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2.1 Uraian Tanaman

Zingiberaceae merupakan famili dari ordo Zingiberales, memiliki sekitar 47 genera dan 1.400 spesies di seluruh dunia. Zingiberaceae tumbuh dengan baik di lingkungan tropis dan subtropis, dapat tumbuh di dataran rendah dan dataran tinggi dengan curah hujannya tinggi hingga lebih dari 2000 meter dari permukaan laut (Lianah, 2020).A
   B 
C

Gambar 2.1 Rumpun (A), Bunga (B), Buah pada tandan buah dan bunga (C), Buah Kapulaga Segar (Dokumentasi Pribadi, 2023)

2.1.1 Klasifikasi Tanaman

Kapulaga memiliki sangat banyak spesies, sedikitnya 150-180 spesies yang beberapa di antaranya banyak dibudidayakan dan memiliki nilai ekonomi tinggi. Kapulaga yang dikenal saat ini terdiri dari tiga genus yaitu Amomum, Aframomum dan Elettaria. Di Indonesia terdapat dua jenis tanaman kapulaga yaitu kapulaga lokal atau kapulaga jawa (Amomum cardamomum Soland Ex. Maton Benth) dan kapulaga sabrang atau kapulaga sejati (Elettaria cardamomum
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(L.) Maton). Kapulaga lokal merupakan tumbuhan asli Indonesia yang banyak dibudidayakan di Jawa, Sumatera, dan Semenanjung Malaya (Abdurahim, 2022).
Kedudukan taksonomi atau klasifikasi tanaman kapulaga adalah sebagai berikut:
Regnum	: Plantae

Sub Regnum : Tracheobionta Super Divisio : Spermatophyta Divisio	: Magnoliophyta
Classis	: Liliopsida Sub Classis	: Zingiberidae Ordo	: Zingiberales
Familia	: Zingiberaceae

Genus	: Amomum

Species	: Amomum cardamomum Soland. Ex Maton Benth

2.1.2 Deskripsi Tanaman

Kapulaga merupakan tanaman perennial dengan habitus berupa terna dengan ketinggian sekitar 1-1,5 m. Batangnya merupakan batang semu yang tersusun atas pelepah-pelaoah daun, berbentuk silindris dan tumbuh tegak. Pangkal daun berbentuk runcing dengan panjang 25-35 cm dan lebar 10-12 cm, pertulangan daun menyirip dan berwarna hijau. Satu rumpun tanaman dapat terdiri dari 20-30 batang semu yang tumbuh dari rizoma, batang tua akan mati dan diganti oleh batang muda yang tumbuh dari rizoma lain.
Buah kapulaga berkumpul dalam tandan kecil dan pendek yang menempel di atas tanah, setiap tandan dapat berisi 10-20 butir buah. Buah kapulaga berupa
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buah sejati berbentuk hampir bulat telur dengan tiga alur membujur pada permukaan yang membagi buah menjadi tiga bagian, panjang sekitar 1-1,8 cm dan lebar 1,5 cm. Kulit buah berwarna kecokelatan atau kuning muda. Buah memiliki tiga ruang yang dipisahkan dengan septum, setiap ruang terdapat dua deret biji berwarna cokelat kemerahan saat matang dengan panjang 3-5 mm dan lebar 2-3,5 mm. Biji menghasilkan bau khas aromatik, berbentuk poligonal tumpul dan diselubungi selaput tipis berwarna putih.

2.1.3 Nama Daerah

Tanaman kapulaga di Indonesia disebut dengan berbagai nama dalam berbagai bahasa, seperti Sumatra: Kapulaga (aceh), palaga puwa palago (Minangkabau); Jawa: Kapol (Sunda), kapulaga (Jawa); Madura; kapolagha, palagha; Bali: kapulaga, karkolaka; Sulawesi: Garidimong, kapulaga (Makasar), kapulaga (Bugis) (Jayani, 2023).
2.1.4 Khasiat

Kapulaga tidak hanya dikenal sebagai rempah untuk masakan, namun juga dikenal sebagai tanaman fitofarmaka dan penghasil komoditas hortikultura nilai potensial tinggi. Kapulaga memiliki banyak manfaat, diantaranya sebagai bahan baku pembuatan jamu atau obat tradisional, karena terdapat efek farmakologis untuk menyembuhkan batuk, peluruh dahak, perut kembung, penurun demam, antitusif, dan anti mual. Kapulaga juga memiliki efek antibakteri, anti-asma, imunomodulator, gastroprotektif, antikanker, antiinflamasi, nefroprotektif, dan antioksidan. Selain itu, minyak atsiri kapulaga dapat digunakan sebagai bahan penyedap atau pengharum makanan, minuman, dan sebagai bahan baku/campuran didalam industri parfum (Abdurahim, 2022). Secara tradisional, olahan kapulaga

terutama buahnya, juga telah banyak digunakan sebagai obat terapi herbal untuk mencoba mengobati beberapa jenis penyakit, seperti: malaria, hepatitis, sakit lambung. implamasi. dan bahkan kanker. Oleh karena itu, secara fenomenologis dianggap memiliki efek penyembuhan setelah melakukan pengobatan dengan buah kapulaga (Tarigan, 2023).
2.1.5 Kandungan Kimia

Kandungan kimia alamiah yang terdapat pada buah tanaman ini adalah minyak atsiri, minyak lemak, pigmen, protein selulosa, gula, pati, silica, kalium oksalat, dan mineral. Sementara itu, kulitnya mengandung serat kasar (bisa mencapai 31%) dan buah mengandung minyak atsiri yang terdiri dari senyawa sineolterpen dan terpineol (Herina & Yulita, 2020). Komponen utama minyak cardamom yaitu α-pinene, βpinene, sabinene, myrcene, α-phellandrene, limonene, 1,8-cineole, g-terpinene, p-cymene, terpinolene, linalool, linalyl acetate, terpinen- 4-oil, α-terpineol, α-terpineol acetate, citronellol, nerol, geraniol, methyl eugenol and trans-nerolidol (Permenkes Nomor 6, 2016).
2.2 Simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan untuk pengobatan dan belum mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain suhu pengeringan tidak lebih dari 60oC (BPOM, 2014). Bahan obat tradisioal yang berkualitas harus memenuhi standar simplisia yang aman dan bermutu serta dapat dipertanggung jawabkan. Salah satu faktor yang mempengaruhi kualitas simplisia adalah proses pengeringan simplisia, karena dapat mempengaruhi mutu kandungan senyawa kimia yang terdapat pada tumbuhan. Pengeringan ini juga akan sangat mempengaruhi kadar air pada simplisia. Jika kadar air tidak sesuai

dengan persyaratan simplisia maka pada waktu penyimpanan simplisia akan rentan ditumbuhi oleh bakteri dan jamur (Sinaga et al., 2021). Simplisia berdasarkan asalnya dibedakan menjadi tiga yaitu simplisia nabati, hewani, dan simplisia pelikan/mineral (Litbang, 2011).
Simplisia dapat diperoleh dari berbagai bahan alam, oleh karena itu simplisia dibagi menjadi tiga golongan, yaitu:
1. Simplisia Nabati, adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian tanaman atau eksundat tanaman yaitu isi sel yang keluar secara spontan dari tanaman atau dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya atau zat-zat nabati lain yang dipisahkan dari tanamannya secara tertentu.
2. Simplisia hewani, adalah simplisia yang berupa hewan utuh, bag ian hewan atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni.
3. Simplisia pelikan/mineral, adalah simplisia yang berupa bahan pelikan atau mineral yang belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Litbang, 2011).
2.2.1 Proses Pembuatan Simplisia

2.2.1.1 Sorotasi Basah

Sortasi basah dimaksudkan untuk memisahkan kotoran atau bahan asing serta bag ian tanaman lain yang tidak diinginkan dari bahan simplisia. Kotoran yang dimaksud dapat berupa tanah, kerikil, rumput gulma, tanaman lain yang mirip, bahan yang telah busuk/rusak, serta bagian tanaman lain yang memang harus dipisahkan dan dibuang. Pemisahan bahan simplisia dari kotoran ini bertujuan menjaga kemurnian serta mengurangi kontaminasi awal yang dapat

mengganggu proses selanjutnya, mengurangi cemaran mikroba serta memperoleh simplisia dengan jenis dan ukuran seragam. Oleh karena itu dalam tahapan ini juga dilakukan pemilihan bahan berdasarkan ukuran panjang, lebar, besar kecil dan lain-lain (Litbang, 2011).
2.2.1.2 Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang melekat pada bahan simplisia. Dilakukan dengan menggunakan air bersih (standar air minum), bisa air sumber, air sumur atau air PAM. Khusus untuk bahan yang mengandung senyawa aktif mudah larut dalam air pencucian dilakukan secepat mungkin (tidak direndam). Pencucian harus dilakukan secara cermat, terutama pada bahan simplisia yang berada di dalam tanah atau dekat dengan permukaan tanah, misalnya rimpang, umbi, akar, dan batang yang merambat serta daun yang melekat dekat dengan permukaan tanah (Litbang, 2011)

2.2.1.3 Perajangan

Beberapa jenis bahan baku/simplisia seringkali harus diubah menjadi bentuk lain, misalnya irisan, potongan dan serutan untuk memudahkan kegiatan pengeringan, pengemasan, penggilingan dan penyimpanan serta pengolahan selanjutnya. Selain itu juga dimaksudkan untuk memperbaiki penampilan fisik dan memenuhi standar kualitas (terutama keseragaman ukuran) serta membuat agar lebih praktis dan tahan lebih lama dalam penyimpanan (Litbang, 2011).
Semakin tipis ukuran hasil rajangan atau serutan semakin eepat proses penguapan air sehingga mempereepat waktu pengeringan. Namun demikian rajangan yang terlalu tipis dapat menyebabkan berkurang atau hilangnya zat berkhasiat yang mudah menguap sehingga mempengaruhi kompos, isi, bau dan

rasa yang diinginkan. Perajangan bisa dilakukan dengan pisau (terbuat dari Stainless stell) atau alat perajang khusus yang didesain sedemikian rupa (misal Rasingko) sehingga menghasilkan rajangan yang seragam (Litbang, 2011).

2.2.1.4 Pengeringan

Pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air agar bahan simplisia tidak rusak dan dapat disimpan serta untuk menghentikan reaksi enzimatis dan meneegah pertumbuhan kapang, jamur dan jasad renik lain. Dengan matinya sel tanaman, maka proses metabolisme (seperti sintesis dan transformasi) terhenti sehingga senyawa aktif yang terbentuk tidak diubah seeara enzimatik. Dikenal dua macam pengeringan, yakni pengeringan seeara alamiah (dengan sinar matahari langsung dan keringanginkan) dan pengeringan buatan (menggunakan oven, uap panas atau alat pengering lain). Hal-hal yang perlu diperhatikan selama proses pengeringan adalah suhu pengeringan, kelembaban udara, aliran udara, waktu (Iamanya) pengeringan dan luas permukaan bahan.
Suhu pengeringan tergantung pada bahan simplisia dan cara pengeringan. Bahan simplisia pada umumnya dapat dikeringkan pada suhu < 60°C. Bahan simplisia yang mengandung senyawa aktif mudah menguap (volatil), tidak tahan panas (termolabil) sebaiknya dikeringkan pada suhu rendah, yaitu antara 30-40°C selama waktu tertentu. Kelembaban dalam ruang pengering juga dipengaruhi oleh bahan simplisia, cara pengeringan dan tahapan-tahapan selama pengeringan. Kelembaban akan menurun selama berlangsungnya proses pengeringan (Litbang, 2011).

2.2.1.5 Sorotasi Kering

Prinsip kegiatan sortasi kering sama dengan sortasi basah, tetapi dilakukan terhadap simplisia (bahan yang telah dikeringkan) sebelum dikemas. Sortasi kering bertujuan untuk memisahkan bahan-bahan asing dan simplisia yang belum kering seutuhnya. Kegiatan sortasi kering dilakukan untuk menjamin simplisia benar-benar bebas dari bahan asing. Kegiatan ini dilakukan secara manual, simplisia yang telah bersih dari bahan asing kadang untuk tujuan tertentu (misalnya agar memenuhi standar mutu) masih perlu dilakukan grading atau pemisahan menurut ukuran sehingga diperoleh simplisia dengan ukuran seragam (Litbang, 2011).
2.2.1.6 Pengemasan dan Penyimpanan

Pengemasan atau pengepakan simplisia sangat berpengaruh terhadap mutunya terkait dengan pengangkutan dan penyimpanan simplisia. Kegiatan ini bertujuan untuk melindungi (proteksi) simplisia saat pengangkutan, distribusi, dan penyimpanan dari gangguan luar seperti suhu, kelembaban, cahaya, pencemaran mikroba serta gangguan berbagai jenis serangga. Bahan pengemas harus kedap air dan udara serta dapat melindungi isinya terhadap berbagai gangguan dari luar.
Tujuan penyimpanan adalah agar simplisia tetap tersedia setiap saat bila diperlukan serta sebagai stok bila secara kuantitatif hasil panen melebihi kebutuhan. Penyimpanan merupakan upaya untuk mempertahankan kualitas fisik dan kestabilan kandungan senyawa aktif sehingga tetap memenuhi persyaratan mutu yang ditetapkan (Litbang, 2011).
Simplisia dapat rusak ,mundur atau berubah mutunya karena berbagai faktor luar dan dalam seperti cahaya, oksigen, reaksi kimia intern, dehidrasi,

penyerapan air, pengotoran, serangga, dan kapang. Oleh karena itu pada penyimpanan simplisia perlu diperhatikan beberapa hal yang dapat mengakibatkan kerusakan simplisia (Depkes RI, 1985).
2.3 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses penarikan bahan kimia yang dapat larut dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Ekstrak dibuat dengan mengekstraksi senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani dengan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan, dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian rupa sehingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Saputra et al., 2020).
2.3.1 Cara dingin

Metoda ini artinya tidak ada proses pemanasan selama proses ekstraksi berlangsung, tujuannya untuk menghindari rusaknya senyawa yang dimaksud rusak karena pemanasanan. Berikut ini mencakup metode ekstraksi dingin, yaitu:
2.3.1.1 Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Meskipun demikian, metode ini masih secara luas digunakan karena beberapa kelebihan seperti biaya yang murah, peralatan yang sederhana, serta tanpa perlakuan panas sehingga menjadi pilihan tepat untuk ekstraksi senyawa-senyawa yang tidak tahan panas (termolabile) (Nugroho, 2017).
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 di luar sel dan di dalam sel (Sudarwati, Tri P.L dan Fernanda, 2019).
2.3.1.2 Perkolasi

Perkolasi adalah proses penyarian simplisia dengan jalan melewatkan pelarut yang sesuai secara lambat pada simplisia dalam suatu percolator. 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.
2.3.2 Cara Panas

Metode ini pastinya melibatkan panas selama proses. Adanya panas akan secara otomatis mempercepat proses penyarian dibandingkan dengan metode ekstraksi cara dingin. Berikut ini mencakup metode ekstraksi panas, yaitu:
2.3.2.1 Reflux

Reflux berarti pelarut yang diputar kembaliatau di-recycle secara kontinyu melalui pengkondensasian berulang pada sebuah alat kondensor (Nugroho, 2017). 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 (Sudarwati, Tri P.L dan Fernanda, 2019).
2.3.2.2 Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan, yaitu secar umum dilakukan pada temperatur 40-50ºC (Endah, 2017).
2.3.2.3 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 ditemui pada suatu zat padat, maka dapat diekstrak dengan menggunakan pelarut yang diinginkan (Sudarwati, Tri P.L dan Fernanda, 2019)

2.3.2.4 Infundasi

Infundasi adalah proses penyarian yang umumnya dilakukan untuk menyari zat kandungan aktif yang larut dalam air dari bahan-bahan nabati. Proses ini dilakukan pada temperatur 90ºC selama 15 menit (Endah, 2017).
2.3.2.5 Dekoktasi

Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama dan temperatur sampai titik didih air, yakni 30 menit pada suhu 90-100ºC (Endah, 2017).
2.4 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 juga (Sudarwati, Tri P.L dan Fernanda, 2019).
Tujuan fraksinasi adalah untuk mendapatkan ekstrak yang lebih murni, sehingga perlu dihilangkan senyawa-senyawa lain yang mengotori atau mengganggu. Fraksinasi juga diperlukan ketika akan melakukan isolasi atau pemisahan satu senyawa metabolit sekunder tunggal. Dengan fraksinasi maka proses pemisahan senyawanya menjadi lebih mudah.

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 labu pemisah (Nugroho, 2017).
2.5 Senyawa Metabolit Sekunder

Setiap jenis senyawa metabolit sekunder memiliki fungsi yang berbeda. Metabolit sekunder berfungsi sebagai mekanisme pertahanan tumbuhan, baik dari cekaman biotik maupun abiotik. Selain sebagai mekanisme pertahanan, senyawa ini juga berfungsi sebagai atraktan. Senyawa metabolit sekunder tertentu dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai antioksidan atau bahan baku obat. contoh metabolit sekunder antara lain Steroid atau triterpenoid, flavonoid, glikosida, saponin, tanin, alkaloid, dan lain sebagainya (Perangin-angin et al., 2019).
2.5.1 Alkaloid

Alkaloid khas yang berasal dari sumber tumbuhan, senyawa ini bersifat basa, mengandung satu atau lebih atom nitrogen (biasanya dalam cincin heterosiklik) dan mereka biasanya memiliki aktivitas fisiologis yang pada manusia atau hewan lainnya. Kebanyakan alkaloid memiliki rasa pahit, bersifat basa lemah, dan sedikit larut dalam air dan dapat larut dalam pelarut organic non polar seperti dietil eter, kloroform dan lain-lain. Garam alkaloid biasanya larut dalam air. Di alam, alkaloid ada di banyak tumbuhan dengan proporsi yang lebih besar dalam biji dan akar dan seringkali dalam kombinasi dengan asam nabati.

Beberapa alkaloid memliki warna seperti berberin yang berwarna kuning dan garam sanguinarine dengan tembaga berwarna merah. Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak ditemukan di alam. Ciri khas alkaloid adalah bahwa semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom N yang bersifat basa dan pada umumnya merupanakan bagian dari cincin heterosiklik (Batasan ini tidak terlalu tepat karena banyak senyawa heterosiklik nitrogen lain yang ditemukan didalam yang bukan tergolong alkaloid (Julianto, 2019).
Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan mekanisme penghambatan dengan cara meganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkkan kematian sel. Selain itu, alkaloid juga meghambat pembentukan sintesis protein sehingga dapat meganggu metabolisme bakteri. Golongan senyawa alkaloid dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun gram negatif (Veranita et al., 2020)
2.5.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenolik terbesar di alam. Banyaknya senyawa flavonoid ini karena banyaknya jenis tingkat hidroksilasi, alkoksilasi dan glikosilasi pada strukturnya. Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon yang membentuk susunan C6-C3- C6. Lebih dari 2000 flavonoid yang berasal dari tumbuhan tumbuhan telah diidentifikasi, diantaranya senyawa antosianin, flavonol, dan flavon (Julianto, 2019). Berdasarkan hasil-hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, diyakini bahwa flavonoid adalah salah satu kelompok senyawa fenolik yang memiliki sifat antioksidatif serta berperan dalam mencegah kerusakan sel dan

komponen selularnya oleh radikal bebas reaktif Flavonoid diketahui juga dapat menunjukkan aktivitas biokimia misalnya antioksidan, anti virus, anti bakteri, dan anti kanker (Wathan et al., 2020)
Flavonoid berkencenderungan mengikat protein sehingga dapat mengganggu proses metabolisme bakteri. Flavonoid memberikan respon hambatan dengan meganggu keutuhan membran sel bakteri oleh adanya pembentukan senyawa kompleks dari protein ekstraseluler dengan flavonoid. Saponin memiliki aktivitas antimikroba ditunjukkan oleh mekanisme penurunan tegangan permukaan dinding sel bakteri. Akibatnya sel bakteri akan mengalami kebocoran sehingga mengakibatkan kematian sel. Saponin dapat meningkatkan permeabilitas membran sel sehingga sel bakteri menjadi hemolisis (Rizki et al., 2021).
2.5.3 Glikosida

Glikosida adalah senyawa yang terdiri atas gabungan dua bagian senyawa, yaitu gula dan bukan gula. Keduanya digabungkan oleh suatu bentuk ikatan berupa jembatan oksigen, jembatan nitrogen, jembatan sulfur, maupun jembatan karbon (Aldino, 2023). Glikosida memainkan peranan penting dalam sistem hidup suatu organisme. Beberapa tumbuhan menyimpan senyawa-senyawa kimia dalam bentuk glikosida yang tidak aktif. Senyawa-senyawa kimia ini akan dapat kembali aktif dengan bantuan enzim hydrolase yang menyebabkan bagian gula putus, menghasilkan senyawa kimia yang siap untuk digunakan. Beberapa glikosida dalam tumbuhan digunakan dalam pengobatan. Glikosida diklasifikasikan berdasarkan jenis glikon, jenis aglikon dan jenis ikatan glikosidanya (Julianto, 2019). Mekanisme kerja senyawa glikosida terhadap bakteri yaitu dengan

menyebabkan kerusakan pada dinding sel bakteri dengan cara berpenetrasi kedalam dinding sel (Mulyani et al., 2021).
2.5.4 Saponin

Saponin merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder dalam tumbuhan yang ditandai busa stabil ketika dilarutkan dan digojog dalam air (Harbone, 1996). Senyawa ini merupakan jenis glikosida yang mengandung molekul gula dengan 2 (dua) jenis aglikon yaitu steroid (C-27) dan triterpenoid (C-30). Jika saponin steroid dan triterpenoid dihidrolisis masing-masing akan menghasilkan saraponin dan sapogenin (Hanani, 2015). Peranan saponin steroid secara farmakologi adalah dapat mengobati penyakit reumatik, anemia, diabetes, syphilis, impotensi, dan antifungi sedangkan saponin triterpen berperan sebagai antibakteri, antijamur, antiinflamasi dan ekspetoran(Darma & Marpaung, 2020). Senyawa saponin dalam ekstrak tanaman dengan mekanisme kerja membentuk suatu senyawa kompleks dengan protein yang terdapat pada bakteri yang berikatan dengan hidrogen sehingga permeabilitas membrane sel bakteri terganggu (menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar) (Mulyani et al., 2021).
2.5.5 Tanin

Tanin adalah suatu senyawa fenolik yang memberikan rasa pahit dan sepat/kelat, dapat bereaksi dan menggumpalkan protein atau senyawa organic lainnya yang mengandung asam amino dan alkaloid. Senyawa-senyawa Tanin ditemukan pada banyak jenis tumbuhan. Senyawa ini berperan penting untuk melindungi tumbuhan dari pemangsaan oleh herbivora dan hama, serta sebagai

agen pengatur dalam metabolisme tumbuhan. Tanin memiliki berat molekul berkisar antara 500 sampai 3000 (ester asam galat) dan lebih besar dari 20.000 (proantosianidin) (Julianto, 2019).
Tanin adalah senyawa bioaktif yang merupakan bagian dari kelas polifenol dan dikategorikan menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin terhidrolisis dapat dihidrolisis menjadi monomer menggunakan asam, basa, atau enzimatik. Tanin merupakan senyawa bioaktif yang digunakan sebagai pewarna pada industri tekstil, pengawet makanan, dan juga sebagai bahan baku pada industri kosmetik dan obat-obatan. Tanin aman digunakan sebagai agen antibakteri dari bahan alami untuk mencegah pembusukan makanan pada industri makanan. (Julianto, 2019) Tanin memiliki mekanisme antibakteri yang menghentikan sintesis protein dan memiliki efek antibakteri melalui reaksi terhadap membran sel, inaktivasi enzim, dan inaktivasi materi genetik. Mekanisme antibakteri tanin juga menghentikan enzim transkripsi balik dan topoisomerase DNA, yang mencegah pembentukan sel bakteri (Tilarso et al., 2023).
2.5.6 Steroid/Triterpenoid

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
transmembran pada membran luar telah menunjukkan efek penurun kolesterol dan anti kanker (Nola, 2021)

Mekanisme kerja dari senyawa terpenoid bereaksi dengan protein dinding sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga akan terjadi kerusakan. Rusaknya protein transmembran yang merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri yang akan mengakibatkan sel bakteri akan kekurangan nutrisi, sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Veranita et al., 2020).
2.6 Bakteri

Bakteri merupakan salah satu jenis mikroorganisme yang tidak bisa dilihat oleh mata langsung yang berukuran 0,1 mm (mikron). Bakteri merupakan organisme yang jumlahnya paling banyak dibandingkan maklhluk hidup lain dan tersebar luas didunia. Bakteri memiliki ratusan ribu spesies yang hidup di darat, laut, udara dan tempat-tempat ekstrem.
Berdasarkan struktur dinding selnya bakteri dibedakan menjadi dua yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Untuk mengetahui perbedaannya dapat lihat dengan pewarnaan (Rini, Chylen S dan Rochmah, 2020).
1. Bakteri Gram Positif
Bakteri yang diwarnai dengan zat warna violet dan yodium, dicuci dengan alkohol, diwarna dengan safranin. Bila dalam pengamatan secara mikroskopis bakteri menunjukkan warna ungu maka dikelompokkan pada jenis bakteri Gram positif (Rini, Chylen S dan Rochmah, 2020). Bakteri Gram positif dapat mempertahankan warna utama yang berisi kristal violet karena dinding selnya mempunyai kandungan peptidoglikan yang tebal(Wulandari, 2019)

2. Bakteri Gram Negatif
Bakteri yang diwarnai dengan zat warna violet dan yodium, dicuci dengan alkohol, diwarna dengan safranin bila pengamatan secara mikroskopis bakteri menunjukkan warna merah maka dikelompokkan pada jenis bakteri Gram negatif (Rini, Chylen S dan Rochmah, 2020). Bakteri Gram negatif tidak dapat mempertahankan warna utama karena pada dinding selnya terdapat lapisan lipoprotein yang akan larut ketika dicuci dengan alkohol dan mempunyai kandungan peptidonglikan yang tipis (Wulandari, 2019).
2.6.1 Faktor Lingkungan Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan dan perkembangan bakteri menurut Rini dan Rohcmah (2019) dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya:
1. Suhu/Temperatur

Suhu merupakan salah satu faktor penting di dalam mempengaruhi dan pertumbuhan mikroorganisme. Setiap bakteri memiliki temperatur optimal dimana mereka dapat tumbuh sangat cepat dan memiliki rentang temperatur dimana mereka dapat tumbuh. Suhu untuk pertumbuhan terdiri atas suhu minimum, suhu optimum, dan suhu maksimum. Bakteri patogen/ berbahaya pada manusia akan tumbuh baik pada temperatur 37oC. Psikrofilik, mikroba yang dapat hidup pada suhu dingin -5oC sampai 30oC dan dapat tumbuh paling baik pada suhu optimum 10oC-200C. Mesofilik, mikroba dapat hidup maksimal pada suhu 100C-45oC, dan suhu optimum pada 20oC-40oC . Termofilik mikroba yang tumbuh dengan baik pada suhu 25oC-80oC, tumbuh optimum pada 50oC-60oC.

2. pH

Medium pH biakan mempengaruhi kecepatan pertumbuhan, untuk pertumbuhan bakteri juga terdapat rentang pH dan pH optimal. Pada bakteri patogen pH optimalnya 7,2 – 7,6.
3. 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.
4. Ketersediaan oksigen

Berdasarkan kebutuhan oksigennya mikroba dikelompokkan menajdi Aerobik hanya dapat tumbuh apabila ada oksigen bebas. Anaerob hanya dapat tumbuh apabila tidak ada oksigen bebas. Anaerob fakultatif dapat tumbuh baik dengan atau tanpa oksigen bebas. Mikroaerofilik dapat tumbuh apabila ada oksigen dalam jumlah kecil.
5. Tekanan Osmosis

Tekanan osmosis sangat mempengaruhi bakteri. Jika tekanan osmosis lingkungan lebih besar (hipertonis) sel akan mengalami plasmolisis (keluarnya cairan dari sel bakteri melalui membran sitoplasma). Jika tekanan osmosis lingkungan hipotonis akan menyebabkan sel membengkak serta mengakibatkan rusaknya sel.
6. Nutrisi

Nutrisi diperlukan oleh mikroba untuk sebagai sumber energi dan pertumbuhan selnya. Unsur-unsur dasar tersebut adalah : karbon, nitrogen, hidrogen, oksigen, sulfur, fosfor, zat besi dan sejumlah kecil logam lainnya.

Kekurangan sumber-sumber nutrisi ini dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroba hingga pada akhirnya dapat menyebabkan kematian.
2.6.2 Fase Pertumbuhan Bakteri

Ada empat macam fase pertumbuhan mikroorganisme menurut Rini dan Rohcmah (2019) yaitu:
1. Fase lag

Dinamakan juga fase adaptasi. Pada fase ini perubahan bentuk dan pertumbuhan jumlah individu belum terlihat jelas. Mikroba beradaptasi untuk menyesuaikan diri dengan substrat dan kondisi lingkungan sekitar. Waktu yang dibutuhkan untuk beradaptasi sekitar 5 menit hingga berjam-jam. Pada fase ini belum atau tidak ada sumber nutrien untuk mikroba, belum terjadi pembelahan sel karena enzim belum disintesis.
2. Fase logaritmik/eksponensial

Pada fase ini mulai terjadi perubahan bentuk, pembelahan sel dengan cepat dan peningkatan jumlah sel secara maksimum. Peningkatan ini dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu kandungan sumber nutrien sebagai bahan makan untuk mikroba.
3. Fase Stasioner

Fase stasioner merupakan fase keseimbangan antara pertumbuhan dan kematian sel. Pada fase ini sumber nutrien mulai berkurang. Mikroba tidak bisa melakukan aktivitas pertumbuhannya karena nutrien untuk mikroba mulai habis sehingga akan terbentuk produk-produk beracun yang dapat mengakibatkan pertumbuhan sel melambat sehingga jumlah sel hidup seimbang dengan jumlah sel yang mati. Kapadatan bakteri pada fase ini mencapai kepadatan sel yang

maksimal. Selain itu pada fase ini ukuran sel lebih kecil hal ini disebabkan sel tetap tumbuh walaupun nutrien mulai habis.
4. Fase Kematian

Pada fase ini nutrien sudah habis, energi cadangan didalam sel habis, proses metabolisme berhenti, laju kematian meningkat dan ada kemungkinan sel - sel dihancurkan oleh pengaruh enzim yang berasal dari sel itu sendiri (autolisis) sehingga mikroba tidak mampu lagi bertahan hidup dan mengalami kematian (Rini, Chylen S dan Rochmah, 2020).
2.6.3 Morfologi Bakteri

Pengukuran yang tepat terhadap sel bakteri dapat dilakukan dengan mengunakan mikrometer okuler. spesies bakteri patogenik memiliki ukuran antara 0,4 - 2 μm, dan nampak di bawah mikroskop cahaya dan mikroskop elektron. Terkait dengan bentuk sel bakteri, terdapat tiga bentuk dasar,yaitu:
1. Kokus (Coccus)

Sel bakteri berbentuk bola atau kokus, jamak = koki (Coccus). Berdasarkan atas pengelompokkan selnya, bentuk kokus ini kemudian dikelompokkan menjadi.
a. Dilokokus, yaitu penataan sel bakteri kokus dalam kelompok dua-dua sel.

b. Streptokokus, yaitu rangkaian sel bakteri kokus membentuk rantai panjang atau pendek.
c. Tertrad, yaitu penataan sel bakteri kokus dalam kelompok empat-empat sel, membentuk persegi empat.
d. Stafilokokus, yaitu kumpulan sel-sel bakteri kokus yang tidak beraturan (bergerombol) membentuk seperti penataan buah anggur.

e. Sarcina, yaitu kumpulan sel-sel bakteri kokus membentuk kubus, yang terdiri dari delapan sel atau lebih.
2. Basil (Bacillus)

Sel bakteri berbentuk batang atau basil (Bacillus). Bentuk bakteri basil, akan membentuk beberapa macam pengelompokkan selnya, yaitu.
a. Diplobasil, yaitu penataan sel bakteri basil yang berkelompok dua-dua sel, atau berpasangan (dua-dua sel).
b. Streptobasil, yaitu penataan sel bakteri basil yang membentuk rantai.

3. Spiral (Spirilum)

Sel bakteri berbentuk spiral, tunggal = spirilum, jamak = spirilia. Bakteri yang berbentuk spiral, tidak membentuk pengelompokkan atau saling menempelkan dinding selnya dengan dinding sel bakteri lain. Bakteri spiral selalu berada secara terpisah-pisah (tunggal) (Boleng, 2015).
2.7 Uraian Bakteri

2.7.1 Streptococcus pyogenes

Klasifikasi bakteri Streptocococcus pyogenes menurut Bergey’s Manual of Determinatve Biology sebagai berikut :
Regnum : Eubacteria Filum : Firmicutes Classis : Bacilli
Ordo	: Lactobacilles Familia	: Streptococcaceae Genus	: Streptococcus
Species	: Streptococcus pyogenes

[image: ]Sel dari bakteri ini berbentuk kokus menyerupai rantai. Kokus membelah pada bidang yang tegak lurus sumbu panjang rantai. Anggota rantai tersebut sering membentuk gambaran diplokokus, dan kadang-kadang terlihat bentuk seperti batang. Panjang rantai bervariasi dan dipengaruhi oleh faktor lingkungan.

Gambar 2.2 Streptococcus pyogenes
(www.1928 diagnostics.com)
Streptococcus pyogenes dapat tumbuh dengan baik dengan atau tanpa adanya oksigen, pada temperatur 37°C. Pada uji katalase dan oksidase bakteri jenis ini memiliki hasil yang negatif. Streptococcus merupakan bakteri gram positif. Namun, pada biakan lama dan bakteri yang mati, Streptococcus kehilangan gram positifnya dan terlihat seperti gram negatif, keadaan ini terjadi setelah inkubasi semalaman. Streptococcus pyogenes merupakan jenis bakteri gram positif, dari kelompok bakteri gram positif lainnya yang termasuk kelompok bakteri heterogen. Streptococcus yaitu bakteri non motil atau tidak bergerak dan tidak memiliki spora. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri Streptococcus pyogenes yaitu dalam kelompok bakteri β hemolitik grup A adalah nyeri tenggorokan merupakan infeksi yang sering kali terjadi dikarenakan jenis bakteri ini (Ferlina, 2020).

2.7.2 Pseudomonas aeruginosa

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

Classis	: Gamma Proteobacteria

Ordo	: Pseudomonadales

Familia	: Pseudomonadaceae

Genus	: Pseudomonas

Species	: Pseudomonas aeruginosa
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Gambar 2.3 Pseudomonas aeruginosa (fst.unair.ac.id)

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri yang bergram negatif yang memiliki morfologi berupa bentuk batang ukuran sekitar 0,6 x 2 µm, bersifat aerob, katalase positif, oksidase positif, tidak mampu memfermentasi tetapi dapat mengoksidasi glukosa atau karbohidrat lain, tidak berspora, tidak memiliki selubung dan mempunyai flagel monotrika. 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).
Bakteri Pseudomonas aeruginosa biasanya menyebabkan infeksi pada gangguan sistem imun. Bakteri ini juga menjadi patogen pada daerah yang pertahananya lemah seperti ketika kulit terluka, kemoterapi kanker dan bakteri ini penyebab tertinggi infeksi luka operasi. Bakteri ini akan menempel dan membentuk koloni pada mukosa atau kulit dan akan menginfeksinya (Sulviana, 2017).
2.8 Antibakteri

Antibakteri adalah zat yang menekan pertumbuhan atau reproduksi bahkan membunuh bakteri. Antibakteri terbagi atas dua berdasarkan mekanisme kerjanya, yaitu bakteriostatika yang bersifat menghambat pertumbuhan bakteri dan bakterisida yang bersifat membunuh bakteri. Antibakteri dapat memiliki aktivitas bakteriosatika menjadi aktivitas bakterisida apabila kadarnya ditingkatkan melebihi kadar hambar minimal (KHM) (Rollando, 2019).
2.8.1 Penentuan Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri senyawa dapat diuji dengan 2 metode berikut ini:

a. Metode dilusi

Metode ini adalah metode untuk menguji daya antibakteri berdasarkan penghambatan pertumbuhan mikroorganisme pada media cair setelah diberi zat antimikroba atau pada media padat yang dicairkan setelah dicampur dengan zat antimikroba dengan pengamatan pada dilusi cair dilihat

kekeruhanya dan pada dilusi padat dengan pengamatan pada konsentrasi terendah yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Biasanya metode ini digunakan untuk zat antimikroba yang dapat larut sempurna (Rollando, 2019).
1. Metode dilusi cair (Broth Dilution Test)

Metode ini mengukur MIC (minimum inhibitory concentration) atau kadar hambat bunuh minimum. Cara yang dilakukan adalah membuat seri pengenceran agen antimikroba pada media cair yang ditambahkan mikroba uji.
2. Metode dilusi padat (Solid Dilution Test)

Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan media padat. Keuntungan metode ini adalah satu agen konsentrasi antimikroba yang diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Supomo et al, 2021).
b. Metode difusi

Metode ini adalah suatu metode untuk menguji daya antibakteri berdasarkan berdifusinya zat antimikroba dalam media padat dengan pengamatan pada daerah pertumbuhan. Biasanya metode ini digunakan untuk zat antimikroba yang larut dan tidak larut (Rollando, 2019). 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 berupa ada atau tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang menunjukan zona hambat pada pertumbuhan bakteri.

1. Metode sumuran dilakukan dengan membuat lubang yang dibuat tegak lurus pada agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian lubang diisi dengan sampel yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang.
2. 	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 diinokulasi 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. Kelebihan dari metoda cakram yaitu dapat dilakukan pengujian dengan lebih cepat pada penyiapan cakram (Nurhayati et al., 2020).
3. Metode silinder menggunakan sejumlah silinder yang terbuat dari besi tahan karat atau gelas di atas media agar yang sebelumnya telah diinokulasi dengan bakteri yang akan diuji. Setiap silinder kemudian diatur sedemikian rupa sehingga berdiri di atas media agar, dan kemudian diisi dengan larutan yang akan diuji. Setelah itu diinkubasi. Kemudian perhatikan apakah ada area hambatan di sekitar silinder (N. putu D. P. Putri, 2023).

2.8.2 Media Pertumbuhan Bakteri

1. Medium Dasar/Basal Mineral

Medium dasar adalah medium yang mengandung campuran senyawa anorganik. Medium dasar ini selanjutnya ditambah zat lain apabila diperlukan, misalnya sumber karbon, sumber energi, sumber nitrogen, faktor tumbuh, dan faktor lingkungan yang penting seperti pH dan oksigen serta tekanan osmosis.
2. Medium Sintetik

Medium sintetik adalah medium yang seluruh susunan kimia dan kadarnya telah diketahui dengan pasti. Sebagai contoh adalah medium dasar yang ditambah NH4Cl (medium 1) dengan sumber karbon berupa gas CO2, apabila diinkubasikan dalam keadaan gelap dapat digunakan untuk menumbuhkan bakteri nitrifikasi khemoototrof misalnya bakteri Nitrosomonas. Bakteri ini memperoleh energi dari oksidasi amonium, selain itu amonium juga berfungsi sebagai sumber nitrogen. Contoh lain adalah medium dengan susunan sama dengan medium 1 tetapi ditambah glukosa (medium 2). Dalam keadaan aerob merupakan medium untuk perbanyakan jamur dan bakteri yang bersifat heterotrof. Glukosa berfungsi sebagai sumber karbon dan sumber energi. Dalam keadaan anaerob, medium ini dapat digunakan untuk menumbuhkan bakteri fakultatif anaerob maupun anaerob obligat. Energi diperoleh dari hasil fermentasi glukosa. Untuk menumbuhkan mikroba yang memerlukan faktor tumbuh dapat menggunakan medium yang komposisinya sama dengan medium 2

tetapi ditambah asam nikotinat (vitamin) sebagai faktor tumbuh (medium 3).
3. Medium Kompleks

Medium kompleks adalah medium yang susunan kimianya belum diketahui dengan pasti. Sebagai contoh medium ini adalah medium dasar yang ditambah glukosa dan ekstrak khamir. Susunan kimia ekstrak khamir tidak diketahui secara pasti, tetapi mengandung berbagai faktor tumbuh yang sering diperlukan oleh mikroba. Medium ini dapat untuk menumbuhkan mikroba khemoheterotrof aerob maupun anaerob baik yang memerlukan maupun yang tidak memerlukan faktor tumbuh. Medium yang juga termasuk medium kompleks adalah yang mengandung ekstrak tanah.
4. Medium Diperkaya

Medium diperkaya adalah medium yang ditambah zat tertentu yang merupakan nutrisi spesifik untuk jenis mikroba tertentu. Medium ini digunakan untuk membuat kultur diperkaya (enrichment culture) dan untuk mengisolasi mikroba spesifik, dengan cara mengatur faktor lingkungan (suhu, pH, cahaya), kebutuhan nutrisi spesifik dan sifat fisiologinya. Dengan demikian dapat disusun medium diperkaya untuk bakteri yang bersifat khemoheterotrof, khemoototrof, fotosintetik, dan untuk mikroba lain yang bersifat spesifik (Suryani, 2021).
2.8.3 Standar Kekeruhan Mc. Farland

Mc Farland adalah persyaratan konsentrasi mikroba dengan menggunakan larutan BaCl2 1% dan H2SO4 1%. Standar kekeruhan Mc.Farland ini

dimaksudkan untuk menggantikan perhitungan bakteri satu per satu dan untuk memperkirakan kepdatan sel yang akan digunakan pada prosedur pengujian antimikroba. Standar yang paling umum digunakan di laboratorium mikrobiologi adalah standar Mc Farland 0,5 yang digunakan untuk pengujian kerentanan antimikroba dan pengujian kinerja media kultur (Harianto, 2019).
Keuntungan dari penggunaan standar Mc. Farland adalah tidak dibutuhkannya waktu inkubasi yang cukup untuk memperoleh jumlah kepdatan bakteri yang diinginkan. Sedangkan kerugiannya, akan terjadi perbedaan pandangan untuk menilai tingkat kekeruhan dari sel bakteri. Standar Mc.Farland dapat dilihat pada tabel dibawah ini.
Tabel 2. 1 Standar Mc Farland (Aryal, 2021)

	Mc. Farland Scale
	1% BaCl2/1%H2SO4
(ml)
	Approximate Bacterial
Suspension/ml

	0,5
	0,05/9,95
	1,5 x 10,8

	1,0
	0,10/9,90
	3,0 x108

	2,0
	0,20/9,80
	6,0 x 108

	3,0
	0,3/9,7
	9,0 x 108

	4,0
	0,4/9,6
	1,2 x 109

	5,0
	0,5/9,5
	1,5 x 109

	6,0
	0,6/9,4
	1,8 x 109

	7,0
	0,7/9,3
	2,1 x 109

	8,0
	0,8/9,2
	2,4 x 109

	9,0
	0,9/9,1
	2,7 x 109

	10,0
	1,0/9,0
	3,0 x 109



2.8.4 Cara Kerja Antibakteri dan Klasifikasi Nilai Zona Hambat Bakteri

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).
Tabel 2.2 Kategori Diameter Zona Hambat pertumbuhan Mikroba Menurut Davis dan Stout (1971)

	Diameter Zona Hambat (mm)
	Kategori

	< 5
	Lemah

	5-10
	Sedang

	10-20
	Kuat

	>20
	Sangat Kuat



Davis & Stout (1971) mengklasifikasi respon zona hambat pertumbuhan bakteri berdasarkan diameter zona bening meliputi respon lemah (diameter 5 mm), respon sedang (diameter 5-10 mm), respon kuat (diameter 11-20 mm), dan respon sangat kuat (diameter >20 mm). Mekanisme kerja antibakteri dapat melalui berbagai cara, di antaranya menghambat sintesis dinding sel, menghambat keutuhan permeabilitas dinding sel, menghambat protein dinding sel, menghambat sintesis asam nukleat, dan menghambat metabolisme sel mikroba. Senyawa antimikroba yang berasal dari bahan alam yang berasal tumbuhan kini secara terus-menerus dikembangkan, dimana lebih dari 300 senyawa metabolit alam menunjukkan aktivitas mikroba dan sekitar 145 senyawa berpotensi sebagai antimikroba (Purnamaningsih et al, 2017).

Kategori diameter zona hambat antibiotik levofloxacin 5 µg terhadap Sterptococcus pyogenes dan Psedomonas aeruginosa menurut Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) 2021 dapat dilihat pada tabel dibawah ini.
Tabel 2. 3 Standar Nilai Diameter Zona Hambat Antibiotik Levofloxacin

	Bakteri
	Antibiotik
	Interpretasi diameter zona hambat antibakteri
(mm)

	Streptococcus pyogenes
	
Levofloxacin 5 µg
	Sensitif
	Intermediate
	Resistant

	
	
	≥ 17
	14-16
	≤ 13

	Pseudumonas aeruginosa
	
	≥ 22
	15-21
	≤ 14


Nilai diameter zona dan kategori interpretatif ditetapkan berdasarkan 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 ukuranyang 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)
2.9 Antibiotik Levofloxacin

Levofloksasin adalah antibiotik golongan kuinolon yang mempunyai spektrum kerja luas terhadap bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Golongan Kuinolon adalah senyawa bakterisidal yang menghambat DNA bakteri dari pelepasan dan penggandaan melalui penghambatan domain ligase topoisomerase II. Kuinolon mengikat kompleks enzim DNA, bukan hanya menargetkan enzim saja, sehingga menghambat proses replikasi dan menyebabkan kematian sel bakteri. Ada dua tindakan dasar yang dilaporkan untuk kuinolon yang menyebabkan kematian sel, melalui penghambatan DNA dan / atau melalui aktivasi respons stres DNA bakteri (Anggita et al., 2022). Indikasi antibiotik levofloxacin adalah untuk mengobati penyakit infeksi saluran kemih, sinusitis, radang prostat, pneumonia, inefsi kulit dan lain sebagainya.
2.10 Metode Sterilisasi

Sterilisasi adalah proses untuk membebaskan suatu benda dari semua mikroorganisme, baik bentuk vegetatif maupun bentuk sporanya. Sterilisasi terbagi menjadi dua yaitu:

2.10.1 Sterilisasi secara fisik

Kemampuan mematikan mikroorganisme dengan panas tergantung pada derajat panas, lamanya pemaparan, dan kehadiran uap air. Dalam range temperatur sterilisasi, waktu yang dibutuhkan untuk menghasilkan efek mematikan berbanding terbalik dengan temperatur yang dibutuhkan. Contoh sterilisasi dalam 1 jam dengan panas kering pada temperatur 1700C, dan 3 jam pada temperatur 1400C.
1. Pemanasan Kering

Bahan-bahan yang tahan terhadap penghancuran pada temperatur di atas 1400C dapat dijadikan steril dengan alat-alat dari panas kering. Dua jam pemaparan pada temperatur 1800C atau 45 menit pada 2600C secara normal dapat membunuh spora sebaik bentuk vegetatif pada seluruh mikroorganisme.Bahan yang karena karakteristik fisikanya tidak dapat disterilisasi dengan uap air disterilisasi pada sebuah oven udara panas. Termasuk kelompok ini adalah minyak-minyak tertentu, parafin, petrolatum, petrolatum cair, gliserin, propilen glikol; serbuk stabil seperti talk, kaolin, dan ZnO, dan bahan obat tertentu . Disamping itu, sterilisasi panas kering lebih efektif untuk alat-alat gelas dan banyak peralatan bedah. Harus ditekankan bahwa minyak tertentu, petrolatum, serbuk kering, dan bahan bahan tertentu lainnya tidak dapat disterilisasi pada autoklaf pada pemanasan lembab.
a. Udara panas-oven

Bahan yang karena karakteristik fisikanya tidak dapat disterilisasi dengan uap air disterilisasi pada sebuah oven udara panas. Termasuk kelompok ini adalah minyak-minyak tertentu, parafin, petrolatum, petrolatum cair, gliserin, propilen

glikol; serbuk stabil seperti talk, kaolin, dan ZnO, dan bahan obat tertentu . Disamping itu, sterilisasi panas kering lebih efektif untuk alat-alat gelas dan banyak peralatan bedah. Harus ditekankan bahwa minyak tertentu, petrolatum, serbuk kering, dan bahan bahan tertentu lainnya tidak dapat disterilisasi pada autoklaf. Pada umumnya, temperatur lebih tinggi dan periode pemaparan yang lebih panjang dibutuhkan untuk menghasilkan sterilisasi dengan panas kering lebih panjang dimana prosesnya adalah efektif, sterilisasi panas kering membutuhkan pemaparan pada 1500 C - 1700C selama 1 sampai 4 jam.
b. Pengangas Minyak dan Lainnya

Stabilitas kimia kering dari ampul tersegel dapat disterilisasikan dengan mencelupkan ampul ke dalam sebuah penangas minyak mineral pada temperatur 1600C. Larutan panas yang tersaturasi menggunakan natrium atau amonium klorida dapat digunakan juga pada sterilisasi penangas. Metode ini khusus sterilisasi panas kering dimana penangas minyak digunakan juga untuk sterilisasi pada alat-alat bedah, khususnya pada gunting bedah. Minyak dapat beraksi sebagai pelincir, untuk menjaga ketajaman alat, dan pengawetan akhir.
c. Pemijaran Langsung

Pemijaran langsung digunakan untuk sterilisasi spatula logam, alat gelas, filter logam dari Bekerfeld dan filter bakteri lainnya, mulut botol, vial dan labu, gunting, jarum logam dan kawat dan alat lainnya dimana bakteri tidak hancur dengan pemijaran langsung. Spatula, lumpang dan alu dapat disterilisasi dengan metode ini. Dalam keadaan darurat ampul dapat disterilisasi dengan memposisikan bagian leher ampul ke arah bawah pada lubang kawat keranjang

dan dipijarkan langsung pada api dengan hati-hati. Setelah pendinginan, ampul harus segera diisi dan disegel.
2. Pemasana Lembab

Penggunaan uap air di bawah tekanan adalah metode yang paling efektif dan pada umumnya adalah sterilisasi yang memuaskan dan sesuai. Waktu yang dibutuhkan untuk sterilisasi pada larutan menggunakan autoklaf pada 1210C adalah 12 menit ditambah waktu untuk larutan dalam wadah untuk mencapai 1210C setelah termometer pen steril menunjukkan temperatur ini. Pada umumnya larutan 100 ml atau 200 ml dalam botol akan membutuhkan paling kurang 5 menit, 500 ml membutuhkan antara 10 dan 15 menit, dan 1000 ml membutuhkan antara 15 dan 20 menit untuk mencapai temperatur 1210C setelah termometer autoklaf menunjukkan temperatur ini.
Pemanasan dengan bakterisida menghasilkan suatu aplikasi khusus dari pemanasan uap air pada 1000 C. Kehadiran dari bakterisida meningkatkan efektifitas dari metode ini. Metode sterilisasi ini digunakan untuk larutan berair atau suspensi untuk obat-obat yang tidak stabil pada suhu yang umumnya digunakan pada autoklaf. Larutan dengan ditambahkan bakterisida dipanaskan dalam wadah akhir yang disegel pada 1000C selama 30 menit pada sterilisator uap air atau penangas air. Bakterisida yang dapat digunakan meliputi 0,5 % fenol, 0,5
% klorbutanol, 0,2 % klorkresol, atau 0,002 % fenil merkuri nitrat. Metode ini seharusnya tidak digunakan untuk injeksi intravena jika dosis tunggal dari larutan lebih dari 15 ml.

3. Tanpa Pemanasan (Sterilisasi dengan Radiasi)

Sterilisasi dengan radiasi dimungkinkan menggunakan radiasi elektromagnetik atau radiasi partikel. Radiasi elektromagnetik meliputi energi proton, sinar UV, sinar γ , sinar x, dan sinar kosmik. Sinar γ diremisis dari bahan- bahan radioaktif seperti Cobalt-60 atau Cesium-137, yang paling banyak digunakan sebagai sumber sterilisasi radiasi elektromagnetik. Satu-satunya arus yang digunakan untuk sterilisasi adalah partikel atau elektron β. Farmasis sedikit menggunakan sterilisasi radiasi pada aplikasi rumah sakit atau laboratorium (Tungadi, 2017).
2.10.2 Sterilisai Kimia

Sterilisasi kimia merupakan metode desinfeksi alat atau instrumen dengan cara merendamnya dalam larutan desinfektan. Bahan kimia bersifat bakteriostatik. Hal ini dapat membunuh bakteri disebabkan karena bahan kimia tersebut dapat menggumpalkan protoplasma kuman, menimbulkan kerusakan selaputsitoplasma, mempengaruhi oksidasi atau pembakaran protoplasma kuman, mempengaruhi enzim atau koenzim kuman (Boleng, 2015).
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