitas karena, semua bakteri dapat tumbuh dengan subur pada media ini yang bukan merupakan media diferensial serta selektif. Sulfonamide, trimethoprim dan tetracyline inhihibitors di dalam media ini memiliki kandungan yang rendah. Bakteri non-fastidius yang patogen dapat sangat mudah tumbuh (Atmojo, 2016).

1.14.2 Media Nutrient Agar (NA)

Media NA adalah media universal yang berwarna coklat muda, memiliki konsistensi yang padat dimana media ini berasal dari sintetik dan memiliki kegunaan sebagai media menumbuhkan bakteri. Komposisi media NA adalah Beef Extract 3gram, peptone 5 gram, dan Agar 15 gram. Pada media NA, ekstrak daging sapi dan peptone digunakan sebagai bahan dasar karena merupakan sumber protein, nitrogen, vitamin, serta karbohidrat yang sangat dibutuhkan oleh mikroorganisme untuk tumbuh dan berkembang. Pepton merupakan sumber utama dari nitrogen
organik yang sebagian merupakan asam amino dan peptide rantai panjang, berfungsi sebagai pemadat karena sifatnya yang mudah membeku.Mengandung karbohidrat yang tidak mudah diuraikan oleh mikroorganisme (Addina, 2014).
1.15 Antibakeri


Aktivitas kerja antibakteri dipegaruhi oleh beberapa faktor di antaranya konsentrasi antibakteri, jumlah bakteri, spesies bakteri, bahan organik, suhu dah pH lingkungan. Kemampuan penghambatan dari antibakteri berbeda-beda. Jenis antibakteri spektrum luas menghambat atau membunuh baik bakteri gram-negatif maupun gram-positif, jenis antibakteri spektrum sempit menghambat atau membunuh bakteri gram-negatif atau gram-positif saja. Senyawa antibakteri bekerja dengan merusak penyusun dinding sel, menyebabkan meningkatnya permeabilitas membran sel sehingga dapat menyebabkan hilangnya komponen penyusun sel, menghilangkan aktivitas enzim dan merusak fungsi materi genetik dari bakteri tersebut (Kusnadi, 2018).

1.16 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri 
Aktivitas antibakteri dapat dipelajari menggunakan beberapa metode, yaitu metode dilusi, metode difusi agar, dan metode difusi dilusi. Metode difusi adalah metode yang sering digunakan untuk analisis aktivitas antibakteri. Ada 3 cara dari metode difusi yang dapat dilakukan yaitu metode sumuran, metode cakram, dan metode silinder. Prinsip kerja metode difusi adalah terdifusinya senyawa antibakteri ke dalam media padat dimana mikroba uji telah diinokulasikan. Hasil pengamatan yang diperoleh tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang menunjukan zona hambat pada pertumbuhan bakteri (Nurhayati et al., 2020).
1.16.1 Metode Difussion
Metode difusi digunakan dalam pengujian penentuan aktivitas antimikroba dengan parameter yang diamati berupa zona bening yang dihasilkan pada media yang telah diinokulasikan bakteri karena adanya senyawa antibakteri yang berdifusi. Metode difusi ini dibagi menjadi beberapa metode yaitu: (Nurhayati et al., 2020).
1. Metode Disc Diffusion/Metode Cakram (tes Kirby dan Baurer)


Piringan yang berisi agen antimikroba diletakkan pada media agar yang telah ditanami mikroorganisme yang akan difusi pada media agar tersebut, area jernih mengindikasikan adanya hambatan pada permukaan media agar.
2. E-Test


Metode E-test digunakan untuk mengestimasi MIC (minimum inhibitor concentration) atau KHM (kadar hambat minimum), yaitu minimal suatu agen antimikroba untuk dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Pada metode ini yang mengandung agen antimikroba dari kadar terendah hingga tertinggi dan diletakkan permukaan media agar yang telah ditanami mikroorganisme. 
3. Ditch Plate Technique


Metode sampel uji berupa agen mikroba yang diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media agar dalam cawan petri pada bagian tengah secara membujur dan mikroba uji (maksimum 6 macam) digoreskan kearah parit yang berisi agen antimikroba.
4. Cup Plate Technique/Metode Sumuran





Metode ini serupa dengan disc diffusion, dimana dibuat sumur pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan pada sumur tersebut diberi agen antimikroba yang akan diuji.
5. Gradient Plate Technique

Metode konsentrasi agen antimikroba pada media agar secara teoritis bervariasi dari 0 hingga maksimal. Media agar dicairkan dan larutan uji ditambahkan. Campuran kemudian dituang kedalam cawan petri dan diletakkan dalam posisi miring. Nutrisi kedua selanjutnya dituang dari atas. Plate diinkubasi salaam 24 jam untuk memungkinkan agen antimikroba berdifusi dan permukaan mongering. Mikroba uji (maksimal 6 macam) digoreskan pada arah mulai dari kosentrasi tinggi ke rendah. 

1.16.2 Metode Difusi Cakram

Metode cakram dilakukan dengan cara kertas cakram sebagai media untuk menyerap bahan antimikroba dijenuhkan ke dalam bahan uji. Setelah itu kertas cakram diletakkan pada permukaan media agar yang telah  di inokulasi dengan biakan mikroba uji, kemudian diinkubasikan selama 18-24 jam pada suhu 35°C. Area atau zona bening di sekitar kertas cakram diamati untuk menunjukkan ada tidaknya pertumbuhan mikroba. Diameter area atau zona bening sebanding dengan jumlah mikroba uji yang ditambahkan pada kertas cakram            (Nurhayati et al., 2020).

1.16.3 Metode Dilusi
Metode dilusi merupakan salah satu metode yang digunakan untuk mengetahui efektivitas senyawa terhadap aktifitas suatu mikroorganime. Parameter yang digunakan yaitu nilai Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) (25). Metode dilusi sendiri dibagi menjadi 2, yaitu dilusi cair dan padat (Nurhayati et al., 2020).

a) Metode dilusi cair / broth dilution test (serial dilution)
Metode dilusi cair / broth dilution test (serial dilution) merupakan metode yang digunakan dalam mengukur Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM). Metode ini dengan membuat pengeceran agen antimikroba menjadi beberapa seri pada medium cair yang ditambahkan mikroba uji.

b) Metode dilusi padat / solid dilution test
Metode dilusi padat / solid dilution test merupakan metode yang sama dengan metode dilusi cair namun perbedaannya adalah dengan menggunakan media padat. Salah satun keuntungan dari metode ini adalah satu konsentrasi dari agen mikroba yang akan diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji lainnya.
1.17 Standar Kekeruhan Mc. Farland
Larutan standar Mc. Farland merupakan penyetaraan kosentrasi mikroba dengan menggunakan larutan BaCl2 1% dan H2SO4 1%. Standar kekeruhan Mc. Farland ini dimasudkan untuk menggantikan perhitungan bakteri satu persatu dan untuk memperkirakan kepadatan sel yang akan digunakan pada prosedur pengujian antimikroba. Keuntungan dari penggunaan standar Mc. Farland adalah tidak dibutuhkannya waktu inkubasi yang cukup untuk memperoleh jumlah kepadatan bakteri yang diinginkan. Sedangkan kerugiannya adalah akan terjadi perbedaan pandangan untuk menilai tingkat kekeruhan dari sel bakteri (Sutton, 2011). 
Standar Mc. Farland dapat dilihat pada table dibawah ini:
Tabel 2. 1 Standar Mc. Farland

1.18 Daya Hambat Bakteri
Daya hambat bakteri adalah kemampuan suatu zat untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Daya hambat ini dapat dipengaruhi besar atau luasnya diameter zona hambat bakteri tersebut. Pengukuran zona hambat digunakan untuk menentukan kepekaan bakteri patogen terhadap antibiotik. Semakin lebar diameter zona hambatan yang terbentuk, maka zat antibakteri semakin efektif untuk membunuh atau menghambat bakteri uji tersebut. Katagori daya hambat terhadap bakteri dapat dapat dilihat pada table 2.2 dan table 2.3

1.18.1 Klasifikasi daya hambat bakteri 
Nilai zona hambat berdasarkan Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) 2021. Standar interpretasi diameter zona hambat antibiotik Ciprofloxasin 5 µg terhadap Staphylococcos hominis dan Pseudomonas aeruginosa dapat dilihat pada tabel dibawah ini. 
Tabel 2. 2. Standar Interpretasi Diameter Zona Hambat Antibiotik Ciprofloxasin 5 µg Terhadap Staphylococcos spp
	Antibiotik
	Interpretasi diameter zona hambat antibakteri terhadap Staphylococcos hominis (mm)

	Ciprofloxasin 5 µg


	Sensitive
	Intermediate
	Resistant

	
	≥ 21
	16-20
	≤ 15


Tabel 2. 3. Standar Interpretasi Diameter Zona Hambat Antibiotik Ciprofloxasin 5 µg Terhadap Pseudomonas aeruginosa 

	Antibiotik
	Interpretasi diameter zona hambat antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa (mm)


	Ciprofloxasin 5 µg


	Sensitive
	Intermediate
	Resistant

	
	≥ 25
	19-24
	≤ 18


Nilai diameter zona dan kategori interpretatif ditetapkan berdasarkan Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) untuk kategori susceptible (sensitif), intermediate (menegah), dan resistant (tahan) (CLSI, 2021).
1. Susceptible (sensitif)

Kategori yang ditentukan oleh brekpoint yang menyiratkan bahwa isolat pada diamter zona atau ditasa breakpoint sensitif/rentan dihambat oleh agen antimikroba dengan konsentrrasi yang biasanya dapat dicapai ketika dosis yang direkomendasikan untuk mengobati infeksi, sehingga terjadi kemanjuran klinis. suatu keadaan dimana mikroba sangat peka terhadap antibiotik atau sensitivitas adalah kepekaan suatu antibiotik yang masih baik untuk memberikan daya hambat terhadap mikroba.
2. Intermediate (menegah)

Kategori yang ditentukan oleh breakpoint yang mencakup isolat dengan diameter zona dalam kisaran intermediate (menengah) yang biasanya mendekati tingkat ukuran yang dicapai untuk menghambat/ mengobati infeksi. Suatu keadaan dimana terjadi pergeseran dari keadaan sensitif ke keadaan yang resisten tetapi tidak resisten sepenuhnya.

3. Resistant (tahan) 

Kategori yang ditentukan oleh breakpoint yang mencakup isolat dengan diameter zona dalam kisaran resistant (tahan) dalam suatu keadaan dimana mikroba sudah peka atau sudah kebal terhadap antibiotik (Artati et al., 2016). 
1.19 Metode Sterilisasi 
1.19.1 Sterilisasi Mekanik

Sterilisasi secara mekanik merupakan sterilisasi yang dilakukan dengan penyaringan. Umumnya dikerjakan untuk bahan yang tidak tahan terhadap pemanasan.
1.19.2 Sterilisasi Fisika

1. Sterilisasi Panas Kering

Berfungsi untuk mematikan organisme dengan mengoksidasi komponen ataupun mendenaturasi enzim. Metode ini tidak digunakan untuk bahan yang terbuat dari karet atau plastik, waktu sterilisasi kering ini tidak memerlukan air sehingga tidak ada uap air yang membasahi alat atau bahan yang dimatikan, ada dua metode sterilisasi panas kering yaitu dengan insinerasi, yaitu pembakaran dengan menggunakan api bunsen temperatur sekitar 350°C dan dengan udara panas oven yang lebih sederhana dan murah dengan temperatur sekitar160-170°C.

2. Sterilisasi Panas Basah

Dengan perebusan menggunakan air mendidih 100°C selama 10 menit. Sterilisasi panas basah digunakan untuk bahan-bahan yang sensitif terhadap panas.
1.19.3 Sterilisasi Kimia



Sterilisasi dilakukan dengan gas (fumigasi atau pengasapan). Beberapa bahan kimia yang dapat digunakan untuk sterilisasi gas adalah etilen oksida, gas formaldehid, asam parasetat dan glutaraldehid alkalin (Amelia, et al., 2023).
1.20 Ciprofloxasin 

Ciprofloxasin merupakan antibiotik golongan fluoroquinolone (FQ) dapat digunakan untuk berbagai bakteri Gram-positif dan Gram-negatif. Bakteri ini yang mengatur superkoil DNA bakteri, prosedur yang diperlukan untuk replikasi, rekombinasi, dan perbaikan DNA dengan mengikat dan menghambat enzim DNA girase. Ciprofloxacin adalah antibiotik spektrum luas yang mempengaruhi targetnya dengan menghambat DNA girase.   Ciprofloxasin memengaruhi beberapa bakteri Gram-positif seperti Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, dan Mycobacterium.  Dan Ciprofloxasin menunjukkan aktivitas in vitro yang dapat diterima terhadap bakteri Gram-negatif seperti sebagian besar spesies Enterobacteriaceae, Neisseria meningitides, Moraxella catarrhalis, Pseudomona aeruginosa (Shariati et al., 2022).
1.21 Dymetil sulfoxidase (DMSO)
Dymetil sulfoxidase (DMSO) senyawa yang merupakan organosulfur pada atom pusatnya dengan rumus kimia (CH3)2SO. Senyawa ini memiliki berat molekul 78,129 g/mol yang digunakan secara luas sebagai pelarut kimia. Larutan ini merupakan pelarut organik paling kuat yang dapat melarutkan senyawa polar dan non polar serta larut dalam pelarut organik maupun air (Rini, 2017). 
Dymetil sulfoxidase (DMSO) juga merupakan surfaktan yang dapat berperan sebagai interface antara air dan minyak. Dymetil sulfoxidase tidak bersifat asam atau basa yang tergolong sebagai aprotik. Oleh karena itu DMSO bersifat netral. Penggunaan DMSO sangat populer sebagai pelarut uji antimikroba ekstrak tanaman. Karena kemampuannya menembus membran biologi, digunakan sebagai media aplikasi dari berbabagai obat-obatan (Octaviani, 2016).


