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ABSTRACT  ARTICLE INFO 

Escherichia coli is a Gram-negative bacterium that frequently 
causes infections such as diarrhea. Binahong leaves and betel leaves 
are known to contain compounds with antibacterial activity. 
Compounds in binahong leaves can inhibit the growth of 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The purpose of this 
study was to determine the antibacterial activity of a spray 
formulation combining betel leaves (Piper betle) and binahong 
leaves (Anredera cordifolia) against Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus. This study used a true experimental 
research design with the following groups: a spray combining betel 
leaf and Binahong leaf (75:25 ratio), a positive control consisting of 
a commercial hand sanitizer spray (70% alcohol), and a negative 
control consisting of a spray base with DMSO solvent. The method 
used was the disk diffusion method, in which a clear zone around 
the paper disk indicated inhibition of bacterial growth. The 
obtained data were then statistically analyzed using one-way 
ANOVA, followed by post hoc tests and independent t-tests. The 
results showed that the combination spray of binahong leaf and 
betel leaf extracts at a 75:25 ratio had antibacterial activity against 
S. aureus and E. coli. 
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ABSTRAK 
 DOI: 
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Bakteri Escherichia coli adalah bakteri gram negatif yang sering 
menyebabkan terjadinya infeksi seperti diare. Daun binahong dan 
daun sirih diketahui mengandung senyawa yang memiliki 
aktivitas antibakteri. Senyawa dalam daun binahong dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Sthapylococcus aureus dan 
Eschercihia coli. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas 
antibakteri sediaan spray kombinasi daun Sirih (Piper betle) dan 
daun binahong (Anredera cordifolia) terhadap bakteri Escherichia 
coli dan Sthapylococcus aureus. Jenis penelitian ini menggunakan 
True Experiment,  dengan kelompok yaitu yaitu spray kombinasi 
daun sirih dan daun binahong 75:25 kontrol positif berupa 
handsanitizer spray komersial (alkohol 70%) dan kontrol negatif 
berupa basis spray dengan pelarut DMSO. Metode yang digunakan 
disk diffusion, yaitu ditandai adanya area jernih disekitar 
paperdisk yang menunjukkan adanya hambatan terhadap 
pertumbuhan bakteri. Data yang diperoleh kemudian diuji 
analisis statistik menggunakan One Way Anova dilanjutkan uji 
post hoc dan uji T-test independent. Hasil menunjukkan bahwa 
spray kombinasi ekstrak daun binahong dan daun sirih dengan 
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perbandingan 75:25 mempunyai aktivitas sebagai antibakteri 
terhadap bakteri S.aureus dan E.coli. 

 

PENDAHULUAN 

Penggunaan antibiotika yang relatif tinggi menimbulkan berbagai dampak 
permasalahan di seluruh dunia (Center for Disease Control and Prevention, 2013). Resistensi 
antibiotika semakin cepat, dan ini merupakan ancaman masalah kesehatan yang utama (Zang 
et al., 2013). Para pimpinan kesehatan dunia mendeskripsikan resistensi antibiotika dengan 
sebutan “nightmare bacteria,” yang mengancam jiwa seluruh masyarakat di setiap belahan 
dunia. Peningkatan infeksi dan kematian yang disebabkan oleh resistensi antibiotika 
merupakan tantangan yang harus diselesaikan (Izadpanah & Khalili, 2015).  

Hasil data Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Kementerian Kesehatan RI 
(2013), sejumlah 103.860 dari 294.959 rumah tangga (35,2%) di Indonesia menyimpan obat 
untuk swamedikasi (termasuk obat keras sebesar 35,7% dan antibiotika 27,8%). Provinsi 
tertinggi yang menyimpan obat adalah DKI Jakarta (56,4%). Beberapa penelitian menemukan 
bahwa sekitar 40%--62% antibiotika tidak digunakan secara tepat. Penggunaan antibiotika 
yang tidak tepat dapat menyebabkan risiko resistensi antibiotika dan dapat mengancam jiwa 
seluruh masyarakat diseluruh dunia (Arrang, 2019). 

Menurut penelitian yang dilakukan Larissa dkk. tahun 2017 binahong atau Anredera 
cordifolia (Ten.) memiliki kandungan saponin, flavonoid, alkaloid, polifenol, asam askorbat 
yang mempunyai aktivitas sebagai antibakteri selain itu juga daun sirih (Piper betle L.), 
menurut Kursia dkk. tahun 2016 menunjukkan bahwa aktifitas sebagai antibakteri yang kuat. 
Menurut  penelitian yang dilakukan Charismawati tahun 2019 menunjukkan bahwa ekstrak 
daun sirih dan daun binahong maupun kombinasi esktrak tersebut mempunyai efektivitas 
sebagai antibakteri dilihat dari zona hambat. 

Berdasarkan latar belakang  telah dilakukan uji tentang aktifitas antibakteri daun sirih 
dan binahong baik tunggal maupun kombinasi namun belum ada yang melakukan uji 
antibakteri untuk suatu sediaan spray terhadap bakteri Escherihcia coli dan Staphylococcus 
aureus maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tersebut. 

 

METODE 

Penelitian ini menggunakan metode penelitian eksperimen atau percobaan 
(experimental research) adalah suatu penelitian dengan melakukan kegiatan percobaan 
(experiment), yang bertujuan untuk mengetahui gejala atau pengaruh yang timbul, sebagai 
akibat dari adanya perlakuan tertentu (Notoadmodjo, 2012). Rancangan penelitian 
eksperimaen penelitian ini adalah True Experimental Design dengan kelompok yaitu yaitu 
spray kombinasi daun sirih dan daun binahong 75:25 kontrol positif berupa handsanitizer 
spray komersial (alkohol 70%) dan kontrol negatif berupa basis spray dengan pelarut DMSO, 
yang akan diulang sebanyak tiga kali. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Proses Pembuatan Ekstrak Daun Sirih dan Binahong 

 Simplisia daun sirih dan binahong dari Blitar diserbuk menggunakan ayakan mesh 60 
untuk menghasilkan rendemen maksimal. Sebanyak 250 gram masing-masing serbuk 
dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96% yang bersifat polar-semipolar untuk menarik 
senyawa bioaktif antibakteri (flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid, dan alkaloid). Ekstrak cair 
kemudian diuapkan dengan waterbath hingga diperoleh ekstrak kental. Proses ini 
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menghasilkan 7,78 gram ekstrak sirih (rendemen 3,112%) dan 13,49 gram ekstrak binahong 
(rendemen 5,396%). 

Pembuatan Formula Larutan Daun Sirih dan Binahong  

Ekstrak kental daun sirih dan daun binahong diformulasikan menjadi sediaan spray 
antibakteri dengan perbandingan konsentrasi terbaik 75:25 (Ambarwanto dan Subadra, 
2021). Berdasarkan hasil uji fisik dan skrining fitokimia sebelumnya, kombinasi pada rasio ini 
optimal dalam mempertahankan kandungan senyawa aktif flavonoid dan tanin yang berfungsi 
sebagai antibakteri. Formula yang digunakan beserta manfaat dari maisng-masing bahan 
tertera pada tabel 1. 

Tabel 1. Formula dan manfaaat masing-masing bahan spray 

Bahan Manfaat Konsentrasi (% b/v) 
Kontrol Formula spray 

Ekstrak daun sirih dan 
daun binahong 

Zat aktif - 75:25 
(0,75 g ekstrak daun sirih : 

0,25 g ekstrak daun 
binahong) 

Asam askorbat Antioksidan 0,2 gram 0,2 gram 
Gliserin Emolient 0,2 gram 0,2 gram 

Isopropil alkohol Pelarut 5 mL 5 mL 
DMSO 10% Pelarut 25 mL 25 mL 

Mentol Pendingin 1 gram 1 gram 
Propilen glikol Humektan 5 gram 5 gram 
Karbopol 940 Gelling agent 0,06 gram 0,06 gram 

NaOH Pembasa 0,024 gram 0,024 gram 
Pewangi vanilla Essence 1,5 gram 1,5 gram 

Tween 80 Emulgator 4,3 gram 4,3 gram 
Aquadest Pelarut ad. 100 mL ad. 100 mL 

Formulasi spray menggunakan asam askorbat sebagai antioksidan kuat. Kombinasi 
isopropil alkohol dan DMSO 10% berfungsi sebagai pelarut untuk menghasilkan sediaan yang 
jernih, cepat kering, dan memberikan sensasi dingin yang diperkuat oleh mentol. Propilen 
glikol ditambahkan sebagai humektan untuk menjaga kelembapan sediaan sekaligus 
menurunkan viskositas berlebih akibat penggunaan carbopol 940 selaku gelling agent. 
Sementara itu, Tween 80 digunakan sebagai emulgator nonionik yang aman dan non-iritatif 
pada kulit. Secara organoleptis, formula spray yang dihasilkan memiliki karakteristik 
berwarna hijau kecoklatan, jernih, dan berbau segar mentol. 

Hasil Uji Antibakteri 

 Pengujian aktivitas antibakteri terhadap isolat Escherichia coli dan Staphylococcus 
aureus dilakukan menggunakan metode difusi cakram (disc diffusion) dengan 3 kali replikasi. 
Suspensi bakteri diremajakan dalam media Nutrient Broth hingga mencapai kekeruhan 
standar McFarland 0,5 (10⁸ sel/mL), lalu diinokulasikan pada media Nutrient Agar (NA). 
Sampel uji yang digunakan adalah spray herbal kombinasi ekstrak daun sirih dan binahong 
(75:25). Pengujian ini menggunakan kontrol positif berupa handsanitizer spray komersial 
(alkohol 70%) dan kontrol negatif berupa basis spray dengan pelarut DMSO. Setelah diinkubasi 
pada suhu 37 °C selama 24 jam, zona hambat berupa area bening yang terbentuk diukur 
menggunakan jangka sorong. Hasil uji antibakteri sediaan spray ekstrak daun sirih dan ekstrak 
binahong terhadap bakteri S.aureus dan E.coli dapat dilihat pada gambar 1. 
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Gambar 1. Hasil Uji Antibakteri Sediaan Spray Ekstrak Daun Sirih Dan Ekstrak Binahong Terhadap 
Bakteri S.aureus dan E.coli 

Gambar 1. menunjukkan bahwa kontrol negatif DMSO menunjukkan diameter 
penghambat sebesar 0 cm, mengonfirmasi bahwa bahan tambahan tidak memengaruhi 
aktivitas antibakteri. Spray ekstrak kombinasi memiliki aktivitas antibakteri yang lebih kuat 
terhadap bakteri Gram-positif (S. aureus: 1,705 cm) dibandingkan Gram-negatif (E. coli: 0,749 
cm), meskipun keduanya masih lebih rendah daripada kontrol positif alkohol 70% (S. aureus: 
2,284 cm; E. coli: 1,392 cm). Efektivitas spray herbal ini dipicu oleh sinergi senyawa steroid, 
alkaloid, flavonoid, tanin, dan minyak atsiri yang bekerja merusak integritas membran, dinding 
sel peptidoglikan, serta menginaktivasi protein enzim bakteri. 

Analisis statistik aktivitas antibakteri terhadap S. aureus menggunakan uji normalitas 
Shapiro-Wilk menunjukkan data berdistribusi tidak normal (p = 0,037) namun memiliki 
varians yang homogen melalui Levene's test (p = 0,102). Oleh karena itu, pengujian dilanjutkan 
dengan analisis non-parametrik Kruskal-Wallis dan uji komparatif Mann-Whitney, yang 
membuktikan bahwa seluruh kelompok perlakuan memberikan pengaruh signifikan yang 
nyata (p < 0,05) terhadap diameter zona hambat S. aureus. Sementara itu, analisis pada bakteri 
E. coli menunjukkan data berdistribusi normal (p = 0,082) dan homogen (p = 0,058), sehingga 
diuji menggunakan analisis parametrik One-Way ANOVA yang dilanjutkan dengan uji Post Hoc. 
Hasil akhir uji parametrik ini mengonfirmasi adanya pengaruh yang sangat signifikan (p = 
0,000) dari setiap variasi perlakuan terhadap aktivitas antibakteri E. coli. 

 

KESIMPULAN 

 Berdasarkan hasil pengujian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa sediaan 
spray kombinasi ekstrak daun sirih dan ekstrak daun binahong terbukti efektif memiliki 
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli maupun Staphylococcus aureus. 
Meskipun aktif menghambat kedua jenis mikroorganisme yang sering menginfeksi kulit 
tersebut, sediaan spray herbal ini menunjukkan daya hambat yang lebih kuat terhadap bakteri 
Gram-positif (Staphylococcus aureus) dibandingkan terhadap bakteri Gram-negatif 
(Escherichia coli). 
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