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UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK DAUN KENIKIR
(Cosmos caudatus Kunth.) SECARA DIFUSI TERHADAP
BAKTERI Bacillus Cereus

Monicca Vabbella Damayanti
Program Studi S1 Farmasi

INTISARI

Daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) mengandung senyawa aktif yaitu
fenol, flavonoid, tanin, dan saponin yang berfungsi sebagai antibakteri. Senyawa
aktif tersebut dapat mengganggu permeabilitas membran sel, mengganggu
pembentukan peptidoglikan atau dinding sel, mendenaturasi protein dan inaktivasi
enzim pada sel bakteri. Ekstrak daun kenikir terbukti menghasilkan zona hambat
terhadap bakteri Bacillus cereus yang menjadi penyebab keracunan makanan.
Bacillus cereus menurut beberapa ilmuan adalah pembentuk spora, aerobik hingga
fakultatif, Gram-positif, motile rod yang dapat dipisahkan dari berbagai variasi
yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) metode soxhletasi terhadap
bakteri bacillus cereus secara in vitro dengan variasi konsentrasi ekstrak 10%,
20%, dan 30%. Tetrasiklin HCI 0,25% digunakan sebagai K+ karena mekanisme
kerjanya sama dengan senyawa alkaloid. Zona hambat sampel dikategorikan
dalam rentang diameter yang dihasilkan, meliputi >21 mm termasuk kategori
sangat kuat, 11-20 mm termasuk kategori kuat, 6-10 mm termasuk kategori
sedang, dan <5 mm termasuk kategori lemah. Hasil uji menunjukkan rata-rata
zona hambat ekstrak daun kenikir pada variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 30%,
berturut-turut sebesar 17,33+1,25 mm, 17,16£1,04 mm, dan 17,33+1,04 mm.
Ekstrak daun kenikir mempunyai aktivitas antibakteri dengan kategori daya
hambat yang dihasilkan kuat, dengan konsentrasi hambat optimum pada
konsentrasi 30%.

Kata kunci : antibakteri, soxhletasi, ekstrak, kenikir, Bacillus cereus
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF KENIKIR LEAF EXTRACT
(Cosmos caudatus Kunth.) BY DIFFUSION AGAINST
Bacillus cereus bacteria

Monicca Vabbella Damayanti
Pharmacy S1 Study Program

ABSTRACT

Kenikir leaves (Cosmos caudatus Kunth.) contain active compounds,
namely phenols, flavonoids, tannins, and saponins that function as antibacterial.
These active compounds can interfere with the permeability of cell membranes,
interfere with the formation of peptidoglycan or cell walls, denature proteins and
inactivate enzymes in bacterial cells. Kenikir leaf extract has been shown to
produce an inhibitory zone against the bacterium Bacillus cereus which causes
food poisoning. Bacillus cereus according to some scientists is a spore-forming,
aerobic to facultative, Gram-positive, motile rod that can be separated from
different variations. This study aims to determine the antibacterial activity of
kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) leaf extract against Bacillus cereus in vitro
with various extract concentrations of 10%, 20%, and 30%. Tetracycline HCI
0.25% is used as K+ because its mechanism of action is the same as that of
alkaloids. The inhibition zone of the sample was categorized in the resulting
diameter range, including 21 mm including the very strong category, 11-20 mm
including the strong category, 6-10 mm including the medium category, and <5
mm including the weak category. The test results showed the average inhibition
zone of kenikir leaf extract at various concentrations of 10%, 20%, and 30%,
respectively 17.33+1.25 mm, 17.16£1,04 mm, and 17.33+1,04 mm. Kenikir leaf
extract has antibacterial activity in the category of strong inhibitory power, with
the optimum inhibitory concentration at a concentration of 30%.

Keywords: antibacterial, soxhletation, extract, kenikir, Bacillus cereus
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara dengan kekayaan hayati terbesar di
dunia yang memiliki lebih dari 30.000 spesies tanaman tingkat tinggi. Hingga saat
ini, tercatat 7000 spesies tanaman telah diketahui khasiatnya namun kurang dari
300 tanaman yang digunakan sebagai bahan baku industri farmasi secara regular.
WHO pada tahun 2008 mencatat bahwa 68% penduduk masih menggantungkan
sistem pengobatan tradisional yang mayoritas melibatkan tumbuhan untuk
menyembuhkan penyakit (Saifudin, 2011).

Permenkes Rl No. 007 Tahun 2012, menyatakan bahwa obat tradisional
digunakan untuk berbagai pengobatan yang dapat diterapkan sesuai dengan norma
yang berlaku di masyarakat secara turun temurun. Ramuan bahan untuk membuat
obat tradisional berasal dari sediaan sarian, tumbuhan, hewan, mineral, atau
campuran dari beberapa bahan tersebut (Permenkes RI, 2012).

Salah satu tumbuhan yang umum dijumpai dan termasuk tanaman liar
adalah kenikir (Dwiyanti et al., 2012). Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)
merupakan salah satu keanekaragaman hayati yang berpotensi sebagai tumbuhan
obat (Saranraj and Sivasakthi, 2014). Bagian muda daun kenikir biasanya
digunakan masyarakat sebagai lalapan atau dijadikan makanan pembuka karena
memiliki rasa dan aroma yang khas (Lutpiatina et al, 2017).

Daun kenikir mengandung senyawa aktif yaitu fenol, flavonoid, tanin dan
saponin yang berfungsi sebagai antibakteri (Lutpiatina et al, 2017). Uji fitokimia
yang dilakukan oleh peneliti terdahulu, daun kenikir yang diekstrak menggunakan
etanol dan pelarut lain menunjukkan adanya senyawa aktif flavonoid, saponin,
terpenoid, alkaloid, tanin dan minyak atsiri yang berpotensi sebagai antimikroba
(Dwiyanti et al., 2012).



Bacillus cereus menurut beberapa ilmuan adalah pembentuk spora, aerobik
hingga fakultatif, Gram-positif, motile rod yang dapat dipisahkan dari berbagai
variasi yang berbeda (Kotiranta et al., 2000). Bacillus cereus sering ditemukan
pada nasi basi dan dapat tumbuh pada makanan siap santap dan membentuk toksin
(Ruriani and Nurhayati, 2010).

Metode ekstraksi bertujuan untuk melakukan pemisahan komponen-
komponen senyawa aktif tumbuhan dalam larutan berdasarkan perbedaan
kelarutannya (Senduk et al, 2020). Soxhletasi merupakan proses ekstraksi
menggunakan pelarut murni dengan prinsip penyarian berulang, sehingga proses
ekstraksi tidak memerlukan jumlah pelarut yang banyak (Febryanto, M. A., 2017).

Metode difusi cakram atau disk merupakan metode yang sering digunakan
dalam penelitian, untuk mengetahui aktivitas zona hambat suatu bakteri (Prayoga,
2013). Sering digunakan karena mudah dan sederhana untuk menentukan aktivitas
antibakteri (Prayoga, 2013). Metode difusi cakram atau disk dipilih karena
memiliki harga relatif murah karena tidak memerlukan alat khusus dalam
pengerjaannya, cepat dan mudah dilakukan (Katrin et al., 2014 ).

Antibiotik merupakan pilihan yang terbaik untuk menanggulangi suatu
infeksi (Hidayah et al., 2021). Antibiotik merupakan senyawa obat yang
digunakan untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri dan
mikroorganisme selain bakteri (Bahi and Anizar, 2013). Penelitian Dwiyanti et al.,
(2012) menggunakan kontrol positif untuk membandingkan potensi ekstrak daun
kenikir dengan kontrol positif yaitu tetrasiklin konsentrasi 0,25%. Tetrasiklin
dipilih karena sifatnya yang bakteriostatik dan aktif terhadap bakteri Gram positif
maupun negatif (Dwiyanti et al., 2012). Akan tetapi, penggunaan antibiotik yang
tidak dapat menyebabkan terjadinya resistensi masih sangat sedikit. Oleh karena
itu, diperlukan adanya terapi alternatif dari tumbuhan yang berpotensi tinggi
sebagai antibakteri (Kholifah et al., 2019).

Senyawa aktif dari ekstrak daun kenikir dapat mengganggu permeabilitas
membran sel, mengganggu pembentukan peptidoglikan atau dinding sel,
mendenaturasi protein dan inaktivasi enzim pada sel bakteri (Dwiyanti et al.,

2012). Penelitian terdahulu menyatakan bahwa ekstrak daun kenikir terbukti



menghasilkan zona hambat terhadap bakteri Bacillus cereus yang menjadi
penyebab keracunan makanan, pada semua konsentrasi uji (konsentrasi 30%
hingga 100%) (Dwiyanti et al., 2012). Penelitian lainnya terkait daun kenikir juga
menyatakan bahwa ekstrak daun kenikir pada konsentrasi 10%, 15%, 20%, 25%,
dan 30% dapat menghambat bakteri penyebab penyakit dysentri basiller yaitu
bakteri Shigella dysentriae ATCC 13313, Shigella flexneri ATCC 12022 dan
Shigella boydii ATCC 12985 dengan kandungan kimia alkaloid, flavonoid,
fenolik, saponin dan steroid (Sari et al., 2018).

Berdasarkan latar belakang tesebut, penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir (cosmos caudatus kunth.)
metode soxhletasi terhadap bakteri bacillus cereus penyebab keracunan makanan

secara in vitro dengan variasi konsentrasi ekstrak 10%, 20% dan 30%.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Bagaimanakah aktivitas antibakteri ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) terhadap Bacillus cereus secara in vitro?

1.2.2 Berapakah konsentrasi optimum zona hambat ekstrak Daun Kenikir
(Cosmos caudatus Kunth.) pada variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 30%

terhadap Bacillus cereus secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) terhadap Bacillus cereus secara in vitro.

1.3.2 Mengetahui konsentrasi optimum zona hambat ekstrak Daun Kenikir
(Cosmos caudatus Kunth.) pada variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 30%

terhadap Bacillus cereus secara in vitro.



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat bahwa daun ekstrak Daun
Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) memiliki aktivitas antibakteri.

1.4.2 Bagi Instansi
Kesehatan Sebagai referensi untuk mengembangkan senyawa antibakteri
baru dengan memanfaatkan senyawa bioaktif dari tanaman.

1.4.3 Pendidikan
Memberikan informasi dan referensi untuk mahasiswa dalam melakukan
penelitian berikutnya.

1.4.4 Bagi Peneliti
Menambah informasi dan pengetahuan tentang obat tradisional khususnya
manfaat daun biduri sebagai antibakteri serta untuk memenuhi tugas akhir
sebagai persyaratan kelulusan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)
2.1.1 Morfologi

Menurut Noor (2016) kenikir berasal dari dataran Amerika yang tersebar ke
daerah-daerah dengan iklim tropis. Kenikir juga telah banyak ditemui di negara
Malaysia dan Indonesia (Bunawan et al., 2014). Masyarakat banyak menyebut
tanaman kenikir sebagai Ulam Raja, kenikir dapat tumbuh dengan baik di daerah
yang mempunyai intensitas sinar matahari penuh serta dapat tumbuh pada kondisi
tanah yang liat, gembur, dan memiliki sistem drainase yang baik, kenikir dapat
tumbuh pada dataran rendah hingga ketinggian 700 mdpl (Hidayat and
Napitupulu, 2015). Kenikir sebagai tanaman herba tergolong berbau khas juga
dapat tumbuh tinggi mencapai 3 m pada alam liar (Saraswati and Restuti, 2020).

Gambar 2. 1 Herba Kenikir.
Mempunyai beberapa nama latin salah satunya yaitu Cosmos caudatus Kunth.
Akses online pada tanggal 23 Juli 2021 di website
(http://obatkampung.com/wp-content/uploads/2020/03/BBVImzL.jpg)



Kenikir mempunyai bentuk percabangan batang berupa segi empat, berdaun
majemuk berbentuk lanset, anak daun bagian tepinya tampak bergerigi. Bunga
kenikir berupa majemuk bentuknya seperti cawan dengan wama jingga serta
memiliki buah seperti jarum ketika sudah tua berwarna coklat dan ketika masih
muda berwarna hijau, dengan bentuk bijinya seperti jarum mempunyai warna
hitam (Bunawan et al., 2014).

2.1.2 Klasifikasi
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Asteridae

Ordo : Asterales

Famili : Asteraceae

Genus : Cosmos

Spesies : Cosmos caudatus Kunth. (Bunawan et al., 2014)

2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia

Menurut Rasdi et al., (2010) daun kenikir mengandung beberapa golongan
senyawa kimia yaitu alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid. Penelitian
lain mengungkapkan bahwa proses ekstraksi menggunakan pelarut etanol telah
didapatkan senyawa antibakteri seperti golongan senyawa alkaloid, flavonoid,
saponin, dan tanin (Moore et al., 2015). Uji fitokimia juga telah dilakukan untuk
menentukan golongan senyawa seperti flavonoid, saponin, tanin, dan fenol (Noor,
2016). Penelitian Bunawan et al., (2014) mengungkapkan bahwa senyawa
golongan flavonoid yang banyak terdapat dalam daun kenikir adalah kuersetin.
Senyawa kuersetin diketahui memiliki aktivitas terhadap bakteri seperti
Escherichia coli, Salmonellae enterica dan Listeria monocytogenes (Noor, 2016).

Kuersetin dapat menghambat bakteri golongan Gram-positif dan Gram
negatif melalui inaktivasi protein ekstraseluler, mekanisme antibakteri yang
dihasilkan adalah gangguan pada membran serta inaktivasi protein ekstraseluler

membentuk kompleks yang tidak dapat diubah, tetapi mekanisme pastinya masih



belum jelas (Ramadhan et al., 2018). Pada penelitian terdahulu Cushnie et al.,
(2014) mengungkapkan bahwa senyawa golongan alkaloid memiliki aktivitas
terhadap bakteri. Beberapa senyawa golongan alkaloid tersebut adalah indolinidin,
isoquinolin, dan kuinolon. Pada senyawa golongan alkaloid kelas indolizin seperti
pergularinin dan tylophorinidin memiliki mekanisme kerja menghambat sintesis
asam nukleat, karena keduanya menghambat enzim dihydrofolate reduktase
(Noor, 2016).

Pada senyawa golongan alkaloid kelas isoquinolon yaitu sanguinarin yang
merupakan alkaloid benzophenanthridin, memiliki mekanisme kerja memberikan
aktivitas antibakteri dengan mengganggu pembentukan cincin-Z atau sitoskeletal
dan menghambat pembelahan sel pada bakteri serta menghambat sitokenesis
(Noor, 2016). Pada senyawa golongan alkaloid kelas kuinolon yang secara alami
tidak memiliki gugus 3-karboksil, sehingga memungkinkan sintesis senyawa
kuinolon menjadi fluoroquinolon untuk menghambat enzim topoisomerase tipe 1l
(Heeb et al., 2011). Selain senyawa flavonoid dan alkaloid, pada senyawa saponin
dan tanin juga terbukti memberikan aktivitas sebagai antibakteri (Noor, 2016).

Saponin memiliki mekanisme kerja meningkatkan permeabilitas membran
sel bakteri, sehingga menyebabkan perubahan struktur dan fungsi membran selain
itu juga dapat mengganggu tegangan permukaan dinding sel, kemudian saponin
juga memudahkan zat antibakteri untuk memasuki sel dan mengganggu
metabolisme sel sambil mendenaturasi protein membran sehingga membran sel
akan lisis (Noor, 2016). Sedangkan tanin dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan mengkelat besi sehingga kebutuhan zat besi pada mikroorganisme tidak
terpenuhi (Noor, 2016).

2.1.4 Manfaat atau Khasiat

Masyarakat Indonesia memanfaatkan kenikir sebagai tanaman obat sejak
jaman nenek moyang dari generasi ke generasi (Mursito, 2011). Herba kenikir
secara empiris mulai dari akar hingga bijinya terbukti dapat dimanfaatkan. Bagian
akar kenikir dapat dimanfaatkan untuk melancarkan buang air besar, bagian bunga
dapat dimanfaatkan untuk obat batuk dan sakit gigi, dan bagian daun kenikir dapat

digunakan sebagai obat cacing (Mursito, 2011). Masyarakat juga percaya bahwa



daun kenikir memiliki khasiat sebagai penambah nafsu makan, untuk obat lemah
lambung, dan memperkuat tulang (Noor, 2016). Masyarakat melayu
menggunakan bagian batang dan daun kenikir untuk merawat dan menyembuhkan
penyakit infeksi serta sebagai anti-aging (Noor, 2016).

Daun kenikir menurut Penelitian terdahulu Lutpiatina et al., (2017) terbukti
memberikan aktivitas terhadap beberapa bakteri, ekstrak daun kenikir
memberikan konsentrasi hambat minimum (KHM) dengan konsentrasi 170 mg/ml
dan memiliki konsentrasi bunuh minimal (KBM) pada konsentrasi 190 mg/ml
dengan tidak ditemukannya pertumbuhan koloni Staphylococcus aureus. Ekstrak
daun kenikir juga menghasilkan zona hambat pada bakteri Bacillus cereus pada
semua konsentrasi uji yaitu 30% hingga 100% (Dwiyanti et al., 2012). Pada
penelitian yang dilakukan oleh Sari (2018), ekstrak daun kenikir juga memberikan
aktivitas terhadap bakteri Disentri shigella dengan membuktikan bahwa fraksi
ekstrak etanol daun kenikir memberikan aktivitas terbesar pada konsentrasi 30%
yang mempunyai zona hambat sebesar 20,22 mm. Ekstrak metanol daun kenikir
juga ditemukan berpotensi memberikan aktivitas terhadap bakteri S. thypi pada

konsentrasi optimal yaitu 30 mg/ml sebesar 24,22 mm (Noor, 2016).

2.2 Kandungan Senyawa Daun Kenikir
2.2.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa yang terdiri dari C6-C3-C6. Flavonoid
umumnya terdapat pada tumbuhan sebagai glikosida. Flavonoid terdapat pada
seluruh bagian tumbuhan, termasuk pada buah, tepung sari, dan akar (Sirait,
2007). Flavonoid adalah senyawa yang memiliki sifat polar, umumnya akan
mudah terlarut dalam pelarut polar seperti etanol, dimetilformamida, metanol,
butanol, dimetil-sulfoksida, air, aseton, dan lain-lain (Hidayah et al., 2021). Suhu
50°C merupakan suhu yang relatif aman untuk mencegah kerusakan pada senyawa
metabolit khususnya flavonoid (Oktavia, 2011). Sistem aromatik terkonjugasi
merupakan senyawa fenol yang terkandung dalam flavonoid (Oktavia, 2011).
Sistem aromatik terkonjugasi pada suhu tinggi mudah rusak dan golongan
flavonoid memiliki ikatan glikosida dengan molekul gula yang mudah rusak atau



putus pada suhu tinggi (Oktavia, 2011). Flavonoid bersifat bakteriostatik karena
adanya reaksi dari suatu senyawa kimia (Rijayanti, 2014). Flavonoid sebagai
antibakteri memiliki tiga mekanisme kerja yaitu menghambat sintesis asam
nukleat yang menyebabkan penghambatan pembentukan DNA dan RNA,
merusak membran sitoplasma bakteri dan menghambat metabolisme energi
(Rijayanti, 2014).

Flavonoid dapat merusak membran sitoplasma senyawa tersebut
menyebabkan bocornya metabolit penting dan dapat mengaktifkan sistem enzim
bakteri (Charisma et al.,, 2020). Kerusakan membran sitoplasma dapat
menyebabkan nukleotida dan asam amino keluar, mencegah bahan-bahan aktif
masuk kedalam sel sehingga menyebabkan kematian bakteri (Charisma et al.,
2020). Mekanisme kerja flavonoid adalah menghambat metabolisme energi degan
menghambat sitokrom C reduktase sehingga pembentukan metabolisme dapat
terhambat dan menghambat penggunaan oksigen oleh bakteri sehingga bakteri
akan mati (Rijayanti, 2014). Flavonid dengan mekanisme Kkerjanya yang
menghambat fungsi membran sel, kemudian membentuk senyawa kompleks
dengan protein ekstraseluler yang terlarut sehingga flavonoid dapat merusak
membran sel bakteri, serta diikuti dengan keluarnya senyawa intraseluler
(Hidayah et al., 2021).

2.2.2 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
tanaman. Kebanyakan alkaloid diturunkan dari asam amino, sedangkan sebagian
kecil diantaranya diturunkan dari unit isoprena, alkaloid berfungsi sebagai
antimikroba (Charisma et al., 2020). Alkaloid bebas biasanya tidak larut dalam
air, tetapi mudah larut dalam pelarut organik yang bersifat semi polar (eter,
benzena, kloroform) (Charisma et al., 2020). Alkaloid merupakan senyawa yang
mudah larut dalam pelarut organik polar ketika berbentuk garam (Charisma et al.,
2020). Kemudian apabila senyawa akaloid telah diisolasi dan membentuk padatan
kristal maka alkaloid tidak larut dengan titik lebur yang tertentu atau mempunyai
kisaran dekomposisi (Charisma et al., 2020). Sedikit alkaloid memiliki bentuk

amorf, nikotin dan koniin berupa cairan (Charisma et al., 2020). Pada sebagian
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besar alkaloid tidak berwarna, namun untuk beberapa senyawa yang memiliki
sifat kompleks, spesies aromatik akan berwarna (misalnya berberin berwarna
kuning dan betanin berwarna merah) (Charisma et al., 2020).

Alkaloid memliki sifat basa, namun sifat tersebut tergantung adanya
pasangan elektron pada nitrogen. Alkaloid yang bersifat basa akan sangat mudah
mengalami dekomposisi, terutama oleh panas dan sinar dengan adanya oksigen
(Charisma et al., 2020). Senyawa alkaloid mempunyai sifat fisik kurang tahan
panas (Charisma et al., 2020; Eleanore, 2013). Senyawa alkaloid terdapat gugus
basa yang menggandung nitrogen yang akan bereaksi dengan senyawa asam
amino yang menyusun dinding sel bakteri dan DNA bakteri (Charisma et al.,
2020). Reaksi ini akan mengakibatkan terjadinya perubahan struktur dan susunan
asam amino, sehingga hal tersebut akan menimbulkan perubahan pada
keseimbangan genetik rantai DNA sehingga terjadi kerusakan yang mendorong
sel baktei lisis hingga menyebabkan kematian pada sel bakteri (Charisma et al.,
2020).

2.2.3 Saponin

Saponin adalah senyawa metabolit sekunder dari tanaman (Charisma et al.,
2020). Saponin merupakan glikosida yang tersusun dari gula yang berikatan
dengan aglikon (sapogenin) yang terdiri dari rantai triterpenoid atau steroid
(Charisma et al., 2020). Saponin memiliki sifat cenderung polar karena ikatan
glikosidanya (Simaremare, 2014). Saponin memiliki rumus kimia C30H40s.
Struktur saponin menyebabkan saponin bersifat seperti deterjen (Charisma et al.,
2020). Saponin memiliki berat molekul tinggi yaitu 414,6231 g/mol (Hidayah et
al., 2021). Saponin memiliki titik didih yang cukup tinggi yaitu 158°C dan
densitas 0,5 g/cm3 pada suhu 20°C (Santosa et al., 2018). Saponin berupaa kristal
warna kuning dengan berbentuk amorf yang memiliki bau menyengat serta
memiliki rasa pahit (Charisma et al., 2020). Saponin merupakan senyawa non-
volatile, larut dalam air dingin maupun panas dan larut dalam alkohol (Hidayah et
al., 2021). Saponin membentuk busa koloidal dalam air dan memiliki sifat tahan
terhadap pemanasan yaitu tahan pada suhu 70°C (Prasetyo et al., 2011 ; Wahyuni
etal., 2018).
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Saponin dapat digunakan sebagai antibakteri dengan cara menurunkan
tegangan permukaan dinding sel dan efektif pada bakteri Gram positif (Hidayah et
al., 2021). Saponin akan berikatan dengan lipopolisakarida yang terdapat pada
dinding sel bakteri, hal ini mengakibatkan peningkatan permeabilitas dinding sel
bakteri sehingga membran menjadi tidak stabil dan menurunkan tegangan
permukaan dari dinding sel bakteri sehingga dinding sel tersebut akan mengalami
lisis (Hidayah et al., 2021). Zat antibakteri akan masuk ke dalam sel kemudian zat
tersebut akan mengganggu metabolisme yang dapat menyebabkan bakteri mati
(Dwicahyani et al., 2018).

2.2.4 Tanin

Tanin merupakan golongan senyawa polifenol yang terdiri dari gugus
hidroksi dan karboksil. Tanin memiliki rumus kimia CzgHs,046 (Dwicahyani et
al., 2018). Tanin dapat terlarut ke dalam pelarut organik polar, namun tidak dapat
terlarut ke dalam pelarut organik non polar seperti benzena, tanin memiliki sifat
polar (Dwicahyani et al., 2018). Tanin berfungsi untuk melindungi tanaman dari
hewan pemangsa karena tanin memiliki rasa sepat (Dwicahyani et al., 2018).
Senyawa tanin memiliki sifat kimia dan fisika. Sifat kimia dari tanin yaitu tanin
memiliki gugus fenol, membentuk koloid jika dilarutkan dalam air, membentuk
endapan jika dicampur dengan alkaloid dan gelatin, mengendapkan protein dari
larutannya, tanin dapat bereaksi dengan garam besi, tanin akan terurai menjadi
pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol apabila dipanaskan pada suhu 99-
102°C, tanin dapat terhidrolisa oleh asam, basa dan enzim (Charisma et al., 2020).

Sifat fisika dari tanin yaitu tanin memiliki berat molekul tinggi, berbentuk
amorf, tanin berwarna putih kekuningan sampai coklat terang, tanin berbentuk
serbuk, tanin berwarna gelap jika terkena cahaya langsung atau dibiarkan di udara
terbuka, tanin memiliki sifat bakteriostatik dan fungistatik (Charisma et al., 2020).
Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri yaitu tanin menyebabkan dinding sel
bakteri menjadi lisis, sehingga pembentukan dinding sel bakteri menjadi
terhambat dan menyebabkan sel bakteri mati. Tanin dapat mengganggu jalannya
protein pada lapisan dalam sel serta menginaktifkan enzim pada bakteri (Ngajow
etal., 2013).
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2.3 Simplisia
2.3.1 Pengertian Simplisia

Simplisia merupakan bahan alamiah yang banyak digunakan sebagai bahan
obat yang belum mengalami pengolahan apapun kecuali dinyatakan lain simplisia
adalah bahan obat yang telah dikeringkan (Charisma et al., 2020). Simplisia
adalah bahan alam yang dapat digunakan sebagai bahan obat, sebagian besar
simplisia belum mengalami pengolahan dan telah dikeringkan, kecuali dinyatakan
lain simplisia telah mengalami proses pengeringan pada suhu tidak lebih dari 60°C
(BPOM, 2014).
2.3.1.1 Simplisia nabati

Simplisia nabati berupa tanaman utuh, eksudat tanaman atau bagian
tanaman. Eksudat tanaman adalah isi sel yang keluar atau sengaja dikeluarkan dari
dalam sel tanaman dengan cara tertentu, atau dapat juga diartikan sebagai zat-zat
nabati lain yang dipisahkan dengan cara tertentu dari dalam sel tanamannya
(Charisma et al., 2020).
2.3.1.2 Simplisia hewani

Simplisia hewani berupa bagian hewan, hewan utuh atau zat-zat berguna
yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni (Charisma et al.,
2020).
2.3.1.3 Simplisia pelikan (mineral)

Simplisia pelikan berupa bahan pelikan atau mineral yang belum diolah atau
telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Charisma
et al., 2020).

2.3.2 Syarat-syarat Simplisia

Menurut BPOM (2010) simplisia memiliki beberapa persyaratan yaitu:
2.3.2.1 Lolos uji organoleptis yang meliputi warna, bau, bentuk, dan rasa.
2.3.2.2 Kadar air, harus kurang dari 10%.

2.3.2.3 Adanya keseragaman bobot.

2.3.2.4 Tidak ada cemaran mikroba sesuai dengan nilai yang telah ditentukan.



13

2.3.2.5 Bahan tambahan pada simplisia, tidak diperbolehkan mengandung
pengawet, pewarna, dan pengharum. Dapat digunakan pemanis sesuai
dengan yang ditetapkan.

2.3.3 Persiapan Simplisia

Menurut Charisma et al., (2020) pada umumnya pembuatan simplisia

melalui tahapan sebagai berikut:

2.3.3.1 Pengumpulan bahan baku: bagian tanaman yang akan digunakan, umur
tanaman saat akan dipanen, waktu panen dan lingkungan habitat tumbuh
tanaman akan mempengaruhi jumlah kandungan senyawa aktif dalam
simplisia.

2.3.3.2 Sortasi basah: dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan
asing lainnya dari bahan simplisia. Bahan asing seperti tanah, kerikil,
rumput, batang, daun, akar yang telah rusak, serta pengotor lain yang harus
dibuang.

2.3.3.3 Pencucian: Pencucian pada umumnya dilakukan tiga kali, tahap pertama
proses pencucian bertujuan menghilangkan 25% dari jumlah mikroba,
hingga tahap selanjutnya pencucian bertujuan untuk mengurangi jumlah
mikroba yang tertinggal 42% dari jumlah mikroba awal. Hal ini dilakukan
untuk menghilangkan sisa tanah yang menempel pada simplisia dan
pengotoran lainnya yang melekat pada bahan simplisia. Untuk proses
pencucian menggunakan air bersih, misalnya mata air, air sumur atau air
PAM.

2.3.3.4 Perajangan: proses tersebut untuk mempermudah proses pengeringan,
pengepakan dan penggilingan pada simplisia.

2.3.3.5 Pengeringan: dilakukan untuk menghasilkan simplisia yang tidak mudah
rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Pengeringan
mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik pada simplisia
sehingga mencegah penurunan mutu atau perusakan simplisia.

2.3.3.6 Sortasi kering: tujuannya untuk memisahkan benda-benda asing seperti
bagian- bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotoran-pengotoran
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lain yang masih ada dan tertinggal pada simplisia keringsebelum simplisia
dibungkus untuk disimpan.

2.3.3.7 Pengepakan dan penyimpanan: hal yang harus diperhatikan saat
penyimpanan simplisia yaitu cara pengepakan, pembungkusan, persyaratan
gudang penyimpanan simplisia, cara sortasi dan pemeriksaan mutu
simplisia.

2.3.4 Penghalusan Simplisia

Proses pembuatan serbuk simplisia yang berasal dari simplisia utuh yang
telah melalui proses pengeringan atau perajangan (Charisma et al., 2020).
Pembuatan serbuk dilakukan dengan bantuan alat sehingga mengurangi resiko
terjadi kerusakan atau kehilangan kandungan kimia yang dibutuhkan, kemudian
dilakukan pengayakan hingga diperoleh serbuk dengan derajat kehalusan tertentu
(Charisma et al., 2020). Serbuk simplisia memiliki derajat kehalusan terdiri dari
serbuk sangat kasar, kasar, agak kasar, halus dan sangat halus (Charisma et al.,
2020). Kecuali dinyatakan lain, derajat kehalusan serbuk simplisia daun kenikir
untuk pembuatan ekstrak merupakan serbuk simplisia halus seperti tertera pada
pengayak dan derajat halus serbuk (Charisma et al., 2020).

Proses ekstraksi bertambah baik jika permukaan serbuk simplisia yang
bersentuhan dengan cairan penyari semakin luas. Dengan demikian maka semakin
tinggi derajat kehalusan serbuk simplisia seharusnya semakin baik pula
ekstraksinya (Charisma et al., 2020).

Pada penelitian terdahulu Menurut Sapri et al., (2014) menyebutkan bahwa
rendemen ekstrak etanol dari simplisia daun sangat dipengaruhi oleh ukuran
ayakan. Ayakan yang digunakan umumnya adalah ukuran 40 mesh, 60 mesh, dan
80 mesh (Sapri et al., 2014). Semakin besar nomor mesh yang digunakan dalam
pengayakan simplisia semakin besar pula rendemen yang dihasilkan (Sapri et al.,
2014). Sehingga serbuk simplisia ukuran 80 mesh menghasilkan rendemen
ekstrak tertinggi (Sapri et al.,, 2014). Rendemen ekstrak yang diperoleh akan
dipengaruhi oleh ukuran serbuk dari simplisia, sehingga semakin kecil ukuran
serbuk simplisia, maka akan semakin besar rendemen ekstrak yang diperoleh
(Sapri et al., 2014).
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2.4 Ekstraksi

Ekstraksi adalah penarikan kandungan kimia yang dapat larut sehingga
terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair (Charisma et al.,
2020). Simplisia mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan senyawa yang
tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat, protein dan lain-lain (Charisma et al.,
2020). Senyawa aktif yang terdapat dalam simplisia seperti golongan minyak
atsiri, alkaloid, flavonoid dan lain-lain (Charisma et al.,, 2020). Dengan
diketahuinya senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia akan mempermudah
pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat (Charisma et al., 2020). Ekstraksi
adalah proses pemisahan komponen-komponen senyawa tumbuhan dalam larutan
berdasarkan perbedaan kelarutannya (Charisma et al., 2020).

2.4.1 Pengelompokan ekstrak menurut (Febryanto, 2017), yaitu :

2.4.1.1 Ekstrak encer berupa sediaan yang dengan konsistensi semacam madu dan
dapat dituang.

2.4.1.2 Ekstrak kental berupa sediaan apabila dilihat dalam keadaan dingin,
memiliki kandungan air kira-kira sampai 30% dan tidak dapat dituang.
Kandungan air yang tinggi menyebabkan sediaan tidak stabil karena resiko
terkena kontaminasi bakteri sangat tinggi.

2.4.1.3 Ekstrak kering berupa sediaan dengan konsistensi kering, memiliki
kandungan lembab tidak lebih dari 5% dan mudah dituang.

2.4.1.4 Ekstrak cair berupa ekstrak yang dibuat sedemikian rupa agar satu bagian
simplisia sesuai dengan dua bagian ekstrak cair.

Proses ekstraksi umumnya menurut Febryanto (2017) memiliki dua cara
yaitu cara dingin dan cara panas. Keuntungan dalam proses ekstraksi cara dingin,
yaitu kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa termolabil yang terdapat
pada sampel sangat kecil (Febryanto, 2017). Kemudian sebagian besar senyawa
juga dapat terekstraksi dengan sempurna, walaupun masih terdapat beberapa
senyawa yang memiliki keterbatasan kelarutan terhadap pelarut pada suhu
ruangan (Febryanto, 2017).

Metode ekstraksi menggunakan cara dingin, yang paling sederhana ialah

ekstraksi dalam labu besar berisi biomasa yang diagitasi menggunakan stirrer,
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dengan cara tersebut bahan kering hasil gilingan dapat diekstraksi pada suhu
kamar secara berturut-turut dengan pelarut yang kepolarannya makin tinggi
(Febryanto, 2017).

2.4.2 Beberapa metode yang termasuk cara dingin, yaitu :

2.4.2.1 Maserasi

Maserasi merupakan proses ekstraksi simplisia dengan menggunakan
pelarut yang sesuai dilakukan pengocokan atau pengadukan pada temperatur
ruangan (Charisma et al., 2020). Modifikasi dari maserasi adalah remaserasi,
remaserasi menggunakan cairan penyari yang dibagi menjadi dua dan seluruh
serbuk simplisia dimaserasi menggunakan cairan penyari pertama (Charisma et
al., 2020). Filtrat hasil maserasi pertama dimaserasi kembali dengan cairan
penyari kedua (Charisma et al., 2020).
2.4.2.2 Perkolasi

Perkolasi merupakan proses pemisahan atau ekstraksi dengan pelarut yang
selalu baru sampai sempurna yang dilakukan pada suhu ruangan(Charisma et al.,
2020). Proses pengembangan bahan, tahap perkolasi sebenarnya yaitu penetasan
atau penampungan ekstrak dan tahap maserasi antara, terus menerus sampai
diperoleh ekstrak atau perkolat (Charisma et al., 2020).

Cara panas Yyaitu metode yang melibatkan pemanasan selama proses
ekstraksi berlangsung (Charisma et al., 2020). Keuntungan dari metode ini ialah
dengan adanya panas secara otomatis akan mempercepat proses ekstraksi
dibandingkan dengan cara dingin(Charisma et al., 2020).

2.4.3 Beberapa metode yang termasuk cara panas, yaitu :
2.4.3.1 Soxhletasi

Soxhletasi merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang
selalu baru, umumnya dilakukan dengan bantuan alat khusus sehingga ekstraksi
terjadi secara kontinu dan adanya pendingin balik sehingga jumlah pelarut relatif
konstan (Febryanto, 2017). Metode soxhletasi merupakan ekstraksi menggunakan
pelarut cair dan merupakan salah satu metode yang paling baik digunakan dalam
memisahkan senyawa bioaktif dari alam (Febryanto, 2017). Alat soxhlet

merupakan suatu sistem dengan penyarian berulang menggunakan pelarut yang
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sama dan juga menggunakan proses sirkulasi perubahan uap—cair dari pelarut
dengan pemanasan (Febryanto, 2017).

Soxhletasi adalah metode ekstraksi dengan pelarutnya yang selalu baru,
pada umumnya soxhletasi dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi
konstan dengan adanya pendingin balik atau kondensor (Febyanto, 2017).
Beberapa kelebihan metode soxhletasi yaitu proses ekstraksi menggunakan
pelarut murni dengan prinsip penyarian berulang, sehingga proses ekstraksi tidak
memerlukan jumlah pelarut yang banyak (Febryanto, 2017). Namun, terdapat juga
kelemahan pada metode yaitu dapat menyebabkan rusaknya solute atau komponen
lainnya yang tidak tahan panas karena pemanasan ekstrak yang dilakukan secara
terus menerus (Tiwari et al., 2011).
2.4.3.2 Refluks

Refluks merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut pada
temperatur titik didihnya, dengan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dan
adanya pendingin balik dilakukan selama waktu tertentu (Charisma et al., 2020).
Umumnya dilakukan pengulangan proses pada 3-5 kali sehingga dapat termasuk
ekstraksi sempurna (Charisma et al., 2020).
2.4.3.3 Digesti

Digesti merupakan metode maserasi Kinetik dilakukan dengan cara
pengadukan kontinu pada temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan,
secara umum dilakukan pada temperatur 40-50°C (Charisma et al., 2020).
2.4.3.4 Infus

Infus disebut sebagai metode ekstraksi yang umumnya dilakukan
menggunakan pelarut air dipanaskan pada temperatur penangas air atau dalam
bejana infus tercelup penangas air mendidih, pada suhu atau temperatur terukur
96-98°C, selama waktu tertentu 15-20 menit (Charisma et al., 2020).
2.4.3.5 Dekok

Dekok merupakan infus yang diekstraksi pada waktu yang lebih lama dan

temperatur sampai titik didih air >30°C (Charisma et al., 2020).
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2.4.4.6 Pelarut

Cairan pelarut adalah pelarut yang optimal untuk kandungan senyawa yang
berkhasiat atau senyawa aktif, sehingga senyawa tersebut dapat dipisahkan dari
bahan dan dari senyawa kandungan lainnya, serta ekstrak hanya mengandung
sebagian besar senyawa kandungan yang diinginkan (Charisma et al., 2020).
Faktor utama pertimbangan dalam pemilihan cairan penyari yaitu, selektivitas,
kemudahan bekerja pada proses dengan cairan tersebut, ekonomis, ramah
lingkungan, keamanan (Charisma et al., 2020). Pelarut yang digunakan dalam
proses ekstraksi dipilih berdasarkan kamampuan pelarut tersebut dalam
melarutkan jumlah simplisia yang maksimum dari zat aktif dan yang seminimum
mungkin bagi unsur yang tidak diinginkan (Febryanto, 2017). Pada beberapa
penelitian disebutkan beberapa jenis pelarut, yaitu etanol, air, methanol,
kloroform, dan petrolum eter yang dibedakan berdasarkan tingkat kepolarannya
(Charisma et al., 2020).
2.4.4.6.1 Air

Air memiliki bahasa latin aquadestilata yang berarti air suling. Air suling
merupakan air yang diperoleh dari pengembunan uap air akibat penguapan atau
pendidihan air (Charisma et al., 2020). Air senyawa yang tidak berwarna, tidak
berbau dan tidak berasa yang memiliki titik didih 100°C (Chandra, 2015). Air
adalah pelarut universal yang digunakan untuk mengekstraksi produk tumbuhan
dengan aktivitas antimikroba (Charisma et al., 2020).

Air dapat melarutkan flavonoid yang tidak memiliki aktivitas signifikan
terhadap antimikroba dan senyawa fenolat yang larut dalam air yang mempunyai
aktivitas antioksidan (Tiwari et al., 2011). Air digunakan sebagai pelarut memiliki
harga murah, mudah diperoleh, tidak mudah menguap, dan tidak beracun
(Charisma et al., 2020). Kerugian pelarut air yaitu tidak dapat melarutkan semua
zat berkhasiat yang dikehendaki, ekstrak dapat ditumbuhi kapang sehingga cepat
rusak dan waktu pengeringan ekstrak memerlukan jangka waktu lama (Charisma
et al., 2020). Air dapat melarutkan garam alkaloid, glikosida, tanin, gom, pati,
protein, dan asam organik (Charisma et al., 2020).
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2.4.4.6.2 Etanol

Etanol (C,HsOH) memiliki nama lain etil alkohol, hidroksietana, alkohol
murni, dan alkohol absolut (Charisma et al., 2020). Etanol merupakan molekul
yang sangat polar karena adanya gugus hidroksil (OH) dengan ke elektro
negatifan oksigen yang sangat tinggi yang menyebabkan terjadinya ikatan
hidrogen dengan molekul lain, sehingga etanol dapat berikatan dengan molekul
polar dan molekul ion (Charisma et al., 2020). Gugus etil (C,Hs) pada etanol
bersifat non-polar, sehingga etanol dapat berikatan juga dengan molekul non-polar
(Charisma et al., 2020). Oleh karena itu, etanol dapat melarutkan baik senyawa
polar maupun nonpolar (Charisma et al., 2020). Etanol memiliki titik didih
78,4°C, dan tidak berwarna (Chandra, 2015). Berdasarkan penelitian
Fathurrachman (2014) konsentrasi etanol mempengaruhi hasil rendemen ekstrak
dan juga hasil uji fitokimia senyawa dalam tanaman sirsak. Ekstrak etanol 70%
menghasilkan persentase rendemen lebih tinggi dibanding ekstrak etanol 96%
(Febryanto, 2017). Hal ini dikarenakan adanya perbedaan polaritas antara pelarut
etanol 96% dan 70% (Febryanto, 2017).
2.4.4.6.3 DMSO

DMSO atau dimetil sulfoksida merupakan senyawa organosulfur yang
memiliki rumus kimia (CH3),SO, juga merupakan pelarut polar aprotik dapat
digunakan untuk melarutkan senyawa polar maupun nonpolar, DMSO juga dapat
larut dalam berbagai pelarut organik maupun air (BPOM, 2010). Pelarut DMSO
10% merupakan pelarut organik dan tidak bersifat bakterisidal (Anggraini and
Masfufatun, 2017). Selain itu, pelarut yang dapat melarutkan hampir semua
senyawa polar maupun non polar adalah DMSO 10% (Anggraini and Masfufatun,
2017). DMSO dapat digunakan sebagai pengencer ekstrak untuk memperoleh
ekstrak dengan kadar konsentrasi tertentu (Anggraini and Masfufatun, 2017).
DMSO memiliki ciri-ciri tidak berwarna, tidak berbau, agak higroskopik, dan juga
merupakan pelarut bagi bahan uji anorganik dan organik (Anggraini and
Masfufatun, 2017). DMSO biasa dikenal dengan  sebutan krioprotektan
konvensional yang dapat ditambahkan ke dalam media sel untuk mencegah

kematian sel sepanjang proses pembekuan (Ninulia, 2016).
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DMSO menjadi pelarut unik yang bersifat universal karena mempunyai titik
beku yang tinggi, pada suhu kamar akan berupa padatan yang memiliki peran
kristalisasi saat proses kimia terjadi yaitu sebagai waktu cooling, dengan nilai
konstanta mencapai 47 (Ninulia, 2016). Merupakan salah satu jenis pelarut
organik yang paling kuat sehingga dapat melarutkan berbagai bahan organik dan
polimer secara efektif (Widya, 2018). Larut dalam air dan berbagai cairan organik
lainnya, seperti alkohol, ester, keton, pelarut terklorinasi, dan hidrokarbon
aromatik (Widya, 2018). DMSO juga merupakan pelarut aprotik dipolar, yaitu
pelarut yang lebih cenderung menerima proton (Hanafi, 2016). Senyawanya
bersifat ampifilik yang memiliki dua karakteristik yaitu hidrofilik dan hidrofobik,
DMSO juga dikenal sebagai surfaktan (surface-active molecules) yang memiliki
berperan sebagai interfase antara air dan minyak serta bersifat netral (Amiyati,
2016). Hal tersebut menyebabkan DMSO banyak digunakan sebagai pelarut
ekstrak tanaman pada berbagai penelitian uji antimikroba (Amiyati, 2016).

2.5 Bakteri
2.5.1 Definisi Bakteri

Bakteri pada umumnya tidak berklorofil, merupakan uniseluler, ada
beberapa bakteri yang mengalami fotosintetik dan bereproduksi aseksual dengan
cara membelah diri serta mempunyai ukuran sel yang kecil dimana hanya dapat
dilihat dengan bantuan mikroskop (Charisma et al., 2020). Bakteri umumnya akan
memiliki ukuran sel 0,5-1,0 um kali 2,0-5,0 um, dengan tiga bentuk dasar yaitu
bentuk batang atau bacillus, bentuk bulat atau coccus, bentuk spiral (Charisma et
al., 2020).
2.5.2 Penggolongan Bakteri

Bakteri berdasarkan komposisi dinding sel dan sifat pewarnaannya
dibedakan menjadi dua, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif
(Charisma et al., 2020).
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2.5.2.1 Bakteri Gram Negatif

Bakteri gram negatif berbentuk batang (Enterobacteriacea) habitatnya
adalah usus manusia dan binatang. Enterobacteriaceae meliputi Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus. Beberapa
organisme yang berupa flora normal misalnya Escherichia coli dapat
menyebabkan penyakit, sedangkan organisme lain seperti shigella dan salmonella
temasuk dalam patogen yang umum bagi manusia (Charisma et al., 2020).
2.5.2.2 Bakteri Gram-positif

Bakteri gram positif merupakan bakteri pembentuk spora misalnya spesies
Bacillus dan Clostridium (Charisma et al., 2020). Kedua spesies ini terdapat
dimana-mana dalam membentuk spora, sehingga dapat hidup di lingkungan
selama bertahun-tahun (Charisma et al., 2020). Adapun bakteri gram positif yang
tidak membentuk spora yaitu spesies  Corynebacterium, Listeria,
Propionibacterium, dan Acynomycetes (Charisma et al., 2020). Spesies
Staphylococcus dan Streptococcus juga merupakan bakteri gram positif yang

berbentuk bulat, biasanya berbentuk menggerombol (Charisma et al., 2020).

2.6 Bacillus cereus
2.6.1 Morfologi

Bacillus cereus termasuk bakteri batang-Gram positif yang mempunyai
ukuran lebar 1,0 um — 1,2 pm dan panjang 3 um — 5 um, bersifat aerob, dengan
suhu pertumbuhan maksimum 37°C — 48°C dan minimum 5°C — 20°C serta pH
pertumbuhan yang sesuai berkisar 5,5 — 8,5 (Jawetz et al., 2013). Bacillus cereus
bersifat kosmopolit dengan suhu pertumbuhan optimum 30°C. Bakteri ini
merupakan saprofit ringan yang tidak berahaya lazim terdapat dalam tanah, air,
udara, dan tumbuh-tumbuhan serta mampu membentuk endospore yang tahan
oleh kondisi panas (Jawetz et al., 2013). Beberapa ilmuan juga berpendapat
bahwa Bacillus cereus termasuk dalam bakteri gram positif dengan sel tunggal
yang dilengkapi endospora berbentuk oval atau silinder dan terletak ditengah
(mesolit), serta merupakan bakteri penyebabkan keracunan yang mempunyai

gejala muntah dan diare, Bacillus cereus tersebar luas di alam, karena memiliki
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spora yang tahan terhadap stres lingkungan daripada sel vegetatifnya (Brooks,
2013; Bottone, 2010).

2.6.2 Klasifikasi

Kingdom : Bacteria

Subkingdom : Posibacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus cereus (Radji, 2010).

Gambar 2. 2 Bakteri Bacillus cereus
Apabila diamati secara mikroskopis (Indrawati and Rizki, 2017)

2.6.3 Patofisiologi

Pada penelitian terdahulu Brooks, (2013) menyatakan bahwa Bacillus
cereus berkembang biak pada saluran pencernaan bagian bawah karena termasuk
jenis bakteri saprofit tanah, merupakan patogen bersifat oportunistik penyebab
terjadinya infeksi lokal dan sistemik karena memproduksi enterotoksin, sehingga
terjadi keracunan makanan jenis emetik maupun diare (Brooks, 2013). Selaput sel
epitel yang melapisi saluran pencernaan dapat terganggu apabila enterotoksin
tertelan, sehinga menyebabkan diare, mual, muntah, kram perut, hingga demam
(Brooks, 2013).
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Menurut review jurnal yang dilakukan oleh Ramarao and Sanchis (2013)
menerangkan bahwa patogenisis Bacillus cereus tergantung pada racun atau
enterotoksin yang diproduksi oleh bakteri tersebut. Bacillus cereus dapat
memproduksi beberapa racun seperti hoemolysin proleuse, fosfolipase dan toksin
nonprotein (Ramarao and Sanchis, 2013). Enterotoksin pada Bacillus cereus
adalah haemolysin Il yang dapat menginduksi pembentukan pori di selaput sel
yang akan mempengaruhi permeabilitas membran, sehingga dapat menyebabkan

kematian sel (Ramarao and Sanchis, 2013).

2.7 Antibakteri
2.7.1 Definisi

Antibakteri adalah senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme
tertentu yang memiliki kemampuan dalam konsentrasi rendah untuk menghambat
atau membunuh, secara selektif mikroorganisme lain (Charisma et al., 2020).
Antibiotika berasal dari fungi dan bakteri yang mengasilkan suatu zat kimia yang
memiliki khasiat menghambat atau mematikan pertumbuhan kuman, dengan
toksisitasnya bagi manusia relatif kecil (Charisma et al., 2020).
2.7.2 Mekanisme Kerja
2.7.2.1 Menghambat Sintesis Dinding Sel

Senyawa antimikroba menurut Charisma et al., (2020) dapat menghambat
sintesis atau menghambat aktivitas enzim seperti enzim transpeptidase yang dapat
menimbulkan kerusakan dinding sel yang berakibat sel mengalami lisis. Jenis
mikroba dengan mekanisme tersebut, antara lain Basitrasin, Sefalosporin,
Sikloserin, Penisilin, Vankomisin (Charisma et al., 2020).
2.7.2.2 Menghambat Sintesis Protein

Kehidupan suatu sel tergantung pada kondisi terjaganya molekul-molekul
protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiah (Charisma et al., 2020). Suatu
kondisi atau substansi yang mengubah keadaan ini seperti proses denaturasi
protein dan asam-asam nukleat dapat merusak sel tersebut dan tidak dapat
diperbaiki kembali (Charisma et al., 2020). Tingginya Suhu dan konsentrasi
beberapa zat kimia dapat menyebabkan terjadinya koagulasi (denaturasi) yang
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bersifat ireversibel (tidak dapat balik) dari komponenkomponen selular penting
(Charisma et al., 2020). Contoh jenis antimikroba dengan aktivitas tersebut adalah
Contohnya: aminoglikosida, kloramfenikol, tetrasiklin eritromisin, dan linkomisin
(Charisma et al., 2020).
2.7.2.3 Menghambat Fungsi DNA

DNA dan RNA memegang peranan penting di dalam porses kehidupan
normal sel (Charisma et al., 2020). Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang
akan terjadi pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan total pada sel (Charisma et al., 2020). Jenis mikroba
dengan aktivitas tersebut, antara lain quinolon, pyrimethamin, sulfonamide,
trimethroprim dan trimetrexat (Charisma et al., 2020).
2.7.2.4 Menghambat Metabolisme Sel Mikroba

Enzim yang ada didalam sel merupakan sasaran potensial bagi bekerjanya
suatu penghambat (Charisma et al., 2020). Banyak zat kimia telah diketahui dapat
mengganggu reaksi biokimia (Charisma et al., 2020). Penghambatan ini dapat
mengakibatkan terganggunya metabolisme atau matinya sel (Charisma et al.,
2020). Antimikroba bekerja dengan menghambat metabolit spesifik dari suatu
mikroba, contohnya sulfonamida (Charisma et al., 2020). Pertumbuhan sel
dihambat oleh senyawa sulfonamida melalui penghambatan sintesis asam folat,
para amino benzoic acid (PABA), dan enzim secara kompetitif langsung
mempersatukan PABA dan sebagian pteridin menjadi asam dihidraptroat
(Charisma et al., 2020).

2.8 Uji Aktivitas Antibakteri

Kultur In Vitro merupakan metode yang digunakan untuk mengisolasi
bagian-bagian sel, jaringan atau organ yang ditumbuhkan di atas media tanam
secara aseptik dalam ruangan yang terkendali, sehingga bagian-bagian tersebut
tersebut dapat memperbanyak diri dan meregenerasi menjadi sel, jaringan ataupun
organ yang lengkap (Khasanah, 2013). Prinsip kultur In Vitro terdapat yang telah
dikemukakan oleh dua orang ahli biologi dari German yaitu Schleiden dan
Schwann di dalam teori sel, menyatakan bahwa sel bersifat autonom dan bersifat
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totipotensi (Khasanah, 2013). Sel bersifat autonom artinya dapat melakukan
metabolisme, tumbuh dan berkembang secara mandiri jika diisolasi dari jaringan
induknya (Khasanah, 2013). Totipotensi artinya sebagai kemampuan sel yang
digunakan untuk tumbuh dan meregenerasi menjadi jaringan atau organ yang
lengkap (Khasanah, 2013).

Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan
sel pada metode kultur antara lain sumber eksplan, media, hormon, lingkungan
fisik kultur jaringan dan zat pengatur tumbuh (Khasanah, 2013). Kultur In Vitro
memiliki tujuan untuk memperbanyak sel bakteri dengan waktu relatif singkat,
sebagai langkah dalam pemuliahan bakteri serta menghasilkan jumlah bakteri
yang diinginkan (Khasanah, 2013). Kultur In Vitro juga memiliki keuntungan
untuk pengadaan bibit bakteri tidak yang dapat diproduksi dalam jumlah besar
dengan waktu yang relatif cepat, bibit yang dihasilkan bersifat seragam, bebas
terhadap kontaminasi (Khasanah, 2013). Uji In Vitro menurut Charisma et al.,
(2020) secara umum uji aktivitas antimikroba dilakukan menggunakan 2 metode,
yaitu metode difusi dan metode dilusi.

2.8.1 Metode Difusi

Metode ini menggunakan cakram uji untuk menyerap konsentrasi ekstrak
tumbuhan yang diinginkan (Charisma et al., 2020). Cakram tersebut kemudian
diletakkan pada permukaan media agar padat yang cocok, setelah media
diinokulasi dengan mikoorganisme uji (Charisma et al., 2020). Cakram kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C untuk bakteri dan 48 jam pada suhu
25°C untuk fungi, setelah diinkubasi diameter zona hambat yang ada disekitar
cakram diukur (Charisma et al., 2020). Menurut Charisma et al., (2020)metode
difusi terdiri dari :
2.8.1.1 Metode disk diffusion

Metode ini menggunakan piringan yang berisi bahan antimikroba, kemudian
diletakkan pada media agar yang sebelumnya telah berisi mikroba patogen
sehingga bahan antimikroba dapat berdifusi pada media agar tersebut (Charisma
et al., 2020). Aktivitas antimikroba didasarkan pada pembentukan zona bening

disekitar bahan antimikroba tersebut (Charisma et al., 2020).
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2.8.1.2 Metode E-test

Metode ini digunakan untuk memperkirakan Kadar Hambat Minimum
(KHM), vyaitu konsentrasi minimum dari bahan antimikroba untuk dapat
menghambat suatu mikroorganisme (Charisma et al., 2020). Dalam metode ini,
digunakan suatu strip plastik yang mengandung bahan antimikroba dengan
konsentrasi terendah hingga konsentrasi tertinggi, yang diletakkan pada
permukaan media agar yang sebelumnya telah berisi mikroba patogen (Charisma
et al., 2020). Aktivitas antimikroba didasarkan pada pembentukan zona bening
disekitar bahan antimikroba tersebut dan dapat ditentukan konsentrasi
hambatannya (Charisma et al., 2020).
2.8.1.3 Ditch-plate technique

Metode ini dilakukan dengan membuat suatu parit yang dibuat dengan cara
memotong bagian tengan dari media pada cawan petri secara membujur,
kemudian diisi dengan bahan antimiroba sedangkan mikroba patogen digores
kearah parit yang berisi bahan antimikroba (Charisma et al., 2020).
2.8.1.4 Cup-plate technique

Metode ini hampir sama dengan metode disk diffusion (Charisma et al.,
2020). Pada metode ini, dibuat sumur dibagian tengah media yang sebelumnya
telah berisi mikroba patogen (Charisma et al., 2020). Sedangkan sumur tersebut
berisi antibakteri (Charisma et al., 2020).

Tabel 2. 1 Kategori respon hambatan pertumbuhan bakteri berdasarkan
diameter zona hambat (Susanto et al., 2012)

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan
>21 mm Sangat Kuat
11-20 mm Kuat
6 —10 mm Sedang
<5mm Lemah

2.8.2 Metode Dilusi
Metode dilusi dengan mencampurkan zat antimikroba dan media agar,
diinokulasikan dengan mikroba uji (Yasjudani, 2017). Hasil dilakukan

pengamatan tumbuh atau tidaknya mikroba di dalam media (Yasjudani, 2017).
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2.8.2.1 Metode dilusi cair / broth dilution test (serial dilution)

Metode dilusi cair menggunakan tabung reaksi yang diisi dengan inokulum
kuman dan larutan antibakteri dalam berbagai konsentrasi (Yasjudani, 2017). Zat
untuk uji aktivitas antibakteri diencerkan dalam media cair, diinokulasikan dengan
kuman dan diinkubasi pada waktu dan suhu yang sesuai dengan mikroba uji
(Yasjudani, 2017).
2.8.2.2 Metode dilusi padat (solid dilution test)

Zat antibakteri diencerkan dalam media agar, dituangkan dalam cawan petri.
Media agar membeku kemudian diinokulasikan kuman dan diinkubasi (Yasjudani,
2017). Konsentrasi hambat minimum merupakan konsentrasi terendah larutan zat
antibakteri yang masih memberikan hambatan terhadap pertumbuhan kuman
(YYasjudani, 2017).

2.9 Obat golongan Antibakteri
2.9.1 Kontrol Positif (Tetrasiklin)

Tetrasiklin adalah antibiotik memiliki mekanisme kerja mengganggu proses
sintesis protein dan termasuk dalam antibiotik pilihan yang mampu menghambat
bakteri gram positif maupun gram negatif (Arif, 2017). Tetrasiklin dapat
digunakan sebagai kontrol positif karena mekanisme kerjanya sama dengan
senyawa alkaloid, yang susunan strukturnya diturunkan dari asam amino
sedangkan sebagian kecil diantaranya diturunkan dari unit isoprena, sehingga
senyawa alkaloid dapat berfungsi sebagai antimikroba (Arif, 2017).

Tetrasiklin merupakan antibiotik dengan spektrum antibakteri yang luas,
sehingga efektif terhadap kuman Gram positif maupun Gram negatif, serta
mencakup spektrum penisilin, streptomisin dan kloramfenikol (Nursalam, 2016).
Tetrasiklin juga dapat menghambat pertumbuhan bekteri jenis riketsia, amuba,
mikroplasma dan klamidia (Nursalam 2016). Tetrasiklin memiliki sifat
bakteriostatik dengan mekanisme Kkerjanya mempengaruhi tRNA-ribosom
sehingga menghambat ikatan aminosial-tRNA pada reseptor penerima pada
ribosom (Nursalam, 2016). Kinerja tetrasiklin tidak dapat langsung menghambat
penyusunan peptida atau tahap translokasi, tetapi dengan menghambat terminasi
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rantai peptida pada kodon terminasi (Arif, 2017). Tetrasiklin menembus masuk sel
bakteri dengan mekanisme yang mungkin masih sama dengan cara menghambat
sintesis protein, kemudian disertai oleh modifikasi struktur untuk menghambat
sintesis protein (Nursalam, 2016). Beberapa bakteri terbukti sensitif terhadap
tetrasiklin yaitu - hemolitik Streptolocci, non hemolytik Streptolocci, Clostridia,
Brucella dan Haemophylus (Nursalam, 2016). Namun pada jenis Escherichia coli,
pasteurella, Salmonella dan Corynebacterium, tetrasiklin memiliki sifat yang agak
atau cukup sensitif (Nursalam, 2016). Tetrasiklin berupa basa yang sukar larut
dalam air, namun dalam bentuk garam natrium atau garam HClInya mudah larut
dengan air (Arif, 2017). Kemudian dalam keadaan kering tetrasiklin dalam bentuk
basa dan garam HCI memiliki sifat yang relatif stabil. Sehingga dalam bentuk
larutan, kebanyakan tetrasiklin memiliki sifat yang sangat labil menyebabkan
potensinya berkurang (Arif, 2017).

2.9.2 Karakteristik Tetrasiklin

Nama Umum : Tetrasiklin

Nama Lain : Tetracyclini Hydrochloridum

Nama Kimia : CooH24N20g,HCI

Pemerian : serbuk hablur, kuning, rasa pahit, amfoter

Kelarutan . larut dalam 10 bagian air dan dalam 100 bagian etanol

(95%) P, larut dalam air jika dibiarkan menjadi keruh karena pengendapan
tetrasiklin, praktis tidak larut dalam kloroform P, dalam eter P dan dalam aseton
P, larut dalam larutan alkali hidroksida dan dalam larutan alkali karbonat.
Persyaratan . kapsul tetrasiklin hidroklorida mengandung tetrasiklin
hidroklorida, C,;H,4N,Og,HCI, tidak kurang dari 90,0% dan tidak lebih dari
120,0% dari jumlah yang tertera pada etiket.
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2.10 Hipotesis

2.10.1 Ekstrak etanol daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) mempunyai
aktivitas antibakteri terhadap Bacillus cereus (Dwiyanti et al., 2012).
Penelitian terdahulu Rasdi et al., (2010) dan Moore et al., (2015)
mengungkapkan ekstrak Etanol daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)
mengandung senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tanin
dan saponin yang mempunyai kemampuan sebagai antibakteri. Daun kenikir
(Cosmos caudatus Kunth.) berpotensi sebagai antibakteri terhadap
pertumbuhan Bacillus cereus.

Ho: Maserat dari daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) tidak memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Bacillus cereus.

Ha: Maserat dari daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Bacillus cereus.

2.10.2 Ekstrak etanol daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dengan konsentrasi
ekstrak 30% hingga 100% menimbulkan zona hambat terhadap bakteri
Bacillus cereus (Dwiyanti et al., 2012). Konsentrasi yang digunakan adalah
10%, 20% dan 30%.

Ho : Konsentrasi 30% ekstrak etanol daun kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) tidak sebagai konsentrasi optimum aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Bacillus cereus.

Ha : Konsentrasi 30% ekstrak etanol daun kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) sebagai konsentrasi optimum aktivitas antibakteri terhadap bakteri

Bacillus cereus.
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METODE PENELITIAN

3.1 Bahan dan Alat
3.1.1 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu simplisia serbuk daun
kenikir 300 g, pelarut etanol 70%, bakteri Bacillus cereus, antibiotik Tetrasiklin,
media Nutrien agar (NA), Nutrien broth (NB), magnesium (Mg), asam klorida
(HCI), asam sulfat (H2SO4) pekat, asam asetat anhidrat, pereaksi Dragendorff dan
larutan ferri klorida (FeClI3) 1%, pelarut DMSO.
3.1.2 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari: Erlenmeyer, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, seperangkat alat soxhlet, alumunium foil, labu
evaporator, cawan penguap, kaca arloji, pipet, blender, spatula, gelas ukur,
autoklaf, cawan petri, jarum ose, batang L, pinset, mikropipet, dan tip, lampu
spiritus, kapas steril, vortex, hot plate, oven, lemari pendingin, laminar air flow
(LAF), inkubator, cakram kosong steril, jangka sorong, dan alat-alat gelas standar

laboratorium.

3.2 Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah daun kenikir yang terdapat di

DesaBesuki, Kecamatan Besuki, Kabupaten Tulungagung.

3.3 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah herba daun kenikir
untuk membuat simplisia serbuk sebanyak 300 g yang diperoleh di Desa Besuki,

Kecamatan Besuki, Kabupaten Tulungagung.

30
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3.4 Variabel Penelitian

Variabel penelitian adalah segala sesuatu dalam bentuk apapun
yangditetapkan oleh peneliti sebagai hal yang akan digunakan untuk dipelajari
sehingga diperoleh informasi tentang hal tersebut untuk diambil kesimpulannya
(Sugiyono, 2013). Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, variabel
bebas, variabel kontrol dan variabel terikat.
3.4.1 Variabel bebas

Variabel bebas adalah variabel yang dapat menjadi penyebab atau
yangmempengaruhi perubahannya atau munculnya variabel dependen (terikat)
(Sugiyono, 2013). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah
variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 30% ekstrak daun kenikir yang dilakukan uji
aktivitas antibakteri terhadap Bacillus cereus.
3.4.2 Variabel kontrol

Variabel kontrol atau terkendali adalah variabel yang dibuat konstan
ataudikendalikan sehingga hubungan variabel terikat terhadap variabel bebas tidak
dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak di teliti (Sugiyono, 2013). Penelitian ini
menggunakan variabel kontrol metode ekstraksi soxhletasi dan menggunakan
bakteri Bacillus cereus.
3.4.3 Variabel terikat

Variabel terikat adalah variabel yang menjadi akibat atau yang
dipengaruhioleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2013). Variabel terikat yang
digunakan dalam penelitian ini adalah respon daya hambat ekstrak daun kenikir

terhadap bakteri Bacillus cereus.

3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Determinasi tanaman

Sampel daun kenikir dideterminasi di UPT Materia Medica Batu, Jawa
Timur. Tujuan determinasi adalah untuk mengetahui kebenaran jenis tanaman

yang digunakan pada pengujian.
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3.5.2 Pembuatan simplisia daun kenikir

Pembuatan simplisia daun kenikir dilakukan dengan mengumpulkan herba
daun kenikir sebanyak 10 kg yang masih segar dan hijau (Dwiyanti et al, 2014).
Daun kenikir yang telah terkumpul akan dilakukan proses sortasi basah bertujuan
untuk membersihkan daun dari kotoran-kotoran dan bahan-bahan asing lainnya
(Charisma et al., 2020). Pencucian dilakukan menggunakan air bersih yang
mengalir dengan proses pencucian sebanyak tiga kali yang bertujuan untuk
menghilangkan tanah atau pengotor lain yang masih melekat pada daun dan
selanjutnya ditiriskan (Charisma et al., 2020).

Daun kenikir yang telah dicuci kemudian akan dilakukan proses
pengeringan dengan cara diangin-anginkan tidak terkena cahaya matahari secara
langsung (Charisma et al., 2020). Simplisia yang telah dikeringkan selanjutnya
dilakukan sortasi kering bertujuan untuk memisahkan dari kotoran-kotoran atau
bahan-bahan asing lainnya yang masih tertinggal setelah pencucian (Charisma et
al., 2020). Simplisia akan disimpan dalam wadah dan dihaluskan sampai menjadi
serbuk halus (Charisma et al., 2020).

Simplisia kering yang telah menjadi serbuk akan diayak dengan ayakan
ukuran 80 mesh, serbuk halus tersebut akan lebih mudah diekstraksi karena
permukaan dari serbuk simplisia yang bersentuhan dengan cairan penyari makin
luas (Charisma et al., 2020). Selanjutnya serbuk yang telah diayak akan ditimbang
dengan bobot tertentu sesuai dengan kebutuhan untuk dilakukan proses ekstraksi
secara soxhletasi (Charisma et al., 2020).

3.5.3 Pemeriksaan karakteristik simplisia daun kenikir
3.5.3.1 Uji susut pengeringan simplisia daun kenikir

Susut pengeringan adalah pengurangan berat setelah dikeringkan dengan
carayang telah ditetapkan (Charisma et al., 2020).

Rumus % Susut pengeringan = Bobot awal - Bobot akhir x 100%

Bobot awal
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3.5.3.2 Uji kadar air serbuk simplisia daun kenikir
Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan memasukkan kurang
lebih10 g ekstrak dan timbang seksama dalam wadah yang telah ditara (Charisma
et al., 2020). Ekstrak tersebut dikeringkan pada suhu 105°C selama 5 jam dan
kemudian ditimbang (Charisma et al., 2020).
Rumus % Kadar Air = Bobot awal - Bobot akhir x 100%
Bobot awal

3.5.4 Pembuatan ekstrak daun kenikir

Simplisia halus daun kenikir ditimbang sebanyak 300 gram diekstraksi
menggunakan seperangkat alat soxhlet dalam pelarut etanol 70% (Dwiyanti et al.,
2012). Perbandingan bahan dan pelarut pada metode soxhletasi yaitu 1:20
(Malinda et al., 2013). Alat sokhlet dilengkapi dengan pendingin balik dan dilakukan
pemanasan pada suhu titik didih pelarut, dibiarkan terjadi sirkulasi sampai pelarut
menjadi jernih, dilakukan sirkulasi sebanyak 3 kali (Febryanto, 2017). Filtrat
ditampung dalam penampungan atau wadah tahan panas (Charisma et al., 2020).
Seluruh filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan evaporator pada suhu hingga
diperoleh ekstrak daun kenikir (Dwiyanti et al., 2012).
3.5.5 Pemeriksaan karakteristik ekstrak daun kenikir
3.5.5.1 Rendemen ekstrak daun kenikir

Rendemen merupakan perbandingan antara ekstrak yang diperoleh
dengansimplisia awal. Rendemen ekstrak daun kenikir dihitung membandingkan

bobot awal simplisia dengan bobot akhir yang dihasilkan (Charisma et al., 2020).

Rumus % Rendemen = Bobot awal ekstrak yang dihasilkan x 100%

Bobot awal simplisia serbuk

3.5.5.2 Organoleptik daun kenikir

Uji organoleptik menggunakan panca indera secara langsung untuk
menunjukkan bentuk, warna, dan bau dari ekstrak daun kenikir (Charisma et al.,
2020).
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3.5.5.3 Uji bebas etanol ekstrak

Uji bebas etanol ekstrak dilakukan dengan memasukkan sejumlah ekstrak
kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1 ml asam asetat glasial, dan 1
mlasam sulfat pekat (Charisma et al., 2020). Campuran dihomogenkan, hasil
positif bebas etanol jika terjadi perubahan warna jingga menjadi hijau kebiruan
(Ikhsanudin dan Mardhiyah, 2017).
3.5.6 Skrining fitokimia ekstrak daun kenikir
3.5.6.1 Flavonoid

Mencampurkan ekstrak daun kenikir sebanyak kurang lebih 0,5 g dengan 3
ml etanol kemudian memanaskan dan menghomogenkan campuran (Charisma et
al., 2020). Proses selanjutnya yaitu menyaring campuran yang telah homogen dan
menambahkan Mg sebanyak 0,1 g dan 2 tetes HCI pekat pada filtrat yang telah
diperoleh (Charisma et al., 2020). Adanya flavonoid dalam sampel ditandai
dengan warna merah, orange, dan hijau Pada lapisan etanol (Charisma et al.,
2020). Perubahan warna yang terjadi pada identifikasi flavonoid tersebut
disebabkan karena flavonoid akan tereduksi dengan Mg dan HCI (Latifah, 2015).
3.5.6.2 Alkaloid

Menimbang ekstrak daun kenikir sebanyak 0,5 g kemudian dilarutkan dalam
2 mL asam klorida dan dipanaskan 5 menit lalu disaring (Charisma et al., 2020).
Filtrat yang diperoleh ditambah 2-3 tetes pereaksi Dragendorff (Charisma et al.,
2020). Adanya senyawa alkaloid ditunjukkan dengan endapan jingga (Charisma et
al., 2020).
3.5.6.3 Saponin

Menimbang ekstrak daun kenikir sebanyak 0,5 g kemudian menambahkan
10 ml aquadestilata panas, dilakukan pendinginan dan kemudian mencampurkan
larutan tersebut selama 10 menit (Hidayah et al., 2021). Hasil positif ditunjukkan
dengan terbentuknya busa yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit (Hidayah
et al.,, 2021). Busa yang terbentuk menunjukkan adanya kandungan glikosida
yang mempunyai kemampuan membentuk busa dalam air yang terhidrolisis

menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Latifah, 2015).
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3.5.6.4 Tanin

Menambahkan ekstrak daun kenikir sebanyak 2 g dengan etanol sampai
ekstrak tersebut terendam, kemudian memindahkan larutan tersebut sebanyak 1
ml ke dalam tabung reaksi dan menambahkan 2-3 tetes larutan FeCI® 1%
(Charisma et al., 2020). Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna
hitam kebiruan atau hijau (Charisma et al., 2020). Pembentukan warna hitam
kebiruan atau hijau disebabkan karena logam Fe dan tanin membentuk senyawa
kompleks (Latifah, 2015). Senyawa kompleks tersebut terbentuk karena adanya
ikatan kovalen koordinasi antara ion atau atom logam dengan atom non logam
(Latifah, 2015).

3.5.7 Uji daya hambat bakteri ekstrak daun kenikir
3.5.7.1 Sterilisasi

Sterilisasi adalah suatu proses menghilangkan semua jenis organisme
hidupseperti protozoa, fungi, bakteri, mycoplasma atau virus yang terdapat pada
suatu benda (Charisma et al., 2020). Sterilisasi alat dan bahan dilakukan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit
(Charisma et al., 2020). Sterilisasi larutan uji dan media dilakukan dalam wadah
yang sesuai seperti erlenmeyer dengan mulut ditutup kapas dan dibungkus
aluminium foil (Charisma et al., 2020).
3.5.7.2 Pembuatan media nutrient broth (NB)

Serbuk NB sebanyak 0,08 g dilarutkan dalam 10 mL aquadestilata,
kemudian dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut (Atlas, 2010).
Media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit tekanan 15
psi (Atlas, 2010). Media dituangkan ke dalam tabung reaksi (Atlas, 2010).
3.5.7.3 Pembuatan media nutrient agar (NA)

Media NA untuk membiakkan bakteri uji. Serbuk NA ditimbang 0,2 gram
dilarutkan dalam aquadestilata 10 ml dan dipanaskan sampai mendidih sehingga
serbuk NA terlarut. Larutan NA dilakukan pemeriksaan pH dengan kertas pH
Universal (Muhamad, 2014). Media agar disterilkan dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 15 menit (Muhamad, 2014). Media agar dituangkan pada plate atau
cawan petri (Muhamad, 2014).
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3.5.7.4 Pembuatan larutan uji ektrak daun kenikir

Variasi konsentrasi ekstrak daun kenikir dibuat dengan pelarut DMSO 10%
yang sudah berupa larutan dengan masing-masing volume 1 mL (Charisma et al.,
2020). Konsentrasi ekstrak 10% dibuat dengan menimbang ekstrak sebanyak 0,1 g
dilarutkan dalam 1 ml DMSO 10%, konsentrasi ekstrak 20% dibuat dengan
menimbang ekstrak 0,2 g dilarutkan dalam 1 ml DMSO 10%, dan konsentrasi
ekstrak 30% dibuat dengan menimbang ekstrak 0,3 g dilarutkan dalam 1 ml
DMSO 10% (Dwiyanti et al, 2012).
3.5.7.5 Pembuatan kontrol positif (Tetrasiklin)

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini yaitu tetrasiklin 0,25%
(Dwiyanti et al., 2012). Tetrasiklin termasuk dalam kategori sensitif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Bacillus Cereus karena memiliki zona hambat
sebesar 30,5 mm (Dwiyanti et al., 2012). Tablet tetrasiklin 250 mg dihaluskan
kemudian ditimbang sebanyak 0,5 g, dilarutkan ke dalam DMSO 10% sebanyak 2
ml (Dwiyanti et al., 2012)
3.5.7.6 Pembuatan kontrol negatif (DMSQO)

Kontrol negatif yang digunakan berupa larutan DMSO 10% sesuai dengan
yang digunakan sebagai pelarut ekstrak daun kenikir (Dwiyanti et al., 2012).
3.5.7.7 Peremajaan Bakteri Bacillus cereus

Proses ini bertujuan untuk merawat bakteri agar tetap baik dengan cara
menggunakan media agar miring NA (Handayani et al., 2019). Masing- masing
ditumbuhi Bacillus cereus dengan digores menggunakan kapas lidi steril
(Handayani et al., 2019). Bakteri diinkubasi selama 37-38°C selama 24 jam
sehingga diperoleh bakteri murni (Handayani et al., 2019). Mc Farland (biakan
cair yang kekeruhannya setara dengan 0,5) (Handayani et al., 2019). Mc Farland
mempunyai populasi 1,5 x 108 CFU/mL (Handayani et al., 2019). Peremajaan ini
dilakukan karena dalam pengujian aktivitas antibakteri diperlukan koloni bakteri
segar yang berusia 24 jam. Setelah dilakukan peremajaan, selanjutnya dilakukan

pewarnaan gram guna mengkonfirmasi bakteri uji (Utami, 2012).
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3.5.7.8 Uji identifikasi Bacillus cereus dengan pewarnaan bakteri

Bakteri Bacillus cereus diambil menggunakan ose steril kemudian
digoreskan pada permukaan kaca objek steril, ditetesi NaCl 0,9% lalu dilakukan
fiksasi (Muhamad, 2014). Ditambahkan kristal violet sebanyak 1 tetes pada
permukaan kaca objek yang terdapat lapisan bakteri dan didiamkan selama 1
menit (Muhamad, 2014). Setelah 1 menit, kaca objek dibilas dengan aquades
sampai zat warna luntur, kemudian kaca objek dikeringkan di atas api spiritus,
kemudian ditambahkan larutan lugol 1 tetes dan didiamkan selama 1 menit
(Muhamad, 2014). Setelah 1 menit, dibilas dengan aquades kemudian dibilas
dengan alkohol 96%sampai zat warna luntur lalu dibilas dengan air (Muhamad,
2014). Kaca objek dikeringkan diatas api spiritus kemudian ditambahkan 1 tetes
safranin dan didiamkan selama 45 detik (Muhamad, 2014). Preparat dicuci dengan
air dan dikeringkan, kemudian diamati menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 100x (Muhamad, 2014).
3.5.7.9 Uji identifikasi Bacillus cereus dengan uji katalase

Uji katalase dilakukan dengan meneteskan hidrogen peroksida (H,O,) 3%
pada gelas obyek yang bersih, kemudian biakan dioleskan pada gelas obyek
(Fallis, 2016). Suspensi dicampur secara perlahan menggunakan ose (Fallis,
2016). Hasil menunjukkan positif ditandai oleh terbentuknya gelembung-
gelembung udara (Fallis, 2016).
3.5.7.10 Pembuatan suspensi bakteri Bacillus cereus

Ose dari biakan bakteri Bacillus cereus dilakukan suspensi ke dalam
tabungberisi 5 mL media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
(Handayani et al., 2020). Suspensi bakteri tersebut diencerkan menggunakan
NaCl 0,9% steril sampai kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 Mc.
Farland (biakan cair yang kekeruhannya setara dengan 0,5 Mc. Farland
mempunyai populasi 1x107 CFU/mL - 1x108 CFU/mL) (Handayani et al., 2020)
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3.5.7.11 Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir dengan perbandingan
konsentrasi 10%, 20%, 30%.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir dilakukan dengan metode
difusi agar menggunakan kertas cakram (paper disc) berdiameter 6 mm yang telah
disterilkan (Kusumowati et al., 2014). Disiapkan media yang telah diinokulasi
dengan bakteri Bacillus cereus (Kusumowati et al., 2014). Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan tiga kali pengulangan (Kusumowati et al., 2014). Paper disc
dicelupkan ke dalam larutan uji variasi konsentrasi 10%, 20% dan 30% sejumlah
20 mikropipet, kemudian diletakkan di atas media yang telah diinokulasikan
dengan bakteri uji (Kusumowati et al., 2014). Kontrol positif disiapkan dengan
mencelupkan kertas cakram dalam tetrasiklin (Kusumowati et al., 2014). Kontrol
negatif disiapkan dengan mencelupkan kertas cakram dalam DMSO (Kusumowati
et al., 2014). Inkubasi dilakukan pada suhu 370C selama 2 x 24 jam, pengamatan
dilakukan terhadap terbentuknya zona hambat di sekitar paper disc (Kusumowati
etal., 2014).
3.5.7.12 Pengukuran zona hambat

Pengukuran zona hambat dilakukan setelah masa inkubasi diman zona
hambat telah terbentuk disekitar cakram, pengukuran menggunakan diameter
vertikal dan diameter horizontal dengan satuan millimeter (mm) menggunakan

penggaris atau jangka sorong sebanyak 3 kali pengulangan (Mulyatni, 2012).

3.6 Analisis Statistika

Data hasil uji aktivitas ekstrak daun kenikir terhadap pengukuran diameter
zona hambat pertumbuhan bakteri Bacillus cereus dianalisa secara statistik
menggunakan program Statistical Product Services Solution (SPSS 25).
Pengolahan data sebagai berikut :
3.6.1 Uji normalitas data

Uji normalitas adalah uji untuk mengukur apakah data mempunyai
distribusinormal, sehingga dapat digunakan dalam statistik parametrik. Penelitian
ini menggunakan uji Shapiro-Wilk sebagai uji normalitas data.

Perumusan hipotesis :
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1)  HO: data berdistribusi normal

2) H1: data berdistribusi tidak normal

Pengambilan keputusan :

1) Jika p > 0,05; maka HO diterima

2)  Jika p <0,05; maka H1 diterima

3.6.2 Uji homogenitas
Uji homogenitas bertujuan untuk menguji kesamaan (homogenitas)

beberapa sampel, yakni seragam tidaknya variasi sampel-sampel yang diambil

dari populasi yang sama (Ghazali, 2011). Pengujian homogenitas dilakukan

dengan menggunakan levene statistic.

Perumusan hipotesis :

1)  HO: data yang didapat memiliki variansi yang sama atau homogen

2) H1 : data yang didapat memiliki variansi yang tidak sama atau tidak
homogen

Pengambilan keputusan :

1) Jika p > 0,05; maka HO diterima

2)  Jika p <0,05; maka H1 diterima

3.6.3 Uji one way anova
Uji One Way Anova bertujuan untuk membedakan rata-rata sampel uji.

Dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan bahwa perlakuan ekstrak

daun kenikir dengan variasi konsentrasi ekstrak berbeda terhadap pertumbuhan

bakteri Bacillus cereus.

Perumusan hipotesis :

1) HO : Tidak ada pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun daun kenikir
terhadap pertumbuhan Bacillus cereus.

2) H1 : Ada pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun kenikir terhadap
pertumbuhan Bacillus cereus.

Pengambilan keputusan :

1)  Jika p > 0,05; maka HO diterima

2)  Jika p <0,05; maka H1 diterima
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3.6.4 Uji korelasi
Uji korelasi ini digunakan untuk membuktikan hubungan yang signifikan

antara variasi konsentrasi ekstrak daun kenikir terhadap efek antibakteri yang

dihasilkan. Pengujian korelasi ini menggunakan metode statistik Pearson.

Perumusan hipotesis :

1)  HO: Tidak terdapat korelasi (hubungan) yang signifikan antara ekstrak daun
kenikir terhadap efek antibakteri yang dihasilkan

2) H1 : Terdapat korelasi (hubungan) yang signifikan antara ekstrak daun
kenikir terhadap efek antibakteri yang dihasilkan

Pengambilan keputusan :

1) Jika p > 0,05; maka HO diterima

2) Jika p <0,05; maka H1 diterima



3.7 Kerangka penelitian
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Gambar 3. 1 Kerangka penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman Kenikir

Determinasi tanaman kenikir dilakukan di Materia Medica, Batu. Hasil
determinasi tanaman menunjukkan sampel yang digunakan merupakan tanaman
Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dengan kunci determinasi 1b-2b-3b-4b-6b-7b-
9a-41b-42b-43a-44b-45a-46a-1b-12a-13b-15a.

4.2 Pembuatan Simplisia Serbuk Daun Kenikir

Pembuatan simplisia serbuk dilakukan dengan mengumpulkan daun kenikir
sebanyak 10 kg yang masih hijau dan segar (Dwiyanti et al., 2012). Namun pada
penelitian ini daun kenikir hanya dikumpulkan sebanyak 3 kg. Proses pengolahan
yaitu melakukan sortasi basah dan pencucian sampel daun Kkenikir untuk
membersihkan daun dari kotoran dan bahan asing lain (Charisma et al., 2020).
Kemudian dilakukan pengeringan sampel daun kenikir sehingga diperoleh
simplisia kering daun kenikir, dan dilakukan sortasi kering untuk memisahkan
sampel dari pengotor yang masih tertinggal (Charisma et al., 2020). Simplisia
kering daun kenikir kemudian dihaluskan dan diayak dengan ayakan ukuran 80
mesh. Karena semakin besar nomor ayakan maka serbuk yang dihasilkan juga
akan semakin halus, sehingga luas permukaan serbuk semakin besar dan mudah
untuk diekstraksi (Charisma et al., 2020).
4.2.1 Uji susut pengeringan simplisia

Uji susut pengeringan untuk mengetahui seberapa besar senyawa yang
hilang akibat dari proses pengeringan (Charisma et al., 2020). Hasil uji susut
pengeringan simplisia daun kenikir pada Tabel 4.1 diketahui sebesar 90%. Hasil
tersebut dipengaruhi oleh kadar air yang sangat tinggi pada daun kenikir, sehingga
mengalami penyusutan dari berat awal sebesar 3 kg menjadi 300 gram serbuk

simplisia (DepKes RI, 2000).
43
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Tabel 4. 1 Hasil uji susut pengeringan simplisia daun kenikir

Sampel Bobot daun Bobot daun % Hasil
basah kering
Daun Kenikir 3 kg 3009 90%

(Cosmos caudatus Kunth.)

Rumus % Susut pengeringan = Bobot awal - Bobot akhir x 100%
Bobot awal

4.2.2 Uji kadar air simplisia

Uji kadar air pada simplisia bertujuan untuk melihat kualitas simplisia daun
kenikir (DepKes RI, 2000). Apabila syarat uji kadar air telah sesuai maka dapat
meminimalisir kandungan air yang terdapat pada simplisia, hal tersebut dapat
mencegah pertumbuhan dan aktivitas enzim mikroorganisme pada simplisia
(DepKes RI, 2000). Pada penelitian kali ini telah terbukti bahwa simplisia serbuk
daun kenikir akan tahan lama dan kandungan zat aktif tidak berubah. Hasil uji
kadar air dapat dilihat pada Tabel 4.2 sebagai berikut. Hasil uji kadar air simplisia
daun kenikir yaitu sebesar 9,8%. Hasil tersebut telah menunjukkan bahwa
simplisia yang digunakan memenuhi syarat uji kadar air yang telah ditetapkan,
pada uji kadar air simplisia mempunyai syarat yaitu tidak lebih dari 10% (DepKes
RI, 2000). Kadar air yang melebihi 10% dapat mengakibatkan simplisia mudah
ditumbuhi mikroorganisme (DepKes RI, 2008). Persentase kadar air dipengaruhi
oleh bobot awal simplisia sebelum dan setelah dihaluskan (Nursanti and Nindhira,
2017).

Tabel 4. 2 Hasil uji kadar air simplisia serbuk daun kenikir

Sampel Bobot awal Bobot akhir % Hasil
Daun Kenikir 9,89¢ 8,929 9,8%
(Cosmos caudatus Kunth.)
Keterangan:

A= bobot awal simplisia sebelum dioven
B= bobot akhir simplisia setelah dioven

Rumus % Kadar Air = Bobot awal - Bobot akhir x 100%
Bobot awal
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4.3 Pembuatan Ekstrak Daun Kenikir

Pembuatan ektrak dilakukan dengan menggunakan metode soxhletasi.
Metode ini terjadi secara kontinu dengan bantuan alat khusus (DepKes, 2000).
Proses ekstraksi ini juga tidak memerlukan pelarut yang banyak (Maretniatin,
2008). Proses ekstraksi dilakukan dengan memasukkan serbuk simplisia yang
sudah dibungkus dengan selongsong, ke dalam labu alas bulat pada seperangkat
alat soxhlet (Chandra, 2015). Kemudian dimasukkan pelarut etanol 70%, pelarut
etanol 70% dapat melarutkan senyawa polar maupun non-polar (Chandra, 2015).
Etanol 70% menghasilkan rendemen lebih tinggi daripada etanol 96% karena
perbedaan polaritas (Faturrahman, 2014).

Hasil ekstrak kemudian dipekatkan dengan evaporator, Evaporasi
(penguapan) adalah proses bentuk zat cair (air) menjadi gas (uap air) dan masuk
ke atmosfer (Ali, 2019). Proses evaporasi merupakan proses menghilangkan kadar
air dalam larutan simplisia sebesar 25% hingga 45% agar diperoleh simplisia
pekat (Joharman, 2006).

4.4 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak Daun Kenikir
4.4.1 Uji rendemen ekstrak daun kenikir

Rendemen merupakan perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simplisia awal dengan bobot akhir ekstrak yang dihasilkan (Charisma et al.,
2020). Uji rendemen ekstrak bertujuan untuk mengetahui banyaknya kandungan
bioaktif pada tanaman, senyawa bioaktif merupakan kandungan senyawa dalam
tubuh hewan maupun tumbuhan (Dewatasari et al., 2017). Senyawa bioaktif
memiliki berbagai manfaat bagi kehidupan manusia, salah satunya sebagai
antibakteri (Dewatasari et al.,, 2017). Pada Tabel 4.3 menunjukkan hasil
rendemen setelah diperoleh ekstrak pekat setelah dilakukan. Hasil uji rendemen
ekstrak yaitu 2%, semakin besar rendemen yang dihasilkan, maka semakin efisien
perlakuan yang diterapkan dengan tidak mengesampingkan sifat-sifat lain
(Dewatasari et al., 2017). Nilai rendemen dipengaruhi oleh ukuran partikel, waktu

ekstraksi, serta jenis dan jumlah pelarut (Charisma et al., 2020).
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Tabel 4. 3 Hasil uji rendemen ekstrak daun kenikir

Sampel Bobot ekstrak Bobot serbuk % Hasil
simplisia
Daun Kenikir 69 300 g 2%

(Cosmos caudatus Kunth.)

Rumus % Rendemen = Bobot ekstrak yang dihasilkan x 100%
Bobot awal simplisia serbuk

4.4.2 Organoleptik ekstrak daun kenikir

Uji organoleptik bertujuan untuk menunjukan bentuk, warna dan bau dari
ekstrak daun kenikir (Depkes RI,2000). Uji organoleptik menggunakan panca
indera secara langsung menunjukkan ekstrak daun kenikir memiliki bentuk
setengah padat atau kental, memiliki bau khas daun kenikir dan memiliki warna
hijau kecoklatan.
4.4.3 Uji bebas etanol ekstrak daun kenikir

Uji bebas etanol ekstrak dilakukan untuk memastikan bahwa ekstrak daun
kenikir yang dihasilkan bebas dari pelarut yang digunakan, karena etanol 70%
memiliki aktivitas antibakteri sehingga dikhawatirkan akan mempengaruhi
aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh ekstrak daun kenikir (Hidayah et al.,
2020). Hasil uji pada Tabel 4.4 menunjukkan bahwa ekstrak daun kenikir terbukti
positif bebas pelarut etanol. Hal tersebut ditandai dengan reaksi perubahan warna
dari jingga menjadi hijau kebiruan (Hidayah et al., 2020).

Tabel 4. 4 Hasil uji bebas etanol ekstrak daun kenikir

Sampel Perlakuan Perubaha Hasil
n warna
Daun Kenikir Asam asetat, Hijau kebiruan +
(Cosmos caudatus Kunth.)  Asam sulfat,
dipanaskan

Keterangan : (+) tidak terdapat kandungan etanol 70%
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4.5 Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Kenikir
4.5.1 Skrining fitokimia ekstrak daun kenikir

Skrining fitokimia dilakukan bertujuan untuk mengetahui kandungan
senyawa dari ekstrak daun kenikir, skrining fitokimia ekstrak biji ketumbar
bertujuan untuk memastikan keberadaan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung di dalamnya (Syhadat and Siregar, 2020). Hasil pada Tabel 4.5

menunjukkan uji skrinning fitokimia ekstrak daun kenikir.

Tabel 4. 5 Hasil uji skrining fitokimia daun kenikir

Golongan Perlakuan Perubahan warna Hasil
senyawa
Flavonoid Mg dan HCI Pekat Jingga orange +
Alkaloid Dragendorf Endapan jingga +
Tanin Etanol 70% + FeClz 1% Hitam kebiruan +
Saponin Aguadestilata Panas Busa stabil +

Keterangan : (+) terdapat senyawa dan (-) tidak terdapat senyawa

Hasil uji skrinning fitokimia ekstrak daun kenikir menunjukkan bahwa
ekstrak daun kenikir mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin.
Hasil skrinning fitokimia tersebut sesuai dengan penelitian Dwiyanti et al., (2012)
dan Sari et al., (2018) yang menyatakan bahwa daun kenikir mengandung

senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin.

Uji Flavonoid - Uji Saponin Uji Alkaloid Uji Tanin

Gambar 4. 1 Uji Skrinning Fitokimia Ekstrak Daun Kenikir Sebelum Dan
Sesudah Ditambahkan Larutan Pereaksi
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4.5.1.1 Uji flavonoid daun kenikir

Uji flavonoid untuk mengetahui adanya senyawa flavonid didalam ekstrak
daun kenikir. Hasil uji flavonoid ekstrak adalah positif terdapat warna jingga
orange, karena penambahan logam Mg dan HCI telah mereduksi inti benzopiron
yang terdapat dalam struktur flavonoid sehingga terbentuk garam flavilium
berwarna merah atau jingga (Charisma et al., 2020).
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Gambar 4. 2 Mekanisme Reaksi Uji Skrining Fitokimia Flavonoid
(Marlinda et al., 2012)

4.5.1.2 Uji alkaloid daun kenikir

Uji alkaloid untuk mengetahui adanya senyawa alkaloid didalam ekstrak
daun kenikir. Hasil uji alkaloid ekstrak daun kenikir adalah positif terdapat
endapan jingga. Pereaksi dragendorf, nitrogen membentuk ikatan kovalen
koordinat dengan K+ yang merupakan ion logam dan terbentuk garam flavilium

berwarna merah atau jingga (Charisma et al., 2020).
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Gambar 4. 3 Mekanisme Reaksi Uji Skrining Fitokimia Alkaloid
(Marlinda et al., 2012)
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4.5.1.3 Uji tanin

Uji tanin untuk mengetahui adanya senyawa tanin didalam ekstrak daun
kenikir. Hasil uji tanin ekstrak daun kenikir adalah positif terdapat hitam kebiruan
karena terbentuk senyawa kompleks dari tanin dan Fe** yang memberikan
perubahan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam yang kuat (Charisma et al.,
2020). Pereaksi FeClI3 dipergunakan secara luas untuk mengidentifikasi senyawa
fenol termasuk tanin (Marlinda et al., 2012).

FeCliug + 6 ArOH = 6H" + 3C1-+[Fe(Oar)6]uq

Gambar 4. 4 Mekanisme Reaksi Uji Skrining Fitokimia Tanin
(Marlinda et al., 2012)

4.5.1.4 Uji saponin

Uji saponin untuk mengetahui adanya senyawa saponin di dalam ekstrak
daun kenikir. Hasil uji saponin daun kenikir adalah positif dengan terbentuknya
busa stabil. Busa yang dihasilkan pada uji saponin disebabkan karena adanya
glikosia yang dapat membentuk busa dalam air dan terhidrolisis menjadi glukosa

dan senyawa lainnya (Hidayah et al., 2021).
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CHyOH
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I-Arabinopiriosil-3f-asetiloleanolat Aglikon Glukosa

Gambar 4. 5 Mekanisme Uji Skrining Fitokimia Saponin
(Marlinda et al., 2012)
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4.6 Uji Identifikasi Bakteri Bacillus cereus

Uji identifikasi dilakukan dengan tujuan untuk memastikan bahwa bakteri
yang digunakan adalah bakteri Bacillus cereus, sekaligus untuk memastikan agar
tidak terjadi kontaminasi terhadap bakteri sebelum digunakan untuk uji daya
hambat. Sampel bakteri pada penelitian ini yaitu bakteri yang berasal dari Balai
Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya, bukti sertifikat identifikasi bakteri
Bacilus cereus dapat dilihat pada Lampiran 2.
4.6.1 Uji identifikasi pewarnaan

Bakteri Bacillus cereus merupakan bakteri gram positif dengan bentuk oval
atau silinder (Bottone, 2010). Hasil uji pewarnaan Gram menghasilkan warna
ungu menunjukkan sampel bakteri Bacillus cereus merupakan bakteri Gram
positif. Menurut Djaenuddin and Muis, (2015) warna ungu muncul pada
pewarnaan Gram tersebut dikarenakan dinding sel Bacillus cereus mampu
mempertahankan zat warna kristal violet. Uji pewarnaan pada Gambar 4.6 dalam

penelitian ini diperoleh hasil berupa bakteri dengan bentuk basil/batang.

Gambar 4. 6 Hasil Uji Pewarnaan Bakteri Bacillus Cereus

4.6.2 Uji katalase

Menurut Brooks et al., (2013) bakteri Bacillus cereus merupakan gram
positif jenis aerobik hingga fakultatif. Uji katalase menunjukkan hasil positif pada
Gambar 4.7. Menurut Gultom, (2019) katalase positif ditandai dengan adanya
gelembung oksigen yang menunjukkan bahwa organisme yang bersangkutan
menghasilkan enzim katalase yang mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan

oksigen.
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Gambar 4. 7 Hasil Uji Katalase Bakteri Bacillus Cereus

4.7 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus

Kunth.) Terhadap Bakteri Bacillus cereus

Uji aktivitas antibakteri daun kenikir terhadap bakteri bacillus cereus
dilakukan secara difusi, pada ekstrak daun kenikir dengan variasi konsentrasi
10%, 20% dan 30% untuk mengetahui zona hambat yang dihasilkan dengan
pembanding yang digunakan sebagai kontrol positif adalah Tetrasiklin HCI 0,25%
dan kontrol negatiaf adalah DMSO 10%, munculnya zona hambat ditandai
terbentuknya daerah jernih di sekitar cakram (Yasjudani, 2017). Tetrasiklin HCI
digunakan sebagai kontrol positif karena mekanisme kerjanya sama dengan
senyawa alkaloid, yang susunan strukturnya diturunkan dari asam amino
sedangkan sebagian kecil diantaranya diturunkan dari unit isoprena, sehingga
senyawa alkaloid dapat berfungsi sebagai antimikroba (Arif, 2017). DMSO 10%
digunakan sebagai K- karena selain digunakan sebagai pelarut, DMSO 10% juga
tidak memiliki aktivitas antibakteri (Anggraini and Masfufatun, 2017). Hasil dari
uji aktivitas antibakteri pada Gambar 4.8 menunjukkan bahwa ekstrak daun
kenikir pada variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 30% terbukti menghasilkan zona

hambat.
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Dilakukan pengukuran zona hambat dari hasil yang diperoleh dan telah
ditunjukkan pada Tabel 4.6

Tabel 4. 6 Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) terhadap bakteri Bacillus cereus

] Rata-rata +
Diameter zona
Standart
Sampel hambat (mm) o
deviasi
Replikasi

I I 1
Kontrol positif (Tetrasiklin 0,25%) 24,00 24,00 24,00 24,00=00,00

Kontrol negatif (DMSO 10%) 0 0 0 040,00

Ekstrak 10% 16,00 16,00 16,50  17,33+1,25
Ekstrak 20% 1750 17,50 17,00 17,16+1,04
Ekstrak 30% 18,50 18,00 1850  17,33+1,04

Tetrasiklin merupakan antibiotik dengan spektrum antibakteri yang luas,
sehingga efektif terhadap kuman Gram positif maupun Gram negatif, (Nursalam,
2016). Hasil uji aktivitas antibakteri pada kontrol positif Tetrasiklin HCI 0,25%
memiliki zona hambat sebesar 24,00 mm, ini membuktikan bahwa Tetrasiklin
sensitif terhadap bakteri gram positif salah satunya yaitu Bacillus cereus
(Nursalam, 2016). Tetrasiklin sesuai dengan teori yang dipaparkan oleh Nursalam,
(2016) memiliki sifat bakteriostatik dengan mekanisme kerjanya mempengaruhi
tRNA-ribosom sehingga menghambat ikatan aminosial-tRNA pada reseptor
penerima pada ribosom. Tetrasiklin menembus masuk sel bakteri dengan
mekanisme yang mungkin masih sama dengan cara menghambat sintesis protein,
kemudian disertai oleh modifikasi struktur untuk menghambat sintesis protein
(Nursalam, 2016).

Hasil uji aktivitas antibakteri pada kontrol negatif DMSO 10% memiliki
zona hambat sebesar 0,00 mm, hal ini sesuai dengan penelitian Arif (2017) bahwa
pelarut DMSO 10% merupakan pelarut organik dan tidak bersifat bakterisidal.
DMSO biasa dikenal dengan sebutan krioprotektan konvensional yang dapat
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ditambahkan ke dalam media sel untuk mencegah kematian sel sepanjang proses
pembekuan (Ninulia, 2016). Hal tersebut menyebabkan DMSO banyak digunakan
sebagai pelarut ekstrak tanaman pada berbagai penelitian uji antimikroba
(Amiyati, 2016).

Analisis statistik pada penelitian ini menggunakan program Statistical
Product Services Solution (SPSS 25). Analisis yang dilakukan meliputi uji
normalitas, uji homogenitas, uji one way anova dan uji korelasi. Hasil analisis
data pada uji normalitas dan homogenitas yang diperoleh menunjukkan bahwa
data hasil penelitian telah berdistribusi dengan normal dan homogen dengan
syarat signifikansi >0,05.

Tabel 4. 7 Hasil Uji post hoc pada metode one way anova
Zona Hambat

Tukey HSD?
Konsentrasi Uji N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
K- DMSO 10% 3 ,000
Ekstrak 20% 3 17,167
Ekstrak 10% 3 17,333
Ekstrak 30% 3 17,333
K+ tetrasiklin 0,25% 3 24,000
Sig. 1,000 ,999 1,000

Uji one way anova menunjukkan bahwa variasi konsentrasi yang diberikan
oleh ekstrak 10%, 20% dan 30%, dapat memberikan pengaruh terhadap zona
hambat yang dihasilkan. Tabel 4.7 menunjukkan bahwa zona hambat yang
dihasilkan oleh variasi ekstrak yang diberikan, tidak memberikan perbedaan yang
bermakna antara satu sama lain. Namun, variasi ekstrak yang diberikan dapat
memberikan perbedaan yang bermakna apabila dibandingkan dengan kontol
positif tetrasiklin 0,25% dan kontrol negatif DMSO 10%. Menurut Wiharningtias
and Waworuntu, (2016) hal tersebut dapat terjadi apabila konsentrasi ekstrak yang
diberikan semakin rendah, maka kemampuan daya hambat senyawa aktif dalam

ekstrak tersebut akan semakin kecil atau berkurang. Uji korelasi menunjukan
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bahwa masing-masing variabel yang digunakan yaitu respon daya hambat, variasi
konsentrasi dan banyaknya replikasi uji masih memberikan korelasi positif
terhadap satu sama lain.

Efektivitas zona hambat pada variasi ekstrak 10%, 20%, dan 30% belum
bisa dikatakan sebanding dengan kontrol positif tetrasiklin 0,25%. Masing-masing
variasi konsentrasi ekstrak menunjukkan daya hambat yang sebesar 17,33+1,25
pada konsentrasi 10%, 17,16+1,04 pada konsentrasi 20%, dan 17,33+1,04 pada
konsentrasi 30%. Konsentrasi 30% merupakan konsentrasi yang optimim,
Indikator waktu optimum aktivitas antibakteri ditunjukkan oleh senyawa aktif
antibakteri yang menghasilkan zona hambat maksimal terhadap pertumbuhan
bakteri (Rahmayanti et al., 2020).

Zona hambat yang dihasilkan termasuk katori respon daya hambat kuat,
karena 10%, 20% dan 30% masih belum setara dengan zona hambat yang
dihasilkan oleh Tetrasiklin 0,25. Namun pada variasi konsentrasi 10%, 20% dan
30% masih dapat digunakan sebagai antibakteri terhadap bakteri Bacillus
cereus.Akan tetapi untuk menghasilkan respon hambat yang setara dengan
Tetrasiklin 0,25%, maka perlu adanya peningkatan konsentrasi ekstrak daun
kenikir.Pada variasi konsentrasi ekstrak daun kenikir 10%, 20% dan 30% zona
hambat paling optimum dihasilkan pada konsentrasi 30%. Menurut penjabaran
Susanto et al., (2012) kategori respon daya hambat kuat berada pada rentang daya
hambat 11-20 mm.

Zona hambat terebut dapat diperoleh karena adanya kandungan senyawa
aktif dalam ekatrak daun kenikir meliputi flavonoid, alkaloid, tanin dan saponin.
Senyawa flavonoid memiliki mekanisme kerja yaitu menghambat sintesis asam
nukleat yang menyebabkan penghambatan pembentukan DNA dan RNA, merusak
membran sitoplasma bakteri dan menghambat metabolisme energi (Rijayanti,
2014).
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Senyawa alkaloid menyebabkan perubahan struktur dan susunan asam
amino, sehingga hal tersebut akan menimbulkan perubahan pada keseimbangan
genetik rantai DNA sehingga terjadi kerusakan yang mendorong sel baktei lisis
hingga menyebabkan kematian pada sel bakteri (Charisma et al., 2020). Saponin
akan berikatan dengan lipopolisakarida mengakibatkan peningkatan permeabilitas
dinding sel bakteri sehingga membran menjadi tidak stabil dan menurunkan
tegangan permukaan dari dinding sel bakteri sehingga dinding sel tersebut akan
mengalami lisis (Hidayah et al., 2021). Tanin dapat mengganggu jalannya protein
pada lapisan dalam sel serta menginaktifkan enzim pada bakteri (Ngajow et al.,
2013).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan dalam penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut:

5.1.1 Ekstrak daun kenikir mempunyai aktivitas antibakteri denan kategori zona
hambat kuat pada variasi konsentrasi 10%, 20% dan 30%.

5.2.1 Pada variasi konsentrasi 10%, 20% dan 30% diperoleh konsentrasi hambat
optimum pada konsentrasi 30%.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik beberapa

saran sebagai berikut :

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan bakteri lain
yang dapat menyebabkan infeksi.

5.2.2 Perlu dilakukan skrinning fitokimia terkait kandungan senyawa lain yang
ada pada ekstrak daun kenikir.

5.2.3 Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode dilusi untuk
mengetahui KHM dari ekstrak daun kenikir.

5.2.4 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan bentuk sediaan untuk
mengetahui keefektifan daun kenikir sebagai bahan obat.

5.2.5 Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut secara praklinis pada hewan coba

untuk mengetahui khasiat daun kenikir.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Hasil Determinasi Daun Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA BATU

Jalan Lahor No 87 Telp. (0341) 593396, e-mail materiamedicabatu@jatimprov. go, id
KOTA BATU 65313

Nomor : 074/ S98A/ 102.7/ 2020
Sifat Biasa
Perthal . Determinasi T Keniki
M. P om——— "
Nama : MONICCA VABBELLA DAMAYANTI
NIM : 1713206020
Fakultas . FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG

1. Perihal determinasi tanaman kenikir

Kingdom Plantae (Tumbuhan)

Super Divisi - Spermatophyta (Menghasilkan by)
Maguoliophyta ( Tumbuhan berbunga)

Divisi
Kelas Magnoliopsida (berkeping dua / dikoul)
Sub Kelas Astendac
Ordo Asterales
Famult Asteraceac
Genus Cosmos
Spesics : Cosmos caudaius Kunth
Nama Dacrah . Kenikir, cunng (Indonesia), ulam rija (Melayu), kenikir (Jawa Tengah)
Kunci Determinast . 1b-2b-3b-4b-6b-7b-92-4 | b-42b-433-44b-4 5a-46a- 1 b-12a-13b-15a.
2. Morfologi . Habitus: Perdu, tinggi 75-100 cm, bau khas Batang Tegak, segi empat. beralur

membujur, bercabang banyak, muda berbulu, beruas, hijau keunguan Daun: Majemuk. bersilang
berhadapan, berbagi menyirip, ujung runcing. tepi rata, panjang 15-25 cm, hijau. Bunga: Majemuk, bentuk
bongkol, di ujung balang, tangkai panjang + 25 cm, mahkota terdint dari 8 daun rmahkota, pangang £ I cm,
merah, b g san b k tabung, kepala sari coklat keh putk b but, hijau kek rnerah.
Bugh: Keras, bentuk jarum, ujung berambut, masih muda hijau setelah tua coklat. Bui: Keras, kecil, bentuk
jarum, panjang + 1 cm, hitam. Akar: Tunggang, putih.

3. Bagian yang digunakan : Daun.
4. Penggunaan . Penelitian
5. Daflar Pustaka
e Syamsuhidayat, Sri Sugati dan Johny Ria Hutapea 1991 [Inventaris T Obat  Ind /.
" Kesch

Departemen Kesehatan Republik Indonesia: Badan Penclitian dan P

e Van Steenis, CGGJ. 2008, FLORA: untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramil;: Jakarta,

kan seb
sebag: ya.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipery

Batu, 23 Desember 2020
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Lampiran 2 Dokumentasi Penelitian

Uji identifikasi pewarnaan dan uji katalase
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Sertifikat pembelian dan uji identifikasi bakteri

' KEMENTERIAN KESEHATAN RI '%q,
. A @ DIREKTORAT JENDERAL PELAYANAN KESEHATAN i ( ﬁ
ﬁi 3 BALAI BESAR LABORATORIUM KESEHATAN SURABAYA £
b Jalan K jangan No. 18 Surabaya - 60286 1 &
Telepon Pelayamn (031) ‘0"0306 TU : (031) 5021451 Faksimili : (031) 5020388 ®y, <«
id; Surat el k : bblksubi@yahoo.co.id Rash
Surabaya, 24 Maret 2021
Berikut ini lampiran surat keterangan strain bakteri yang dibeli oleh :
Nama : Monicca Vabbelia Damayanti
Institusi . STIKES Karya Putra Bangsa Tulungagung
Tanggal permintaan : 24 Februari 2021
Keperiuan . Penelitian Tugas Akhir
Keterangan dan Hasil Uji Biokimia bakteri :
Bakteri . Bacillus cereus
ATCC . ATCC 11778
Passage i #5
Hasil Uji Biokimia bakteri Bacillus cereus ATCC 11778 :
No Jenis Uji Hasil
1 | Glukosa Positif (+)
2 | Laktosa Negatif (-)
3 | Sukrosa Positif / Negatif ()
4 | Maltosa Positif (+)
5 | Manitol Negatif (-)
6 | Simon Citrat Negatif (-)
7 | Sulfur Indol Motility (SIM) Neg / Pos / Neg (-/+/-)
8 | Starch Positif / Negatif ()
9 | Reduksi nitrat Positif / Negatif ()
10 | Lechitinase Positif (+)
11_| Pertumbuhan Nutrient Agar anaerob Negatif (-)
.Ked Klin, Sp.MK

NIP 1 %mm1 0122002
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Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir konsentrasi 10%, 20% dan 30%



Lampiran 3 Perhitungan Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri
1. Perhitungan Simplisia Daun Kenikir

a. Uji Susut Pengeringan

% Susut Pengeringan = Bobot daun basah - Bobot daun kering x 100%
Bobot daun basah
= 3kg — 0,3kg x 100% 5 kg
=90%
b. Uji Kadar Air

% Kadar Air = Bobot awal - Bobot Akhir x 100%
Bobot Awal
= 9,899 — 8,929 x 100% 9,89¢
=9,8%

2. Perhitungan Ekstrak Daun Kenikir Uji Rendemen Ekstrak

% Rendemen = Bobot ekstrak yang dihasilkan x 100%
Bobot awal simplisia
=6 gram x 100% 300 gram
=3%

3. Perhitungan Pembuatan Media
a. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Bobot NB = BM x Volume
1000
=8 x 10 ml 1000
=0,08¢g
b. Perhitungan Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Bobot NA = BM x Volume
1000
=20x 10 ml
1000
=0,2¢g

4. Perhitungan Kontrol Positif

Tetrasiklin 0,25% = tablet tetrasiklin (g) x volume larutan uji
1000 (ml)
=250gx 2 ml
1000 ml
=0,59/ml
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5. Perhitungan Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Daun Kenikir

a. Konsentrasi 10%

Bobot Ekstrak = 10 x Volume
100
=10x1ml
100
=019
b. Konsentrasi 20%

Bobot Ekstrak = 20 x Volume
100
=20x 1 ml
100
=029
c. Konsentrasi 30%

Bobot Ekstrak = 30 x VVolume
100
=30x1ml
100
=039

Lampiran 4 Hasil Orientasi
Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) terhadap

bakteri Bacillus cereus
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) Rata-rata +
Diameter zona
Standart
Sampel hambat (mm) o
deviasi
Replikasi
I I I
Kontrol positif (Tetrasiklin 0,25%) 24,00 24,00 24,00 24,00=00,00
Kontrol negatif (DMSO 10%) 0 0 0 040,00
Ekstrak 10% 16,00 16,00 16,50 17,33%£1,25
Ekstrak 20% 17,50 17,50 17,00 17,16%1,04
Ekstrak 30% 18,50 18,00 1850  17,33%1,04
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Lampiran 5 Hasil Analisis
1. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Konsentrasi Uji Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Zona K+ tetrasiklin . 3 . . 3
Hambat 0,25%
K- DMSO 10% 3 3
Ekstrak 10% ,219 3 ,987 3 ,780
Ekstrak 20% ,292 3 ,923 3 ,463
Ekstrak 30% ,292 3 ,923 3 ,463
a. Lilliefors Significance Correction
2. Uji Homegenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Zona Hambat Based on Mean 4,025 4 10 ,034
Based on Median 1,381 4 10 ,308
Based on Median and with 1,381 4 6,000 ,344
adjusted df
Based on trimmed mean 3,785 4 10 ,040
3. Uji One Way Anova
ANOVA
Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 964,333 4 241,083 321,444 ,000
Within Groups 7,500 10 ,750

Total 971,833 14




Zona Hambat

Descriptives
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95% Confidence

Interval for Mean

Std. Std. Lower Upper Minimu  Maxim
N Mean Deviation  Error Bound Bound m um

K+ tetrasiklin 3 24,000 ,0000 ,0000 24,000 24,000 24,0 24,0
0,25%
K- DMSO 10% 3 ,000 ,0000 ,0000 ,000 ,000 ,0 ,0
Ekstrak 10% 3 17,333 1,2583 ,7265 14,208 20,459 16,0 18,5
Ekstrak 20% 3 17,167 1,0408 ,6009 14,581 19,752 16,0 18,0
Ekstrak 30% 3 17,333 1,0408 ,6009 14,748 19,919 16,5 18,5
Total 15 15,167 8,3317 2,1512 10,553 19,781 ,0 24,0

Dependent Variable: Zona Hambat

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) Konsentrasi (J) Konsentrasi Difference Std. Lower Upper
Uji Uji (1-3) Error Sig. Bound Bound
K+ tetrasiklin K- DMSO 10% 24,0000 ,7071 ,000 21,673 26,327
0,25% Ekstrak 10% 6,6667 ,7071 ,000 4,340 8,994
Ekstrak 20% 6,8333 ,7071 ,000 4,506 9,160
Ekstrak 30% 6,6667 ,7071 ,000 4,340 8,994
K- DMSO 10% K+ tetrasiklin -24,0000° , 7071 ,000 -26,327 -21,673
0,25%
Ekstrak 10% -17,3333" ,7071 ,000 -19,660 -15,006
Ekstrak 20% -17,1667 ,7071 ,000 -19,494 -14,840
Ekstrak 30% -17,3333" ,7071 ,000 -19,660 -15,006
Ekstrak 10% K+ tetrasiklin -6,6667 ,7071 ,000 -8,994 -4,340
0,25%
K- DMSO 10% 17,3333 ,7071 ,000 15,006 19,660
Ekstrak 20% ,1667 ,7071 ,999 -2,160 2,494
Ekstrak 30% ,0000 ,7071 1,000 -2,327 2,327
Ekstrak 20% K+ tetrasiklin -6,8333" ,7071 ,000 -9,160 -4,506
0,25%
K- DMSO 10% 17,1667 ,7071 ,000 14,840 19,494
Ekstrak 10% -,1667 ,7071 ,999 -2,494 2,160
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Ekstrak 30% -,1667 ,7071 ,999 -2,494 2,160
Ekstrak 30% K+ tetrasiklin -6,6667 ,7071 ,000 -8,994 -4,340
0,25%
K- DMSO 10% 17,3333 ,7071 ,000 15,006 19,660
Ekstrak 10% ,0000 ,7071 1,000 -2,327 2,327
Ekstrak 20% ,1667 ,7071 ,999 -2,160 2,494
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
4. Uji Korelasi
Correlations
Zona Hambat Replikasi Uji Konsentrasi Uji
Zona Hambat Pearson Correlation 1 ,000 ,067
Sig. (2-tailed) 1,000 ,812
N 15 15 15
Replikasi Uji Pearson Correlation ,000 1 ,346
Sig. (2-tailed) 1,000 ,206
N 15 15 15
Konsentrasi Uji Pearson Correlation ,067 ,346 1
Sig. (2-tailed) ,812 ,206
N 15 15 15

Lampiran 6 Alur Prosedur Kerja

1. Pembuatan Simplisia Daun Kenikir
Daun Kenikir
1. Diambil pada bagian tua atau muda (daerah pucuk)
2. Disortasi basah
3. Dicuci dengan air mengalir
4.  Dikeringkan dengan cara diangin-anginkan, kemudian dioven suhu
600C
5. Disortasi kering
6.  Diblender sampai menjadi serbuk

7.  Diayak menggunakan ayakan nomor 80

Simplisia Serbuk Daun Kenikir




2. Pembuatan Ekstrak Daun Kenikir

Serbuk Daun Kenikir
1. Ditimbang sebanyak 25 gram, dibungkus dengan selongsong
2. Dimasukan dalam ekstraktor soxhlet
3. Dirangkai alat soxhlet
4.  Ditambahkan etanol 70%
5. Diekstraksi sebanyak 3 sirkulasi
6.  Ditampung ekstrak cair ke dalam botol
7.  Dipekatkan ekstrak dengan evaporator

Ekstrak Kental Daun Kenikir

3. Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan Bahan Penelitian

Alat :

1.  Bahan kaca dan Stain/ess

2. Dibungkus alumunium foil

3.  Disterilisasi pada autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

Bahan :
1.  Larutan Uji

a. Dimasukkan tabung reaksi

b. Dibungkus alumunium jfoil

¢. Disterilisasi pada autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
2. Media

a. Dimasukkan tabung reaksi

b. Dibungkus alumunium jfoil

c. Disterilisasi pada autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

Ekstrak Kental Daun Kenikir
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Pembuatan Media

Serbuk NA

—® Ditimbang sebanyak 0,2 g.
— Ditambahkan 10 mL aquadestilata.
— Dipanaskan hingga larut.

— Disterililkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm.

— Dituang media kedalam cawan petri.

— Didiamkan sampai mengeras.

Hasil

Serbuk NB

—® Ditimbang sebanyak 0,08 g.

» Ditambahkan 10 mL aquadestilata.

» Dipanaskan hingga larut.

+ Disterililkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm.

—® Dituang kedalam tabung reaksi.

Hasil




6.

Uji Aktivitas Antibakteri

Bakteri Bacillus cereiis

Peremajaan Bakteri :

1.  Digoreskan 1 ose pada media NA secara aseptik
2. Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Pembuatan Suspensi Bakteri :
1.  Diambil sebanyak 1 ose

2. Disuspensikan dalam 5 ml media NB
3.  Diukur kekeruhannya dengan standar 0,5 Mc. Farland

Hasil

Bakteri Bacillus cereits

Diambil dengan swab steril

Digoreskan ke media NA secara merata

Dimasukkan kertas cakram steril ke cawan petri berbeda

Ditetesi kertas cakram dengan larutan ekstrak, kontrol positif, dan
kontrol negatif sebanyak ditetesi 20

o Lo

mikropipet

Didiamkan cakram

Diletakkan cakram di atas permukaan media NA
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

. Diukur diameter zona hambat dengan penggaris
0. Direplikasi 3x

= © 00 o

Hasil

7.

Analisa Data Hasil Penelitian

Uji Normalitas

SPSS
Shapiro-wilk

Sig > 0,05 Distribusi Normal
Sig < 0,05 Distribusi Tidak Normal

I L b =

Hasil
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Uji Homogenitas

ok Wb =

SPSS

Levene Statistic test

Sig > 0,05 Variasi Sampel Homogen

Sig < 0,05 Variasi Sampel Tidak Homogen
Dilanjut ke Uji One way Anova
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Hasil

Uji One Way Anova

ol o

SPSS

One way anova

Sig > 0,05 Tidak Ada Perbedaan Zona Hambat Secara Statistik
Sig < 0,05 Ada Perbedaan Zona Hambat Secara Statistik

Hasil

Uji Korelasi

SPSS

Pearson Correlation

Sig > 0,05 Data Tidak Berkorelasi
Sig < 0,05 Data Berkorelasi

B W b=

Hasil




