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ABSTRAK 

Citrobacter freundii adalah salah satu bakteri gram-negatif 

pada saluran usus manusia dan hewan yang menyebabkan 

penyakit diare.  Daun sirih hijau mengandung kelompok 

metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, dan tanin. 

Ketiga metabolit sekunder tersebut dimungkinkan memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri  Citrobacter freundii. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat dan 

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak etanol daun 

sirih hijau terhadap pertumbuhan bakteri Citrobacter freundii. 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah  metode 

cakram (disc diffusion) dengan kertas cakram (paper disc). Uji 

KHM dilakukan dengan menggunakan metode dilusi cair 

dengan instrumen spektrofotometer UV-Vis. Pada konsentrasi 

2%, 4% dan 8% didapatkan  diameter zona hambatnya 

sebesar 7,76 mm; 6,63 mm; dan 6,72 mm dengan hasil data 

yang fluktuatif. Uji KHM didapatkan pada konsentrasi 6,25% 

yang menunjukkan konsentrasi hambat minimum ekstrak 

etanol daun sirih hijau dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Citrobacter freundii. Namun hasil tersebut dikatakan 

kurang valid karena kurang akuratnya total larutan yang 

digunakan untuk uji KHM.  

 

 

Kata kunci : Daun Sirih Hijau, Citrobacter freundii, Antibakteri 
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TRANSLITERASI 

 

Pedoman Transliterasi Arab-Latin yang digunakan 

dalam menulis disertasi ini adalah pedoman transliterasi 

yang merupakan hasil keputusan Bersama (SKB) Menteri 

Agama dan Materi Pendidikan dan Kebudayaan Republik 

Indonesia, Nomor: 158 Tahun dan Nomor: 0543b/U/1987. 

Di bawah ini daftar huruf-huruf Arab dan transliterasinya 

dengan huruf latin.  

1. Konsonan  

Huruf 

Arab  

Nama  Huruf Latin Nama 

 Alif  Tidak ا

dilambangkan  

Tidak 

dilambangkan  

 Ba B  be ب

 Ta  T Te ت

 Ṡa Ṡ Es (dengan ث

titik diatas) 

 Ja  J Je ج

 Ha  H Ha (dengan ح

titik di 

bawah) 

 Kha  Kh Ka dan Ha خ

 Dal  D De د

 Ẓal Ẓ Zet (dengan ذ
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titik di atas) 

  Ra  R Er ر

 Za  Z Zet ز

  Sa  S  Es س

 Ṣa Ṣ Es (dengan ص

titik di 

bawah) 

 Ḍat Ḍ De (dengan ض

titik di 

bawah) 

 Ta  T  Te (dengan ط

titik di 

bawah) 

 Ẓa Ẓ Zet (dengan ظ

titik di 

bawah) 

  ʻAin  ʻ Apostrof ع

  Ga  G  Ge غ

  Fa  F  Ef ف

  Qa  Q  Qi ق

  Ka  K  Ka ك

  La  L  Ka ل

  Ma  M  Em م

  Na  N  En ن
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  Wa  W  We و

 Ha  H Ha ھ

 Hamzah  ʻ Apostrof ء

 Ya  Y Ye ي

Hamzah (ء) yang terletak di awal kata mengikuti 

vokalnya tanp diberi tanda apa pun. Jika hamzah (ء) 

terletak di tengah atau di akhir, maka ditulis dengan 

tanda (’). 

2. Vokal 

Vokal bahasa Arab, seperti vokal bahasa Indonesia, 

terdiri atas vokal tunggal atau monoftong dan vokal 

rangkap atau diftong. Vokal tunggal bahasa Arab yang 

lambangnya berupa tanda atau harakat, transliterasinya 

sebagai berikut: 

Huruf Arab Nama  Huruf Latin  Nama  

  Fathah  A  A ا َ

  Kasrah  I  I اِ

  Dammah  U  U ا َ

Vokal rangkap bahasa Arab yang lambangnya berupa 

gabungan antara harakat dan huruf, transliterasinya 

berupa gabungan huruf, yaitu: 

Huruf Arab Nama  Huruf Latin  Nama  

 Fathah  dan ا يَ 

Ali ya    

Ai A dan I  



ix 
 

 Fathah dan ا وَ 

lu wau  

Iu A dan U  

Contoh:  

 kaifa : ك ي فَ 

لَ   haula : ھ و 

3. Maddah  

Maddah atau vokal panjang yang lambangnya berupa 

harkat dan huruf, transliterasinya berupa huruf dan 

tanda, yaitu: 

Huruf dan 

Harokat 

Nama  Huruf dan 

Tanda  

Nama  

 Fathah dan س اَس ى

alif atau ya 

Ā a dan garis 

di atas 

 Kasrah dan سِى

ya 

Ī I dan garis 

di atas  

 Dammah س و

dan wau 

Ū U dan garis 

di atas  

Contoh: 

تَ   māta : م 

م ى  ramā : ر 

 qīla : قيِ لَ 

تَ  و   yamūtu : ي م 

4. Ta Marbūtah 
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Transliterasi untuk ta marbūṭah ada dua, yaitu: ta 

marbūṭah yang hidup atau mendapat harkat fatḥah, 

kasrah, dan ḍammah, transliterasinya adalah [t], 

sedangkan ta marbūṭah yang mati atau mendapat harkat 

sukun, transliterasinya adalah [h]. Jika pada kata yang 

berakhir dengan ta marbūṭah diikuti oleh kata yang 

menggunakan kata sandang al-serta bacaan kedua kata 

itu terpisah, maka ta marbūṭah itu ditransliterasikan 

dengan ha (h). Contoh: 

الاطْفاَلرَوْضَةَ    : raudah al-atfal 

 al-madinah al-fadilah :  المَدِيْنةَُ الفضَِيْلةَ

 al hikmah :   الحِكْمَة

5. Syaddah (Tasydĩd) 

Syaddah atau tasydīd yang dalam sistem tulisan Arab 

dilambangkan dengan sebuah tanda tasydīd, dalam 

transliterasi ini dilambangkan dengan perulangan huruf 

(konsonan ganda) yang dieri tanda syaddah. Contoh: 

 rabbanā :  رَبَّناَ

يْناَ  Najjaā :  نجََّ

 al-haqq :  الحَق  

 al-hajj :  الحَج  

 nu’’ima :  ن عِمَ 

 aduwwun‘ :  ع د وَ 
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Jika huruf ى ber- tasydīd di akhir sebuah kata dan 

didahului oleh huruf berharkat kasrah, maka 

ditransliterasi seperti huruf maddah (ī). Contoh: 

 Ali (bukan ‘Aliyy ata ‘Aly)‘ :  ع لِيَ 

بِيَ   arabī (bukan ‘Arabiyy atau ‘Araby) :  ع ر 

6. Kata Sandang  

Kata sandang dalam sistem tulisan Arab 

dilambangkan dengan huruf ال (alif lam ma‘arifah). Dalam 

pedoman transliterasi ini, kata sandang ditransliterasi 

seperti biasa, al-, baik ketika ia diikuti oleh huruf 

syamsiah maupun huruf qamariah. Kata sandang tidak 

mengikuti bunyi huruf langsung yang mengikutinya. Kata 

sandang xv ditulis terpisah dari kata yang mengikutinya 

dan dihubungkan dengan garis mendatar (-). Contohnya: 

 al-syamsu (bukan asy-syamsu) :  الشَّمسُ 

لْزلة  al-zalzalah (bukan az-zalzalah)  :  الزَّ

 al-falsafah :  الفلْسَفةَ

 al-biladu :   البِلادُ 

7. Hamzah  

Aturan transliterasi huruf hamzah menjadi apostrof 

(’) hanya berlaku bagi hamzah yang terletak di tengah 

dan akhir kata. Namun, bila hamzah terletak di awal kata, 

tidak dilambangkan, karena dalam tulisan Arab berupa 

alif. Contohnya: 

 ta’muruna :   تمَُرُنُ 
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 ’al-nau :  النَّوءُ 

 sayai’un :  شَي  

 umirtu :  امُِرْتُ 

8. Penulisan Kata Arab yang Lazim digunakan dalam 

Bahasa Indonesia  

Kata, istilah, atau kalimat Arab yang ditransliterasi 

adalah kata, istilah atau kalimat yang belum dibakukan 

dalam bahasa Indonesia. Kata, istilah atau kalimat yang 

sudah lazim dan menjadi bagian dari perbendaharaan xvi 

bahasa Indonesia, atau sudah sering ditulis dalam tulisan 

bahasa Indonesia, tidak lagi ditulis menurut cara 

transliterasi di atas. Misalnya kata Alquran (dari 

alQur’ān), sunnah, hadis, khusus dan umum. Namun, bila 

kata-kata tersebut menjadi bagian dari satu rangkaian 

teks Arab, maka mereka harus ditransliterasi secara utuh 

Contoh:  

Fī ẓilāl al-Qur’ān 

 Al-Sunnah qabl al-tadwīn  

Al-‘Ibārāt Fī ‘Umūm al-Lafẓ lā bi khuṣūṣ al-sabab 

9. Lafẓ al-Jalālah 

Kata “Allah” yang didahului partikel seperti huruf jarr 

dan huruf lainnya atau berkedudukan sebagai muḍāf ilaih 

(frasa nominal), ditransliterasi tanpa huruf hamzah. 

 dīnullāh :  دِنُ اللَّّ 
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Adapun ta marbūṭah di akhir kata yang disandarkan 

kepada lafẓ al-jalālah, ditransliterasi dengan huruf [t] 

ةِاَللَِّ م  ح  فِيَر   hum fī rahmatillāh : ھ م 

10. Huruf Kapital  

Walau sistem tulisan Arab tidak mengenal huruf 

kapital (All Caps), dalam transliterasinya huruf-huruf 

tersebut dikenai ketentuan tentang penggunaan huruf 

xvii kapital berdasarkan Pedoman Umum Ejaan Bahasa 

Indonesia (PUEBI). Huruf kapital, misalnya, digunakan 

untuk menuliskan huruf awal nama diri (orang, tempat, 

bulan) dan huruf pertama pada permulaan kalimat. Bila 

nama diri didahului oleh kata sandang (al-), maka yang 

ditulis dengan huruf kapital tetap huruf awal nama diri 

tersebut, bukan huruf awal kata sandangnya. Jika terletak 

pada awal kalimat, maka huruf A dari kata sandang 

tersebut menggunakan huruf kapital (Al-). Ketentuan 

yang sama juga berlaku untuk huruf awal dari judul 

referensi yang didahului oleh kata sandang al-, baik 

ketika ia ditulis dalam teks maupun dalam catatan 

rujukan (CK, DP, CDK, dan DR). Contoh:  

Wa mā Muḥammadun illā rasūl  

Inna awwala baitin wuḍi‘a linnāsi lallażī bi Bakkata 

mubārakan  

Syahru Ramaḍān al-lażī unzila fīh al-Qur’ān  

Naṣīr al-Dīn al-Ṭūs 
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 Abū Naṣr al-Farābī 

 Al-Gazālī  

Al-Munqiż min al-Ḍalāl 
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BAB I   

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Penyakit menular ialah kondisi penyakit yang 

dihasilkan oleh mikroorganisme tertentu dan disebarkan 

oleh individu yang terinfeksi, baik secara langsung 

maupun tidak langsung melalui tumbuhan, hewan, atau 

lingkungan (Dinkes Prov. Sulawesi Selatan, 2015). 

Penyakit menular atau penyakit infeksi biasanya 

disebabkan oleh mikroorganisme patogen, salah satu 

mikroorganisme tersebut adalah bakteri (Pratiwi, 2017). 

Diare merupakan salah satu penyakit yang tergolong 

penyakit menular (Dinkes Prov. Sulawesi Selatan, 2015). 

Mikroorganisme penyebab diare masuk ke saluran 

pencernaan melalui makanan, minuman dan jari yang 

terkontaminasi. Citrobacter freundii adalah salah satu jenis 

mikroorganisme yang dapat ditemukan dalam saluran 

pencernaan (Pratiwi, 2008; Carolia, 2016).  

Citrobacter freundii adalah  bakteri basil gram-negatif 

yang termasuk dalam spesies Enterobactericeae yang 

hidup di berbagai tempat seperti air, tanah, makanan, feses 

dan saluran pencernaan manusia dan hewan. Bakteri ini 

dapat menjadi bakteri patogen ketika berada di luar 

saluran pencernaan atau di lingkungan yang jarang 
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terdapat flora normal (Brooks et al., 2012). Menurut Liu et 

al (2018) meskipun Citrobacter freundii adalah bagian dari 

flora normal dalam saluran usus manusia dan hewan,  

bakteri ini juga dapat menyebabkan diare pada manusia.  

Bai et al (2012) dan Liu et al (2018)menyatakan bahwa 

Citrobacter freundii merupakan bakteri penyebab diare 

yang jarang terjadi, namun dapat menyebabkan penyakit 

diare pada manusia. Temuan ini menunjukkan bahwa 

bakteri Citrobacter freundii berada dalam saluran 

pencernaan dan memiliki potensi untuk menyebabkan 

diare serupa dengan Escherichia coli.  Sejalan dengan 

penelitian Hang et al (2023), Das et al (2022) & 

Zamakshshari et al (2021) menyatakan bahwa daun sirih 

hijau memiliki kemampuan untuk menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli (gram negatif). 

Aktivitas antibakteri terhadap  Escherichia coli tersebut 

digunakan dasar sebagai bakteri model gram negatif. 

Bakteri gram negatif lainnya yang dapat dipertimbangkan 

adalah Citrobacter freundii. Jenis bakteri ini yang menjadi 

keterbaruan pada penelitian ini.  

Diare dapat diobati menggunaan obat-obatan kimia 

contohnya imodium. Produk imodium mengandung bahan 

aktif loperamide hydrochloride yang berfungsi 

memperlambat pergerakan usus. Loperamide akan 
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mengikat molekul (reseptor) di dinding usus, hal ini 

menyebabkan usus berkontraksi lebih sedikit dan 

memperlambat waktu yang dibutuhkan cairan dan 

makanan untuk bergerak melalui usus. Bahan aktif 

tersebut juga memiliki efek samping ke sistem 

kardiovaskular, seperti halnya pemanjangan interval QT 

dan QRS yang bisa menyebabkan torsade de pointes dan 

disritmia ventrikel (Banas et al., 2013; Mukarram et al., 

2016; Wu et al., 2017).   

Berdasarkan efek samping  penggunakan bahan aktif 

dalam obat-obatan kimia tersebut, tanaman dapat 

dipertimbangkan sebagai solusi alternatif. Pemanfaatan  

tanaman sebagai obat dan terbukti memiliki efikasi (Boy et 

al., 2018 ; Prasathkumar et al., 2021).  

Salah satu tanaman yang memiliki aktivitas 

antibakteri penyebab diare adalah daun sirih hijau. 

Pelmilihan dauln sirih hijaul (Pipelr be ltlel L.) dalam pelnellitian 

ini terbulkti bahwa dauln telrselbult dapat melnghambat 

pelrtulmbulhan baktelri gram negatif Elschelrichia coli (Prabhu 

et al., 2022 ; Tran et al., 2023).  Bakteri gram negatif 

lainnya seperti Citrobacter freundii memungkinkan dapat 

dihambat oleh beberapa kelompok metabolit sekunder 

dalam daun sirih.  

Dauln sirih hijaul melngandulng belrbagai selnyawa 
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meltabolit selkulndelr selpelrti alkaloid, flavonoid, ste lroid, 

telrpelnoid, saponin, dan tanin, sellain minyak atsiri, 

telrpineln, selskulitelrpeln, felnilpropan, dan telrpeln (Gupta 

et al., 2023 ; Tran et al., 2023 ; Prabhu et al., 2022). 

Belrdasarkan pelnellitian olelh Lincah et al (2022) dauln 

sirih melngandulng selnyawa tannin yang be lrmanfaat 

dalam melngobati diarel. Telmulan olelh Nisyak et al 

(2022)  dalam skrining fitokimia e lkstrak etanol dauln 

sirih hijaul melnulnjulkkan kelbelradaan alkaloid, flavonoid, 

tanin dan saponin. Sellaras delngan penelitian 

Dwicahyani et al (2018) kandulngan selnyawa bioaktif 

selpelrti flavonoid, felnol, saponin, dan alkaloid 

terkandung dalam ekstrak etanol.   

Penelitian terdahulu tersebut telah membuktikan 

bahwa ekstrak etanol daun sirih memiliki kandungan 

kelompok metabolit sekunder yang bertanggung jawab 

sebagai penghambat bakteri penyebab diare. Hal ini 

tidak menutup kemungkinan ekstrak etanol daun sirih 

juga mampu menghambat bakteri Citrobacter freundii 

yang juga memberikan kontribusi terhadap penyakit 

diare oleh karena itu penelitian ini be lrtuljulan ulntulk 

melngulji apakah elkstrak dauln sirih hijau l melmiliki 

aktivitas antibaktelri telrhadap baktelri Citrobacte lr 

frelu lndii. Hasil pelnellitian ini diharapkan dapat 
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melmbulktikan potelnsi pelnggulnaan elkstrak eltanol dauln 

sirih hijaul selbagai obat alte lrnatif dari sulmbelr alam dan 

melnjadi relfelrelnsi ulntulk pelnelliti sellanjultnya. 

Fakta empiris yang telah dilakukan oleh para peneliti 

terdahulu memberikan bukti bahwa tanaman atau 

tumbuh-tmbuhan memiliki berbagai macam manfaat. 

Hal ini sebagaimana disebutkan dalam firman Allah SWT 

pada Q.S Thaha (20): 53 dan Asy-Syul’araa’ (26): 7 yang 

belrbulnyi:  

داً وَسَلكََ لَكمُأ فيِهَا سبُلُاً وأنَزَلَ مِنَ السَّمَاءِ  ضَ مَهأ رَأ الَّذي جَعلََ لَكُمُ الْأ

وَاجًا ناَبِهِ أزَأ رَجأ ن نَّباَتٍ شَتَّى ﴿ مَاءً فأَخَأ ﴾٥٣م ِ  

Artinya: “Yang tellah melnjadikan bagimul bulmi 

selbagai hamparan dan Yang tellah melnjadikan bagimul di 

bulmi itu l jalan-jalan, dan me lnulrulnkan dari langit air 

hu ljan. Maka kami tulmbulhkan delngan air huljan itul 

belrjelnis-jelnis dari tulmbulh-tulmbulhan yang be lrmacam-

macam.”  

  

ضِ كَمأ أنَبتَأنَا فيِهَا مِن كلُ ِ  رَأ ا إلِىَ الْأ جِ كَرِيمٍ﴿أوََلَمأ يرََؤأ ﴾٧ زَوأ  

 Artinya: “Dan apakah melrelka tidak melmpelrhatikan 

bulmi, be lrapakah banyaknya kami tulmbulhkan di bu lmi itu l 

belrbagai macam tulmbulh-tulmbulhan yang baik?”  
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B. Rumusan Masalah 

1. Apa saja kandulngan selnyawa meltabolit selkulndelr 

yang telrkandulng dalam elkstrak eltanol dauln sirih 

hijaul (Pipelr beltlel L.) ? 

2. Bagaimana daya hambat elkstrak eltanol dauln sirih 

hijaul (Pipelr beltlel L.) telrhadap pelrtulmbulhan baktelri 

Citrobactelr frelu lndii ? 

C. Tujuan Penelitian 

1. U lntulk melngeltahuli kandulngan selnyawa meltabolit 

selkulndelr yang telrkandulng dalam elkstrak eltanol dauln 

sirih hijaul (Pipelr beltlel L.). 

2. U lntulk melngeltahuli daya hambat elkstrak eltanol dauln 

sirih hijaul (Pipelr beltlel L.) telrhadap pelrtulmbulhan 

baktelri Citrobactelr frelu lndii. 

D. Manfaat Penulisan 

1. Pelnullisan ini dapat dijadikan informasi bagi 

masyarakat melngelnai kandulngan selnyawa 

antibaktelri pada elkstrak dauln sirih hijaul (Pipelr beltlel 

L.). 

2. Pelnullisan ini dapat digulnakan ulntulk melmbelrikan 

informasi pada masyarakat melngelnai manfaat dauln 

sirih hijaul (Pipelr beltlel L.) telrhadap baktelri Citrobactelr 

frelu lndii. 
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BAB II   

TINJAUAN PUSTAKA        

A. Kajian Teori 

1. Daun Sirih Hijau (Piper betle L.) 

Dauln sirih hijaul selring dimanfaatkan dalam 

pelngobatan tradisional. Dauln sirih ini ulmulmnya 

tulmbulh melnyelrulpai sullulr pada batang pohon ataul di 

dinding rulmah, delngan tinggi belrkisar antara 5 hingga 

15 meltelr. Dauln sirih hijaul melmiliki ciri khas belrulpa 

pelrmulkaan dauln yang licin dan seldikit melngkilap, 

delngan tullang dauln yang agak telnggellam, selrta 

melmiliki aroma khas selpelrti yang telrlihat pada gambar 

2.1 (Baulelr et al, 1966). Klasifikasi tanaman sirih dapat 

dijellaskan selbagai belrikult:  

a. Klasifikasi Tanaman Sirih 

Gambar 2.1 Dauln Sirih Hijaul (Sari et al., 2014) 

Melnulrult (Pangelsti et al., 2017) tanaman sirih 

melmilki klasifikasi selbagai belrikult: 

Kingdom : Plantael 
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Divisio : Magnoliophyta 

Class : Magnoliopsida 

Ordo : Pipelralels 

Famili : Pipelracelael 

Gelnuls : Pipelr 

Spelsiels : Pipelr beltlel 

b. Morfologi Tanaman Sirih 

Tanaman sirih melrulpakan jelnis tanaman pelrdul 

yang melmiliki sullulr, tulmbulh melrambat, batang 

belrkayul, dan belrcabang-cabang (Kharisma dan Lisa, 

2010). Morfologi dauln sirih melmiliki belntulk hati, 

uljulngnya tajam, tulmbulh selcara belrsellang-selling 

delngan tangkai, melmiliki telkstulr yang kasar saat 

diselntulh, selrta melnampilkan aroma khas. Panjang 

dauln belrkisar antara 6 hingga 17,5 cm dan lelbar 3,5 

hingga 10 cm. Dauln sirih melmiliki ciri khas aroma 

yang khas dan rasa peldas (Kharisma dan Lisa, 2010). 

Tanaman sirih melmiliki bulnga majelmulk belrbelntulk 

bullir. Bulnga sirih dilindulngi olelh dauln pellindulng 

belrbelntulk bullat panjang delngan diameltelr 1 mm. 

Bulah sirih belrada telrselmbulnyi, belrbelntulk bullat, 

belrdaging, dan melmiliki warna kulning kelhijaulan 

hingga hijaul kelabul-abulan. Batang belrbelntulk bullat 

dan lulnak, belrwarna hijaul kelcokellatan delngan kullit 
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yang kasar dan belrkelrult (Inayatulllah, 2012). Akar 

tanaman sirih belrbelntulk tulnggang, belrwarna 

cokellat kelkulningan (Koelnsoelmardiyah, 2010). 

c. Kandulngan Selnyawa Meltabolit Selkulndelr  

Kandungan senyawa metabolit sekunder pada 

dauln sirih hijau terdiri dari flavonoid, alkaloid, dan 

tannin yang masing-masing melmiliki sifat antibaktelri 

(Carolia et al., 2016; Bustanussalam, 2015; 

Inayatullah, 2012). 

Klasifikasi metabolit sekunder tanaman dibagi 

menjadi beberapa kelompok berdasarkan gugus 

fungsi dan struktur kimianya. Kelompok-kelompok 

ini termasuk terpen (termasuk senyawa volatil, 

sterol, dan karotenoid), polisakarida, senyawa 

fenolik, fitoaleksin, alkaloid (senyawa yang 

mengandung nitrogen), flavonoid, dan hidrokarbon ( 

Teoh, 2015). 

Tulmbulhan ulmulmnya melnghasilkan selnyawa 

felnol dan selnyawa ini celndelrulng melmiliki ciri 

belrulpa cincin aromatik yang me lngandulng satul ataul 

dula gulguls hidroksil. Golongan se lnyawa felnolik 

telrbelsar dalam tulmbulhan adalah flavonoid dan tanin 

(Harbornel, 1987). 
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Dauln sirih hijau l selring dimanfaatkan se lbagai 

pelngobatan ulntulk belrbagai macam pelnyakit, selpelrti 

sariawan, masalah mata, diare l, dan kondisi lainnya. 

Dauln sirih hijaul julga melngandulng minyak atsiri 

selkitar 1- 4,25%, yang melmbelrikan aroma khas 

pada dauln sirih hijaul. Belbelrapa zat yang te lrdapat 

dalam dauln sirih hijaul telrmasulk vitamin A, vitamin 

B, vitamin C, gulla, fosfor, kalsiulm, dan pati. Minyak 

atsiri melngandulng selnyawa felnol dan tulrulnannya, 

yang melmiliki kelmampulan ulntulk melngulbah 

strulktulr protelin sell baktelri dan melrulsak melmbran 

sell baktelri (Sripradha, 2014). Dau ln sirih hijaul julga 

melngandulng selnyawa kavikol yang melmbelrikan 

aroma khas dan me lnulnjulkkan elfelktivitas antibaktelri 

yang lelbih tinggi dibandingkan de lngan selnyawa 

felnol (Suljono et al., 2019). 

2. Uji Fitokimia 

U lji fitokimia melrulpakan langkah awal dalam su latul 

pelnellitian yang belrtuljulan ulntulk melngidelntifikasi 

selnyawa kimia ataul meltabolit selkulndelr yang ada dalam 

sampell ulji (Kristianti et al., 2008 dalam Fatmawati, 

2019). U lji fitokimia dapat dilaku lkan delngan melndeltelksi 

pelrulbahan warna yang te lrjadi pada sampe ll ulji 

melnggulnakan belrbagai relageln warna (Fatmawati, 
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2019). Kellompok selnyawa yang diu lji dalam penelitian 

ini melncakulp alkaloid, flavonoid, saponin, tanin. 

a. Alkaloid  

Alkaloid melrulpakan salah satul jelnis selnyawa 

meltabolit selkulndelr yang melngandulng gulguls 

nitrogeln (N) yang telrdapat pada cincin heltelrosiklik 

dan belrsifat basa (Simaremare, 2014). 

Penelitian yang dilakukan oleh Mitra et al (2022)  

telah menyebutkan bahwa spesies tanaman yang 

masih satu keluarga dengan daun sirih hijau yaitu 

Piperaceae sebagai sumber yang kaya akan alkaloid 

piperidin. Salah satu tanaman ini adalah Piper nigrum 

atau lada hitam, yang telah dideskripsikan sebagai 

sumber alkaloid piperidin esensial, termasuk 

piperidin dan turunannya yang tersubstitusi. 

Piperlongumine adalah alkaloid piperidin lain yang 

diisolasi dari Piper longum atau lada panjang India, 

yang termasuk dalam keluarga tanaman Piperaceae 

(Awasthee et al., 2022). Piper methysticum adalah 

Piperaceae lain yang dilaporkan memiliki alkaloid 

piperidin. Aktivitas antibakteri yang dimiliki oleh 

senyawa alkaloid diatas menunjukkan bahwa 

kandungan alkaloid dalam daun sirih hijau juga 

memilki aktivitas antibakteri.  
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Berdasarkan struktur kerangkanya, alkaloid  

diklasifikasikan sebagai isokuinolin, kuinolin, indol, 

alkaloid piperidin yang masing-masing senyawa 

memiliki aktivitas antibakteri. Alkaloid merupakan 

salah satu produk alami yang tersebar luas di alam 

(Qiu et al., 2014). 

Hang et al (2023) telah melaporkan bahwa 

empat senyawa turunan alkaloid N-fenetilbenzamida 

baru yang diberi nama piperbetamida dan enam 

turunan alilbenzena yang diisolasi dari batang Piper 

betle L. terbukti menunjukkan aktivitas antimikroba 

yang potensial terhadap S. flexneri, L. monocytognes, 

S, aureus. Alkaloid lainnya sebagai antibakteri adalah 

strychnine, 16,17,19,20-tetrahydro-2,16-dehydro-18 

deoxyisostrychnine  yang aktif terhadap E. coli, S. 

aureus, dan Enterococcus faecalis yang diisolasi dari 

daun Psychotria pilifera. Alkaloid tersebut 

menunjukkan aktivitas antibakteri selektif terhadap 

E. coli, yang setara dengan sefotaksim dengan MIC 

0,781 µg / mL (Liu  et al., 2016). Berdasarkan 

penelitian Liu et al (2016) bakteri E.coli termasuk 

bakteri gram negatif dan dapat dijadikan bakteri 

model dalam pengujian aktivitas antibakteri. Oleh 

karena itu bakteri gram negatif lainnya seperti 
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Citrobacter freundii memungkinkan dapat dihambat 

oleh kelompok metabolit sekunder alkaloid yang 

berasal dari daun sirih hijau. 

b. Flavonoid  

Flavonoid adalah salah satu kelas senyawa fenolik 

yang paling penting, flavonoid merupakan metabolit 

sekunder yang diproduksi oleh tanaman dan 

ditemukan dalam bentuk non-glikosilasi (aglikon) 

atau bentuk glikosidik (melekat pada molekul gula, 

juga dikenal sebagai glikon) (Cosme et al., 2020).  

Senyawa fenolik yang diisolasi dari daun sirih 

hijau yaitu hydroxychavicol atau 4-allylpyrocatechols, 

diuji terhadap Streptococcus sanguinis. Senyawa 

tersebut merupakan agen antibakteri moderat yang 

berfungsi dengan cara memblokir MurA yang 

menyebabkan gangguan pada dinding sel bakteri. 

Pada penelitian lainnya juga efektif melawan C. 

albicans secara keseluruhan pada konsentrasi 

minimum (400 μg/mL) (Kurnia et al., 2020 ; Phumat 

et al., 2020). 

Berdasarkan penelitian oleh Ticona et al (2022) 

yang mengisolasi 6 senyawa flavonoid kalkon baru 

yang diambil dari spesies tanaman yang masih satu 

keluarga dengan daun sirih hijau yakni Piper atau 
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family Pipereaceae yaitu Piper delineatum,  Piper 

divaricatum dan Piper glabratum didapatkan salah 

satu senyawa flavonoid yaitu 3,2′-dihydroxy-5,4′,6′-

trimethoxychalcone memiliki potensi sebagai 

antibakteri terhadap infeksi giardiasis.  

c. Saponin  

Saponin melrulpakan selnyawa aktif yang mampul 

melnghasilkan bulsa yang stabil keltika dikocok sellama 

elkstraksi tulmbulhan dan ulji skrining fitokimia. 

Glikosida yang telrkandulng dalam saponin melmiliki 

kelmampulan melmbelntulk bulsa  dalam air (Sangi et al., 

2008 dalam Illing et al., 2017).  

Saponin tipe oleanane dari Paullinia pinnata 

menunjukkan efek antibakteri pada S. aureus, E. coli, 

dan P. smartii (Sun et al., 2019).  Kedua bakteri ini (E. 

coli dan S. aureus) termasuk bakteri gram negatif dan 

dapat dijadikan bakteri model dalam pengujian 

aktivitas antibakteri. Oleh karena itu bakteri gram 

negatif lainnya seperti Citrobacter freundii 

memungkinkan dapat dihambat oleh kelompok 

metabolit sekunder saponin yang berasal dari daun 

sirih hijau. 
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d. Tanin  

Tanin adalah selnyawa polifelnol yang dapat larult 

dalam air dan melmbelrikan rasa pahit pada 

tulmbulhan (Bhalodia  & Shukla, 2011). 

Pada penelitian yang dilakukan oleh Sharifah et 

al (2016) menyatakan bahwa senyawa tannic acid,  

gallic acid, quercetin, dan naringin yang diisolasi dari 

Piper sarmentosum ditemukan berfungsi sebagai agen 

antibakteri bakteri patogen beras dengan kisaran 

penghambatan 10,67-17,33 mm pada 100 mg / mL. 

Piper sarmentosum ini termasuk satu keluarga 

dengan Piper betle. Aktivitas antibakterinya 

menunjukkan bahwa tanin dalam daun sirih juga 

memiliki aktivitas antibakteri.  

3. Bakteri Citrobacter freundii 

Citrobactelr frelu lndii adalah baktelri gram-nelgatif yang 

telrmasulk dalam kellularga Elntelrobactelriacelael. Baktelri 

ini ulmulmnya ditelmulkan di lingkulngan selpelrti tanah, 

air, selrta salulran pelncelrnaan helwan dan manulsia. 

Citrobactelr frelu lndii julga belrsifat anaelrob fakulltatif, 

yang belrarti dapat tulmbulh baik dalam kelbelradaan ataul 

keltiadaan oksigeln (Lwin elt al., 2019). 

Baktelri Citrobactelr frelulndii melnulnjulkkan positivitas 

telrhadap sitrat dan melmiliki pelrbeldaan delngan 
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Salmonellla karelna tidak melngindulksi delkarboksilasi 

lisin. Baktelri dari gelnuls Citrobactelr celndelrulng dapat 

mellakulkan felrmelntasi gulla, melnghasilkan elnzim 

ulrelasel, elnzim katalasel, melngellularkan gas H2S, selrta 

melnulnjulkkan hasil positif pada ulji sitrat, indol, dan 

meltil melrah-vogels proskaulelr (Sayulti, 2016). 

Citrobactelr frelu lndii adalah baktelri yang melmiliki 

belntulk batang delngan panjangnya  selkitar 1- 2 mm dan 

lelbar 0,5 - 1,0 mm. Baktelri ini dilelngkapi delngan satul 

flagell yang belrfulngsi ulntulk pelrgelrakan. Pada 

pelngamatan di bawah mikroskop, Citrobactelr frelu lndii 

akan tampak selbagai batang gram-nelgatif yang dapat 

diwarnai melnggulnakan meltodel pelwarnaan gram 

(Felrnándelz-Canigia elt al., 2019). 

Citrobactelr frelu lndii tellah telrcatat melmiliki tingkat 

relsistelnsi antibiotik yang tinggi, telrmasulk relsistelnsi 

telrhadap belrbagai jelnis antibiotik. Faktor ini melnjadi 

signifikan karelna dapat belrpelran dalam pelnyelbaran 

geln relsistelnsi antibiotik, baik dalam lingkulngan ulmulm 

maulpuln lingkulngan klinis (Shin elt al., 2020). 

4. Ekstraksi 

Elkstraksi melrulpakan prosels pemisahan komponeln 

kimia yang dapat larult dari sulatul matelri ulntulk 

melmisahkannya dari zat yang tidak larult. Simplisia 

yang melnjadi objelk elkstraksi melngandulng selnyawa 
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yang tidak larult, selpelrti selrat, karbohidrat, protelin, dan 

komponeln lainnya, selmelntara selnyawa aktif yang dapat 

larult dapat dikellompokkan kel dalam katelgori minyak 

atsiri, selnyawa felnolik, alkaloid, dan selbagainya. 

Melngeltahuli selnyawa aktif yang telrkandulng dalam 

simplisia melmuldahkan pelnelntulan pilihan pellarult dan 

meltodel elkstraksi yang optimal. Sellama prosels 

elkstraksi, pellarult akan melrelsap kel dalam bahan 

tulmbulhan padat dan mellarultkan selnyawa delngan 

tingkat polaritas yang selsulai (Tiwari et al., 2011). Salah 

satul telknik elkstraksi yang ulmulm digulnakan adalah 

meltodel maselrasi (Pratiwi, 2009). 

Maselrasi adalah telknik elkstraksi di mana bahan aktif 

direlndam dalam pellarult delngan bahan aktif yang 

helndak dielkstraksi. Prosels maselrasi dilakulkan delngan 

melrelndam simplisia dalam cairan pe lnyari pada sulhu l 

rulangan. Kellelbihan dari meltodel maselrasi melncakulp 

kelmuldahan pellaksanaan, pelnggulnaan pelralatan yang 

rellatif seldelrhana, dan risiko ke lrulsakan pada se lnyawa 

kimia yang sangat relndah (Tiwari et al., 2011). 

5. Pelarut 

Pellarult melrulpakan sulbstansi yang belrpelran selbagai 

meldiulm ulntulk mellarultkan zat lain. Kelbelrhasilan dalam 

melnelntulkan selnyawa aktif dari bahan tu lmbulhan sangat 
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telrgantulng pada jelnis pellarult yang digu lnakan dalam 

prosels elkstraksi. Karaktelristik yang melmbulat sulatul 

pellarult dianggap baik ulntulk elkstraksi mellipulti tingkat 

toksisitas yang relndah, kelmuldahan melngulap pada sulhu l 

rulangan, kelcelpatan dalam melngelkstraksi selnyawa 

kimia, kelmampulan ulntulk melngaweltkan, dan tidak 

melnyelbabkan disosiasi e lkstrak (Tiwari et al., 2011). 

Belbelrapa jelnis pellarult yang ulmulm digulnakan dalam 

prosels elkstraksi salah satu lnya yaitul alkohol. Eltanol 

melrulpakan salah satu l jelnis alkohol yang biasanya 

digulnakan ulntulk prosels elkstraksi. Aktivitas antibakte lri 

dari elkstrak tulmbulhan melnggulnakan pellarult eltanol 

celndelrulng lelbih tinggi daripada e lkstrak yang 

melnggulnakan pellarult air, hal ini dise lbabkan olelh 

kelbelradaan polifelnol. Julmlah polifelnol celndelrulng lelbih 

tinggi keltika dielkstraksi delngan eltanol selbagai pellarult 

dibandingkan delngan elkstraksi melnggulnakan air 

selbagai pellarult, karelna eltanol melmiliki kelmampulan 

yang lelbih baik dalam me lnelmbuls melmbran sell 

tulmbulhan. Melskipuln meltanol melmiliki tingkat 

kelpolaran yang lelbih tinggi dibandingkan delngan 

eltanol, namuln karelna sifatnya toksik pe lnggulnaannya 

kulrang cocok dalam prose ls elkstraksi (Tiwari et al., 

2011). 
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6. Antibakteri 

Selnyawa kimia baik yang belrasal dari alam mau lpuln 

sinteltik yang melmiliki kelmampulan ulntulk melnghambat 

pelrtulmbulhan dan aktivitas baktelri diselbult selbagai 

antibaktelri (Nulrhayati et al., 2020). Selbagai selnyawa 

antibaktelri yang elfelktif, selnyawa telrselbult haruls 

melmiliki sifat sellelktif yang belrarti dapat melrulgikan 

parasit tanpa melnimbullkan bahaya pada inangnya. 

Melnulrult Walulyo (2010), melkanismel kelrja antibaktelri 

dapat diklasifikasikan kel dalam elmpat cara, yaitul: 

a. Pelnghambat sintelsis dinding  

Ageln pelnghambat sintelsis dinding sell baktelri 

melrulpakan jelnis antibiotik yang belrfulngsi ulntulk 

melnghambat prosels pelmbelntulkan pelptidoglikan 

pada dinding sell baktelri. Hal ini melnyelbabkan 

kelrulsakan pada sell baktelri karelna kulrangnya 

lapisan pellindulng yang dipelrlulkan. 

b. Pelngulbah fulngsi melmbran plasma  

Selnyawa antibaktelri yang belrpelran selbagai 

pelngulbah fulngsi melmbran plasma melmelngarulhi 

pelranan pelnting melmbran sell selbagai pelnghalang 

delngan pelrmelabilitas sellelktif. Melmbran sell julga 

telrlibat dalam prosels transport aktif dan 

melngelndalikan sulsulnan dalam sell. Seljulmlah 

aktivitas biosinteltik julga telrjadi di dalam melmbran 
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sell. Zat antibakte lri telrtelntul dapat melnyelbabkan 

kelrulsakan ataul mellelmahkan satul ataul lelbih fulngsi 

telrselbult, yang pada gilirannya dapat melnghambat 

pelrtulmbulhan sell ataul bahkan melnyelbabkan 

kelmatian sell. 

c. Pelnghambat sintelsis protelin  

Selnyawa antibaktelri yang belrpelran selbagai 

pelnghambat sintelsis protelin melngganggul dula 

prosels ultama dalam sintelsis protelin: transkripsi 

(prosels transfelr instrulksi gelneltik dari DNA kel 

mRNA) dan translasi (prosels pelnelrjelmahan kodel-

kodel yang telrdapat pada mRNA di dalam ribosom). 

Antibaktelri dapat melnghambat salah satu l dari 

prosels ini delngan melnghalangi pellelkatan tRNA dan 

mRNA kel ribosom. 

d. Pelnghambat sintelsis asam nulklelat  

Selnyawa antibaktelri yang belrtindak selbagai 

pelnghambat sintelsis asam nulklelat dapat 

melmelngarulhi DNA, RNA, dan prote lin yang 

selmulanya belrpelran sangat pelnting dalam prosels 

kelhidulpan sell. Ganggulan telrhadap pelmbelntulkan 

ataul fulngsi zat-zat ini dapat melngakibatkan 

kelrulsakan total pada sell. Bahan antibaktelri telrtelntul 

dapat melnghambat pelrtulmbulhan baktelri delngan 
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cara melngikat elnzim DNA dan RNA baktelri, selhingga 

melnyelbabkan pelnghambatan sintelsis RNA baktelri 

(Pellczar dan Chan, 1988 dalam Ngaisah, 2010). 

7. Media Pertumbuhan Bakteri  

Meldia melrulpakan sulatul sulbstansi yang belrfulngsi 

selbagai telmpat ulntulk melnulmbulhkan dan 

melmpelrbanyak mikroorganismel, digulnakan dalam 

prosels isolasi dan pelnguljian sifat fisiologisnya. 

Belbelrapa syarat meldia yang dapat digulnakan ulntulk 

melndulkulng pelrtulmbulhan baktelri selcara optimal 

mellipulti: 

a. Sulsulnan makanan  

Meldia yang digulnakan ulntulk pelrtulmbulhan 

baktelri ataul jamulr pelrlul melmiliki sulsulnan makanan 

yang melncakulp vitamin, air, sulmbelr karbon, 

minelral, sulmbelr nitrogeln, dan gas (Ngaisah, 2010). 

b. Telkanan osmosa  

Telkanan osmosis belrpelran signifikan dalam 

pelrtulmbulhan sell mikroba karelna sell mikroba dan 

meldia telmpatnya tulmbulh haruls melmiliki telkanan 

osmosis yang selimbang. Baktelri ataul jamulr biasanya 

tulmbulh lelbih baik dalam meldia yang isotonik, di 

mana telkanan osmosisnya selrulpa. 
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Meldia yang belrsifat hipelrtonik delngan telkanan 

osmosis yang lelbih tinggi, tidak idelal ulntulk 

melndulkulng pelrtulmbulhan sell baktelri. Dalam kondisi 

hipelrtonik, sell baktelri akan melngalami hidrasi yang 

belrlelbihan melngakibatkan pelristiwa plasmolisis di 

mana sell kelhilangan air dan sitoplasma celndelrulng 

melnyulsult (Ngaisah, 2010). 

c. Delrajat kelasaman (pH)  

Mikroorganismel melmelrlulkan meldia delngan pH 

yang neltral agar dapat belrtahan hidulp, delngan pH 

selkitar 7 melnjadi kondisi yang optimal ulntulk 

pelrtulmbulhan baktelri (Ngaisah, 2010). 

d. Telmpelratulr  

Mikroorganismel melmbultulhkan sulhul optimal 

ulntulk pelrtulmbulhannya, dan ulmulmnya sulhul selkitar 

37°C dianggap optimal karelna selsulai delngan sulhul 

tulbulh inangnya. Pada sulhul ini, mikroorganismel 

dapat tulmbulh delngan baik (Ngaisah, 2010). 

e. Stelrilitas  

Stelrilisasi meldia melmelgang pelran krulsial dalam 

melndulkulng pelrtulmbulhan mikroorganismel karelna 

kelbelradaan stelrilitas melmbantul melngulrangi risiko 

kontaminasi. Seltiap langkah tindakan haruls 

dilaksanakan selcara aselptik dan pelnting ulntulk 
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melmastikan bahwa alat-alat yang digulnakan tellah 

melnjalani prosels stelrilisasi selbellulmnya agar meldia 

yang dihasilkan belnar-belnar stelril. Meldia yang 

digulnakan pada pelnellitian ini mellipulti meldia cair 

dan meldia padat.  

Meldia cair digulnakan ulntulk pelmbelnihan 

mikroorganismel.Belbelrapa contoh meldia cair 

mellipulti Nultrielnt Broth (NB), Mac Conkely Broth 

(MCB), Potato Delxtrosel Broth (PDB), Tryptic Soy 

Broth (TSB), Pelpton Dilu ltion Flu lid (PDF), Lactosel 

Broth (LB), dan lain-lain (Yulsmaniar et al., 2017). 

Meldia padat ulmulmnya melngandulng agar dalam 

julmlah selkitar 15%. Meldia ini digulnakan ulntulk 

isolasi dan melndapatkan biakan mulrni dari mikroba. 

Contoh meldia padat mellipulti Saborauld Delxtrosel 

Agar (SDA), Potato Delxtrosel Agar (PDA), Platel Cou lnt 

Agar (PCA), Mulelllelr Hinton Agar (MHA). 

Belrdasarkan belrbagai jelnis meldia pelrtulmbulhan 

baktelri, pelnelliti melmilih melnggulnakan meldia 

Mu lelllelr Hinton Agar (MHA). Meldia MHA dikelnal 

selbagai meldia ulji selnsitivitas antibiotik yang 

direlkomelndasikan olelh CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institultel) (Pinculs, 2011, yang 

diselbultkan dalam Sapultelra et al., 2019). 
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8. Uji Aktivitas Antibakteri  

U lji aktivitas antibaktelri adalah meltodel pelnelntulan 

tingkat kelrelntanan baktelri telrhadap selnyawa 

antibaktelri. Pada pelnellitian ini ulji aktivitas antibaktelri 

dilakulkan delngan 2 meltodel yaitul:  

a. Meltodel difulsi  

Meltodel difulsi digulnakan ulntulk melnelntulkan 

aktivitas antibaktelri delngan melmanfaatkan 

kelmampulan zat antibaktelri ulntulk belrdifulsi dalam 

lelmpelng agar yang selbellulmnya tellah diinokullasikan 

delngan baktelri ulji. Hasil pelngamatan melncakulp 

pelmbelntulkan zona hambat ataul zona belning, dan 

ulntulk melngulkulr aktivitasnya, diameltelr zona belning 

diulkulr melnggulnakan jangka sorong. Klasifikasi 

relspon telrhadap hambatan pelrtulmbulhan dapat 

dilihat dalam tabell 2.1. 

Tabel 2.1 Katelgori Relspon Hambatan Pelrtulmbulhan 

Baktelri (Handayani et al., 2017) 
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Pada meltodel difulsi ada 3 cara yang selring 

dilakulkan (Sylvia, 2010) yaitul:  

1) Cakram (disc)  

Meltodel ini melrulpakan pelndelkatan yang 

ulmulm digulnakan dalam pelnguljian antibaktelri. 

Cakram kelrtas saring (papelr disc) difulngsikan 

selbagai telmpat zat antibaktelri, dan 

sellanjultnya ditelmpatkan pada meldiulm agar 

yang tellah diinokullasikan delngan baktelri ulji.  

Inkulbasi dilakulkan pada sulhul 37°C sellama 18-

24 jam. Hasil dari meltodel ini telrlihat dalam 

belntulk zona belning di selkitar papelr disc, 

melnulnjulkkan adanya aktivitas antibaktelri. 

Kelulnggullan meltodel difulsi cakram mellipulti 

lelbih  praktis, tidak melmelrlulkan pelralatan 

khulsuls, dan rellatif elkonomis itullah selbabnya 

pelnelliti melmilih meltodel ini. 

2) Silindelr  

Meltodel difulsi silindelr mellibatkan 

pelnelmpatan belbelrapa silindelr pada meldiulm 

agar yang selbellulmnya tellah diinokullasikan 

delngan baktelri, kelmuldian diisi delngan larultan 

yang akan diulji. Seltellah prosels inkulbasi, 
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diamati apakah telrdapat daelrah hambatan di 

selkitar silindelr yang melnulnjulkkan 

pelrtulmbulhan baktelri ataul tidak. 

3) Sulmulran (holel / cu lp)  

Difulsi sulmulran dilakulkan delngan 

melnciptakan lulbang pada meldiulm yang tellah 

diinokullasikan delngan baktelri, dan 

sellanjultnya lulbang telrselbult diisi delngan zat 

ulji. Meldiulm yang tellah dilulbangi dan diisi 

delngan zat ulji diinkulbasi melnghasilkan zona 

hambat di selkitar lulbang. 

b. Meltodel dilulsi 

 Meltodel dilulsi mellibatkan pelncampulran zat ulji 

antibaktelri delngan meldia agar, yang kelmuldian 

diinokullasi delngan baktelri ulji. Elvalulasi hasil ulji 

meltodel ini dapat dilakulkan mellaluli pelnelntulan 

Konselntrasi Hambat Minimulm (KHM). Meltodel dilulsi 

melmiliki dula pelndelkatan, yaitul mellaluli pelngelncelran 

selrial dalam tabulng dan pelnipisan lelmpelng agar 

(Pratiwi, 2008). 

9. Standar Kekeruhan Mc Farland  

Standar McFarland melrulpakan larultan kimia yang 

telrdiri dari bariulm klorida dan asam sullfat. Campulran 

keldula bahan telrselbult melnghasilkan elndapan belrulpa 
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bariulm sullfat. Standar kelkelrulhan McFarland 

digulnakan ulntulk melngelstimasi julmlah baktelri delngan 

cara melmbandingkan kelkelrulhan sulspelnsi ulji dalam 

pelnguljian antimikroba. Salah satul standar McFarland 

yang ulmulm digulnakan adalah standar McFarland 0,5, 

yang melnulnjulkkan pelrkiraan julmlah sulspelnsi baktelri 

selkitar 1,5 x 108 CFU l/mL (Asriseltya, 2019). Belrikult 

jelnis konselntrasi sulspelnsi baktelri yang seltara delngan 

kelkelrulhan standar Mc Farland dapat dilihat pada tabell 

2.2. 

 Tabel 2.2 Jelnis Standar Mc Farland (Stahl elt al., 2016. 

 

 

Cat 
No. 

Mc Farland 
Standard 

1% BaCl2 
(mL) 

1% H2SO4 
(mL) 

Approximate 
Baterial 
Suspension 
/mL 

TM50 0,5 0,05 9,95 1,5 x 108 

TM51 1,0 0,10 9,90 3,0 x  108 

TM52 2,0 0,20 9,80 6,0 x  108 

TM53 3,0 0,3 9,7 9,0 x 108 

TM54 4,0 0,4 9,6 1,2 x 109 

TM55 5,0 0,5 9,5 1,5 x 109 

TM56 6,0 0,6 9,4 1,8 x 109 

TM57 7,0 0,7 9,3 2,1 x 109 

TM58 8,0 0,8 9,2 2,4 x 109 

TM59 9,0 0,9 9,1 2,7 x 109 

TM60 10,0 1,0 9,0 3,0 x 109 
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10. Spektofotometer UV-Vis  

Spelktrofotomeltelr UlV-Vis digulnakan ulntulk 

melngulkulr nilai absorbansi sulatul larultan. Pada 

pelnguljian antibaktelri, ulji KHM melnggulnakan 

spelktrofotomeltelr UlV-Vis ulntulk melnghitulng 

absorbansi larultan ulji selbellulm dan seltellah inkulbasi. 

Jika nilai absorbansi seltellah inkulbasi lelbih tinggi 

daripada selbellulm inkulbasi, hal telrselbult 

melnulnjulkkan bahwa baktelri masih dapat tulmbulh. 

Selbaliknya, jika nilai absorbansi selbellulm inkulbasi 

lelbih tinggi daripada nilai absorbansi seltellah 

inkulbasi, hal itul melnandakan bahwa pelrtulmbulhan 

baktelri telrhambat (Lolongan elt al., 2016).  

Sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Makolit et al (2017) menyatakan uji khm dilakukan 

menggunakan instrumen spektofotometer Uv-Vis 

karena jika hanya melihat secara visual kekeruhan 

pada tabung reaksi sebelum dan sesudah di inkubasi 

maka hasilnya cenderung bersifat subjektif sehingga 

perlu di hitung nilai absorbansinya menggunakan 

instrumen spektofotometer Uv-Vis.   
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B. Kajian Pustaka  

 Hasil pelnellitian Isnawati (2018) me lnyatakan bahwa 

elkstrak etanol dauln sirih hijaul delngan meltodel maselrasi 

melmiliki potelnsi ulntulk melnghambat pelrtulmbulhan 

Elschelrichia coli selhingga dapat digulnakan selbagai pilihan 

pelngobatan diarel. Penelitian lainnya Hang et al (2023) 

menyatakan bahwa empat turunan N-fenetilbenzamida 

baru, yang diberi nama piperbetamida dan enam turunan 

alilbenzena diisolasi dari batang Piper betle L. Beberapa 

senyawa dari N-fenetilbenzamida terbukti memiliki efek 

penghambatan sembilan mikroorganisme termasuk lima 

gram-negatif (Escherichia coli, Salmonella enterica serovar 

Typhimurium, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, 

dan Klebsiella pneumoniae yang resisten terhadap beta-

laktam spektrum luas). Das et al (2022) menguatkan 

bahwa aktivitas antibakteri daun sirih hijau juga berasal 

dari komponen minyak atsiri yaitu Chavibetol. Chavibetoll 

dalam daun sirih hijau tersebut terbukti menghambat  

beberapa strain bakteri yang resisten terhadap beberapa 

obat seperti Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Pseudomonas 

aeruginosa dan Enterobacter cloacae. Aktivitas 

antibakteri daun sirih hijau dapat juga diketahui dari 

penelitian Prabhu et al (2022). Pada penelitian tersebut 

menyatakan bahwa ekstrak air dan etanolik P. betle L. 
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menunjukkan aktivitas antibakteri tertinggi terhadap E. 

coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas dan Klebsiella.  

Berdasarkan  temuan Tran et al (2023) menyatakan 

bahwa ekstrak daun sirih dan minyak atsiri menunjukkan 

sifat antibakteri, antijamur, anti inflamasi, dan 

antioksidan yang kuat untuk berbagai aplikasi.  Senyawa 

daun sirih juga terbukti menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme termasuk bakteri gram positif, bakteri 

gram negatif, bakteri yang kebal obat, dan jamur, yang 

menyebabkan penyakit menular yang parah. Metode 

ekstraksi dan fitokimia daun sirih dirangkum untuk 

menjelaskannya karakterisasi. Aktivitas antimikroba dari 

konstituen utama daun ini, seperti hidroksi kavikol, 

eugenol, chavibetol, dan chavicol juga disebutkan untuk 

strain mikroba.  

Penelitian yang dilakukan oleh Ermawati et al (2020) 

menyatakan bahwa aktivitas antibakteri E. coli, 

Salmonella sp., S. aureus dan P. aeruginosa oleh ekstrak 

daun sirih dapat menghambat pertumbuhan bakteri-

bakteri tersebut. Sejalan dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Gloria et al (2021) tentang menyatakan 

bahwa ekstrak daun sirih hijau dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri dihasilkan pada konsentrasi 25% 
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ekstrak daun sirih  dan ekstrak jeruk nipis 50% efektif 

melawan E. coli.  

Penelitian yang dilakukan oleh Nayaka  et al (2021) 

menyatakan bahwa ekstrak daun sirih, minyak atsiri, 

sediaan, dan isolat dapat menghambat pertumbuhan 

mikroba dan membunuh berbagai bakteri gram-negatif 

dan gram-positif serta spesies jamur, termasuk yang 

resisten terhadap berbagai macam obat dan 

menyebabkan penyakit infeksi yang serius. Daun sirih 

hijau menunjukkan efisiensi yang tinggi pada bakteri 

gram negatif seperti Escherichia coli dan Pseudomonas 

aeruginosa, bakteri gram positif seperti Staphylococcus 

aureus, dan Candida albicans.  

P. betle menunjukkan aktivitas antibakteri yang luar 

biasa dibandingkan dengan tanaman lainnya. Penelitian 

sebelumnya membandingkan aktivitas antibakteri dari 

ekstrak etanol 12 tanaman dari Filipina. Ekstrak etanol 

Piper betle adalah satu-satunya tanaman yang 

menunjukkan aktivitas bakterisidal yang kuat terhadap 

semua bakteri yang diuji (Valle et al., 2015; Phumat et al., 

2017). 

Penelitian yang dilakukan oleh Ihuma et al (2022) 

tentang aktivitas antimikroba dari ekstrak daun Ficus 

sycomorus Linn. pada Helicobacter pylori dan Citrobacter 
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freundii menyatakan bahwa terbukti menunjukkan 

aktivitas antimikroba yang kuat pada kedua bakteri 

tersebut. Sejalan dengan penemuan mengenai aktivitas 

antibakteri tanaman obat terhadap bakteri Citrobacter 

freundii yang dilakukan oleh Tkachenko et al (2016) 

temuan ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol yang 

diperoleh dari daun Ficus drupacea, F. septica, F. deltoidea 

serta F. hispida, F. mucuso, F. pumila, F. craterostoma 

menunjukkan aktivitas antibakteri yang menguntungkan 

terhadap C. freundii.  

Penelitian yang dilakukan oleh Kaveti et al (2011) 

menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sirih lebih 

efektif daripada ekstrak air dengan zona hambat yang 

lebih besar. Ekstrak etanol pada 50-100 µg / mL memiliki 

zona hambat maksimum (8,9-11,0 mm) pada E. coli dan 

penghambatan pada P. aeruginosa (<7,2 mm). Sementara 

itu, ekstrak air pada 50 µg / mL tidak aktif menghambat 

pertumbuhan bakteri.  

Kelompok metabolit skunder dalam daun sirih hijau 

terdiri dari senyawa flavonoid, tannin, alkaloid, saponin 

dan terpenoid (Nisyak et al., 2022). Keempat kelompok 

metabolit skunder tersebut bersifat polar sehingga dalam 

penelitian ini digunakan pelarut etanol. Harapannya 

banyak senyawa dari keempat kelompok metabolit 
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sekunder tersebut terekstrak dan memungkinkan 

memiliki aktivitas antibakteri (Lezoul et al., 2020).  
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BAB III   

METODE PENELITIAN 

A. Waktu Penelitian 

Pelnellitian ini dilakulkan di laboratoriulm kimia organik 

dan laboratoriulm mikrobiologi U lnivelrsitas Islam Nelgelri 

Walisongo Selmarang yang dilakulkan pada bullan Agulstuls – 

Novelmbelr 2023. 

B. Alat dan Bahan 

1. Alat  

Alat-alat yang digulnakan pada pelnellitian ini yaitul 

rotary elvaporator (DLAB), hotplatel (Belnchmark), 

aultoklaf (Hirayama), spelktofotomeltelr UlV-Vis 

(Thelrmoscielntific),  oveln (Melmmelrt), inkulbator 

(Melmmelrt), Laminar Air Flow (LAF) (ElSCO), vortelx 

(BIO-RAD BR-2000), nelraca analitik (Melttlelr Toleldo), 

alat delstilasi, blelndelr, gellas belakelr, tabulng relaksi, 

elrlelnmelyelr, rak tabulng relaksi, osel, korelk api, pullpeln,  

cawan peltri, pipelt ulkulr, gellas ulkulr, pinselt, pelnggaris, 

bulnseln, batang pelngadulk, mikropipelt, glass drill, jangka 

sorong. 

2. Bahan 

Bahan yang digulnakan dalam pelnellitian ini antara 

lain dauln sirih hijaul yang diambil dari  Dulkulh Pranak 

Delsa Laul Kelc. Dawel Kab. Kulduls Prov. Jawa telngah, 
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baktelri Citrobactelr frelulndii yang dipelrolelh dari Klinik 

Pelrmata U ltama Selmarang, akuladels, eltanol 96%, NaCl 

0,9% fisiologis, bulbulk  Nu ltrielnt Agar (NA), bulbulk MHA 

(Mu lelllelr Hinton Agar), bulbulk NB (Nultrielnt Broth), 

kelrtas saring, alulmulniulm foil, HCl pelkat, relageln 

Dragelndroff, belsi (III) klorida 1%, selrbulk magnelsiulm, 

asam sullfat 1%, bariulm klorida 1%. 

C. Prosedur Penelitian 

1. Pembuatan Simplisia 

Dauln sirih hijaul yang tellah diculci belrsih  

dikelringkan pelngelringan dibawah sinar matahari 

langsulng dan diangin anginkan. Dauln sirih hijaul kelring 

dilakulkan pelnghalulsan melnjadi bulbulk melnggulnakan 

blelndelr. 

2. Ekstraksi Daun Sirih Hijau 

Selbanyak 144 g bulbulk dauln sirih hijaul ditimbang. 

Bubu daun sirih di maserasi menggunakan pellarult 

eltanol 96% yang tellah didelstilasi sellama 24 jam per 

harinya sellama 5 hari di te lmpat yang te lrlindulngi sinar  

matahari. Elkstrak disaring me lnggulnakan kelrtas saring 

dan diulapkan melnggulnakan rotary elvaporator delngan 

sulhul 60oC dan melnghasilkan elkstrak kelntal dauln sirih 

hijaul (Nanda elt al., 2020).  
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% kadar elkstrak = 
𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑑𝑎𝑝𝑎𝑡 (𝑔)

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖 𝑔)
 x 100% 

……. (3.1) (Azizah elt al., 2020) 

3. Uji Fitokimia 

a. Alkaloid  

Elkstrak eltanol dauln sirih hijaul selbanyak 0,1 g 

dilarutkan dengan etanol 96% sebanyak 5 mL 

dimasulkkan kel tabulng relaksi kelmuldian ditambah 

relageln Drageldroff 1-2 teltels. Larultan telrselbult 

ditambahkan 0,5 mL HCl 1%. Larultan positif 

selnyawa alkaloid akan ditandai pelrulbahan warna 

larultan melnjadi melrah ataul jingga ( Kirana Jati elt al., 

2019). 

b. Tanin 

Seljulmlah 0,1 g elkstrak dauln sirih hijaul dilarutkan 

dengan etanol 96% sebanyak 5 mL dan dibelri 

tambahan 2 teltels FelCl3 1% . Kelbelradaan selnyawa 

tanin dapat diidelntifikasi delngan pelrulbahan warna 

melnjadi hijaul kelbirulan ataul hijaul kelhitaman 

(Angellina et al., 2015). 

c. Saponin  

Seljulmlah 0,1 g elkstrak dauln sirih hijaul dilarutkan 

dengan 5 ml akuladels dan dikocok sellama 10 detik. 

Didiamkan selama 10 menit dan ditambahkan 1 
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tetes HCl 2N. Kelbelradaan selnyawa saponin dapat 

ditandai mellaluli pelmbelntulkan bulsa yang stabil 

setelah didiamkan selama 10 menit dengan tinggi 

busa lebih dari 1 cm. (Nugrahani et al., 2016).  

d. Flavonoid 

Elkstrak dauln sirih hijaul selbanyak 0,1 g 

dilarutkan dengan 5 mL etanol 96%. Dicampulrkan 

0,1 g serbuk magnesium dan 1 mL HCl pelkat. 

Kelbelradaan flavonoid dapat diidelntifikasi mellaluli 

pelrulbahan warna melnjadi kelmelrahan pada larultan 

(Alfonsiuls Wijaya elt al., 2014).  

4. Uji Antibakteri  

a. Stelrilisasi Alat  

Alat yang akan digulnakan dalam pelnellitian diculci 

dan dikelringkan, seltellah kelring dibalult delngan 

kelrtas koran. Stelrilisasi dilakulkan delngan 

melnggulnakan aultoklaf, sulhul 121oC sellama 15 melnit 

delngan telkanan 1 atm. Osel dan pinselt distelrilkan 

mellaluli pelmijaran melnggulnakan bulnseln (Ratnah et 

al., 2022). 

b. Pelmbulatan Meldia NA 

Bulbulk NA selbelrat 2 g ditimbang dan dilarultkan 

dalam 100 ml aku ladels, kelmuldian dipanaskan 

melnggulnakan hot platel hingga belnar-belnar larult. 
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Larultan distelrilkan delngan aultoklaf pada sulhul 

121◦C sellama 15 melnit ( Ratnah et al, 2022 ).  

c. Pelmbulatan Meldia MHA  

Dalam elrlelnmelyelr dimasulkkan selbanyak 20 g 

bulbulk dan dilarultkan dalam 100 mL akuladels 

kelmuldian dipanaskan hingga melndidih 

melnggulnakan hot platel. Meldia telrselbult distelrilisasi 

delngan aultoklaf pada sulhul 121°C sellama 15       melnit 

(Ratnah et al, 2022 ). 

d. Pelmbulatan Meldia NB 

Bulbulk NB dipelrsiapkan delngan melnimbang 3,25 

g NB, kelmuldian dimasulkkan kel dalam elrlelnmelyelr 

belrulkulran 500 mL, dan dicampulrkan delngan 250 

mL aquladelst. Campulran larultan dipanaskan 

melnggulnakan hot platel, diadulk selcara telratulr hingga 

homogeln dan melncapai titik didih. Ste lrilisasi meldia 

dilakulkan stelrilisasi delngan melmasulkkan kel dalam 

aultoklaf sulhul 121oC sellama 15 melnit. Meldia NB 

dibiarkan sellama 24 jam (Mahmuldah & Atuln, 2017).  

e. Pelmbulatan NaCl Fisiologis  

Larultan fisiologis NaCl pada konselntrasi 0,9% 

disiapkan delngan mellarultkan 0,9 g NaCl dalam 100 

ml akuladels lalul distelrilisasi delngan melnggulnakan 
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aultoklaf sellama 20 melnit di sulhul 120oC ( Lelstari elt 

al., 2016 ).  

f. Pelmbulatan Larultan Mc Farland 

Larultan Mc. Farland 0,5 dibulat delngan 

melncampulrkan seljulmlah 0,05 mL BaCl2 1% dalam 

akuladels delngan 9,95 mL H2SO4 1%. Campulran 

larultan yang suldah dibulat disimpan di telmpat tanpa 

paparan sinar matahari langsulng (Aviany & 

Puljiyanto, 2020). 

g. Pelrelmajaan Baktelri U lji 

Baktelri Citrobactelr frelu lndii diambil 1 osel dari 

stok mulrni lalul diinokullasi kel pelrmulkaan meldia 

miring nultrieln agar melnggulnakan meltodel strelak 

langsulng (zig-zag) dari bagian atas selcara rapat kel 

bagian bawah, sellanjultnya diinkulbasi pada sulhul 

37oC sellama 24 jam ( Nulria elt al., 2021 ) 

h. Pelnyiapan Sulspelnsi Baktelri 

Baktelri Citrobactelr frelu lndii diambil selbanyak 1-2 

osel dari meldia miring stok kulltulr kelmuldian 

disulspelnsikan dalam pellarult NaCl 0,9% 10 mL dan 

dikocok hingga homogeln hingga larultan telrlihat 

kelrulh (Rahman Wahid elt al., 2020). Tingkat 

kelkelrulhan sulspelns baktelri dibandingkan selcara 

visulal delngan standar Mc Farland 0,5 (kelpadatan sell 



62 
 

 

baktelri 1x108 sell/mL) (Lopelz, 2003 dalam 

Widiastomo, 2013). U lji kelkelrulhan sulspelnsi baktelri 

diulkulr delngan instrulmeln spelktofotomeltelr UlV-Vis  

delngan panjang gellombang 625 nm (seltara delngan 

standar 0,5 Mc Farland), selhingga melnghasilkan 

absorbansi antara 0,08 hingga 0,13 ( 1 – 2 x 108 

CFUl/mL ) ( Lisdiana elt al., 2022 ). 

i. U lji Aktivitas Antibaktelri  

1) U lji Daya Hambat Melnggulnakan Meltodel Cakram  

Elkstrak dauln sirih hijaul konselntrasi 2%, 4% 

dan 8% menggunakan rumus b/v ( Ratnah et al, 

2022 ). Cawan peltri yang suldah stelril diisi delngan 

Mu lelllelr Hinton Agar ( MHA ) selkitar ± 10 mL 

dibiarkan melngelras. Kelrtas saring direlndam 

dalam elkstrak eltanol dauln sirih hijaul 2%, 4%, 8% 

dan eltanol 96% selbagai kontrol nelgatif. Diambil 

baktelri ulji sebanyak 100 μL menggunakan 

mikropipet 100-1000 μL. Bakteri diulsapkan 

selcara melrata pada pelrmulkaan meldia MHA 

melnggulnakan glass drill dan dibiarkan sellama ± 

15 melnit. Kelrtas saring yang tellah direlndam dan 

ditiriskan, ditelmpatkan melnjadi elmpat bagian . 

Diinkulbasi kel dalam inkulbator pada sulhul 37oC 

sellama 24 jam. Diameltelr zona hambat diamati 
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dan diulkulr. Pelnguljian ini direlplikasi selbanyak 3 

kali. Hasilnya belrulpa zona belning diselkitar 

cakram/kelrtas saring yang me lnulnjulkkan adanya 

aktivitas antibakte lri. Pelngulkulran zona belning 

yang dilakulkan melnggulnakan jangka sorong 

delngan melnghitulng rata-rata dari elmpat sisi zona 

belning (Aviany & Puljiyanto, 2020). 

2) U lji Konselntrasi Hambat Minimulm (KHM) 

Belrdasarkan pelnellitian yang dilaku lkan olelh 

Makolit elt al., (2017), cara u lntulk ulji KHM adalah 

selbagai belrikult : 

 Tabulng 1 yaitul larultan konselntrasi 100%. 

Larultan belrisi 0,5 g elkstrak kelntal dauln sirih 

hijaul dan 0,5 mL meldia cair NB. 

 Tabulng 2 yaitul larultan konselntrasi 50%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 1. 

 Tabulng 3 yaitul larultan konselntrasi 25%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 2. 

 Tabulng 4 yaitul larultan konselntrasi 12,5%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 3. 
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 Tabulng 5 yaitul larultan konselntrasi 6,25%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 4. 

 Tabulng 6 yaitul larultan konselntrasi 3,125%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 5. 

 Tabulng 7 yaitul larultan konselntrasi 1,563%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 6. 

 Tabulng 8 yaitul larultan konselntrasi 0,781%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL tabulng 7. 

 Tabulng 9 yaitul larultan konselntrasi 0,391%. 

Larultan belrisi 0,5 mL meldia cair NB dan 0,5 

mL larultan tabulng 8. 

 Tabulng 1 – 9 diisi sulspelnsi baktelri selbanyak 

0,5 mL. 

 Tabulng K(+) ( baktelri ulji kelkelrulhannya seltara 

Mc Farland ). 

 Tabulng K(-) ( 100% elkstrak eltanol dauln sirih 

hijaul ). 

Tabulng pelrlakulan selbellulm inkulbasi dan 

selsuldah inkulbasi di ulkulr absorbansinya 

melnggulnakan spelktrofotomeltelr UlV-Vis. Dicatat 
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nilai pada spelktrofotomeltelr UlV-Vis ulntulk tabulng 

selbellulm inkulbasi dan tabu lng selsuldah inkulbasi 

(Makolit elt al., 2017). 
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BAB IV   

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Ekstraksi Daun Sirih Hijau  

Sampell dauln sirih hijaul (Pipelr beltlel L.) yang digulnakan 

pada pelnellitian didapatkan dari Dulkulh Melranak Delsa Lau l 

Kelc. Dawel Kab. Kulduls Prov. Jawa Telngah  yang diambil 

pada bullan Agulstuls 2023. Pelmbulatan simplisia diawali 

delngan dauln sirih hijaul yang diculci belrsih ulntulk 

membersihkan kontaminasi fisik. Simplisia yang suldah 

belrsih dikelringkan delngan pelngelringan pelnyinaran 

matahari selcara langsulng dan pelngelringan uldara. Dauln 

sirih hijaul yang suldah kelring kelmuldian di halulskan 

delngan blelndelr, di mana selmakin kelcil ulkulran simplisia 

ataul lulas pelrmulkaan selrbulknya akan selmakin 

melmpelrlulas kontak delngan larultan pelnyari selhingga 

telrjadi pelningkatan intelraksi belrsama pellarult (Sinelkel elt 

al., 2016). 

Meltodel yang digulnakan ulntulk elkstraksi dauln sirih 

hijaul yaitul maselrasi. Selbanyak 144 g selrbulk dauln sirih 

hijaul dimaselrasi delngan melnggulnakan pellarult eltanol 96% 

yang telah di delstilasi tuljulannya agar lelbih mulrni dan ini 

julga melmbantul melngulrangi kandulngan air dalam eltanol. 

Prosels maselrasi dilakulkan delngan lima kali pelngullangan. 

Prinsip elkstraksi ataul prosels pelnyarian dalam maselrasi 
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mellibatkan pelmelcahan dinding sell dan melmbran sell yang 

diselbabkan olelh pelrbeldaan telkanan antara bagian dalam 

dan lular sell, hasilnya meltabolit selkulndelr yang telrdapat 

dalam sitoplasma sell larult dalam larultan pelnyari ataul 

pellarult organik. Pelmilihan pellarult ulntulk prosels maselrasi 

diselsulaikan delngan kellarultan ataul polaritas bahan aktif 

pada bahan alami ulntulk melncapai elfelktivitas yang tinggi 

(Handoyo, 2020). 

Maselrat yang dihasilkan kelmuldian diulapkan 

melnggulnakan rotatory elvaporator dan dipanaskan delngan 

hot platel hingga telrbelntulk elkstrak kelntal, selbagaimana 

telrlihat pada gambar 4.1. Elkstrak ini melmiliki warna hijau l 

pelkat dan telkstulr yang agak lelngkelt, yang belrcampulr 

delngan minyak belrwarna kulning yang diyakini 

melngandulng minyak atsiri, sulatul selnyawa yang telrdapat 

dalam dauln sirih hijaul. Julmlah total elkstrak kelntal eltanol 

dari dauln sirih hijaul melncapai 17,24 g, delngan relndelmeln 

selbelsar 12,00%. 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Elkstrak Kelntal Dauln Sirih Hijaul 
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Maselrasi melrulpakan telknik elkstraksi di mana sampell 

ataul bahan tulmbulhan direlndam dalam pellarult organik 

pada sulhul rulang. Maselrasi belrgulna dalam melngisolasi 

komponeln alami yang tidak dapat belrtahan telrhadap sulhul 

tinggi. Eltanol dipilih selbagai pellarult pada prosels maselrasi 

ini karena memiliki kelebihan yakni tidak merusak 

komponen daun yang dilihat dengan tidak adanya 

perubahan warna, ekonomis yang dapat digunakan pada 

ekstraksi dari sampel makanan, nilai titik didih yang cukup 

rendah dan cenderung lebih aman untuk digunakan (Azis 

et al., 2014). 

B. Uji Fitokimia 

Hasil ulji fitokimia pada elkstrak eltanol 96% dari dauln 

sirih hijaul melnulnjulkkan adanya  flavonoid, tannin, dan 

alkaloid. Belrikult tabell 4.1 yang belrisi hasil ulji fitokimia 

dauln sirih hijaul. 

Tabel 4.1 Hasil U lji Fitokimia 

Ulji Fitokimia Hasil Keltelrangan 

Flavonoid + Kelmelrahan/melrah 

bata 

Tannin + Hijaul tula 

Saponin - Muncul busa tetapi 

tinggi busa kurang 

dari 1 cm 
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Alkaloid + Jingga kemerahan 

 

Telmulan fitokimia dalam pe lnellitian ini seljalan delngan 

pelnellitian selbellulmnya. Marful’ah elt al (2021) bahwa 

elkstrak eltanol dauln sirih hijau l melngandulng meltabolit 

selkulndelr selpelrti flavonoid, tannin, dan alkaloid. Pe lnellitian 

ini melnelkankan bahwa meltodel elkstraksi, selpelrti maselrasi 

dapat melmelngarulhi hasil ulji fitokimia. Maselrasi selbagai 

meltodel yang digulnakan telrbulkti elfelktif ulntulk 

melngelkstrak selnyawa meltabolit selkulndelr dari dauln sirih 

hijaul.  

Belrdasarkan hasil ulji fitokimia, elkstrak eltanol dari dauln 

sirih hijaul melnulnjulkkan hasil positif ulntulk kandulngan 

flavonoid karena perubahan warna larutan menjadi 

kemerahan. Telrlihat pada gambar 4.2  melnulnjulkkan 

pelrulbahan warna laru ltan ulji flavonoid.  Telmulan ini seljalan 

delngan pelnellitian selbellulmnya yang dilakulkan olelh 

Widyaningtias et al (2014) yang melnyimpullkan bahwa 

dauln sirih hijaul melngandulng selnyawa flavonoid. 

Flavonoid ulmulmnya lelbih muldah larult dalam air atau l 

pellarult polar karelna telrikat pada gulguls gulla (Sangi elt al., 

2008). Arifin dan Ibrahim (2018) me lnyatakan bahwa 

flavonoid dalam tu lmbulhan dapat melnghasilkan belrbagai 

warna selpelrti kulning, melrah, oranyel, birul, dan ulngul pada 
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bulah, bulnga, dan dau ln. Flavonoid yang terkandung dalam 

ekstrak etanol daun sirih hijau dimungkinkan memiliki 

sifat antibakteri karena mengandung senyawa fenolik 

hydroxychavicol atau 4-allylpyrocatechols yang terbukti 

merupakan salah satu senyawa agen antibakteri moderat 

yang berfungsi dengan cara memblokir MurA yang 

menyebabkan gangguan pada dinding sel bakteri (Kurnia 

et al., 2020). 

 

Gambar 4.2 Hasil Uji Flavonoid (a) sebelum reaksi (b) 

sesudah reaksi  

Penambahan HCl pekat pada larutan menyebabkan 

terjadinya hidrolisis glikosida flavonoid yang biasanya ada 

pada tanaman menjadi aglikon flavonoid. Ketika suasana 

dalam keadaan asam Mg bereaksi dengan HCl membentuk 

ion Mg2+ dan gas H2, ion Mg2+ berikatan dengan flavonoid 

menghasilkan senyawa kompleks dan menyebabkan 

perubahan warna menjadi kemerahan (Nugrahani et al., 

2016). Relaksi ulji flavonoid telrdapat pada gambar 4.3. 

a 

 

b 
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  Gambar 4.3 Relaksi Ulji Flavonoid (Kulrang et al., 

2020) 

Elkstrak eltanol dari dauln sirih hijaul julga melnulnjulkkan 

hasil positif ulntulk kandulngan selnyawa tannin karena 

larutan sampel berubah warna menjadi hijau kehitaman. 

Pelrulbahan warna ulji tannin telrdapat dalam gambar 4.4. 

Delfinisi tannin selbagai selnyawa felnolik delngan rasa selpat 

hingga pahit dinyatakan olelh Jullianto (2019). Telmulan ini 

seljalan delngan pelnellitian yang dilakulkan olelh 

Widyaningtias et al (2014), yang melngonfirmasi bahwa 

dauln sirih hijaul melngandulng selnyawa tannin. Tannin 

selbagai golongan selnyawa felnolik, celndelrulng larult dalam 

air dan melmiliki sifat yang be lrsifat polar (Harbornel, 

1987). Tannin dalam ekstrak etanol daun sirih hijau 

dimungkinan juga memiliki sifat antibakteri karena adanya 
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senyawa tannic acid,  gallic acid, quercetin, dan naringin 

yang terbukti berfungsi sebagai agen antibakteri (Sharifah 

et al., 2016). 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4 Hasil Uji Tanin (a) sebelum reaksi (b) 

seteah reaksi 

U lji tanin dilakulkan delngan melnambahkan FelCl3  yang 

belrintelraksi delngan salah satul gulguls hidroksil pada tanin. 

Relaksi ini melngakibatkan hidrolisis gu lguls tanin, 

melnghasilkan pelrulbahan warna biru l kelhitaman, 

seldangkan tanin yang telrkondelnsasi dapat me lnulnjulkkan 

warna hijaul kelhitaman (Sangi elt al., 2008). Hal ini 

melnulnjulkkan bahwa elkstrak eltanol dari dau ln sirih hijaul 

melngandulng gulguls felnol. Adanya felnol melnandakan 

kelbelradaan selnyawa tannin, karelna tannin melrulpakan 

selnyawa polifelnol (Elrgina elt al., 2014). Relaksi ulji tannin 

telrdapat dalam gambar 4.5. 

a 

 

b 
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Gambar 4.5 Relaksi Ulji Tannin (Simarelmarel, 2014) 

Elkstrak eltanol dari dauln sirih hijaul melnulnjulkkan hasil 

negatif dalam ulji saponin. Indikasi ini dikarenakan tinggi 

bulsa yang kurang dari 1 cm setelah 10 menit. Terlihat 

larultan sampel pada gambar 4.6. Pada gambar 

menunjukkan setelah 10 menit busa  yang dihasilkan tetap 

ada walaupun sedikit dengan tinggi kurang dari 1 cm. 

Saponin melngandulng glikosil yang belrpelran selbagai gulguls 

polar, selrta tritelrpelnoid dan stelroid selbagai gulguls 

nonpolar, keldulanya melmiliki sifat aktif di pelrmulkaan 

selhingga dapat melnyelbabkan telrbelntulknya bulsa. Pada 
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saat dikocok, bu lsa telrbelntulk selbagai hasil dari stru lktulr 

gulguls polar yang melnghadap kel lular dan gulguls nonpolar 

yang melnghadap kel dalam, melnciptakan tampilan bu lsa. 

Prinsip telrbelntulknya bulsa pada pelnguljian saponin 

melngindikasikan kelbelradaan glikosida yang dapat 

melnghasilkan bulsa dalam air, kelmuldian mellaluli hidrolisis, 

glulkosa dan selnyawa lainnya dapat te lrbelntulk (Ikhwan 

Habibi elt al., 2018). Relaksi ulji saponin telrlihat dalam 

gambar 4.7. 

 

 

 

 

 

   (a) (b)  

Gambar 4.6 Hasil Ulji Saponin (a) selbellulm relaksi (b) 

selsuldah relaksi 
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Gambar 4.7 Relaksi Ulji Saponin (Marliana elt al, 2005) 

 U lji fitokimia dalam pe lnellitian ini julga melnulnjulkkan 

hasil positif u lntulk kandulngan selnyawa alkaloid karena 

larutan berubah warna menjadi jingga kemerahan. 

Pelrulbahan warna laru ltan ulji alkaloid teldapat pada gambar 

4.8. Alkaloid melmiliki afinitas telrhadap pellarult eltanol 

karelna sifat polar dari se lnyawa alkaloid (Sangi elt al., 

2008).  Pada salah satu senyawa alkaloid ekstrak etanol 

daun sirih dimungkinkan mengandung senyawa turunan 

N-fenetilbenzamida dan turunan alilbenzena yang memiliki 

aktivitas antimikroba (Hang et al., 2023). 

 

 

 

 

1-arabinosil-3 beta- asetil  olenolat aglikosa glukosa 
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Gambar 4.8 Hasil Uji Alkaloid (a) sebelum reaksi (b) 

sesudah reaksi 

Pelnambahan HCl dalam ulji alkaloid dilakulkan karelna 

alkaloid belrsifat basa, selhingga pellarult asam ditambahkan 

ulntulk melngulbah warna larultan melnjadi melrah ataul jingga 

(Marliana elt al., 2005). Selnyawa alkaloid dalam elkstrak 

melnulnjulkkan warna melrah kelcoklatan keltika belrelaksi 

delngan relageln Drelagelndroff. Pelrulbahan warna ini 

diselbabkan olelh pelrgantian ligan, di mana nitrogeln delngan 

pasangan ellelktron belbas pada alkaloid melmbelntulk ikatan 

kovaleln koordinat delngan ion K+. Hasil relaksi ini 

melnghasilkan komplelks kaliulm-alkaloid, yang melngulbah 

larultan melnjadi warna melrah kelcoklatan dan melmbelntulk 

elndapan (Ikhwan Habibi elt al., 2018). Relaksi ulji alkaloid 

telrdapat dalam gambar 4.9. 

a 

 

b 
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Gambar 4.9 Relaksi Ulji Alkaloid (Illing et al., 2020) 

Belbelrapa selnyawa meltabolit selkulndelr yang dielkstraksi 

dari tulmbulhan mulngkin belrpelran selbagai ageln antibaktelri 

alami. Seltiap selnyawa melmiliki melkanismel antibaktelri 

yang khas ulntulk melnghambat pelrtulmbulhan baktelri. 

Flavonoid dapat melnghambat pelrtulmbulhan baktelri 

delngan cara melnghambat sintelsis asam nulklelat, 

melngulbah fulngsi melmbran sitoplasma, melnghambat 

meltabolismel elnelrgi, melngulrangi pelrlelkatan sell dan 

pelmbelntulkan biofilm, melnghambat porin pada melmbran 

sell, selrta melngganggul pelrmelabilitas dinding dan 

melmbran sell selhingga melnyelbabkan lisis sell baktelri (Gong 

elt al., 2021). 

Tanin belkelrja delngan cara melngkoagullasi protoplasma 

baktelri, melngelndapkan protelin, dan melngikat protelin 

ulntulk melnghambat pelmbelntulkan dinding sell baktelri 

(Othman elt al., 2018). Tanin julga melmiliki elfelk antibaktelri 
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mellaluli relaksi delngan melmbran sell, inaktivasi elnzim, dan 

inaktivasi fulngsi matelri gelneltik (Pulspodelwi, 2015). 

Saponin melmiliki elfelk antibaktelri delngan cara 

melngganggul stabilitas melmbran sell baktelri dan 

melnyelbabkan lisis sell baktelri (Telnda elt al., 2017).  

Saponin julga melningkatkan pelrmelabilitas melmbran sell 

baktelri selrta melngulbah strulktulr dan fulngsi melmbran, 

melngakibatkan delnatulrasi protelin melmbran dan 

kelrulsakan selrta lisis melmbran sell (Imrawati, 2016). 

Alkaloid melncelgah pelrtulmbulhan dan melrulsak baktelri 

delngan cara melngganggul pelrmelabilitas dinding dan 

melmbran sell, melnghambat sinte lsis asam nulklelat dan 

protelin, selrta melnghambat meltabolismel sell baktelri 

selhingga melnyelbabkan lisis. Alkaloid dapat be lrtindak 

selbagai inhibitor dalam prose ls biosintelsis protelin pada sell 

baktelri (Casciaro elt al., 2020). 

C. Uji Daya Hambat Metode Cakram 

Pada pelnellitian ini meltodel cakram digulnakan selbagai 

ulji daya hambat bakte lri delngan tuljulan ulntulk melngeltahuli 

Diameltelr Daelrah Hambat (DDH) pelrtulmbulhan baktelri di 

selkitar kelrtas cakram ataul papelr disc. Pelnguljian ini 

belrtuljulan ulntulk melnilai selnsitivitas baktelri telrhadap 

bahan antibaktelri yang digulnakan selbagai ulji yang 

dinyatakan dalam be lntulk diameltelr zona hambat atau l 
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bulnulh (Lalamelntik elt al., 2017). Zona hambat ini biasanya 

tampak selbagai daelrah belning di selkitar papelr disc. 

Selbellulm melnelntulkan DDH, baktelri ulji pelrlul disiapkan 

mellaluli pelrelmajaan, di mana baktelri diinokullasi dari stok 

mulrni kel meldia miring NA dan diinkulbasi sellama 24 jam 

pada sulhul 37°C. Prosels inkulbasi dilakulkan ulntulk 

melmastikan baktelri tulmbulh optimal dan belrada dalam 

keladaan selgar ataul mulda, selrta ulntulk melngulrangi risiko 

kontaminasi dari lular. 

Baktelri yang tellah melngalami pelrelmajaan dibulat 

melnjadi sulspelnsi delngan melncampulrkan belbelrapa osel 

baktelri dari meldia miring delngan NaCl 0,9% stelril. 

Sulspelnsi baktelri kelmuldian dihomogelnkan mellaluli 

pelngadulkan vortelx dan kelkelrulhannya diatulr selsulai 

delngan standar  Mc Farland 0,5 (Prihatiningtyas elt al., 

2018). Meldia MHA ditulangkan kel dalam cawan peltri dan 

dibiarkan seljelnak ulntulk melngelras. Prosels pelnulangan 

meldia agar dilakulkan di dalam Laminar Air Flow (LAF) 

ulntulk melminimalkan risiko kontaminasi, se ltellah meldia 

melngelras cawan peltri dibagi melnjadi elmpat bagian yang 

dibelri labell ulntulk melnandai variasi konselntrasi masing-

masing. Selbanyak 100 μL sulspelnsi baktelri ditulangkan ke l 

dalam meldia agar MHA yang tellah melngelras diaplikasikan 

selcara melrata melnggulnakan glass drill. Cawan peltri yang 
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tellah diisi sulspelnsi baktelri kelmuldian ditelmpatkan delngan 

kelrtas cakram, masing-masing belrisi kontrol (eltanol 96%) 

dan larultan elkstrak eltanol dauln sirih hijaul delngan 

konselntrasi 2%, 4%, dan 8%. Pelnguljian delngan cakram 

dalam pelnellitian ini dilakulkan selbanyak tiga kali 

pelngullangan ulntulk melmastikan hasil yang lelbih akulrat. 

Hasil ulji cakram dapat dilihat pada lembar lampiran 3 uji 

cakram.  

Cawan peltri diinkulbasi sellama 24 jam dan zona belning 

telrbelntulk. Zona belning yang telrlihat diulkulr melnggulnakan 

jangka sorong. Hasil u lji cakram antibaktelri elkstrak eltanol 

dauln sirih hijaul telrhadap baktelri Citrobacte lr frelu lndii dapat 

dilihat pada tabe ll 4.2.  

 

Tabel 4.2 Daya Hambat U lji Antibaktelri Elkstrak Eltanol 

Dauln Sirih Hijaul telrhadap Baktelri Citrobacte lr frelu lndii 

Meltodel Cakram 

Relplikasi 

 

Diameltelr Zona Hambat Pelrtulmbulhan (mm) 

         2%                   4%                   8%                   K(-) 

            1                        9,04                  8,04                 5,64                    2,6 

            2                      10,14                 5,45                  8,09                   0,00 

            3                       4,11                  6,41                 6,44                    0,00 

  Relrata                  7,7±3,21    6,63 ±1,30    6,72±1,25    0,87±1,50 
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Daya hambat ini telrbulkti mellaluli daelrah zona belning 

pada Mu lllelr Hinton Agar (MHA) yang selbellulmnya diisi olelh 

baktelri Citrobactelr frelulndii dan kelmuldian dibelrikan 

elkstrak eltanol dauln sirih hijaul pada konselntrasi belrbelda, 

yaitul 2%, 4%, dan 8%. Kelkulatan daya hambat baktelri 

dilakulkan belrdasarkan relntang daya hambat antibaktelri, 

yang ada dalam tabell 2.1. Hasil variasi konse lntrasi 2% 

melnulnjulkkan rata-rata diameltelr zona hambat yang paling 

belsar yakni 7,7 mm. Konselntrasi 4% dan 8% melnulnjulkkan 

rata-rata diameltelr zona hambat masing-masing selbelsar 

6,63 mm dan 6,72 mm. Keltiga konselntrasi ini belrdasarkan 

relspons dalam melnghambat pelrtulmbulhan baktelri, 

diklasifikasikan selbagai katelgori kulat. Selbagai kontrol, 

eltanol 96% digulnakan dalam pelnellitian ini, melnulnjulkkan 

relspons yang lelmah telrhadap hambatan pelrtulmbulhan 

baktelri delngan rata-rata diameltelr zona hambat selbelsar 

0,87 mm. Kelsimpullan dari pelnellitian ini melnelgaskan 

bahwa elkstrak eltanol dauln sirih hijaul mampul 

melnghambat pelrtulmbulhan baktelri Citrobactelr frelulndii. 

Pada pelnellitian ini selmakin belsar konselntrasi elkstrak 

eltanol dauln sirih hijaul tidak melnulnjulkkan hasil diameltelr 

zona hambat yang selmakin belsar pulla nilainya. 

Dalam pelnellitian ini, dikeltahuli bahwa elkstrak eltanol 

dauln sirih pada konselntrasi 2% (konselntrasi telrkelcil) 
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melnghasilkan diameltelr zona hambat yang lelbih belsar 

dibandingkan delngan konselntrasi 8%. Sulmarno (2000) 

melnyelbultkan bahwa belbelrapa faktor dapat 

melmpelngarulhi diameltelr zona hambat pelrtulmbulhan 

baktelri, salah satulnya adalah kelkelrulhan sulspelnsi baktelri. 

Jika sulspelnsi kulrang kelrulh maka diameltelr zona hambat 

celndelrulng lelbih belsar, selbaliknya jika sulspelnsi lelbih 

kelrulh diameltelr zona hambat akan selmakin kelcil. Dalam 

melngulkulr kelkelrulhan sulspelnsil disarankan melnggulnakan 

nelphellomeltelr agar kelkelrulhan sulspelnsi baktelri dapat 

diulkulr selcara lelbih akulrat. Pada pelnellitian ini pelngulkulran 

kelkelrulhan sulspelnsi dilakulkan selcara visulal. 

Melnulrult hasil pelnellitian yang dilakulkan olelh Zelniulsa 

et al (2019), sulhul melrulpakan variabell lain yang dapat 

melmpelngarulhi diameltelr zona hambat. Pada pelnellitian 

Zelniulsa et al (2019) melnyimpullkan bahwa sulhul optimal 

ulntulk pelrtulmbulhan baktelri sellama prosels inkulbasi adalah 

selkitar 35°C. Pelnulmpulkan lelbih dari dula cawan peltri 

sellama prosels inkulbasi dapat melnyelbabkan 

keltidakmelrataan diameltelr zona hambat karelna platel yang 

belrada di telngah tidak melndapatkan sulhul optimal olelh 

karelna itul inkulbasi pada sulhul di atas 35°C julga dapat 

melngakibatkan pelnulrulnan elfisielnsi difulsi elkstrak. Dalam 

pelnellitian ini, sulhul inkulbasi yang digulnakan adalah 37°C. 
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Meldia julga melmiliki pelran dalam melmpelngarulhi 

diameltelr zona hambat pelrtulmbulhan baktelri. Keltelbalan 

agar yang dianggap elfelktif adalah selkitar ± 4 mm. Jika 

keltelbalan kulrang dari 4 mm difu lsi elkstrak akan lelbih 

celpat selmelntara jika lelbih dari 4 mm, difulsi elkstrak akan 

melnjadi lambat (Zelniulsa elt al., 2019).  Dalam pelnellitian 

ini, tidak dilakulkan pelngulkulran langsulng pada meldia agar, 

selhingga tidak dapat dipastikan keltelbalan MHA yang 

digulnakan. Hasil pelnellitian melnulnjulkkan bahwa tingkat 

konselntrasi elkstrak eltanol dauln sirih hijaul tidak sellalu l 

seljalan delngan diameltelr zona hambat pelrtulmbulhan 

baktelri Citrobactelr frelulndii yang dihasilkan. Elkstrak eltanol 

dauln sirih hijaul pada konselntrasi 2% melnulnjulkkan 

aktivitas antibaktelri yang lelbih elfelktif daripada 

konselntrasi yang lelbih tinggi, yaitul 4% dan 8%. Telmulan 

ini selsulai delngan pelnellitian Delwi (2010) yang 

melnyatakan bahwa konselntrasi yang lelbih tinggi tidak 

sellalul melmbelrikan elfelk pelnghambatan yang lelbih kulat, 

mellainkan dapat melnghasilkan elfelk pelnghambatan yang 

lelbih lelmah dibandingkan delngan konselntrasi yang lelbih 

relndah. 

Salah satul pelnyelbab hal telrselbult dapat dijellaskan olelh 

Handajani dan Pulrwoko (2008) yakni kulrangnya 

kelmampulan difulsi elkstrak kel dalam meldia. Prosels difulsi 
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elkstrak dapat dipelngarulhi olelh tingkat pelngelncelran. 

Seliring delngan melningkatnya konselntrasi elkstrak, 

kellarultannya celndelrulng melnulruln (melnjadi lelbih kelntal 

selpelrti gell) selhingga dapat melnghambat lajul difulsi bahan 

aktif elkstrak kel dalam meldia akibatnya kelmampulan 

elkstrak delngan konselntrasi tinggi dalam melnghambat 

pelrtulmbulhan baktelri Citrobactelr frelu lndii dapat belrkulrang.  

Bakteri Citrobacer freundii merupakan bagian dari 

golongan bakteri gram negatif dengan struktur dinding sel 

yang memiliki porin dan lipopolisakarida. Sifat dari porin 

itu sendiri yakni hidrofilik menyebabkan molekul molekul 

ekstrak etanol daun sirih sulit masuk kedalam sel bakteri 

Gram negatif (Darwish & Aburjai, 2010). 

Menurut Yanti & Mitika (2017), korelasi antara 

diameter zona hambat dengan kenaikan konsentrasi tidak 

selalu berbanding lurus dikarenakan pada media agar 

kecepatan difusi senyawa antibakteri berbeda. Selain itu, 

konsentrasi dan jenis dari senyawa juga berpengaruh 

besar terhadap pembentukan diameter zona hambat yang 

berbeda dan berpengaruh terhadap aktivitasnya. 

Dengan adanya penjelasan penyebab berbanding 

lurusnya hasil daya hambat dan konsentrasi ekstrak etanol 

daun sirih dapat dikatakan hasil pada diameter daya 

hambat uji antibakteri ekstrak etanol daun sirih hijau 
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terhadap bakteri Citrobacter freundii menggunakan 

metode cakram kurang valid. Pada data tabel 4.2 

menunjukkan hasil yang fluktuatif yang artinya hasil 

berubah-ubah dan tidak stabil. Dari ketiga replikasi tidak 

menunjukkan hasil yang menunjukkan data stabil, 

sehingga masih harus dilakukan penelitian lebih lanjut. 

Walaupun demikian ekstrak etanol daun sirih hijau 

menunjukkan aktif terhadap bakteri Citrobacter freundii. 

Aktivitas antibakteri ini kemungkinan disebabkan oleh 

adanya kelompok metabolit sekunder yaitu flavonoid, 

alkaloid dan tanin.  

D. Uji KHM  

U lji KHM dilakulkan melnggulnakan meltodel dilulsi cair 

delngan melnggulnakan Nultrielnt Broth (NB) selbagai meldia. 

Meltodel ini mellibatkan pelmbulatan selri pelngelncelran ageln 

antimikroba pada meldiulm cair yang kelmuldian dicampulr 

delngan baktelri ulji (Fitriana et al., 2019). Kelulnggullan dari 

meltodel dilulsi ini telrleltak pada kelmampulannya 

melnggulnakan satul konselntrasi ageln antimikroba ulntulk 

melngulji belbelrapa mikroba ulji, selsulai delngan pelnjellasan 

yang dibelrikan olelh Pratiwi (2008). Prosels ulji KHM dapat 

diamati mellaluli pelrbeldaan kelkelrulhan meldia yang tellah 

dicampulr delngan elkstrak dauln sirih hijaul dan sulspelnsi 

baktelri. Kelkelrulhan ini mulncull karelna adanya masa 
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inkulbasi yang melmulngkinkan pelrtulmbulhan baktelri pada 

meldia. Penelitian dilanjutkan dengan pengujian melalui 

pengukuran nilai absorbansi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis untuk mendapatkan hasil 

pengukuran kekeruhan secara kuantitatif. Nilai absorbansi 

merupakan nilai yang menunjukkan besarnya jumlah 

cahaya yang diserap oleh larutan yang terdapat di dalam 

masing-masing tabung. Pengukuran nilai absorbansi 

dilakukan pada tabung 1 hingga 9, kontrol negatif dan 

positif sebelum dan sesudah inkubasi 1 x 24 jam untuk 

melihat selisih nilai absorbansi. Panjang gelombang yang 

digunakan alah 600 nm sesuai dengan panjang gelombang 

sinar tampak (Wuon et al., 2018). 

 Pelngulkulran KHM melnggulnakan spelktrofotomeltelr UlV-

Vis dilakulkan dula kali, yaitul selbellulm dan seltellah inkulbasi 

sellama 24 jam. Nilai KHM ditelntulkan belrdasarkan 

pelrulbahan nilai absorbansi selbellulm dan selsuldah inkulbasi. 

Jika nilai absorbansi selbellulm inkulbasi lelbih tinggi, dapat 

disimpullkan bahwa pelrtulmbulhan baktelri telrhambat; 

selbaliknya, jika nilai absorbansi seltellah inkulbasi lelbih 

tinggi, pelrtulmbulhan baktelri tidak telrhambat. Prosels 

pelnelntulan nilai KHM dimullai delngan melmbulat variasi 

konselntrasi larultan, dan pelngulkulran KHM pada pelnellitian 

ini dilakulkan tiga kali pelngullangan ulntulk melmastikan 
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akulrasi hasil. Variasi konselntrasi larultan selbellulm inkulbasi 

telrdapat pada gambar 4.10 dan variasi konselntrasi larultan 

seltellah inkulbasi telrdapat pada gambar 4.11. 

 

 

Gambar 4.10 Variasi Konselntrasi Larultan Selbellulm 

Inkulbasi 

 

Gambar 4.11 Variasi Konselntrasi Larultan Seltellah 

Inkulbasi 

Keltelrangan: 

A : Larultan Kontrol (-)  

B : Larultan Kontrol (+) 

C : Larultan ulji konsentrasi 100% 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 
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J 

K 
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D : Larultan uji konselntrasi 50% 

El : Larultan ulji konsentrasi 25% 

F : Larultan ulji konsentrasi 12,5% 

G : Larultan ulji konsentrasi 6,25% 

H : Larultan ulji konsentrasi 3,125% 

I : Larultan ulji konsentrasi 1,563% 

J : Larultan ulji konsentrasi 0,781% 

K : Larultan ulji konsentrasi 0,391% 

Selbellulm inkulbasi, larultan ulji KHM tampak lelbih belning, 

teltapi seltellah melngalami inkulbasi, larultan telrselbult 

melnjadi lelbih kelrulh. Pelrulbahan ini telrjadi karelna adanya 

pelrtulmbulhan baktelri yang lelbih signifikan seltellah prosels 

inkulbasi. Pelngidelntifikasian pelrulbahan absorbansi, 

dilakulkan delngan pelnguljian melnggulnakan 

spelktrofotomeltelr UlV-Vis. Belrikult adalah hasil u lji KHM 

elkstrak eltanol dauln sirih hijaul telrhadap baktelri 

Citrobactelr frelu lndii yang dicantulmkan dalam tabell 4.5. 

Tabel 4.3 Hasil KHM Ulji Antibaktelri Elkstrak Eltanol Dauln 

Sirih Hijaul telrhadap Baktelri Citrobactelr frelulndii 

Konselntrasi 

Elkstrak 

Sebelum 

Inkubasi 

Sesudah 

Inkubasi 

Kelt 

K(-) 1,544 ± 0,479 1,317 ± 0,187 Tulruln 

K(+) 0,173 ± 0,124 0,074 ± 0,114 Tulruln 

100% 1,501 ± 0,125 1,374 ± 0,267 Tulruln 
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50% 0,957 ± 0,189 0,854 ± 0,026 Tulruln 

25% 0,389 ± 0,147 0,273 ± 0,082 Tulruln 

12,5% 0,176 ± 0,086 0,127 ± 0,037 Tulruln 

6,25% 0,067 ± 0,108 0,007 ± 0,004 Turun 

3,125% 0,101 ± 0,109 0,112 ± 0,121 Naik 

1,563% 0,069 ± 0,063 0,095 ± 0,003 Naik 

0,781% 0,087 ± 0,073 0,207 ± 0,171 Naik 

0,391% 0,074 ± 0,028 0,201 ± 0,110 Naik 

Konselntrasi 6,25% melnulnjulkkan pelnulrulnan 

absorbansi, melnandakan bahwa pada konselntrasi telrselbult 

telrjadi hambatan minimal telrhadap pelrtulmbulhan baktelri 

Citrobactelr frelulndii olelh elkstrak eltanol dauln sirih hijaul. 

Telmulan ulji KHM dalam pelnellitian ini seljalan delngan hasil 

pelnellitian selbellulmnya yang dilakulkan olelh Fitriana et al 

(2019) telrkait aktivitas antibaktelri dauln sirih. Dalam 

pelnellitian telrselbult  ulji KHM dan KBM telrhadap baktelri B. 

sulbtilis dan El. coli melnghasilkan nilai KHM selbelsar 6,25%, 

yang melrulpakan nilai optimal u lntulk melmbulnulh baktelri El. 

coli ditandai dari hasil pe lrlakulan yang melnghasilkan 

meldiulm yang jelrnih. 

Konselntrasi di bawahnya melnulnjulkkan pelningkatan 

absorbansi yang melngindikasikan bahwa baktelri masih 

dapat tulmbulh pada konselntrasi-konselntrasi telrselbult. 

Pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5% menunjukkan 

penurunan nilai absorbansi yang menandakan bakteri 
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terhambat pada konsentrasi tersebut, sedangkan pada 

konsentras 3,125% ; 1,563%; 0,781%; 0,391% mengalami 

kenaikan nilai absorbansi yang artinya pertumbuhan 

bakteri masih berlangsung pada konsentrasi tersebut. 

Hasil ini karena kepekatan konsentrasi yang terjadi pada 

konsentrasi yang lebih tinggi menyebabkan daya hambat 

terhadap suatu bakteri semakin besar.  

Pada penelitian ini terjadi penurunan nilai absorbansi 

kontrol positif yang seharusnya naik karena tidak 

diberikan perlakuan. Penurunan ini diduga disebabkan 

oleh suspensi bakteri yang diduga sudah mati yang ada 

pada tabung kontrol positif sehingga ketika dihitung 

absorbansinya dihasilkan penurunan.  

 Kondisi kenaikan atau penurunan yang tidak sesuai 

dengan teori pada kontrol maupun larutan uji pada uji 

KHM ini sering terjadi dibeberapa penelitian salah satunya 

oleh Wuon et al (2018) menyatakan hasil pada konsentrasi 

50% mengalami kenaikan yang seharusnya mengalami 

penurunan. Konsentrasi 50% merupakan konsentrasi yang 

lebih tinggi dari konsentrasi 25% yang seharusnya dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri. Kenaikan nilai 

absorbansi pada konsentrasi 50% tidak sepenuhnya 

karena pertumbuhan bakteri, tetapi diduga dipengaruhi 

oleh kepekatan konsentrasi yang terjadi pada konsentrasi 
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yang lebih tinggi, sehingga dapat memengaruhi 

penyerapan cahaya oleh sel-sel bakteri yang mati di dalam 

larutan (Kusuma, 2010). Pada penelitian yang dilakukan 

Wuon et al (2018) juga terjadi kenaikan nilai absorbansi 

kontrol negatif yang seharusnya turun atau tetap karena 

tidak diberikan perlakuan. 

Pada penelitian ini ketika proses pembuatan larutan uji 

metode KHM menggunakan alat pipet ukur untuk 

membantu mengambil larutan.  Pembuatan larutan pada 

tabung 1 yang berisi 0,5 g ekstrak etanol daun sirih hijau 

dan 0,5 mL media NB dimasukkan ke tabung reaksi 

kemudian dikocok hingga homogen. Pada tabung reaksi 1 

tidak dilakukan perhitungan total larutan yang ada. Dari 

kedua campuran tersebut tidak diketahui betul berapa 

total larutan yang ada pada tabung 1 sehingga nilai 

keakuratannya kurang atau dapat dikatakan tidak akurat. 

Hal ini menyebabkan tidak tetapnya sisa jumlah larutan di 

pengulangan pada tabung 1  yang membuat ketika larutan 

pada semua tabung 1 duji secara bersamaan nilai 

absorbansinya tidak valid karena dilakukan tidak dengan 

kondisi yang sama. Kelalaian pada peneliti dengan tidak 

menghitung ulang jumlah larutan di tabung 1 membuat 

keraguan pada tabung 2-8 yang juga tidak dihitung pula 
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jumlah total akhir larutannya mengakibatkan perhitungan 

nilai absorbansi di tiap tabung terhitung kurang valid.  
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BAB V   

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan  

1. Elkstrak eltanol dauln sirih hijau positif melngandulng 

selnyawa meltabolit selkulndelr flavonoid, tannin, dan 

alkaloid. 

2. Pelnguljian antibaktelri elkstrak eltanol dauln sirih hijau l 

telrhadap baktelri Citrobactelr frelulndii delngan meltodel 

cakram pada konse lntrasi 2%, 4% dan 8%  

melnghasilkan diameltelr zona hambat selbelsar 7,76mm; 

6,63mm; 6,72mm. Didapatkan hasil data fluktuatif 

dengan beberapa kemungkinan yang melmpelngarulhi 

nilai konselntrasi telrkelcil melmiliki daya hambat yang 

lelbih belsar daripada konse lntrasi lainnya adalah 

kelkelrulhan sulspelnsi baktelri, sulhul, keltelbalan meldia 

agar, dan kelkelntalan elkstrak. Pelnguljian KHM delngan 

spelktrofotomeltelr UlV-Vis  melnulnjulkkan pelnulrulnan 

absorbansi pada konselntrasi 6,25% melnandakan 

bahwa konselntrasi 6,25% adalah konse lntrasi hambat 

minimulm dimana elkstrak eltanol dauln sirih hijaul selcara 

elfelktif melnghambat pelrtulmbulhan baktelri Citrobacte lr 

frelu lndii namun dapat dikatakan hasil KHM tersebut 

kurang valid karena kurang akuratnya total volume 

larutan yang digunakan untuk uji KHM. 
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B. Saran 

1. Bagi pelnelliti sellanjultnya dapat dilakulkan pelnellitian 

lebih lanjut mengenai uji cakram daya hambat 

antibaktelri dauln sirih hijaul terhadap bakteri 

Citrobactelr frelu lndi. 

2. Bagi pelnelliti sellanjultnya dapat dilakulkan pelnellitian  

lebih lanjut mengenai uji KHM elkstrak eltanol dauln sirih 

hijaul telrhadap baktelri Citrobactelr frelulndii dengan 

pembuatan larutannya dilakukan lebih akurat.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1 Pembuatan Ekstrak 

Gambar Keterangan 

 

Proses Pengeringan Daun 
Sirih Hijau 

 

Bubuk Daun Sirih Hijau 

 

Proses maserasi 
menggunakan etanol 
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Proses evaporasi hasil 
maserasi 

 

Proses pemanasan ekstrak 
menggunakan waterbath 

agar mendapatkan ekstrak 
kental 

 

Hasil ekstrak kental daun 
sirih hijau 
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Lampiran 2 Uji Fitokimia 

Metabolit 
Sekunder 

Hasil Uji Hasil 

Flavonoid (+) ditandai 
larutan berubah 

menjadi 
kemerahan 

 
Tannin (+) ditandai 

dengan larutan 
berubah menjadi 
hijau pekat atau 
hijau kehitaman 

 
Saponin (-) ditandai tinggi 

busa pada larutan 
yang tidak stabil 

dan kurang dari 1 
cm 
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Alkaloid (+) ditandai 
dengan larutan 

berubah menjadi 
merah atau jingga 

 
 

Lampiran 3 Uji Cakram 

a. Preparasi sebelum uji cakram 

Gambar Keterangan 

 

Proses peremajaan bakteri uji 

dengan agar miring NA sebelum 

diinkubasi 

 

Kultur bakteri setelah di 

inkubasi 
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Larutan Mc Farland 

 

Suspensi bakteri 

 

b. Hasil uji cakram 

Sebelum inkubasi Sesudah inkubasi 
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Pengulangan 1  Pengulangan 1 

 

Pengulangan 2 

 

Pengulangan 2 

 

Pengulangan 3 

 

Pengulangan 3 

 

Lampiran 4 Uji KHM 

Sebelum inkubasi Sesudah inkubasi 

 

Pengulangan 1 

 

Pengulangan 1 
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Pengulangan 2 

 

Pengulangan 2 

 

Pengulangan3 

 

Pengulangan 3 

Lampiran 5 Perhitungan 

a. Pembuatan NaCl Fisiologis  

% ( b/v ) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑧𝑎𝑡 𝑡𝑒𝑟𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 (𝑔)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 (𝑚𝐿 )
 x 100% 

=  
0,9 𝑔

100 𝑚𝐿
 x 100% 

= 0,9 % 

Jadi, larutan NaCl fisiologis 0,9% dapat dibuat dengan 

mencampurkan 0,9 gr NaCl ke dalam 100 mL akuades. 

b. Pembuatan larutan uji metode cakram 

a. Konsentrasi 8%  

 b / v  = 8% 

 b / 100 mL  = 8% 

  b  = 8 gram 

b. Konsentrasi 4% 

 b / v  = 4% 

 b /100 mL = 4% 
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  b  = 4 gram 

c. Konsentrasi 2%  

 b / v  = 2% 

 b / 100 mL = 2% 

  b  = 2 gram 

c. Pembuatan larutan uji metode KHM  

a. Tabung K (-) berisi 100% ekstrak etanol daun siirh 

hijau 

b. Tabung 1 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

100% 

  % ( b/v ) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑧𝑎𝑡 𝑡𝑒𝑟𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 (𝑔)

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 (𝑚𝐿)
 x 100% 

= 
0,5 𝑔

0,5 𝑚𝐿
 x 100% 

= 100% 

c. Tabung 2 berisi larutan uji dengan konsentrasi 50% 

  M1 . V1 = M2 . V2 

   100 . V1 =  50 . 1 

    V1 =  0,5 mL 

d. Tabung 3 berisi larutan uji dengan konsentrasi  

25% 

M1 . V1 = M2 . V2 

   50 .V1 = 25 . 1 

    V1 = 0,5 mL 

e. Tabung 4 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

12,5% 
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M1 . V1 = M2 . V2 

   25 .V1 = 12,5. 1 

    V1 = 0,5 mL 

f. Tabung 5 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

6,25% 

M1 . V1 = M2 . V2 

12,5 .V1 = 6,25 . 1 

     V1 =0,5 mL 

g. Tabung 6 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

3,125% 

M1 . V1 = M2 . V2 

       6,25 .V1 = 3,125 . 1 

     V1 = 0,5 mL 

h. Tabung 7 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

1,563% 

M1 . V1 = M2 . V2 

   3,125 .V1 = 1,563 . 1 

     V1 = 0,5 mL 

i. Tabung 8 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

0,781% 

M1 . V1 = M2 . V2 

   1,563 .V1 = 0,781 . 1 

     V1 = 0,5 mL 
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j. Tabung 9 berisi larutan uji dengan konsentrasi 

0,391% 

M1 . V1 = M2 . V2 

   0,781 .V1 = 0,391 . 1 

     V1 = 0,5 mL 

 

d. Hasil Uji KHM 

Konsentrasi Replika Sebelum 

inkubasi 

Setelah 

inkubasi 

Keterangan 

K (-) 

1 2,019 1,469 

Turun 
2 1,061 1,374 

3 1,554 1,108 

Rata-rata 1,544 1,317 

K (+) 

1 0,271 0,014 

Turun 
2 0,214 0,206 

3 0,033 0,002 

Rata-rata 0,173 0,074 

100% 

1 1,384 1,071 

Turun 
2 1,633 1,473 

3 1,485 1,579 

Rata-rata 1,501 1,374 

50% 

1 1,083 0,861 

Turun 
2 1,048 0,876 

3 0,739 0,825 

Rata-rata 0,957 0,854 

25% 1 0,367 0,178 Turun 
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2 0,546 0,330 

3 0,254 0,309 

Rata-rata 0,389 0,273 

12,5% 

1 0,121 0,127 

Turun 
2 0,133 0,165 

3 0,276 0,090 

Rata-rata 0,176 0,127 

6,25% 

1 0,001 0,012 

Turun 
2 0,008 0,007 

3 0,192 0,004 

Rata-rata 0,067 0,007 

3,125% 

1 0,038 0,049 

Naik 
2 0,038 0,036 

3 0,226 0,252 

Rata-rata 0,101 0,112 

1,563% 

1 0,007 0,099 

Naik 
2 0,067 0,095 

3 0,134 0,093 

Rata-rata 0,069 0,095 

0,781% 

  

1 0,022 0,361 

Naik 

2 0,071 0,022 

3 0,167 0,238 

Rata-rata 0,087 0,207 

0,391% 
1 0,043 0,264 

Naik 
2 0,081 0,266 
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3 0,098 0,073 

Rata-rata 0,074 0,201 
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Lampiran 6 Daftar Riwayat Hidup 

 

RIWAYAT HIDUP 
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