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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



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.

Konsonan
Huruf Nama Huruf Latin Nama
Arab
| Alif Tidak Tidak
dilambangkan dilambangkan
« Ba B be
<« Ta T Te
< Sa S Es (dengan
titik diatas)
Ja J Je
Ha H Ha (dengan
titik di
bawah)
d Kha Kh Ka dan Ha
3 Dal D De
3 Zal Z Zet (dengan

Vi
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» C.

Ra
Za
Sa
Sa
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Ta

Za

‘Ain
Ga
Fa

Ka
La

Na
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Vi

titik di atas)
Er

Zet

Es

Es (dengan
titik di
bawah)

De (dengan
titik di
bawah)

Te (dengan
titik di
bawah)

Zet (dengan
titik di
bawah)
Apostrof
Ge

Ef

Qi

Ka

Ka

Em

En



3 Wa W We

A Ha H Ha
s Hamzah ‘ Apostrof
¢ Ya Y Ye

Hamzah () yang terletak di awal kata mengikuti
vokalnya tanp diberi tanda apa pun. Jika hamzah (¢)
terletak di tengah atau di akhir, maka ditulis dengan
tanda ().

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

) Kasrah | |

i Dammah U U

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 Ai Adanl
Aliya
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3 Fathah dan Iu AdanU
lu wau
Contoh:
Cis: kaifa
J3 : haula
3. Maddah
Maddah atau vokal panjang yang lambangnya berupa
harkat dan huruf, transliterasinya berupa huruf dan

tanda, yaitu:

Huruf dan Nama Huruf dan Nama
Harokat Tanda
(s L Fathah dan A a dan garis
alif atau ya di atas
L Kasrah dan 1 I dan garis
ya di atas
S Dammah U U dan garis
dan wau di atas
Contoh:
& mata
() :rama
3#: qila

<343 : yamiitu

4. Ta Marbiitah



Transliterasi untuk ta marbitah ada dua, yaitu: ta
marbitah yang hidup atau mendapat harkat fathah,
kasrah, dan dammah, transliterasinya adalah [t],
sedangkan ta marbutah yang mati atau mendapat harkat
sukun, transliterasinya adalah [h]. Jika pada kata yang
berakhir dengan ta marbtiitah diikuti oleh kata yang
menggunakan kata sandang al-serta bacaan kedua kata
itu terpisah, maka ta marbitah itu ditransliterasikan
dengan ha (h). Contoh:

JakyI L2355 : raudah al-atfal

A%l 50l : gl-madinah al-fadilah
dada) : al hikmah
Syaddah (Tasydid)

Syaddah atau tasydid yang dalam sistem tulisan Arab
dilambangkan dengan sebuah tanda tasydid, dalam
transliterasi ini dilambangkan dengan perulangan huruf
(konsonan ganda) yang dieri tanda syaddah. Contoh:

&) :rabbana

Was : Najjaa
Al :al-haqq
zal : al-hajj

ai  :nu’ima

3% :‘aduwwun



Jika huruf < ber- tasydid di akhir sebuah kata dan
didahului oleh huruf berharkat kasrah, maka
ditransliterasi seperti huruf maddah (1). Contoh:

& :‘Ali (bukan ‘Aliyy ata ‘Aly)

(=* : arabl (bukan ‘Arabiyy atau ‘Araby)

Kata Sandang

Kata sandang dalam sistem tulisan Arab
dilambangkan dengan huruf J! (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:

Owadd)  : gl-syamsu (bukan asy-syamsu)

asii : al-zalzalah (bukan az-zalzalah)
La  : gl-falsafah
) : al-biladu

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:

R

Qo : ta’'muruna

Xi



t 5 : al-nau’

% :sayai’un

&3l umirtu

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’an), sunnah, hadis, khusus dan umum. Namun, bila
kata-kata tersebut menjadi bagian dari satu rangkaian
teks Arab, maka mereka harus ditransliterasi secara utuh
Contoh:

F1zilal al-Qur’an

Al-Sunnah qgabl al-tadwin

Al-‘Ibarat Fi ‘Umim al-Lafz 1a bi khusiis al-sabab

9. Lafz al-Jalalah

Kata “Allah” yang didahului partikel seperti huruf jarr
dan huruf lainnya atau berkedudukan sebagai mudaf ilaih
(frasa nominal), ditransliterasi tanpa huruf hamzah.

& & : dinullah

Xii



10.

Adapun ta marbitah di akhir kata yang disandarkan
kepada lafz al-jalalah, ditransliterasi dengan huruf [t]

a3 A% : hum fi rahmatillah
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 ma Muhammadun illa rasil

Inna awwala baitin wudi‘a linnasi lallazl bi Bakkata

mubarakan

Syahru Ramadan al-lazi unzila fih al-Qur’an

Nasir al-Din al-Tis
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Abt Nasr al-Farabi
Al-Gazali

Al-Mungqiz min al-Dalal
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BAB1
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 wuntuk 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; Wuetal, 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.
Pemilihan daun sirih hijau (Piper betle L.) dalam penelitian
ini terbukti bahwa daun tersebut dapat menghambat
pertumbuhan bakteri gram negatif Escherichia 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.

Daun sirih hijau mengandung berbagai senyawa
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metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, steroid,
terpenoid, saponin, dan tanin, selain minyak atsiri,
terpinen, seskuiterpen, fenilpropan, dan terpen (Gupta
et al, 2023 ; Tran et al, 2023 ; Prabhu et al, 2022).
Berdasarkan penelitian oleh Lincah et al (2022) daun
sirih mengandung senyawa tannin yang bermanfaat
dalam mengobati diare. Temuan oleh Nisyak et al
(2022) dalam skrining fitokimia ekstrak etanol daun
sirih hijau menunjukkan keberadaan alkaloid, flavonoid,
tanin dan saponin. Selaras dengan penelitian
Dwicahyani et al (2018) kandungan senyawa bioaktif
seperti flavonoid, fenol, 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 bertujuan untuk
menguji apakah ekstrak daun sirih hijau memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Citrobacter

freundii. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
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membuktikan potensi penggunaan ekstrak etanol daun
sirih hijau sebagai obat alternatif dari sumber alam dan
menjadi referensi untuk peneliti selanjutnya.

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-Syu’araa’ (26): 7 yang
berbunyi:

slaldl (e 515 e Lo S0 5 Vo4 a1 &0 a3

(o7 o i 25 53 i s
Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi
sebagai hamparan dan Yang telah menjadikan bagimu di
bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu
berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-

macam.”
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan
bumi, berapakah banyaknya kami tumbuhkan di bumi itu

berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
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B. Rumusan Masalah

1.

Apa saja kandungan senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) ?

Bagaimana daya hambat ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) terhadap pertumbuhan bakteri

Citrobacter freundii ?

C. Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam ekstrak etanol daun
sirih hijau (Piper betle L.).

Untuk mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun
sirih hijau (Piper betle L.) terhadap pertumbuhan

bakteri Citrobacter freundii.

D. Manfaat Penulisan

1.

Penulisan ini dapat dijadikan informasi bagi
masyarakat mengenai kandungan senyawa
antibakteri pada ekstrak daun sirih hijau (Piper betle
L).

Penulisan ini dapat digunakan untuk memberikan
informasi pada masyarakat mengenai manfaat daun
sirih hijau (Piper betle L.) terhadap bakteri Citrobacter

freundii.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
A. Kajian Teori
1. Daun Sirih Hijau (Piper betle L.)

Daun sirih hijau sering dimanfaatkan dalam
pengobatan tradisional. Daun sirih ini umumnya
tumbuh menyerupai sulur pada batang pohon atau di
dinding rumah, dengan tinggi berkisar antara 5 hingga
15 meter. Daun sirih hijau memiliki ciri khas berupa
permukaan daun yang licin dan sedikit mengkilap,
dengan tulang daun yang agak tenggelam, serta
memiliki aroma khas seperti yang terlihat pada gambar
2.1 (Bauer et al, 1966). Klasifikasi tanaman sirih dapat
dijelaskan sebagai berikut:

a. Klasifikasi Tanaman Sirih

Gambar 2.1 Daun Sirih Hijau (Sari et al, 2014)
Menurut (Pangesti et al, 2017) tanaman sirih
memilki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom  : Plantae
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Divisio : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Ordo : Piperales
Famili : Piperaceae
Genus : Piper
Spesies : Piper betle
. Morfologi Tanaman Sirih

Tanaman sirih merupakan jenis tanaman perdu
yang memiliki sulur, tumbuh merambat, batang
berkayu, dan bercabang-cabang (Kharisma dan Lisa,
2010). Morfologi daun sirih memiliki bentuk hati,
ujungnya tajam, tumbuh secara berselang-seling
dengan tangkai, memiliki tekstur yang kasar saat
disentuh, serta menampilkan aroma khas. Panjang
daun berkisar antara 6 hingga 17,5 cm dan lebar 3,5
hingga 10 cm. Daun sirih memiliki ciri khas aroma
yang khas dan rasa pedas (Kharisma dan Lisa, 2010).
Tanaman sirih memiliki bunga majemuk berbentuk
bulir. Bunga sirih dilindungi oleh daun pelindung
berbentuk bulat panjang dengan diameter 1 mm.
Buah sirih berada tersembunyi, berbentuk bulat,
berdaging, dan memiliki warna kuning kehijauan
hingga hijau keabu-abuan. Batang berbentuk bulat

dan lunak, berwarna hijau kecokelatan dengan kulit
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yang kasar dan berkerut (Inayatullah, 2012). Akar
tanaman sirih berbentuk tunggang, berwarna
cokelat kekuningan (Koensoemardiyah, 2010).

c. Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder

Kandungan senyawa metabolit sekunder pada
daun sirih hijau terdiri dari flavonoid, alkaloid, dan
tannin yang masing-masing memiliki sifat antibakteri
(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 Kkarotenoid), polisakarida, senyawa
fenolik, fitoaleksin, alkaloid (senyawa yang
mengandung nitrogen), flavonoid, dan hidrokarbon (
Teoh, 2015).

Tumbuhan umumnya menghasilkan senyawa
fenol dan senyawa ini cenderung memiliki ciri
berupa cincin aromatik yang mengandung satu atau
dua gugus hidroksil. Golongan senyawa fenolik
terbesar dalam tumbuhan adalah flavonoid dan tanin

(Harborne, 1987).
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Daun sirih hijau sering dimanfaatkan sebagai
pengobatan untuk berbagai macam penyakit, seperti
sariawan, masalah mata, diare, dan kondisi lainnya.
Daun sirih hijau juga mengandung minyak atsiri
sekitar 1- 4,25%, yang memberikan aroma khas
pada daun sirih hijau. Beberapa zat yang terdapat
dalam daun sirih hijau termasuk vitamin A, vitamin
B, vitamin C, gula, fosfor, kalsium, dan pati. Minyak
atsiri mengandung senyawa fenol dan turunannya,
yang memiliki kemampuan untuk mengubah
struktur protein sel bakteri dan merusak membran
sel bakteri (Sripradha, 2014). Daun sirih hijau juga
mengandung senyawa kavikol yang memberikan
aroma khas dan menunjukkan efektivitas antibakteri
yang lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa
fenol (Sujono et al, 2019).

2. Uji Fitokimia
Uji fitokimia merupakan langkah awal dalam suatu
penelitian yang bertujuan untuk mengidentifikasi
senyawa kimia atau metabolit sekunder yang ada dalam
sampel uji (Kristianti et al, 2008 dalam Fatmawati,
2019). Uji fitokimia dapat dilakukan dengan mendeteksi
perubahan warna yang terjadi pada sampel uji

menggunakan berbagai reagen warna (Fatmawati,
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2019). Kelompok senyawa yang diuji dalam penelitian
ini mencakup alkaloid, flavonoid, saponin, tanin.
a. Alkaloid

Alkaloid merupakan salah satu jenis senyawa
metabolit sekunder yang mengandung gugus
nitrogen (N) yang terdapat pada cincin heterosiklik
dan bersifat 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, indo],
alkaloid piperidin yang masing-masing senyawa
memiliki aktivitas antibakteri. Alkaloid merupakan
salah satu produk alami yang tersebar luas di alam
(Qiuetal,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 pg / 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.
. 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 Kkeseluruhan pada Kkonsentrasi
minimum (400 pg/mL) (Kurnia et al, 2020 ; Phumat
etal, 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-54'6'"-
trimethoxychalcone  memiliki  potensi  sebagai
antibakteri terhadap infeksi giardiasis.
. Saponin

Saponin merupakan senyawa aktif yang mampu
menghasilkan busa yang stabil ketika dikocok selama
ekstraksi tumbuhan dan uji skrining fitokimia.
Glikosida yang terkandung dalam saponin memiliki
kemampuan membentuk busa 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 senyawa polifenol yang dapat larut
dalam air dan memberikan rasa pahit pada
tumbuhan (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

Citrobacter freundii adalah bakteri gram-negatif yang
termasuk dalam keluarga Enterobacteriaceae. Bakteri
ini umumnya ditemukan di lingkungan seperti tanabh,
air, serta saluran pencernaan hewan dan manusia.
Citrobacter freundii juga bersifat anaerob fakultatif,
yang berarti dapat tumbuh baik dalam keberadaan atau
ketiadaan oksigen (Lwin et al, 2019).

Bakteri Citrobacter freundii menunjukkan positivitas

terhadap sitrat dan memiliki perbedaan dengan
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Salmonella karena tidak menginduksi dekarboksilasi
lisin. Bakteri dari genus Citrobacter cenderung dapat
melakukan fermentasi gula, menghasilkan enzim
urease, enzim katalase, mengeluarkan gas H,S, serta
menunjukkan hasil positif pada uji sitrat, indol, dan
metil merah-voges proskauer (Sayuti, 2016).

Citrobacter freundii adalah bakteri yang memiliki
bentuk batang dengan panjangnya sekitar 1- 2 mm dan
lebar 0,5 - 1,0 mm. Bakteri ini dilengkapi dengan satu
flagel yang berfungsi untuk pergerakan. Pada
pengamatan di bawah mikroskop, Citrobacter freundii
akan tampak sebagai batang gram-negatif yang dapat
diwarnai menggunakan metode pewarnaan gram
(Fernandez-Canigia et al, 2019).

Citrobacter freundii telah tercatat memiliki tingkat
resistensi antibiotik yang tinggi, termasuk resistensi
terhadap berbagai jenis antibiotik. Faktor ini menjadi
signifikan karena dapat berperan dalam penyebaran
gen resistensi antibiotik, baik dalam lingkungan umum
maupun lingkungan klinis (Shin et al, 2020).

Ekstraksi
Ekstraksi merupakan proses pemisahan komponen

kimia yang dapat larut dari suatu materi untuk
memisahkannya dari zat yang tidak larut. Simplisia

yang menjadi objek ekstraksi mengandung senyawa
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yang tidak larut, seperti serat, karbohidrat, protein, dan
komponen lainnya, sementara senyawa aktif yang dapat
larut dapat dikelompokkan ke dalam kategori minyak
atsiri, senyawa fenolik, alkaloid, dan sebagainya.
Mengetahui senyawa aktif yang terkandung dalam
simplisia memudahkan penentuan pilihan pelarut dan
metode ekstraksi yang optimal. Selama proses
ekstraksi, pelarut akan meresap ke dalam bahan
tumbuhan padat dan melarutkan senyawa dengan
tingkat polaritas yang sesuai (Tiwari et al, 2011). Salah
satu teknik ekstraksi yang umum digunakan adalah
metode maserasi (Pratiwi, 2009).

Maserasi adalah teknik ekstraksi di mana bahan aktif
direndam dalam pelarut dengan bahan aktif yang
hendak diekstraksi. Proses maserasi dilakukan dengan
merendam simplisia dalam cairan penyari pada suhu
ruangan. Kelebihan dari metode maserasi mencakup
kemudahan pelaksanaan, penggunaan peralatan yang
relatif sederhana, dan risiko kerusakan pada senyawa
kimia yang sangat rendah (Tiwari et al, 2011).

. Pelarut

Pelarut merupakan substansi yang berperan sebagai

medium untuk melarutkan zat lain. Keberhasilan dalam

menentukan senyawa aktif dari bahan tumbuhan sangat
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tergantung pada jenis pelarut yang digunakan dalam
proses ekstraksi. Karakteristik yang membuat suatu
pelarut dianggap baik untuk ekstraksi meliputi tingkat
toksisitas yang rendah, kemudahan menguap pada suhu
ruangan, kecepatan dalam mengekstraksi senyawa
kimia, kemampuan untuk mengawetkan, dan tidak
menyebabkan disosiasi ekstrak (Tiwari et al, 2011).
Beberapa jenis pelarut yang umum digunakan dalam
proses ekstraksi salah satunya yaitu alkohol. Etanol
merupakan salah satu jenis alkohol yang biasanya
digunakan untuk proses ekstraksi. Aktivitas antibakteri
dari ekstrak tumbuhan menggunakan pelarut etanol
cenderung lebih tinggi daripada ekstrak yang
menggunakan pelarut air, hal ini disebabkan oleh
keberadaan polifenol. Jumlah polifenol cenderung lebih
tinggi ketika diekstraksi dengan etanol sebagai pelarut
dibandingkan dengan ekstraksi menggunakan air
sebagai pelarut, karena etanol memiliki kemampuan
yang lebih baik dalam menembus membran sel
tumbuhan. Meskipun metanol memiliki tingkat
kepolaran yang lebih tinggi dibandingkan dengan
etanol, namun karena sifatnya toksik penggunaannya
kurang cocok dalam proses ekstraksi (Tiwari et al,

2011).
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6. Antibakteri
Senyawa kimia baik yang berasal dari alam maupun

sintetik yang memiliki kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan dan aktivitas bakteri disebut sebagai
antibakteri (Nurhayati et al, 2020). Sebagai senyawa
antibakteri yang efektif, senyawa tersebut harus
memiliki sifat selektif yang berarti dapat merugikan
parasit tanpa menimbulkan bahaya pada inangnya.
Menurut Waluyo (2010), mekanisme Kkerja antibakteri
dapat diklasifikasikan ke dalam empat cara, yaitu:
a. Penghambat sintesis dinding
Agen penghambat sintesis dinding sel bakteri
merupakan jenis antibiotik yang berfungsi untuk
menghambat proses pembentukan peptidoglikan
pada dinding sel bakteri. Hal ini menyebabkan
kerusakan pada sel bakteri karena kurangnya
lapisan pelindung yang diperlukan.
b. Pengubah fungsi membran plasma
Senyawa antibakteri yang berperan sebagai
pengubah fungsi membran plasma memengaruhi
peranan penting membran sel sebagai penghalang
dengan permeabilitas selektif. Membran sel juga
terlibat dalam proses transport aktif dan
mengendalikan susunan dalam sel. Sejumlah

aktivitas biosintetik juga terjadi di dalam membran
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sel. Zat antibakteri tertentu dapat menyebabkan
kerusakan atau melemahkan satu atau lebih fungsi
tersebut, yang pada gilirannya dapat menghambat
pertumbuhan sel atau bahkan menyebabkan
kematian sel.
. Penghambat sintesis protein

Senyawa antibakteri yang berperan sebagai
penghambat sintesis protein mengganggu dua
proses utama dalam sintesis protein: transkripsi
(proses transfer instruksi genetik dari DNA ke
mRNA) dan translasi (proses penerjemahan kode-
kode yang terdapat pada mRNA di dalam ribosom).
Antibakteri dapat menghambat salah satu dari
proses ini dengan menghalangi pelekatan tRNA dan
mRNA ke ribosom.
. Penghambat sintesis asam nukleat

Senyawa antibakteri yang bertindak sebagai
penghambat  sintesis asam nukleat dapat
memengaruhi DNA, RNA, dan protein yang
semuanya berperan sangat penting dalam proses
kehidupan sel. Gangguan terhadap pembentukan
atau fungsi zat-zat ini dapat mengakibatkan
kerusakan total pada sel. Bahan antibakteri tertentu

dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan
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cara mengikat enzim DNA dan RNA bakteri, sehingga
menyebabkan penghambatan sintesis RNA bakteri
(Pelczar dan Chan, 1988 dalam Ngaisah, 2010).
7. Media Pertumbuhan Bakteri
Media merupakan suatu substansi yang berfungsi
sebagai  tempat untuk = menumbuhkan dan
memperbanyak mikroorganisme, digunakan dalam
proses isolasi dan pengujian sifat fisiologisnya.
Beberapa syarat media yang dapat digunakan untuk
mendukung pertumbuhan bakteri secara optimal
meliputi:
a. Susunan makanan
Media yang digunakan untuk pertumbuhan
bakteri atau jamur perlu memiliki susunan makanan
yang mencakup vitamin, air, sumber karbon,
mineral, sumber nitrogen, dan gas (Ngaisah, 2010).
b. Tekanan osmosa
Tekanan osmosis berperan signifikan dalam
pertumbuhan sel mikroba karena sel mikroba dan
media tempatnya tumbuh harus memiliki tekanan
osmosis yang seimbang. Bakteri atau jamur biasanya
tumbuh lebih baik dalam media yang isotonik, di

mana tekanan osmosisnya serupa.
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Media yang bersifat hipertonik dengan tekanan
osmosis yang lebih tinggi, tidak ideal untuk
mendukung pertumbuhan sel bakteri. Dalam kondisi
hipertonik, sel bakteri akan mengalami hidrasi yang
berlebihan mengakibatkan peristiwa plasmolisis di
mana sel kehilangan air dan sitoplasma cenderung
menyusut (Ngaisah, 2010).

. Derajat keasaman (pH)

Mikroorganisme memerlukan media dengan pH
yang netral agar dapat bertahan hidup, dengan pH
sekitar 7 menjadi kondisi yang optimal untuk
pertumbuhan bakteri (Ngaisah, 2010).

. Temperatur

Mikroorganisme membutuhkan suhu optimal
untuk pertumbuhannya, dan umumnya suhu sekitar
37°C dianggap optimal karena sesuai dengan suhu
tubuh inangnya. Pada suhu ini, mikroorganisme

dapat tumbuh dengan baik (Ngaisah, 2010).

. Sterilitas

Sterilisasi media memegang peran krusial dalam
mendukung pertumbuhan mikroorganisme karena
keberadaan sterilitas membantu mengurangi risiko
kontaminasi. Setiap langkah tindakan harus

dilaksanakan secara aseptik dan penting untuk
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memastikan bahwa alat-alat yang digunakan telah
menjalani proses sterilisasi sebelumnya agar media
yang dihasilkan benar-benar steril. Media yang
digunakan pada penelitian ini meliputi media cair
dan media padat.

Media cair digunakan untuk pembenihan
mikroorganisme.Beberapa contoh media cair
meliputi Nutrient Broth (NB), Mac Conkey Broth
(MCB), Potato Dextrose Broth (PDB), Tryptic Soy
Broth (TSB), Pepton Dilution Fluid (PDF), Lactose
Broth (LB), dan lain-lain (Yusmaniar et al, 2017).

Media padat umumnya mengandung agar dalam
jumlah sekitar 15%. Media ini digunakan untuk
isolasi dan mendapatkan biakan murni dari mikroba.
Contoh media padat meliputi Saboraud Dextrose
Agar (SDA), Potato Dextrose Agar (PDA), Plate Count
Agar (PCA), Mueller Hinton Agar (MHA).
Berdasarkan berbagai jenis media pertumbuhan
bakteri, peneliti memilih menggunakan media
Mueller Hinton Agar (MHA). Media MHA dikenal
sebagai media uji sensitivitas antibiotik yang
direkomendasikan oleh CLSI  (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (Pincus, 2011, yang
disebutkan dalam Saputera et al, 2019).
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8. Uji Aktivitas Antibakteri
Uji aktivitas antibakteri adalah metode penentuan
tingkat kerentanan bakteri terhadap senyawa
antibakteri. Pada penelitian ini uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan 2 metode yaitu:
a. Metode difusi
Metode difusi digunakan untuk menentukan
aktivitas  antibakteri dengan  memanfaatkan
kemampuan zat antibakteri untuk berdifusi dalam
lempeng agar yang sebelumnya telah diinokulasikan
dengan bakteri uji. Hasil pengamatan mencakup
pembentukan zona hambat atau zona bening, dan
untuk mengukur aktivitasnya, diameter zona bening
diukur menggunakan jangka sorong. Klasifikasi
respon terhadap hambatan pertumbuhan dapat
dilihat dalam tabel 2.1.
Tabel 2.1 Kategori Respon Hambatan Pertumbuhan
Bakteri (Handayani et al, 2017)

Diameter Zona Respon

Hambat (mm) Hambatan
0-3 Lemah
3-6 Sedang

>6 Kuat
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Pada metode difusi ada 3 cara yang sering
dilakukan (Sylvia, 2010) yaitu:
1) Cakram (disc)

Metode ini merupakan pendekatan yang
umum digunakan dalam pengujian antibakteri.
Cakram kertas saring (paper disc) difungsikan
sebagai tempat zat antibakteri, dan
selanjutnya ditempatkan pada medium agar
yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji.
Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 18-
24 jam. Hasil dari metode ini terlihat dalam
bentuk zona bening di sekitar paper disc,
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri.
Keunggulan metode difusi cakram meliputi
lebih  praktis, tidak memerlukan peralatan
Khusus, dan relatif ekonomis itulah sebabnya
peneliti memilih metode ini.

2) Silinder

Metode  difusi  silinder = melibatkan
penempatan beberapa silinder pada medium
agar yang sebelumnya telah diinokulasikan
dengan bakteri, kemudian diisi dengan larutan

yang akan diuji. Setelah proses inkubasi,
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diamati apakah terdapat daerah hambatan di
sekitar silinder yang menunjukkan
pertumbuhan bakteri atau tidak.

3) Sumuran (hole / cup)

Difusi  sumuran  dilakukan  dengan
menciptakan lubang pada medium yang telah
diinokulasikan dengan bakteri, dan
selanjutnya lubang tersebut diisi dengan zat
uji. Medium yang telah dilubangi dan diisi
dengan zat uji diinkubasi menghasilkan zona
hambat di sekitar lubang.

b. Metode dilusi
Metode dilusi melibatkan pencampuran zat uji
antibakteri dengan media agar, yang kemudian
diinokulasi dengan bakteri uji. Evaluasi hasil uji
metode ini dapat dilakukan melalui penentuan
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Metode dilusi
memiliki dua pendekatan, yaitu melalui pengenceran
serial dalam tabung dan penipisan lempeng agar
(Pratiwi, 2008).
9. Standar Kekeruhan Mc Farland
Standar McFarland merupakan larutan kimia yang
terdiri dari barium klorida dan asam sulfat. Campuran

kedua bahan tersebut menghasilkan endapan berupa
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barium sulfat. Standar kekeruhan McFarland
digunakan untuk mengestimasi jumlah bakteri dengan
cara membandingkan kekeruhan suspensi uji dalam
pengujian antimikroba. Salah satu standar McFarland
yang umum digunakan adalah standar McFarland 0,5,
yang menunjukkan perkiraan jumlah suspensi bakteri
sekitar 1,5 x 108 CFU/mL (Asrisetya, 2019). Berikut
jenis konsentrasi suspensi bakteri yang setara dengan
kekeruhan standar Mc Farland dapat dilihat pada tabel
2.2.

Tabel 2.2 Jenis Standar Mc Farland (Stahl et al., 2016.

Cat McFarland 1% BaCl: 1% H2S04 Approximate
No. Standard (mL) (mL) Baterial
Suspension
/mL
TM50 0,5 0,05 9,95 1,5x108
TM51 1,0 0,10 9,90 3,0x 108
TM52 2,0 0,20 9,80 6,0x 108
TM53 3,0 0,3 9,7 9,0x108
TM54 4,0 0,4 9,6 1,2x10°
TM55 50 0,5 9,5 1,5x10°
TM56 6,0 0,6 9,4 1,8x10°
TM57 7,0 0,7 9,3 2,1x10°
TM58 8,0 0,8 9,2 2,4x10°
TM59 9,0 0,9 9,1 2,7x 109
TM60 10,0 1,0 9,0 3,0x10°
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10. Spektofotometer UV-Vis

Spektrofotometer  UV-Vis  digunakan  untuk
mengukur nilai absorbansi suatu larutan. Pada
pengujian antibakteri, uji KHM menggunakan
spektrofotometer ~ UV-Vis  untuk  menghitung
absorbansi larutan uji sebelum dan setelah inkubasi.
Jika nilai absorbansi setelah inkubasi lebih tinggi
daripada  sebelum  inkubasi, hal tersebut
menunjukkan bahwa bakteri masih dapat tumbubh.
Sebaliknya, jika nilai absorbansi sebelum inkubasi
lebih tinggi daripada nilai absorbansi setelah
inkubasi, hal itu menandakan bahwa pertumbuhan
bakteri terhambat (Lolongan et 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 penelitian Isnawati (2018) menyatakan bahwa

ekstrak etanol daun sirih hijau dengan metode maserasi
memiliki potensi untuk menghambat pertumbuhan
Escherichia coli sehingga dapat digunakan sebagai pilihan
pengobatan diare. 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 Thuma 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 pg / 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 pg / 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
Penelitian ini dilakukan di laboratorium kimia organik
dan laboratorium mikrobiologi Universitas Islam Negeri
Walisongo Semarang yang dilakukan pada bulan Agustus -

November 2023.

B. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu
rotary evaporator (DLAB), hotplate (Benchmark),
autoklaf (Hirayama), spektofotometer UV-Vis
(Thermoscientific), oven (Memmert), inkubator
(Memmert), Laminar Air Flow (LAF) (ESCO), vortex
(BIO-RAD BR-2000), neraca analitik (Mettler Toledo),
alat destilasi, blender, gelas beaker, tabung reaksi,
erlenmeyer, rak tabung reaksi, ose, korek api, pulpen,
cawan petri, pipet ukur, gelas ukur, pinset, penggaris,
bunsen, batang pengaduk, mikropipet, glass drill, jangka
sorong.
2. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain daun sirih hijau yang diambil dari Dukuh Pranak

Desa Lau Kec. Dawe Kab. Kudus Prov. Jawa tengah,
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bakteri Citrobacter freundii yang diperoleh dari Klinik
Permata Utama Semarang, akuades, etanol 96%, NaCl
0,9% fisiologis, bubuk Nutrient Agar (NA), bubuk MHA
(Mueller Hinton Agar), bubuk NB (Nutrient Broth),
kertas saring, alumunium foil, HCl pekat, reagen
Dragendroff, besi (III) klorida 1%, serbuk magnesium,

asam sulfat 1%, barium klorida 1%.

C. Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Simplisia
Daun sirih hijau yang telah dicuci bersih
dikeringkan pengeringan dibawah sinar matahari
langsung dan diangin anginkan. Daun sirih hijau kering
dilakukan penghalusan menjadi bubuk menggunakan
blender.
2. Ekstraksi Daun Sirih Hijau
Sebanyak 144 g bubuk daun sirih hijau ditimbang.
Bubu daun sirih di maserasi menggunakan pelarut
etanol 96% yang telah didestilasi selama 24 jam per
harinya selama 5 hari di tempat yang terlindungi sinar
matahari. Ekstrak disaring menggunakan kertas saring
dan diuapkan menggunakan rotary evaporator dengan
suhu 60°C dan menghasilkan ekstrak kental daun sirih

hijau (Nanda et al, 2020).
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bobot ekstrak yang didapat (g)

% kadar ekstrak = x 100%

bobot sampel yang diekstraksi g)
....... (3.1) (Azizah et al, 2020)
3. Uji Fitokimia
a. Alkaloid
Ekstrak etanol daun sirih hijau sebanyak 0,1 g
dilarutkan dengan etanol 96% sebanyak 5 mL
dimasukkan ke tabung reaksi kemudian ditambah
reagen Dragedroff 1-2 tetes. Larutan tersebut
ditambahkan 0,5 mL HCI 1%. Larutan positif
senyawa alkaloid akan ditandai perubahan warna
larutan menjadi merah atau jingga ( Kirana Jati et al,
2019).
b. Tanin
Sejumlah 0,1 g ekstrak daun sirih hijau dilarutkan
dengan etanol 96% sebanyak 5 mL dan diberi
tambahan 2 tetes FeClz 1% . Keberadaan senyawa
tanin dapat diidentifikasi dengan perubahan warna
menjadi hijau kebiruan atau hijau kehitaman
(Angelina et al, 2015).
c. Saponin
Sejumlah 0,1 g ekstrak daun sirih hijau dilarutkan
dengan 5 ml akuades dan dikocok selama 10 detik.

Didiamkan selama 10 menit dan ditambahkan 1
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tetes HCl 2N. Keberadaan senyawa saponin dapat
ditandai melalui pembentukan busa yang stabil
setelah didiamkan selama 10 menit dengan tinggi
busa lebih dari 1 cm. (Nugrahani et al, 2016).
d. Flavonoid
Ekstrak daun sirih hijau sebanyak 0,1 g
dilarutkan dengan 5 mL etanol 96%. Dicampurkan
0,1 g serbuk magnesium dan 1 mL HCl pekat.
Keberadaan flavonoid dapat diidentifikasi melalui
perubahan warna menjadi kemerahan pada larutan
(Alfonsius Wijaya et al,,2014).
4. Uji Antibakteri
a. Sterilisasi Alat
Alat yang akan digunakan dalam penelitian dicuci
dan dikeringkan, setelah kering dibalut dengan
kertas  koran. Sterilisasi dilakukan dengan
menggunakan autoklaf, suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm. Ose dan pinset disterilkan
melalui pemijaran menggunakan bunsen (Ratnah et
al, 2022).
b. Pembuatan Media NA
Bubuk NA seberat 2 g ditimbang dan dilarutkan
dalam 100 ml akuades, kemudian dipanaskan

menggunakan hot plate hingga benar-benar larut.
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Larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu

121-C selama 15 menit ( Ratnah et al, 2022)).

. Pembuatan Media MHA

Dalam erlenmeyer dimasukkan sebanyak 20 g
bubuk dan dilarutkan dalam 100 mL akuades
kemudian dipanaskan hingga mendidih
menggunakan hot plate. Media tersebut disterilisasi
dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
(Ratnah et al, 2022).

. Pembuatan Media NB

Bubuk NB dipersiapkan dengan menimbang 3,25
g NB, kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer
berukuran 500 mL, dan dicampurkan dengan 250
mL aquadest. Campuran larutan dipanaskan
menggunakan hot plate, diaduk secara teratur hingga
homogen dan mencapai titik didih. Sterilisasi media
dilakukan sterilisasi dengan memasukkan ke dalam
autoklaf suhu 121°C selama 15 menit. Media NB
dibiarkan selama 24 jam (Mahmudah & Atun, 2017).
. Pembuatan NaCl Fisiologis

Larutan fisiologis NaCl pada konsentrasi 0,9%
disiapkan dengan melarutkan 0,9 g NaCl dalam 100

ml akuades lalu disterilisasi dengan menggunakan
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autoklaf selama 20 menit di suhu 120°C ( Lestari et
al, 2016).
Pembuatan Larutan Mc Farland

Larutan Mc. Farland 0,5 dibuat dengan
mencampurkan sejumlah 0,05 mL BaClz 1% dalam
akuades dengan 9,95 mL H2S0s+ 1%. Campuran
larutan yang sudah dibuat disimpan di tempat tanpa
paparan sinar matahari langsung (Aviany &
Pujiyanto, 2020).
. Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri Citrobacter freundii diambil 1 ose dari
stok murni lalu diinokulasi ke permukaan media
miring nutrien agar menggunakan metode streak
langsung (zig-zag) dari bagian atas secara rapat ke
bagian bawah, selanjutnya diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam ( Nuria et al, 2021 )
. Penyiapan Suspensi Bakteri

Bakteri Citrobacter freundii diambil sebanyak 1-2
ose dari media miring stok kultur kemudian
disuspensikan dalam pelarut NaCl 0,9% 10 mL dan
dikocok hingga homogen hingga larutan terlihat
keruh (Rahman Wahid et al, 2020). Tingkat
kekeruhan suspens bakteri dibandingkan secara

visual dengan standar Mc Farland 0,5 (kepadatan sel
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bakteri 1x108 sel/mL) (Lopez, 2003 dalam

Widiastomo, 2013). Uji kekeruhan suspensi bakteri

diukur dengan instrumen spektofotometer UV-Vis

dengan panjang gelombang 625 nm (setara dengan

standar 0,5 Mc Farland), sehingga menghasilkan

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

CFU/mL ) ( Lisdiana et al, 2022).

Uji Aktivitas Antibakteri

1) Uji Daya Hambat Menggunakan Metode Cakram

Ekstrak daun sirih hijau konsentrasi 2%, 4%

dan 8% menggunakan rumus b/v ( Ratnah et al,
2022 ). Cawan petri yang sudabh steril diisi dengan
Mueller Hinton Agar ( MHA ) sekitar + 10 mL
dibiarkan mengeras. Kertas saring direndam
dalam ekstrak etanol daun sirih hijau 2%, 4%, 8%
dan etanol 96% sebagai kontrol negatif. Diambil
bakteri uji sebanyak 100 pL menggunakan
mikropipet 100-1000 uL. Bakteri diusapkan
secara merata pada permukaan media MHA
menggunakan glass drill dan dibiarkan selama *
15 menit. Kertas saring yang telah direndam dan
ditiriskan, ditempatkan menjadi empat bagian .
Diinkubasi ke dalam inkubator pada suhu 37°C

selama 24 jam. Diameter zona hambat diamati
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dan diukur. Pengujian ini direplikasi sebanyak 3

kali. Hasilnya berupa zona bening disekitar

cakram/kertas saring yang menunjukkan adanya

aktivitas antibakteri. Pengukuran zona bening

yang dilakukan menggunakan jangka sorong

dengan menghitung rata-rata dari empat sisi zona

bening (Aviany & Pujiyanto, 2020).

2) Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh

Makolit et al, (2017), cara untuk uji KHM adalah

sebagai berikut :

= Tabung 1 yaitu larutan konsentrasi 100%.
Larutan berisi 0,5 g ekstrak kental daun sirih
hijau dan 0,5 mL media cair NB.

= Tabung 2 yaitu larutan konsentrasi 50%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 1.

= Tabung 3 yaitu larutan konsentrasi 25%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 2.

= Tabung 4 yaitu larutan konsentrasi 12,5%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5

mL larutan tabung 3.
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= Tabung 5 yaitu larutan konsentrasi 6,25%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 4.

= Tabung 6 yaitu larutan konsentrasi 3,125%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 5.

= Tabung 7 yaitu larutan konsentrasi 1,563%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 6.

* Tabung 8 yaitu larutan konsentrasi 0,781%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL tabung 7.

= Tabung 9 yaitu larutan konsentrasi 0,391%.
Larutan berisi 0,5 mL media cair NB dan 0,5
mL larutan tabung 8.

= Tabung 1 - 9 diisi suspensi bakteri sebanyak
0,5 mL.

= Tabung K(+) ( bakteri uji kekeruhannya setara
Mc Farland).

= Tabung K(-) ( 100% ekstrak etanol daun sirih
hijau ).

Tabung perlakuan sebelum inkubasi dan
sesudah inkubasi di ukur absorbansinya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Dicatat
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nilai pada spektrofotometer UV-Vis untuk tabung
sebelum inkubasi dan tabung sesudah inkubasi

(Makolit et al, 2017).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Ekstraksi Daun Sirih Hijau

Sampel daun sirih hijau (Piper betle L.) yang digunakan
pada penelitian didapatkan dari Dukuh Meranak Desa Lau
Kec. Dawe Kab. Kudus Prov. Jawa Tengah yang diambil
pada bulan Agustus 2023. Pembuatan simplisia diawali
dengan daun sirih hijau yang dicuci bersih untuk
membersihkan kontaminasi fisik. Simplisia yang sudah
bersih dikeringkan dengan pengeringan penyinaran
matahari secara langsung dan pengeringan udara. Daun
sirih hijau yang sudah kering kemudian di haluskan
dengan blender, di mana semakin kecil ukuran simplisia
atau luas permukaan serbuknya akan semakin
memperluas kontak dengan larutan penyari sehingga
terjadi peningkatan interaksi bersama pelarut (Sineke et
al, 2016).

Metode yang digunakan untuk ekstraksi daun sirih
hijau yaitu maserasi. Sebanyak 144 g serbuk daun sirih
hijau dimaserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%
yang telah di destilasi tujuannya agar lebih murni dan ini
juga membantu mengurangi kandungan air dalam etanol.
Proses maserasi dilakukan dengan lima kali pengulangan.

Prinsip ekstraksi atau proses penyarian dalam maserasi
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melibatkan pemecahan dinding sel dan membran sel yang
disebabkan oleh perbedaan tekanan antara bagian dalam
dan luar sel, hasilnya metabolit sekunder yang terdapat
dalam sitoplasma sel larut dalam larutan penyari atau
pelarut organik. Pemilihan pelarut untuk proses maserasi
disesuaikan dengan kelarutan atau polaritas bahan aktif
pada bahan alami untuk mencapai efektivitas yang tinggi
(Handoyo, 2020).

Maserat yang dihasilkan kemudian diuapkan
menggunakan rotatory evaporator dan dipanaskan dengan
hot plate hingga terbentuk ekstrak kental, sebagaimana
terlihat pada gambar 4.1. Ekstrak ini memiliki warna hijau
pekat dan tekstur yang agak lengket, yang bercampur
dengan minyak berwarna kuning yang diyakini
mengandung minyak atsiri, suatu senyawa yang terdapat
dalam daun sirih hijau. Jumlah total ekstrak kental etanol
dari daun sirih hijau mencapai 17,24 g, dengan rendemen

sebesar 12,00%.

Gambar 4.1 Ekstrak Kental Daun Sirih Hijau
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Maserasi merupakan teknik ekstraksi di mana sampel
atau bahan tumbuhan direndam dalam pelarut organik
pada suhu ruang. Maserasi berguna dalam mengisolasi
komponen alami yang tidak dapat bertahan terhadap suhu
tinggi. Etanol dipilih sebagai pelarut pada proses maserasi
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

etal, 2014).

B. Uji Fitokimia
Hasil uji fitokimia pada ekstrak etanol 96% dari daun
sirih hijau menunjukkan adanya flavonoid, tannin, dan
alkaloid. Berikut tabel 4.1 yang berisi hasil uji fitokimia
daun sirih hijau.

Tabel 4.1 Hasil Uji Fitokimia

Uji Fitokimia Hasil Keterangan

Flavonoid + Kemerahan/merah
bata

Tannin + Hijau tua

Saponin - Muncul busa tetapi

tinggi busa Kkurang

dari 1 cm
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Alkaloid + Jingga kemerahan

Temuan fitokimia dalam penelitian ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya. Marfu’ah et al (2021) bahwa
ekstrak etanol daun sirih hijau mengandung metabolit
sekunder seperti flavonoid, tannin, dan alkaloid. Penelitian
ini menekankan bahwa metode ekstraksi, seperti maserasi
dapat memengaruhi hasil uji fitokimia. Maserasi sebagai
metode yang digunakan terbukti efektif untuk
mengekstrak senyawa metabolit sekunder dari daun sirih
hijau.

Berdasarkan hasil uji fitokimia, ekstrak etanol dari daun
sirih hijau menunjukkan hasil positif untuk kandungan
flavonoid karena perubahan warna larutan menjadi
kemerahan. Terlihat pada gambar 4.2 menunjukkan
perubahan warna larutan uji flavonoid. Temuan ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Widyaningtias et al (2014) yang menyimpulkan bahwa
daun sirih hijau mengandung senyawa flavonoid.
Flavonoid umumnya lebih mudah larut dalam air atau
pelarut polar karena terikat pada gugus gula (Sangi et al,
2008). Arifin dan Ibrahim (2018) menyatakan bahwa
flavonoid dalam tumbuhan dapat menghasilkan berbagai

warna seperti kuning, merah, oranye, biru, dan ungu pada
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buah, bunga, dan daun. 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

etal, 2020).

@

a b

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 Hj, ion Mg?+ berikatan dengan flavonoid
menghasilkan senyawa kompleks dan menyebabkan
perubahan warna menjadi kemerahan (Nugrahani et al,

2016). Reaksi uji flavonoid terdapat pada gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Reaksi Uji Flavonoid (Kurang et al,
2020)

Ekstrak etanol dari daun sirih hijau juga menunjukkan
hasil positif untuk kandungan senyawa tannin karena
larutan sampel berubah warna menjadi hijau kehitaman.
Perubahan warna uji tannin terdapat dalam gambar 4.4.
Definisi tannin sebagai senyawa fenolik dengan rasa sepat
hingga pahit dinyatakan oleh Julianto (2019). Temuan ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Widyaningtias et al (2014), yang mengonfirmasi bahwa
daun sirih hijau mengandung senyawa tannin. Tannin
sebagai golongan senyawa fenolik, cenderung larut dalam
air dan memiliki sifat yang bersifat polar (Harborne,
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
etal, 2016).

a b

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

Uji tanin dilakukan dengan menambahkan FeClz yang
berinteraksi dengan salah satu gugus hidroksil pada tanin.
Reaksi ini mengakibatkan hidrolisis gugus tanin,
menghasilkan  perubahan warna biru kehitaman,
sedangkan tanin yang terkondensasi dapat menunjukkan
warna hijau kehitaman (Sangi et al, 2008). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol dari daun sirih hijau
mengandung gugus fenol. Adanya fenol menandakan
keberadaan senyawa tannin, karena tannin merupakan
senyawa polifenol (Ergina et al, 2014). Reaksi uji tannin

terdapat dalam gambar 4.5.
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Gambar 4.5 Reaksi Uji Tannin (Simaremare, 2014)

Ekstrak etanol dari daun sirih hijau menunjukkan hasil
negatif dalam uji saponin. Indikasi ini dikarenakan tinggi
busa yang kurang dari 1 cm setelah 10 menit. Terlihat
larutan 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 mengandung glikosil yang berperan sebagai gugus
polar, serta triterpenoid dan steroid sebagai gugus
nonpolar, keduanya memiliki sifat aktif di permukaan

sehingga dapat menyebabkan terbentuknya busa. Pada
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saat dikocok, busa terbentuk sebagai hasil dari struktur
gugus polar yang menghadap ke luar dan gugus nonpolar
yang menghadap ke dalam, menciptakan tampilan busa.
Prinsip terbentuknya busa pada pengujian saponin
mengindikasikan keberadaan glikosida yang dapat
menghasilkan busa dalam air, kemudian melalui hidrolisis,
glukosa dan senyawa lainnya dapat terbentuk (Ikhwan
Habibi et al, 2018). Reaksi uji saponin terlihat dalam
gambar 4.7.

(a) (b)

Gambar 4.6 Hasil Uji Saponin (a) sebelum reaksi (b)

sesudah reaksi
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Gambar 4.7 Reaksi Uji Saponin (Marliana et al, 2005)

Uji fitokimia dalam penelitian ini juga menunjukkan
hasil positif untuk kandungan senyawa alkaloid karena
larutan berubah warna menjadi jingga kemerahan.
Perubahan warna larutan uji alkaloid tedapat pada gambar
4.8. Alkaloid memiliki afinitas terhadap pelarut etanol
karena sifat polar dari senyawa alkaloid (Sangi et 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).
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a b

Gambar 4.8 Hasil Uji Alkaloid (a) sebelum reaksi (b)

sesudah reaksi

Penambahan HCI dalam uji alkaloid dilakukan karena
alkaloid bersifat basa, sehingga pelarut asam ditambahkan
untuk mengubah warna larutan menjadi merah atau jingga
(Marliana et al, 2005). Senyawa alkaloid dalam ekstrak
menunjukkan warna merah kecoklatan ketika bereaksi
dengan reagen Dreagendroff. Perubahan warna ini
disebabkan oleh pergantian ligan, di mana nitrogen dengan
pasangan elektron bebas pada alkaloid membentuk ikatan
kovalen koordinat dengan ion K+ Hasil reaksi ini
menghasilkan kompleks kalium-alkaloid, yang mengubah
larutan menjadi warna merah kecoklatan dan membentuk
endapan (Ikhwan Habibi et al, 2018). Reaksi uji alkaloid
terdapat dalam gambar 4.9.
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Gambar 4.9 Reaksi Uji Alkaloid (Illing et al, 2020)

Beberapa senyawa metabolit sekunder yang diekstraksi
dari tumbuhan mungkin berperan sebagai agen antibakteri
alami. Setiap senyawa memiliki mekanisme antibakteri
yang khas untuk menghambat pertumbuhan bakteri.
Flavonoid dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan cara menghambat sintesis asam nukleat,
mengubah fungsi membran sitoplasma, menghambat
metabolisme energi, mengurangi perlekatan sel dan
pembentukan biofilm, menghambat porin pada membran
sel, serta mengganggu permeabilitas dinding dan
membran sel sehingga menyebabkan lisis sel bakteri (Gong
etal, 2021).

Tanin bekerja dengan cara mengkoagulasi protoplasma
bakteri, mengendapkan protein, dan mengikat protein
untuk menghambat pembentukan dinding sel bakteri

(Othman et al, 2018). Tanin juga memiliki efek antibakteri



78

melalui reaksi dengan membran sel, inaktivasi enzim, dan
inaktivasi fungsi materi genetik (Puspodewi, 2015).
Saponin memiliki efek antibakteri dengan cara
mengganggu stabilitas membran sel bakteri dan
menyebabkan lisis sel bakteri (Tenda et al, 2017).
Saponin juga meningkatkan permeabilitas membran sel
bakteri serta mengubah struktur dan fungsi membran,
mengakibatkan denaturasi protein membran dan
kerusakan serta lisis membran sel (Imrawati, 2016).
Alkaloid mencegah pertumbuhan dan merusak bakteri
dengan cara mengganggu permeabilitas dinding dan
membran sel, menghambat sintesis asam nukleat dan
protein, serta menghambat metabolisme sel bakteri
sehingga menyebabkan lisis. Alkaloid dapat bertindak
sebagai inhibitor dalam proses biosintesis protein pada sel

bakteri (Casciaro et al, 2020).

C. Uji Daya Hambat Metode Cakram
Pada penelitian ini metode cakram digunakan sebagai
uji daya hambat bakteri dengan tujuan untuk mengetahui
Diameter Daerah Hambat (DDH) pertumbuhan bakteri di
sekitar kertas cakram atau paper disc. Pengujian ini
bertujuan untuk menilai sensitivitas bakteri terhadap
bahan antibakteri yang digunakan sebagai uji yang

dinyatakan dalam bentuk diameter zona hambat atau
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bunuh (Lalamentik et al, 2017). Zona hambat ini biasanya
tampak sebagai daerah bening di sekitar paper disc.
Sebelum menentukan DDH, bakteri uji perlu disiapkan
melalui peremajaan, di mana bakteri diinokulasi dari stok
murni ke media miring NA dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Proses inkubasi dilakukan untuk
memastikan bakteri tumbuh optimal dan berada dalam
keadaan segar atau muda, serta untuk mengurangi risiko
kontaminasi dari luar.

Bakteri yang telah mengalami peremajaan dibuat
menjadi suspensi dengan mencampurkan beberapa ose
bakteri dari media miring dengan NaCl 0,9% steril.
Suspensi bakteri kemudian dihomogenkan melalui
pengadukan vortex dan kekeruhannya diatur sesuai
dengan standar Mc Farland 0,5 (Prihatiningtyas et al,
2018). Media MHA dituangkan ke dalam cawan petri dan
dibiarkan sejenak untuk mengeras. Proses penuangan
media agar dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF)
untuk meminimalkan risiko kontaminasi, setelah media
mengeras cawan petri dibagi menjadi empat bagian yang
diberi label untuk menandai variasi konsentrasi masing-
masing. Sebanyak 100 pL suspensi bakteri dituangkan ke
dalam media agar MHA yang telah mengeras diaplikasikan

secara merata menggunakan glass drill. Cawan petri yang
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telah diisi suspensi bakteri kemudian ditempatkan dengan
kertas cakram, masing-masing berisi kontrol (etanol 96%)
dan larutan ekstrak etanol daun sirih hijau dengan
konsentrasi 2%, 4%, dan 8%. Pengujian dengan cakram
dalam penelitian ini dilakukan sebanyak tiga Kkali
pengulangan untuk memastikan hasil yang lebih akurat.
Hasil uji cakram dapat dilihat pada lembar lampiran 3 uji
cakram.

Cawan petri diinkubasi selama 24 jam dan zona bening
terbentuk. Zona bening yang terlihat diukur menggunakan
jangka sorong. Hasil uji cakram antibakteri ekstrak etanol
daun sirih hijau terhadap bakteri Citrobacter freundii dapat
dilihat pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Daya Hambat Uji Antibakteri Ekstrak Etanol

Daun Sirih Hijau terhadap Bakteri Citrobacter freundii

Metode Cakram
Replikasi Diameter Zona Hambat Pertumbuhan (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

Rerata 7,7£3,21 6,63 1,30 6,72+1,25 0,87%1,50
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Daya hambat ini terbukti melalui daerah zona bening
pada Muller Hinton Agar (MHA) yang sebelumnya diisi oleh
bakteri Citrobacter freundii dan kemudian diberikan
ekstrak etanol daun sirih hijau pada konsentrasi berbeda,
yaitu 2%, 4%, dan 8%. Kekuatan daya hambat bakteri
dilakukan berdasarkan rentang daya hambat antibakteri,
yang ada dalam tabel 2.1. Hasil variasi konsentrasi 2%
menunjukkan rata-rata diameter zona hambat yang paling
besar yakni 7,7 mm. Konsentrasi 4% dan 8% menunjukkan
rata-rata diameter zona hambat masing-masing sebesar
6,63 mm dan 6,72 mm. Ketiga konsentrasi ini berdasarkan
respons dalam menghambat pertumbuhan bakteri,
diklasifikasikan sebagai kategori kuat. Sebagai kontrol,
etanol 96% digunakan dalam penelitian ini, menunjukkan
respons yang lemah terhadap hambatan pertumbuhan
bakteri dengan rata-rata diameter zona hambat sebesar
0,87 mm. Kesimpulan dari penelitian ini menegaskan
bahwa ekstrak etanol daun sirih hijau mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Citrobacter freundii.
Pada penelitian ini semakin besar konsentrasi ekstrak
etanol daun sirih hijau tidak menunjukkan hasil diameter
zona hambat yang semakin besar pula nilainya.

Dalam penelitian ini, diketahui bahwa ekstrak etanol

daun sirih pada konsentrasi 2% (konsentrasi terkecil)
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menghasilkan diameter zona hambat yang lebih besar
dibandingkan dengan konsentrasi 8%. Sumarno (2000)
menyebutkan bahwa beberapa faktor dapat
mempengaruhi diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri, salah satunya adalah kekeruhan suspensi bakteri.
Jika suspensi kurang keruh maka diameter zona hambat
cenderung lebih besar, sebaliknya jika suspensi lebih
keruh diameter zona hambat akan semakin kecil. Dalam
mengukur kekeruhan suspensi disarankan menggunakan
nephelometer agar kekeruhan suspensi bakteri dapat
diukur secara lebih akurat. Pada penelitian ini pengukuran
kekeruhan suspensi dilakukan secara visual.

Menurut hasil penelitian yang dilakukan oleh Zeniusa
et al (2019), suhu merupakan variabel lain yang dapat
mempengaruhi diameter zona hambat. Pada penelitian
Zeniusa et al (2019) menyimpulkan bahwa suhu optimal
untuk pertumbuhan bakteri selama proses inkubasi adalah
sekitar 35°C. Penumpukan lebih dari dua cawan petri
selama proses inkubasi dapat menyebabkan
ketidakmerataan diameter zona hambat karena plate yang
berada di tengah tidak mendapatkan suhu optimal oleh
karena itu inkubasi pada suhu di atas 35°C juga dapat
mengakibatkan penurunan efisiensi difusi ekstrak. Dalam

penelitian ini, suhu inkubasi yang digunakan adalah 37°C.
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Media juga memiliki peran dalam mempengaruhi
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri. Ketebalan
agar yang dianggap efektif adalah sekitar + 4 mm. Jika
ketebalan kurang dari 4 mm difusi ekstrak akan lebih
cepat sementara jika lebih dari 4 mm, difusi ekstrak akan
menjadi lambat (Zeniusa et al, 2019). Dalam penelitian
ini, tidak dilakukan pengukuran langsung pada media agar,
sehingga tidak dapat dipastikan ketebalan MHA yang
digunakan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tingkat
konsentrasi ekstrak etanol daun sirih hijau tidak selalu
sejalan dengan diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri Citrobacter freundii yang dihasilkan. Ekstrak etanol
daun sirih hijau pada konsentrasi 2% menunjukkan
aktivitas antibakteri yang lebih efektif daripada
konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu 4% dan 8%. Temuan
ini sesuai dengan penelitian Dewi (2010) yang
menyatakan bahwa konsentrasi yang lebih tinggi tidak
selalu memberikan efek penghambatan yang lebih kuat,
melainkan dapat menghasilkan efek penghambatan yang
lebih lemah dibandingkan dengan konsentrasi yang lebih
rendah.

Salah satu penyebab hal tersebut dapat dijelaskan oleh
Handajani dan Purwoko (2008) yakni kurangnya

kemampuan difusi ekstrak ke dalam media. Proses difusi
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ekstrak dapat dipengaruhi oleh tingkat pengenceran.
Seiring dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak,
kelarutannya cenderung menurun (menjadi lebih kental
seperti gel) sehingga dapat menghambat laju difusi bahan
aktif ekstrak ke dalam media akibatnya kemampuan
ekstrak dengan konsentrasi tinggi dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Citrobacter freundii dapat berkurang.
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

Uji KHM dilakukan menggunakan metode dilusi cair
dengan menggunakan Nutrient Broth (NB) sebagai media.
Metode ini melibatkan pembuatan seri pengenceran agen
antimikroba pada medium cair yang kemudian dicampur
dengan bakteri uji (Fitriana et al, 2019). Keunggulan dari
metode dilusi ini terletak pada kemampuannya
menggunakan satu konsentrasi agen antimikroba untuk
menguji beberapa mikroba uji, sesuai dengan penjelasan
yang diberikan oleh Pratiwi (2008). Proses uji KHM dapat
diamati melalui perbedaan kekeruhan media yang telah
dicampur dengan ekstrak daun sirih hijau dan suspensi

bakteri. Kekeruhan ini muncul karena adanya masa
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inkubasi yang memungkinkan pertumbuhan bakteri pada
media. 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).

Pengukuran KHM menggunakan spektrofotometer UV-
Vis dilakukan dua kali, yaitu sebelum dan setelah inkubasi
selama 24 jam. Nilai KHM ditentukan berdasarkan
perubahan nilai absorbansi sebelum dan sesudah inkubasi.
Jika nilai absorbansi sebelum inkubasi lebih tinggi, dapat
disimpulkan bahwa pertumbuhan bakteri terhambat;
sebaliknya, jika nilai absorbansi setelah inkubasi lebih
tinggi, pertumbuhan bakteri tidak terhambat. Proses
penentuan nilai KHM dimulai dengan membuat variasi
konsentrasi larutan, dan pengukuran KHM pada penelitian

ini dilakukan tiga kali pengulangan untuk memastikan
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akurasi hasil. Variasi konsentrasi larutan sebelum inkubasi
terdapat pada gambar 4.10 dan variasi konsentrasi larutan

setelah inkubasi terdapat pada gambar 4.11.

\i

Gambar 4.10 Variasi Konsentrasi Larutan Sebelum

Inkubasi

Gambar 4.11 Variasi Konsentrasi Larutan Setelah

Inkubasi

Keterangan:
A : Larutan Kontrol (-)
B : Larutan Kontrol (+)

C : Larutan uji konsentrasi 100%
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: Larutan uji konsentrasi 50%
: Larutan uji konsentrasi 25%
: Larutan uji konsentrasi 12,5%

: Larutan uji konsentrasi 6,25%

- © m m O

: Larutan uji konsentrasi 3,125%

et

: Larutan uji konsentrasi 1,563%

] :Larutan uji konsentrasi 0,781%

K : Larutan uji konsentrasi 0,391%

Sebelum inkubasi, larutan uji KHM tampak lebih bening,
tetapi setelah mengalami inkubasi, larutan tersebut
menjadi lebih keruh. Perubahan ini terjadi karena adanya
pertumbuhan bakteri yang lebih signifikan setelah proses
inkubasi. Pengidentifikasian perubahan absorbansi,
dilakukan dengan pengujian menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Berikut adalah hasil uji KHM
ekstrak etanol daun sirih hijau terhadap bakteri
Citrobacter freundii yang dicantumkan dalam tabel 4.5.
Tabel 4.3 Hasil KHM Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun
Sirih Hijau terhadap Bakteri Citrobacter freundii

Konsentrasi ~ Sebelum Sesudah Ket
Ekstrak Inkubasi Inkubasi

K(-) 1,544 +0,479 1,317 +0,187 Turun
K(+) 0,173+0,124  0,074+0,114 Turun

100% 1,501+ 0,125 1,374 + 0,267 Turun
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50% 0,957 £ 0,189 0,854 £ 0,026 Turun
25% 0,389 £ 0,147 0,273 £ 0,082 Turun
12,5% 0,176 £ 0,086 0,127 £ 0,037 Turun
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

Konsentrasi 6,25% menunjukkan penurunan
absorbansi, menandakan bahwa pada konsentrasi tersebut
terjadi hambatan minimal terhadap pertumbuhan bakteri
Citrobacter freundii oleh ekstrak etanol daun sirih hijau.
Temuan uji KHM dalam penelitian ini sejalan dengan hasil
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Fitriana et al
(2019) terkait aktivitas antibakteri daun sirih. Dalam
penelitian tersebut uji KHM dan KBM terhadap bakteri B.
subtilis dan E. coli menghasilkan nilai KHM sebesar 6,25%,
yang merupakan nilai optimal untuk membunuh bakteri E.
coli ditandai dari hasil perlakuan yang menghasilkan
medium yang jernih.

Konsentrasi di bawahnya menunjukkan peningkatan
absorbansi yang mengindikasikan bahwa bakteri masih
dapat tumbuh pada konsentrasi-konsentrasi tersebut.
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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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Ekstrak etanol daun sirih hijau positif mengandung
senyawa metabolit sekunder flavonoid, tannin, dan
alkaloid.

2. Pengujian antibakteri ekstrak etanol daun sirih hijau
terhadap bakteri Citrobacter freundii dengan metode
cakram pada konsentrasi 2%, 4% dan 8%
menghasilkan diameter zona hambat sebesar 7,76mm;
6,63mm; 6,72mm. Didapatkan hasil data fluktuatif
dengan beberapa kemungkinan yang mempengaruhi
nilai konsentrasi terkecil memiliki daya hambat yang
lebih besar daripada konsentrasi lainnya adalah
kekeruhan suspensi bakteri, suhu, ketebalan media
agar, dan kekentalan ekstrak. Pengujian KHM dengan
spektrofotometer UV-Vis menunjukkan penurunan
absorbansi pada Kkonsentrasi 6,25% menandakan
bahwa konsentrasi 6,25% adalah konsentrasi hambat
minimum dimana ekstrak etanol daun sirih hijau secara
efektif menghambat pertumbuhan bakteri Citrobacter
freundii 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 peneliti selanjutnya dapat dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai uji cakram daya hambat
antibakteri daun sirih hijau terhadap bakteri
Citrobacter freundi.

2. Bagi peneliti selanjutnya dapat dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai uji KHM ekstrak etanol daun sirih
hijau terhadap bakteri Citrobacter freundii dengan

pembuatan larutannya dilakukan lebih akurat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Pembuatan Ekstrak

Keterangan

Proses Pengeringan Daun
Sirih Hijau

Bubuk Daun Sirih Hijau

o I
0 ML
—

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 Hasil Uji Hasil
Sekunder
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

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

e

e

B\\ 3
A
i‘ ’

Sesudah inkubasi
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Pengulangan 1
| A

Pengulangan 3

Pengulangan 1

Pengulangan 3

Lampiran 4 Uji KHM

Sebelum inkubasi

Sesudah inkubasi

Pengulangan 1

Pengulangan 1
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ey efrinn

:"m‘ "

Pengulangan3 Pengulangan 3

Lampiran 5 Perhitungan

a.

Pembuatan NaCl Fisiologis

massa zat terlarut (g)

% (b/V) - volume larutan (mL) x 100%
_ 09g

= ToomL* 100%

=09%

Jadi, larutan NacCl fisiologis 0,9% dapat dibuat dengan
mencampurkan 0,9 gr NaCl ke dalam 100 mL akuades.
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%




126

b =4 gram
c. Konsentrasi 2%
b/v =2%
b /100 mL =2%
b =2 gram
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)

x100%

volume larutan (mL)

=259 v 100%

T o5mL

=100%

c. Tabung 2 berisi larutan uji dengan konsentrasi 50%
M;.Vi =M.V
100.V; = 50.1
Vi =0,5mL
d. Tabung 3 berisi larutan uji dengan konsentrasi
25%
M;:.Vi =M.V,
50V, =25.1
Vi =0,5mL
e. Tabung 4 berisi larutan uji dengan konsentrasi

12,5%
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M. Vi =M.V,
25V =125.1
Vi =0,5mL
f. Tabung 5 berisi larutan uji dengan konsentrasi
6,25%
M;.Vi =M.V,
12,5.Vi =6,25.1
Vi =0,5mL
g. Tabung 6 berisi larutan uji dengan konsentrasi
3,125%
M:.Vi =M.V,
6,25.V:  =3,125.1
Vi =0,5mL
h. Tabung 7 berisi larutan uji dengan konsentrasi
1,563%
M:.Vi =M.V,
3125.Vi  =1,563.1
Vi =0,5mL
i. Tabung 8 berisi larutan uji dengan konsentrasi
0,781%
Mi.Vi =M.V,
1,563.V,  =0,781.1
Vi =0,5mL
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j. Tabung 9 berisi larutan uji dengan konsentrasi
0,391%
Mi.Vi =M.V,
0,781.vy =0,391.1
Vi =0,5mL

d. Hasil Uji KHM

Konsentrasi ~ Replika Sebelum  Setelah Keterangan

inkubasi inkubasi

1 2,019 1,469
2 1,061 1,374
K(-) Turun
3 1,554 1,108
Rata-rata 1,544 1,317
1 0,271 0,014
2 0,214 0,206
K(+) Turun
3 0,033 0,002
Rata-rata 0,173 0,074
1 1,384 1,071
2 1,633 1,473
100% Turun
3 1,485 1,579
Rata-rata 1,501 1,374
1 1,083 0,861
2 1,048 0,876
50% Turun
3 0,739 0,825
Rata-rata 0,957 0,854

25% 1 0,367 0,178 Turun



12,5%

6,25%

3,125%

1,563%

0,781%

0,391%

2
3
Rata-rata
1
2

Rata-rata
1

Rata-rata
1
2
3
Rata-rata
1
2
3
Rata-rata
1

2
3

Rata-rata

0,546
0,254
0,389
0,121
0,133
0,276
0,176
0,001
0,008
0,192
0,067
0,038
0,038
0,226
0,101
0,007
0,067
0,134
0,069
0,022

0,071
0,167
0,087

0,043
0,081

0,330
0,309
0,273
0,127
0,165
0,090
0,127
0,012
0,007
0,004
0,007
0,049
0,036
0,252
0,112
0,099
0,095
0,093
0,095
0,361

0,022
0,238
0,207

0,264
0,266

Turun

Turun

Naik

Naik

Naik

Naik
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3 0,098 0,073

Rata-rata 0,074 0,201
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