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Kingkit orange (Triphasia trifolia) is one of several types of plants popular among 

many people as traditional medicine. The kingkit orange, particularly its leaves, is 

known to have various uses, one of which is as an antibacterial agent. The most 

common bacteria found in marine waters is Vibrio sp. This study aims to identify the 

antibacterial compounds in the ethanol extract of kingkit orange leaves and to 

determine the inhibitory effect of the ethanol extract on Vibrio sp. The research was 

conducted with three repetitions and five different concentration levels: D1 (5%), D2 

(10%), D3 (15%), D4 (20%), and D5 (25%). The observational data were analyzed 

using a Completely Randomized Design (CRD) analysis of variance, followed by the 

Least Significant Difference (LSD) test at a 5% significance level. Phytochemical 

screening analysis showed that the ethanol extract of kingkit orange leaves contained 

antibacterial compounds such as steroids, tannins, alkaloids, flavonoids, and 

phenolics. UV-Vis spectrophotometry analysis indicated that the ethanol extract of 

kingkit orange leaves had absorption at wavelengths of 202 nm, 211 nm, 228 nm, 253 

nm, 270 nm, and 323 nm. FTIR analysis showed that the ethanol extract of kingkit 

orange leaves contained seven functional groups: O-H, C-H alkanes, -C≡N, C=O, 

C=C, C-O esters, C-O ethers, and C-H alkenes. The inhibitory test also demonstrated 

that the ethanol extract of kingkit orange leaves could inhibit the growth of Vibrio sp., 

with inhibition zone diameters formed at each concentration of D1 (5%), D2 (10%), 

D3 (15%), D4 (20%), and D5 (25%) being 7.280 mm, 7.640 mm, 7.713 mm, 8.027 

mm, and 8.070 mm, respectively. 
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Jeruk kingkit (Triphasia trifolia) adalah satu dari sejumlah jenis tumbuhan yang 

popular di banyak kalangan sebagai obat tradisional. Jeruk kingkit terutama bagian 

daun diketahui memiliki beragam kegunaan, satu diantaranya ialah bisa dimanfaatkan 

sebagai antibakteri. Bakteri yang paling umum ditemukan disekitaran perairan laut 

adalah bakteri vibrio sp. Penelitian ini memiliki tujuan guna mengetahui senyawa 

antibakteri yang terdapat pada ekstrak etanol daun jeruk kingkit dan mengetahui daya 

hambat ekstrak etanol daun jeruk kingkit terhadap vibrio sp. Penelitian ini dilakukan 

dengan tiga kali ulangan dan lima taraf konsentrasi yang berbeda. Konsentrasi yang 

digunakan yaitu konsentrasi D1(5%), D2(10%), D3(15%), D4(20%), dan D5(25%). 

Data hasil pengamatan dianalisis dengan analisi sidik ragam RAL dan dilakukan uji 

lanjut menggunakan uji BNT pada taraf nyata5%. Hasil analisis skiring fitokimia 

menunjukkan bahwa pada ekstrak etanol daun jeruk kingkit terdapat senyawa 

antibakteri berupa steroid, tanin, alkaloid, flavonoid dan fenolik. Hasil analisis 

spektrofotometri UV-Vis menunjukkan bahwaekstrak etanol daun jeruk kingkit 

berada pada panjang gelombangpanjang gelombang 202 nm, 211 nm, 228 nm, 253 

nm, 270 nm, dan 323 nm. Hasil analisis FTIR menunjukkan bahwa pada  ekstrak 

etanol daun jeruk kingkit terdapat 7 gugus fungsi yaitu; gugus fungsi O-H,C-H 

Alkana, -C≡N, C=O, C=C, C-O ester, C-O eter,dan C-H Alkena. Uji daya hambat 

juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun jeruk kingkit dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri vibrio sp.dengan diameter daerah daya hambat yang terbentuk 

pada masing masing konsentrasi D1(5%), D2(10%), D3(15%), D4(20%) dan 

D5(25%)sebesar 7,280 mm, 7,640 mm, 7,713 mm, 8,027 mm, dan 8,070 mm. 

 

Kata Kunci: Daya Hambat, Kingkit, Ekstrak Daun, Vibrio sp.
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Jeruk kingkit (Triphasia trifolia) merupakan satu dari sejumlah jenis tumbuhan semak 

berbatang yang tingginya di bawah lima sentimeter, berbentuk silindris, vertikal, dan 

memiliki duri di permukaannya. Daunnya berbentuk majemuk dan buahnya 

berbentuk bulat dengan kulit merah yang halus dan tipis (Zufahmi & Nurlaila, 2018). 

Tanaman ini dikenal memiliki manfaat sebagai obat tradisional untuk batuk dan diare. 

Selain itu, jeruk kingkit juga sering digunakan dalam perawatan kecantikan, seperti 

merawat kuku, serta berfungsi sebagai tanaman hias (Widayanti & Laksmita, 2020). 

 

Selain sebagai tanaman hias jeruk kingkit adalah satu dari beberapa golongan 

tanaman yang memiliki beragam kegunaan, satu diantaranya ialah sebagai 

antibakteri. Sebagaimana dalam penelitian Theanphong and Mingvanish (2018), 

diketahui bahwa di dalam ekstrak batang dan daun jeruk kingkit terkandung metabolit 

sekunder yang mampu digunakan sebagai antibakteri alami. Pada studi tersebut juga 

diketahui bahwa ekstrak daun dan batang jeruk kingkit mempunyai aktivitas 

antibakteri yang tinggi akan bakteri M. luteus. Pada percobaan lain oleh Hardisto dan 

Tjandra (2019) disebutkan bahwa minyak atsiri daun jeruk kingkit mempunyai 

kemampuan daya hambat akan bakteri Eshercia coli. 

 

Berbeda habitat dengan bakteri Eshercia coli bakteri Vibrio sp adalah bakteri patogen 

yang umumnya ditemukan di perariran laut. Menurut Hatha et all, (2023) Vibrio sp.
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adalah bakteri yang lebih tahan suhu ekstrim dibandingkan bakteri E. coli, dan 

mampu berkembang optimal pada temperatur yang lebih tinggi. Vibrio sp. juga 

mampu bertahan pada pH yang lebih rendah dibandingkan E. coli, dan dapat 

menyebabkan gejala yang lebih parah, seperti infeksi luka dan septicemia. Golongan 

bakteri Vibrio sp yang kerap menjangkit manusia yaitu, Vibrio parahaemolyticus dan 

Vibrio cholera yang menimbulkan gangguan kesehatan berupa vibriosis (Ihsan, 

2021). Oleh karena itu infeksi bakteri patogen vibrio sp.  harus ditangani dengan 

tepat, satu cara yang paling umum diterapkan adalah dengan penggunaan antibiotik. 

 

Antibiotik merupakan jenis senyawa sinstetis atau natural yang berhasil menghambat 

atau menahan reaksi biokimia akan suatu makhluk hidup, terutama dalam tahap 

penginfeksian oleh bakteri (Anggraini et al., 2020). Namun pemanfaatan antibiotik 

yang tak akurat dan secara berkelanjutan akan menyebabkan masalah kesehatan. 

Dalam PERMENKES RI No.2406/MENKES/PER/XII/2011 terkait pedoman umum 

penggunaan antibiotik disebutkan bahwa tingkat frekuensi pemakaian antibiotik yang 

cenderung tinggi menyebabkan beragam komplikasi kesehatan terlebih kekebalan 

bakteri akan antibiotik (Nufus et al, 2019). Oleh karena itu dibutuhkan alternatif 

untuk mengurangi penggunaan antibiotik dalam menangani infeksi bakteri Vibrio sp 

ini. Suatu alternatif  yang mampu dimanfaatkan guna mencegah bakteri vibrio sp 

yaitu dengan memanfaatkan metabolit sekunder yang terkandung dalam konsentrat 

etanol daun jeruk kingkit.  

 

Pemilihan pelarut yang digunakan pada proses ekstraksi tentunya mempengaruhi 

kandungan metabolit sekunder yang dihasilkan. Seperti dalam penelitian Buhian 

(2016) dijelaskan bahwa variasi kepolaran pelarut akan mempengaruhi jumlah 

ekstrak serta komposisi fitokimia yang dihasilkan. Penggunaan pelarut etanol pada 

proses ekstraksi dapat menjadi pilihan yang optimal, hal tersebut disebabkan karena 

pelarut etanol memiliki kemampuan absorbsi yang efektif dan daya ekstraksi yang 

maksimal sehingga mampu memfiltrasi senyawa yang bersifat non-polar, semi polar 

dan polar (Wendersteyt et al, 2021). 



3 
 

1.2 Tujuan 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk: 

1. Mengetahui senyawa antibakteri yang terdapat pada ekstrak etanol daun jeruk 

kingkit (Triphasia trifolia). 

2. Mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun jeruk kingkit (Triphasia trifolia) 

sebagai antibakteri alami dalam menghambat pertumbuhan Vibrio sp. 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Etanol adalah pelarut polar yang sangat efektif untuk mengekstraksi senyawa 

antibakteri yang terdapat pada daun jeruk kingkit. Hal ini dikarenakan pelarut etanol 

memiliki sifat-sifat yang ideal untuk proses ekstraksi. Etanol memiliki daya larut 

yang tinggi terhadap senyawa polar, sehingga senyawa aktif yang terkandung di 

dalam daun jeruk kingkit dapat larut sempurna dan diperoleh ekstrak yang pekat. 

Pada penelitian kurniawati, dkk., (2016) juga menyatakankan bahwa pelarut etanol 

adalah pelarut paling baik selama tahap pengambilan sari pada teknik maserasi. 

Selanjutya, etanol juga memiliki harga yang relatif murah, mudah didapat, sehingga 

memungkinkan proses ekstraksi yang lebih efektif. 

 

Daun jeruk kingkit adalah bahan alami yang bisa digunakan sebagai antibiotik alami 

dalam pencegahan pertumbuhan bakteri Vibrio sp. Seperti yang dinyatakan oleh 

Theanpong and Mingvanish (2018) bahwa kandungan senyawa flavonoid, alkoloid, 

tanin dan triterpenoid pada daun jeruk kingkit mempunyai aktivitas antibakteri. 

Penemuan  ini sesuai dengan hasil studi oleh Maharani (2012) yang menyebutkan 

bahwa senyawa seperti flavonoid mampu menekan perkembangan bakteri melalui 

penguraian protein membran sel bakteri dan untuk senyawa alkoloid serta tanin dapat 

mencegah pertumbuhan bakteri melalui penghambatan pembentukan dinding sel. 
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Berlandaskan penelitian terdahulu juga diketahui bahwa daun jeruk kingkit 

mempunyai aktivitas antibakteri. Dalam penelitian Hardisto dan Tjandra (2019), 

dijelaskan bahwa minyak atsiri pada jeruk kingkit memiliki daya hambat yang kuat 

akan bakteri Eschericia coli. Berdasarkan berbagai studi yang telah dilaksanakan 

mengenai uji aktivitas antibakteri jeruk kingkit, masih sedikit ditemukan penelitian 

mengenai jeruk kingkit sebagai antibakteri terhadap Vibrio sp. Dengan demikian, 

penelitian ini penting dilakukan guna mengetahui manfaat ekstrak daun jeruk kingkit 

sebagai antibakteri alami yang mampu mencegah pertumbuhan Vibrio sp. 

 

1.4 Hipotesis 

 

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Terdapat senyawa antibakteri pada ekstrak etanol daun jeruk kingkit (Triphasia 

trifolia). 

2. Ekstrak etanol daun jeruk kingkit (Triphasia trifolia) memiliki daya hambat 

sebagai antibakteri alami dalam menghambat pertumbuhan bakteri vibrio sp. 



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Vibrio sp. 

 

Vibrio adalah genus bakteri gram negatif yang memiliki bentuk menyerupai batang 

pendek dan berkelok seperti koma, dengan ukuran panjang antara 1,4 hingga 5,0 µm 

dan lebar 0,3 hingga 1,3 µm. Bakteri ini mampu bergerak(motil), memiliki flagel 

polar, dan biasanya dijumpai di air laut. Vibrio adalah bakteri anaerob fakultatif, yang 

berarti mampu bertahan dengan adanya oksigen maupun tidak ada oksigen (Hidayat, 

2014). Seluruh bakteri dalam genus ini bergerak aktif dengan flagel yang terletak di 

penghujung sel dan dilapisi oleh salut. Sejumlah spesies dari Vibrio sp. mampu 

menyebabkan penyakit (patogenik) dan kerap menimbulkan gastroenteritis (Soedarto, 

2015). Bakteri Vibrio sp. umumnya tumbuh optimal pada pH 7,0 - 7,5 dan temperatur 

37°C (Supardi & Sukamto, 1999). Koloni bakteri Vibrio sp. dapat damati pada 

Gambar 1. 

 

Gambar 1. Koloni bakteri vibrio sp. 

         Sumber: Farisi et al., 2021 
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Bersadarkan Jawetz 2007 klasifikasi vibrio sp.adalah sebagai berikut: 

Kingdom :  Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class : Gammaproteobacteria 

Ordo : Vibrionales 

Family : Vibrionaceae 

Genus : Vibrio 

Species : Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibriovulnificus, Vibrio  

fluvialis, Vibrio mimicus, Vibrio hollisae, Vibrio damsela, Vibrio  

anginolyticus, Vibrio metschnikovii 

 

Bakteri Vibrio sp. bisa dijumpai pada laut dan perairan dangkal. Jenis bakteri ini 

adalah jenis mayoritas yang terdapat pada muka air di penjuru dunia (Jawetz, 2012). 

Spesies bakteri Vibrio yang sering menginfeksi manusia dan bersifat patogenik 

adalah Vibrio cholerae dan Vibrio parahaemolyticus (Soedarto, 2015). Gejala infeksi 

dari bakteri ini termasuk nyeri perut, diare hingga disentri, nausea, vomitus, febris, 

kedinginan, cephalgia, dan kekurangan cairan. Masa inkubasi untuk Vibrio cholerae 

adalah satu hingga tiga hari, sedangkan untuk Vibrio parahaemolyticus adalah dua 

jam hingga dua hari (Rahayu, 2011). 

 

Bakteri dapat dibagi ke dalam 2 golongan yaitu bakteri gram negatif dan positif. 

Bakteri gram positif akan berubah warna menjadi violet pada saat pewarnaan karena 

kompleks zat warna kristal violet-yodium tetap bertahan walaupun dibilas 

menggunakan alkohol. Sementara itu,pada bakteri gram negatif kompleks zat warna 

kristal violet-yodiumtersebut larut dengan alkohol dan mengambil warna merah dari 

safranin. Kontras warna tersebut mengindikasikan variasi dalam struktur dinding sel 

dua tipe mikroba tersebut. Bakteri gram positif dinding selnya cenderung 

mengandung peptidoglikan, sementara bakteri gram negatif mayoritas penyusun 

dinding selnya adalah  lipid (Nurhayati, dkk., 2015). 
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2.2 Maserasi 

 

Maserasi merupakan teknik pengambilan ekstrak mencelupkan bahan dalam solvent 

selama waktu tertentu yang disesuaikan dengan senyawa aktif yang ingin dicuplik, 

biasanya memanfaatkan suhu tinggi dalam intensitas rendah atau hanya dengan suhu  

ruang. Ekstraksi dipengruhi sejumlah faktor yang meliputi waktu, temperatur, tipe 

solvent, rasio bahan terhadap solvent, dan ukuran partikel (Chairunnisa et al., 2019). 

Pengambilan ekstrak dengan metode maserasi memiliki keuntungan yaitu zat aktif 

yang diambil tetap terjaga tanpa mengalami kerusakan (Pratiwi, 2010). Selama 

direndam, disimilaritas tekanan antara bagian luar dan dalam sel menyebabkan 

dinding dan membran sel lisis. Akibatnya, metabolit sekunder yang terdapat dalam 

sitoplasma akan dilepaskan dan berbaur dengan solvent organik yang dipakai 

(Novitasari & Putri, 2016). 

 

Maserasi merupakan teknik ekstraksi di mana sampel atau bahan tumbuhan 

dicelupkan selama waktu tertentu dalam pelarut organik pada suhu kamar. Metode ini 

bermanfaat untuk isolasi bahan alam yang sensitif terhadap panas. Pada dasarnya, 

ekstraksi dalam maserasi berkaitan dengan pecahnya dinding dan membran sel karena 

terdapat kesenjangan supresi bagian internal dan eksternal sel. Hal ini mengakibatkan 

metabolit sekunder dalam sitoplasma terlarut dalam pelarut organik yang dipakai. 

Penentuan solvent sangat penting guna meningkatkan efektivitas ekstraksi, dengan 

mempertimbangkan kelarutan senyawa aktif yang dikandung bahan alam. Umumnya, 

teknik maserasi memanfaatkan etanol dan metanol sebagai pelarut karena memiliki 

persebaran polaritas yang optimal (Handoyo, 2020). 

 

2.3 Pelarut Etanol 

 

Etanol (C2H5OH), yang juga dikenal sebagai alkohol absolut, etil alkohol, alkohol 

murni, dan molhidroksietana adalah partikel dengan polaritas tinggi karena 

mengandung gugus hidroksil (OH) yang memiliki keelektronegatifan oksigen yang 
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besar. Ini mengakibatkan etanol dapat membentuk ikatan hidrogen dengan molekul 

lain, memungkinkan interaksi dengan molekul polar dan ion. Etanol mampu 

berinteraksi dengan molekul non-polar karena gugus etil (C2H5) di dalamnya 

memiliki sifat non-polar. Dalam  banyak bidang, etanol menjadi pelarut terpenting 

kedua setelah air. Etanol adalah alkohol paling non-toksik (kecuali dalam jumlah 

besar) dan dimanfaatkan luas sebagai antiseptik, solvent, pemberi rasa (seperti dalam 

ekstrak vanilla), pewarna makanan, serta unsur dalam industri kosmetik (parfum) dan 

farmasi (Caesaria, 2018). 

 

Etanol adalah pelarut serbaguna karena mampu bercampur dengan air dan mayoritas 

bahan organik cair, tak terkecuali zat cair non-polar seperti hidrokarbon alifatik. Sifat 

etanol yang memungkinkan ekstraksi senyawa-senyawa tersebut membuatnya efektif 

melarutkan berbagai senyawa (Aziz et al., 2009). Etanol adalah solvent universal, 

memiliki sifat polar, dan mudah diperoleh. Etanol 96% memiliki sifat eklektik, non-

toksik, dengan absorpsi optimal dan daya ekstraksi yang efektif, sehingga mampu 

mengekstraksi senyawa non-polar, semi-polar, dan polar. Etanol 96% sebagai pelarut 

lebih efektif masuk kedalam dinding sel sampel daripada etanol dengan kepekatan 

yang lebih rendah, sehingga ekstrak yang dihasilkan kian pekat (Wendersteyt et al., 

2021). 

 

2.4 Antibakteri 

 

Antibakteri mengacu pada kandungan yang mempunyai kapasitas untuk menekan 

perkembangan bakteri serta membasmi bakteri penyebab penyakit (Paju et al., 2013). 

Berdasarkan tingkat keberacunannya, antibakteri bisa memiliki efek bakterisidal 

(membasmi bakteri) atau bakteriostatik (menekan perkembangan bakteri). Antibakteri 

yang bersifat bakteriostatik terbatas pada penghambatan pertumbuhan bakteri tanpa 

membunuhnya, namun dapat menjadi bakterisidal dalam konsentrasi tinggi 

(Purnamaningsih et al., 2017). 
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Antibakteri adalah bagian dari kategori antimikroba yang mampu menghambat 

perkembangan bakteri. Komponen antibakteri disintesis oleh mikroorganisme dan 

dalam kadar rendah dapat membendung atau hingga mematikan mikroorganisme 

tersebut. Proses senyawa aktif dalam mencegah pertumbuhan bakteri meliputi 

merusak dinding sel, mengalterasi porositas sel, mengonversi zat protein dan asam 

nukleat, memperlambat kinerja enzim, dan membatasi pembentukan protein dan asam 

nukleat bakteri (Seko et al., 2021). Senyawa antibakteri dapat berupa senyawa kimia 

atau biologi, baik natural maupun buatan, yang berdaya hambat bagi perkembangan 

dan aktivitas bakteri. 

 

2.5 Metode Pengujian Daya Antibakteri 

 

Pengujian daya antimikroba dilaksanakan guna menentukan kadar suatu zat 

antimikroba yang mampu menghasilkan output terbaik. Menurut Rante (2010), 

terdapat tiga metode utama untuk pengujian antimikroba, yaitu metode disfusi agar, 

metode dilusi, dan bioautografi Brock dan Madigan. 

 

1. Metode Difusi 

Metode difusi agar diaplikasikan guna menilai aktivitas agen antimikroba, kerap 

disebut juga sebagai uji daya hambat. Prosesnya dimulai dengan larutan bahan uji 

yang ditempatkan dalam sumuran atau diendapkan pada kertas cakram yang 

sudah direndam dalam solvent yang cocok. Kemudian, bahan ini ditanam di 

dalam medium padat yang mengandung mikroba uji. Setelah proses inkubasi, 

zona bening di sekitar sumuran atau cakram kertas diamati. Kemampuan bahan 

uji untuk menghambat mikroba diukur berdasarkan ukuran zona bening tersebut, 

apabila zona bening >20 mm menunjukkan daya hambatnya tergolong sangat 

kuat, 11-19 mm menunjukkan daya hambatnya tergolong kuat, 5-10 mm 

imenunjukkan daya hambatnya tergolong sedang, dan kurang dari 5 mm 

menunjukkan daya hambat lemah. 
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2. Metode Dilusi  

Metode dilusi umumnya dimanfaatkan untuk menentukan nilai MIC (Minimum 

Inhibitory Concentration), yaitu kadar paling rendah dari suatu zat yang dapat 

menghambat pertumbuhan mikroba uji. Proses dilusi dilakukan dengan 

mencampur sampel uji, mikroba uji, dan media inokulasi dalam berbagai tingkat 

penipisan. Evaluasi aktivitas dilakukan dengan membandingkan kondisi yang 

tidak menggunakan bahan uji sebagai kontrol. 

 

3. Metode Bioautografi  

Bioautografi adalah metode deteksi yang digunakan untuk menemukan senyawa 

antimikroba yang belum diketahui, dengan cara menunjukkan aktivitas 

antimikroba pada kromatogram. Metode ini menggunakan teknik Kromatografi 

Lapis Tipis (KLT), di mana senyawa antimikroba dipisahkan pada lapisan KLT 

dan kemudian dipindahkan ke medium agar yang telah diinokulasi dengan 

mikroba uji yang peka terhadap senyawa tersebut. Setelah inkubasi pada suhu dan 

waktu tertentu, zona hambat akan terlihat di sekitar spot KLT yang mengandung 

senyawa aktif. Zona hambat ini menunjukkan aktivitas senyawa terhadap 

pertumbuhan mikroorganisme uji. 

 

2.6 Jeruk Kingkit 

 

Jeruk Kingkit (Triphasia trifolia) adalah jenis tanaman semak atau pohon kecil 

dengan batang tegak silindris yang dilapisi duri, serta daunnya berbentuk daun 

majemuk. Tinggi batangnya biasanya kurang dari 5 sentimeter. Jeruk Kingkit 

memiliki bentuk buah yang bulat, berkulit merah, permukaannya halus dan tipis 

(Zufahmi & Nurlaila, 2018). Daging buahnya berisi cairan kuning yang memiliki rasa 

yang asam. Tanaman ini masuk dalam kategori semak kecil yang berbuah sedikit. 

Nama tanaman ini adalah Limeberry di Inggris, limonsito di Thailand, dan jeruk 
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kingkit di Indonesia (Hardisto & Tjandra, 2019).Tanaman jeruk kingkit dapat diamati 

pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Jeruk Kingkit 

Sumber: Dokumentasi pribadi (2024) 

 

Jeruk Kingkit memiliki daun dan batang yang dapat dimanfaatkan karena memiliki 

sifat antibakteri. Hal ini disebabkan karena daun dan batang jeruk kingkit diketahui 

memiliki kandungan  fitokimia seperti alkoloid, flavonoid, tanin dan triterpenoid 

(Theanphong and Mingvanish, 2018). Penelitian lain juga yang dilakukan oleh  

Hardisto dan Tjandra (2019) menyebutkan bahwa minyak atsiri dari daun jeruk 

kingkit memiliki daya hambat yang kuat terhadap E. coli (ATCC 25922), dengan 

rata-rata zona hambat sebesar 11,33 mm pada konsentrasi 10 µL dan 13,33 mm pada 

konsentrasi 15 µL. Selain sebagai antibakteri, ternyata jeruk kingkit juga  dapat 

dimanfaatkan sebagai antioksidan. Pada studi oleh Widayanti dan Laksmita (2020), 

disebutkan bahwa ekstrak etanol dari buah jeruk kingkit memiliki aktivitas 

antioksidan yang cukup kuat, dengan nilai IC50 sebesar 90,94 ppm. 

 

Tanaman jeruk kingkit adalah satu dari sejumlah tanaman yang kerap digunakan 

untuk kecantikan seperti merawat kuku. Selain itu tumbuhan ini juga berpotensi 

menjadi tanaman hias layaknya bonsai (Hardisto dan Tjandra,2019). Tumbuhan jeruk 

kingkit juga memiliki khasiat sebagai etnomidisin untuk pengobatan ketombe, batuk, 
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diare, disentri, influenza dan gangguan paru-paru (Widayanti dan Laksmita, 2020). 

Jeruk kingkit mengandung senyawa kumarin yang bermanfaat untuk mengobati 

gangguan paru –paru tertentu dan meredakan nyeri usus. Senyawa turunan dari 

kumarin tersebut yaitu isopimpinellin, heraclonel dan byakangelicin, mexotin dan 

meranzin hidrat. Senyawa – senyawa tersebut berpotensi sebagai alternatif obat 

alami.  

 

Penelitian mengenai kandungan senyawa jeruk kingkit telah banyak ditemui sekarang 

ini salah satunya penelitian yang dilakukan oleh (Zoghbi and Andrade, 2009) yang 

menyatakan minyak atsiri yang diperoleh dari daun, batang, dan buah jeruk kingkit 

mengandung senyawa sabinene (daun: 31.1%,batang: 21.1%, buah: 23.9%) dan b -

pinene (daun 40.8%,batang: 36.2%, buah: 32.4%). Komponen lain yang ada pada 

daun jeruk kingkit dengan jumlah yang cukup signifikan yaitu sesquisabinehidrat 

(6,3%), g -terpinene (5,7%), limonene (4,5%), terpinen-4-ol (4,1%) dan a - pinene 

(2,5%). Pada minyak atsiri bagian buah monoterpen mengandung sabinene (37,2%), 

b -pinene (23,9%) dan g -terpinene (16,3%), diikuti oleh limonene (5,3%), a -pinene 

(3%), terpinen-4-ol (3,3%) (Lim, 2012). 



 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bakteriologi Balai Veteriner Lampung, 

Laboratorium Analisis Kimia dan Biokimia Hasil Pertanian, Laboratorium 

Pengolahan Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung, pada bulan Januari sampai Maret 2024. 

 

3.2 Bahan dan Alat 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi daun jeruk kingkit  yang 

diperoleh dari Bandar Lampung, biakan yang diperoleh dari Balai Veteriner 

Lampung, Vibrio sp., Alkohol 70%, Etanol 96%, Aquades, NaCl, MHA (Mullen 

Hilton Agar). Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri atas oven, loyang, 

neraca analitik, desikator, cawan porselen, gunting penjepit, chopper, grinder, toples, 

jarum ose, kertas cakram (6 mm), vacuum rotary evaporator, inkubator 36ºC, 

hotplate, densicheck, tabung reaksi, rak tabung reaksi, beaker glass, cawan petri, 

vortex, lab shaker, kertas saring, alumunium foil, gelas ukur, bunsen, autoklaf, 

mikropipet, pipet tetes, erlenmeyer, botol kaca, pinset dan jangka sorong. 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

Penelitian ini disusun menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktor 

tunggal dan 3 kali ulangan. Faktor ujinya adalah konsentrasi ekstrak daun jeruk
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kingkit yang terdiri dari lima taraf konsentrasi yaitu 5% (v/v), 10% (v/v), 15% (v/v), 

20% (v/v), dan 25% (v/v). Data yang diperoleh, kemudian diuji kesamaan ragamnya 

dengan uji Bartlett dan kemenambahan data dengan uji Tuckey, kemudian dianalisis 

ragam untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dan dilakukan uji lanjut dengan 

menggunakan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5%. 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1 Preparasi Sampel dan Pembuatan Ekstrak 

 

3.4.1.1 Preparasi sampel 

 

Preparasi sampel dilakukan dengan menyiapkan 2 kg daun jeruk kingkit, kemudian 

dilanjutkan proses sortasi untuk mendapatkan daun jeruk kingkit yang berkualitas 

baik. Setelah itu dilakukan penghitungan kadar air daun jeruk kingkit segar. 

Selanjutnya daun jeruk kingkit dikering anginkan selama 8 jam dan dilanjutkan 

dengan pengeringan menggunakan oven dengan suhu 50
o
C selama 24 jam. Setelah 

kering daun jeruk dikecilkan/ dihaluskan menggunakan chooper dan powder grinder. 

Setelah diperoleh serbuk halus daun maka dihitung kadar airnya. Serbuk halus buah 

daun jeruk kingkit siap untuk dimaserasi. 

 

3.4.1.2 Pembuatan ekstrak 

 

Ekstrak daun jeruk kingkit diproleh  denggan menggunakan metode maserasi. 

Sebanyak 4 x 150 gram serbuk daun jeruk kingkit ditimbang kemudian dilarutkan 

menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak 250 mL. Setelah itu disimpan dengan 

meletakkan wadah berisi ekstrak pada alat shaker (120 rpm). Proses maserasi 

berlangsung selama 3 x 24 jam dengan tiga kali penyaringan. Setelah proses 

penyaringan dilanjutkan tahap penguapan ekstrak menggunakan vacum rotary 

evavorator dengan suhu 30
o
C hingga menghasilkan ekstrak daun kingkit. Proses 

selanjutnya adalah penghitungan kadar air ekstrak daun jeruk kingkit. Proses 

pembuatan ekstrak daun jeruk kingkit disajikan pada gambar 3. 
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Maserat 2100 mL 

Pemekatan ekstrak dengan vacum 

rotary evavorator (T=30
o
C) 

Ekstrak pekat daun jeruk 

kingkit (KA = 59,24%) 

Etanol 

Menguap  

Sampel bubuk halus (KA= 6,68%) 

Penimbangan(4 x 150 gram) 

Pemaserasian selama 3x24 jam (tiga 

kali penyaringan) 

Etanol 

96% 

Etanol 

Menguap 

900 mL 

Pengecilan ukuran menggunakan chooper 

Penghalusan menggunakan powder grinder 

Daun jeruk kingkit segar (2kg)  

KA = 51,4% 

Penyortiran 

Pengeringan dengan oven (T=50
O
C; t= 24 jam) 

Ranting dan 

kotoran  

Gambar 3. Diagram alir pembuatan ekstrak daun jeruk kingkit  

Sumber: Fadilla (2023) yang dimodifikasi 
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3.4.2 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

 

3.4.2.1Peremajaan Bakteri 

 

Peremajaan bakteri dilakukan dengan media Mullen Hilton Agar. Sebanyak 2 ose 

kultur bakteri Vibrio sp. murni diambil mengunakan jarum ose steril, kemudian 

digoreskan secara zig-zag pada media (MHA) Mullen Hilton Agarsecara merata lalu 

diinkubasi pada suhu 36ºC selama 24 jam. Diagram alir peremajaan bakteri disajikan 

pada gambar 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kultur vibrio sp.murni 

Pengambilan sebanyak 2ose 

Penggoresan secara zig zag pada media Mullen Hilton Agar 

Penginkubasian (T=36
O
C; t =24 jam) 

Biakanvibrio sp. 

Gambar 4. Diagram alir peremajaan bakteri uji 

                Sumber: Apreliani (2019) yang dimodifikasi 
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3.4.2.2 Pembuatan Suspensi Uji 

 

Pembuatan suspensi bakteri uji dilakukan dengan mengambil koloni bakteri Vibrio 

sp. yang telah diremajakan pada media Mullen Hilton Agar sebanyak 3 ose, kemudian 

dilarutkan ke dalam NaCl steril 0,9%  sebanyak 5 ml secara aseptis dan divortex 

selama 30 detik. Setelah itu tingkat kekeruhan yang diperoleh diukur menggunakan 

alat densichek dengan standar 0,5 Mc Farland. Jika suspensi bakteri uji terlampau 

keruh, larutan NaCl ditambahkan. Jika suspensi bakteri uji tidak cukup keruh, 

beberapa ose bakteri yang telah diremajakan ditambahkan. Suspensi bakteri uji yang 

sudah sesuai dengan standar 0,5 McFarland (1,5 x 10
8
 CFU/ml) kemudian dipakai 

untuk menguji aktivitas antibakteri. Diagram alir pembuatan suspensi bakteri uji 

disajikan pada gambar 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kultur vibrio sp. 

Pengambilan sebanyak 3 ose 

Pelarutan kedalam larutan NaCl 0,9% sebanyak 5 ml 

Pengukuran kerapatan suspensi (standar 0,5 McFarland) 

Suspensi bakteri uji 

Gambar 5. Diagram alir suspensi  bakteri uji 

            Sumber: Apreliani (2019) yang dimodifikasi 
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3.5 Pengamatan 

 

3.5.1 Skrining Fitokimia 

 

3.5.1.1 Uji Fenol  

 

Pada pengujian fenolik, 1 mL ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

diikuti dengan penambahan larutan FeCl3 1% ke dalam tabung reaksi tersebut. Jika 

warna berubah menjadi hitam, ini menunjukkan terdapat senyawa fenolik dalam 

ekstrak (Widayanti dan Laksmita, 2020). 

 

3.5.1.2 Uji Flavonoid  

 

Pengujian dengan Pereaksi Wilstater dilakukan dengan cara menambahkan 1 mL 

ekstrak, diikuti dengan beberapa tetes HCl pekat, dan kemudian ditambahkan 

sejumlah kecil serbuk magnesium. Jika terjadi reaksi positif, akan terbentuk warna 

kuning (Widayanti dan Laksmita, 2020). 

 

3.5.1.3Uji Alkaloid  

 

Larutan pereaksi Mayer sebanyak 2 tetes ditambahkan pada1 mL ekstrak. Jika terjadi 

reaksi positif, akan terbentuk endapan menggumpal berwarna putih atau kuning 

(Widayanti dan Laksmita, 2020). 

 

3.5.1.4 Uji Saponin  

 

Untuk pengujian saponin dalam sampel, sampel dipanaskan terlebih dahulu dengan 

20 mL air menggunakan penangas air. Setelah itu, filtrat dikocok dan didiamkan 

selama 15 menit. Jika terbentuk busa yang stabil, ini menunjukkan hasil positif 

adanya saponin dalam sampel (Widayanti dan Laksmita, 2020). 
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3.5.1.5 Uji Steroid dan Terpenoid  

 

Pada pengujian steroid dan terpenoid dalam sampel, dilakukan penambahan asetat 

anhidrat dan H2SO4 pekat. Perubahan warna menjadi hijau-biru menunjukkan 

adanya steroid dalam sampel, sedangkan perubahan warna merah-ungu menunjukkan 

adanya terpenoid dalam sampel (Widayanti dan Laksmita, 2020). 

 

3.5.1.6 Uji Tanin  

 

Pada pengujian tanin dalam sampel, sampel dididihkan dengan 20 mL air kemudian 

difilter. Filtrat kemudian dibubuhi beberapa tetes FeCl3 1%. Jika terbentuk warna 

coklat- kehijauan atau biru-kehitaman, ini menandakan hasil positif terdapat tanin 

dalam sampel (Widayanti dan Laksmita, 2020). 

 

3.5.2 Analisis spektrofotometerUV-Vis  

 

Spektrofotometer UV-Vis merupakan satu teknik analisis kimia yang umum 

diaplikasikan untuk menentukan atau mengidentifikasi senyawa-senyawa organik 

(Ramadhani, 2020). Analisis spektrofotometri pada penelitian ini berfungsi guna 

mengidentifikasi senyawa yang terdapat pada ekstrak daun jeruk kingkit. Tahapan 

analisis ekstrak daun jeruk kingkit menggunakan spektrofotometer UV-Vis diawali 

dengan penyiapan blanko dan sampel. Selanjutya, absorbansi blanko diukur pada 

panjang gelombang 200-800 nm, nilai absorbansi blanko akan dijadikan sebagai 

kontrol atau sebagai data yang merepresentasikan pelarut. Pengukuran absorbansi 

kembali dilakukan pada sampel dengan panjang gelombang yang sama (200-800 nm). 

Setelah itu dilakukan identifikasi dan analisis dari data yang diperoleh. 
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3.5.3 Analisis FTIR 

 

FTIR (Fourier Transform Infrared) adalah teknik analisis yang efektif untuk 

mengidentifikasi dan menganalisis struktur senyawa kimia. Proses analisis FTIR 

dimulai dengan menghidupkan spektrofotometer FTIR. Sampel kemudian 

ditempatkan pada plate ATR (Attenuated Total Reflectance) dan tuas ATR diputar 

untuk menekan sampel. Selanjutnya, dilakukan pengukuran background sebelum 

setiap pemindaian melalui komputer yang dilengkapi dengan perangkat lunak OPUS. 

Spektrofotometer dioperasikan pada rentang gelombang dari 4000cm⁻ ¹  hingga 650 

cm⁻ ¹ dengan resolusi sekitar 16 cm⁻ ¹, dan dilakukan pemindaian sebanyak 32 kali 

untuk mendapatkan data yang akurat (Sari, dkk., 2018). 

 

3.5.5 Uji Aktivitas Antibakteri 

 

3.5.5.1 Pembuatan konsentrasi ekstrak 

 

Penelitian ini menggunakan lima taraf konsentrasi yaitu D1(5%), D2(10%),D3(15%), 

D4(20%), dan D5(25%). Pembuatan sediaan ekstrak pada konsentrasi tersebut 

dilakukan dengan pengambilan volume daun jeruk kingkit, kemudian menghitung 

ekstrak dengan menggunakan rumus pengenceran sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

V1 : Volume Larutan Stok  V2: Volume Larutan Perlakuan 

M1: Konsentrasi Volume Stok  M2: Konsentrasi Larutan yang Diinginkan 

 

V1.M1 = V2.M2 
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Berdasarkan rumus tersebut, maka sediaan ekstrak dalam 5 mL pada masing-masing 

konsentrasi dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Table 1. Formulasi sediaan ekstrak etanol daun jeruk kingkit (5mL) 

Perlakuan konsentrasi 

ekstrak 

Ekstrak etanol daun jeruk 

kingkit (mL) 

Aquades (mL) 

5% 0,45 mL 4,55 mL 

10% 0,90 mL 4,10 mL 

15% 1,35 mL 3,65 mL 

20% 1,80 mL 3,20 mL 

25% 2,25 mL 2,75 mL 

 

3.5.5.3 Proses uji antibakteri 

 

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun jeruk kingkit menggunakan biakan bakteri 

vibrio sp., diawali dengan pengujian pada kontrol positif menggunakan antibiotik 

Gentamicin sebagai dan kontrol negatifmenggunakan aquades. Pengujian dilakukan 

dengancara kultur bakteri vibrio sp.yang telah dipersiapkan dituang sebanyak 200 µl 

ke dalam cawan petri dan kemudian dilakukanpenuangan cairan media Mullen Hilton 

Agarkedalam cawan petri yang telah diisi bakteri ujiselanjutnya diratakan dengan 

menggoyang perlahan cawan petri diatas permukaan meja kerja dan kemudian 

didiamkan selama 30 menit.Setelah itu, kertas cakram dicelupkan secara individual 

pada esktraksesuaiperlakuan konsentrasi ekstrak daun jeruk kingkit. Kertas cakram 

yang telah dicelupkan pada masing-masing perlakuan konsentrasi (5%, 10%, 15%, 

20%, 25%) kemudian ditempatkan di atas permukaan media dengan jumlah 3 cakram 

untuk setiap perlakuan. Cawan petri yang berisi kertas cakram diinkubasi (T=36ºC; 

t=24 jam). Setelah proses inkubasi, dilakukan pengukuran diameter zona bening yang 

terbentuk menggunakan jangka sorong digital.Diagram alir proses uji antibakteri 

disajikan pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Diagram alir suspensi  bakteri uji 

            Sumber: Apreliani (2019) yang dimodifikasi 

Kultur vibrio sp. 

sebanyak 200 µL 

Penuangan pada cawan petri dan dilanjutkan penuangan 

media cair MHA kemudian didiamkan selama 30 menit 

Pencelupan kertas cakram pada masing masing perlakuan 

(5%, 10%, 15%, 20%, 25%), K(+) gentamicin, K(-) aquades 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peletakan cakram diatas permukaan media 

Diameter zona hambat (mm) 

Inkubasi (T=36ºC; t=24 jam) 

Pengukuran diameter zona hambat  



 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Bersadarkan penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan sebagai berikut: 

1. Berdasarkan hasil skrinning fitokimia diketahui bahwa ekstrak etanol daun jeruk 

kingkit (Triphasia trifolia) mengandung senyawa antibakteri yaitu steroid,tanin, 

alkaloid, flavonoid dan fenolik. 

2. Ekstrak etanol daun jeruk kingkit (Triphasia trifolia) memiliki aktivitas 

antibakteri alami dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio sp.dengan 

diameter daerah daya hambat yang terbentuk pada konsentrasi D1 (5%), D2 

(10%), D3 (15%), D4 (20%) dan D5 (25%) yaitu masing masing sebesar 7,280 

mm, 7,640 mm, 7,713 mm, 8,027 mm, dan 8,070 mm. Berdasarkan pengujian 

yang dilakukan diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi perlakuan ekstrak 

etanol daun jeruk kingkit yang digunakan maka semakin besar daya hambat yang 

terbentuk yaitu sebesar 8,070 mm dengan konsentrasi perlakuan D5 (25%). 

 

5.2 Saran 

 

Berdasarkan penelitian yang  telah dilakukan diperlukan studi lanjutan terkait 

pemanfaatan ekstrak etanol daun jeruk kingkit sebagai antibakteri agar  dapat 

diaplikasilan dalam bentuk sediaan maupun produk.
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