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ABSTRAK 

 

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL PAKIS SAYUR 

(Diplazium esculentum) TERHADAP PERTUMBUHAN BAKTERI 

Staphylococcus aureus DAN Escherichia coli SECARA IN VITRO 

 

Oleh 

 

HANA DIPA CHRISTINE SARAGIH 

 

Penyakit infeksi merupakan salah satu isu kesehatan masyarakat yang signifikan 

di negara maju dan berkembang.  Penyebab penyakit infeksi diantaranya bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang menyebabkan tingginya angka 

kesakitan dan kematian.  Pengobatan penyakit infeksi yang disebabkan oleh 

bakteri patogen umumnya menggunakan antibiotik, namun penggunaan antibiotik 

yang terus menerus dapat memberikan efek samping seperti terjadinya resistensi 

antibiotik.  Pakis sayur merupakan salah satu tanaman obat yang sering 

dimanfaatkan untuk mengobati penyakit infeksi.  Kandungan senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam D. esculentum antara lain saponin, steroid, 

alkaloid, tanin, glikosida, triterpenoid, fenol, flavon, dan flavonoid.  Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui pengaruh aktivitas bakteriostatik ekstrak etanol 

Diplazium esculentum dan konsentrasinya yang efektif dalam menghambat 

pertumbuhan patogen S. aureus dan E. coli.  Penelitian dilaksanakan 

menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan empat 

konsentrasi ekstrak etanol pakis sayur, yaitu 20 %, 33 %, 43 %, dan 50 %.  

Sebagai kontrol positif digunakan antibiotik kloramfenikol dan kontrol negatif 

menggunakan akuades steril.  Data yang berupa diameter zona hambat yang 

terbentuk dari masing-masing perlakuan dianalisis menggunakan uji non 

parametrik Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc Mann Whitney.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak etanol D. esculentum 

menunjukkan aktivitas bakteriostatik terhadap bakteri S. aureus dan bakteri E. coli 

masing-masing pada konsentrasi 43% dan 50%, namun tidak efektif dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli. 

 

Kata kunci: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Diplazium esculentum,  

bakteriostatik  



 

 

 

ABSTRACT 

 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF ETHANOL EXTRACT OF 

VAGETABLE FERN (Diplazium esculentum) AGAINS THE GROWTH OF 

Staphylococcus aureus AND Escherichia coli BACTERIA IN VITRO 

 

By 

 

HANA DIPA CHRISTINE SARAGIH 

 

Infectious diseases are a significant public health issue in both developed and 

developing countries.  The causes of infectious diseases include Staphylococcus 

aureus and Escherichia coli bacteria which cause high morbidity and mortality 

rates.  Treatment of infectious diseases caused by pathogenic bacteria generally 

uses antibiotics, but the continuous use of antibiotics can have side effects such as 

the occurrence of antibiotic resistance.  Diplazium esculentum is one of the 

medicinal plants that is often used to treat infectious diseases.  The content of 

secondary metabolite compounds contained in D. esculentum includes saponins, 

steroids, alkaloids, tannins, glycosides, triterpenoids, phenols, flavones, and 

flavonoids.  This study aims to determine the effect of bacteriostatic activity of 

ethanol extract of D. esculentum and its effective concentration in inhibiting the 

growth of pathogens S. aureus and E. coli.  The study was conducted using a 

Randomised Complete Block Design (RAKL) with four concentrations of ethanol 

extract of vegetable fern, namely 20%, 33%, 43%, and 50%.  As a positive 

control, the antibiotic chloramphenicol was used and the negative control used 

sterile distilled water.  Data in the form of inhibition zone diameter formed from 

each treatment were analysed using Kruskal Wallis non-parametric test and 

continued with Mann Whitney Post Hoc test.  The results showed that the 

concentration of D. esculentum ethanol extract showed bacteriostatic activity 

against S. aureus and E. coli bacteria at 43% and 50% concentrations, 

respectively, but was not effective in inhibiting the growth of S. aureus and E. coli 

bacteria. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Diplazium esculentum,  

bacteriostatic 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Penyakit infeksi merupakan salah satu isu kesehatan masyarakat yang 

signifikan di negara maju dan berkembang, termasuk di Indonesia, dan 

masih menjadi penyebab utama tingginya angka kesakitan dan kematian.  

Infeksi adalah penyakit yang disebabkan oleh invasi dan perkembangbiakan 

mikroorganisme, suatu kelompok luas dari organisme mikroskopik yang 

terdiri dari satu atau banyak sel seperti bakteri (Lestari dan Marchaban, 

2023).  Infeksi terjadi ketika interaksi dengan mikroorganisme 

menyebabkan kerusakan pada tubuh inang dan kerusakan tersebut 

menimbulkan berbagai gejala dan tanda klinis.  Mikroorganisme yang 

menyebabkan penyakit pada manusia disebut mikroorganisme patogen, 

salah satunya bakteri patogen (Novard dkk., 2019).  Penyebab terjadinya 

infeksi antara lain bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.  

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram-positif yang menyebabkan 

timbulnya penyakit dengan tanda-tanda yang khas, yaitu peradangan, 

nekrosis, dan pembentukan abses.  Jenis infeksi ini bisa bervariasi mulai 

dari bisul ringan di kulit hingga pneumonia yang sangat serius (Khairunnisa 

dkk., 2023).  Escherichia coli adalah bakteri Gram-negatif, oksidase-negatif, 

berbentuk batang dan termasuk dalam keluarga Enterobacteriaceae.  Bakteri 

ini merupakan bagian dari flora normal usus manusia dan mamalia lainnya.  

Namun, Escherichia coli juga dikenal sebagai mikroba oportunistik.  

Artinya, bakteri ini dapat menyebabkan penyakit jika terjadi gangguan pada 

sistem kekebalan tubuh atau jika bakteri berpindah ke organ atau jaringan 

tubuh lain di luar usus.  Pada individu dengan sistem imun yang lemah, 
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Escherichia coli dapat berkembang biak secara tidak terkendali dan 

menyebabkan infeksi (Muhlis dkk., 2022).  Berbagai jenis penyakit infeksi 

yang disebabkan oleh Escherichia coli meliputi infeksi pada sistem 

pencernaan (seperti diare), infeksi saluran kemih, dan meningitis (Soedarto, 

2015). 

 

Antibiotik diperlukan untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri 

patogen.  Antibiotik adalah senyawa dengan molekul ringan yang bersifat 

bakteriostatik atau bakterisidal terhadap mikroba yang peka, terutama 

bakteri (Kurnianto dan Syahbanu, 2023).  Kriteria penggunaan antibiotik 

yang tepat antara lain penggunaan antibiotik yang hemat biaya, 

meningkatkan efektivitas klinis, meminimalkan toksisitas obat, dan 

meminimalkan perkembangan resistensi (WHO, 2023).  Terjadinya 

resistensi terhadap antibiotik disebabkan oleh pemakaian antibiotik yang 

berlebihan dan tanpa hati-hati dalam pengobatan.  Bakteri dianggap resisten 

jika pertumbuhannya tidak bisa dihentikan oleh antibiotik meskipun dengan 

dosis tertinggi.  Resistensi antibiotik merupakan hasil dari penggunaan 

antibiotik yang salah dan perkembangan mikroorganisme tersebut, hal ini 

juga dipicu oleh mutasi atau gen resisten yang didapatkan, yang mengarah 

pada resistensi terhadap antibiotik.  Resistensi antibiotik menjadi suatu 

masalah kesehatan masyarakat dan dilaporkan oleh World Health 

Organization sebagai ancaman bagi kesehatan manusia secara keseluruhan 

(Putra dkk., 2019). 

 

Saat ini, penelitian untuk menemukan dan mengembangkan senyawa 

bioaktif yang berasal dari bahan hayati sebagai agen antibakteri sedang 

gencar dilakukan.  Senyawa bioaktif diproduksi tumbuhan secara biologis 

melalui proses metabolismenya.  Beberapa golongan senyawa dengan 

aktivitas antimikroba yang terdapat pada tumbuhan antara lain senyawa 

fenolik, flavonoid, terpenoid, dan alkaloid (Jumania dkk., 2020).  Tanaman 

pakis sayur [Diplazium esculentum (Retz.) Swartz] merupakan salah satu 

tanaman obat.  Rebusan rimpang pakis sayur biasa digunakan untuk 

mengobati batuk berdarah, dan daunnya digunakan untuk mengobati sakit 
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kepala, nyeri pada luka, dan demam.  Pakis sayur juga dimanfaatkan untuk 

mengobati penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri seperti disentri, 

gangguan pencernaan, diare, pembengkakan kelenjar, dan berbagai infeksi 

kulit (Wahyuni dkk., 2016). 

 

Uji fitokimia adalah suatu cara untuk mengetahui kandungan senyawa 

metabolit sekunder dalam tumbuhan.  Kandungan metabolit sekunder suatu 

tumbuhan dipengaruhi oleh pemilihan pelarut dan metode ekstraksi 

(Khotimah, 2016).  Pelarut etanol banyak digunakan untuk mengekstrak 

senyawa metabolit sekunder karena etanol merupakan pelarut polar yang 

dapat melarutkan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, dan berbagai jenis 

minyak atsiri yang terdapat pada tanaman.  Kandungan senyawa metabolit 

sekunder dalam Diplazium esculentum antara lain saponin, steroid, alkaloid, 

tanin, glikosida, triterpenoid, fenol, flavon, dan flavonoid (Hermawan dkk., 

2017). 

 

Berikut adalah aktivitas ekstrak etanol dari beberapa tanaman paku-pakuan.  

Konsentrasi ekstrak etanol daun pakis sayur (Diplazium esculentum) 60 % 

dan 80 % menunjukkan aktivitas bakteriostatik terhadap patogen 

Pseudonomas aeruginosa yang ditunjukkan dengan zona hambat masing-

masing diameter sebesar 5,90 mm dan 5,47 mm, dan daya hambat 

konsentrasi 80 % terhadap patogen Staphylococcus epidermidis yang 

ditunjukkan dengan diameter zona hambat sebesar 5,69 mm (Fandini, 

2023).  Konsentrasi ekstrak etanol daun Stenochlaena palustris dan 

Pteridium caudatum 2 % menunjukkan aktivitas bakteriostatik terhadap 

patogen Streptococcus sobrinus yang ditunjukkan dengan diameter zona 

hambat sebesar 13,7 mm, namun tidak mampu menghambat pertumbuhan 

patogen Ralstonia solanacearum (Egra dkk., 2019).  Sedangkan konsentrasi 

ekstrak metanol Drymoglossum piloselloides 0,3 g/mL menujukkan aktivitas 

bakteriostatik pada patogen Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi 

yang ditunjukkan dengan diameter zona hambat sebesar 14 mm dan 8,3 mm 

(Sumito dkk., 2016). 
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Berdasarkan latar belakang di atas maka dalam penelitian ini diajukan uji 

aktivitas antibakteri ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium esculentum) 

terhadap patogen Staphylococcus aureus dan Escherichia coli secara in 

vitro. 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. mengetahui pengaruh aktivitas bakteriostatik ekstrak etanol pakis sayur 

(Diplazium esculentum) terhadap patogen Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. 

2. mengetahui konsentrasi ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium 

esculentum) yang efektif dalam menghambat pertumbuhan patogen 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

 

Penyakit infeksi merupakan salah satu isu kesehatan masyarakat yang 

signifikan di negara maju dan berkembang, termasuk di Indonesia, dan 

masih menjadi penyebab utama tingginya angka kesakitan dan kematian.  

Salah satu obat yang digunakan untuk menangani masalah ini adalah 

antimikroba seperti antibiotik.  Antibiotik sangat penting untuk mengobati 

infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen.  Di antara patogen bakteri, 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli adalah jenis bakteri penyebab 

terjadinya infeksi.  Pemakaian antibiotik untuk infeksi bakteri jika dilakukan 

secara tidak tepat dapat berdampak buruk baik secara klinis maupun 

ekonomi.  Ketidaktepatan dalam dosis, waktu, dan frekuenesi pemakaian 

antibiotik dapat menyebabkan resistensi antibiotik.  Berbagai penelitian 

menunjukkan bahwa pengetahuan dan perilaku masyarakat di dalam 

penggunaan antibiotik masih kurang bijaksana.  Penggunaan antibiotik yang 

tidak hati-hati dan tidak rasional dapat memicu masalah resistensi.  Secara 

umum, obat herbal biasanya memiliki tiga keuntungan penting, yaitu biaya 

yang lebih rendah, efek samping yang minimal, dan kemampuan untuk 
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menormalkan fungsi tubuh.  Saat digunakan dengan tepat, ramuan herbal 

sering kali dapat mengatasi masalah yang menyebabkan gangguan tersebut. 

Salah satu tanaman yang bermanfaat sebagai antibakteri adalah daun pakis 

sayur (Diplazium esculentum).  Khasiat pakis sayur (Diplazium esculentum) 

disebabkan oleh adanya sejumlah senyawa metabolit sekunder yang 

memiliki aktivitas bioaktif.  Kandungan kimia yang terkandung dalam 

Diplazium esculentum meliputi saponin, steroid, alkaloid, tanin, glikosida, 

triterpenoid, fenol, flavon, dan flavonoid.  

 

Sampai saat ini belum pernah ada yang meneliti secara in vitro peranan 

ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium esculentum) terhadap patogen 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, untuk itu diajukan gagasan 

yang bertujuan untuk mengetahui aktivitas bakteriostatik ekstrak etanol 

pakis sayur (Diplazium esculentum) terhadap patogen Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli secara in vitro. 

1.4 Hipotesis 

 

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium esculentum) memiliki pengaruh 

aktivitas bakteriostatik terhadap patogen Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. 

2. terdapat konsentrasi efektif ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium 

esculentum) untuk menghambat pertumbuhan patogen Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tumbuhan Pakis Sayur (Diplazium esculentum) 

 

2.1.1 Habitat dan Siklus Hidup Diplazium esculentum 

 

Pakis sayur (Diplazium esculentum) dapat ditemukan di berbagai 

habitat, mulai dari pegunungan tinggi hingga ladang kering berbatu 

dan perairan terbuka.  Umumnya Diplazium esculentum tumbuh di 

lahan terbuka, tanah lembab, dan tepi sungai (Pradipta, 2023).  

Karakteristik Diplazium esculentum adalah dapat hidup di lahan 

terbuka yang mendapat sinar matahari langsung maupun di tempat 

teduh yang kurang mendapat sinar matahari (Purnawati, 2014). 

 

Siklus hidup tumbuhan pakis disebut metagenesis antara dua 

generasi yaitu, fase gametofit (seksual) dan sporofit (aseksual).  

Fase gametofit pada tumbuhan pakis adalah protalium, sedangkan 

fase sporofit adalah tumbuhan itu sendiri.  Fase sporofit adalah fase 

yang paling dominan dibandingkan fase gametofit pada siklus 

hidup tumbuhan pakis.  Gamet jantan dihasilkan dalam anteridia 

dan disebut anterozoid karena memiliki flagela, sedangkan gamet 

betina atau sel telur dihasilkan dalam arkegonia.  Zigot, yang 

terbentuk dari sel telur yang dibuahi, berkembang menjadi sporofit 

muda melalui mitosis (2n).  Spora non-motil keluar dari sporofit 

dan berkecambah menjadi gametofit haploid melalui meiosis (n).  

Siklus hidup tumbuhan pakis terdiri dari 5 fase yaitu pembelahan, 
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protalium muda (gametofit), protalium dewasa, sporofit muda, dan 

sporofit dewasa (Akbar dkk., 2018) (Gambar 1). 

 

Gambar 1.  Siklus Hidup Tumbuhan Pakis (Mariaflaya, 2018) 

2.1.2 Morfologi dan Taksonomi Diplazium esculentum 

 

Tumbuhan pakis adalah salah satu kelompok tumbuhan berkormus 

(Cormophyta) yang bermakna tubuhnya dapat dibedakan dalam 

tiga bagian pokok yaitu akar (radix), batang (caulis), dan daun 

(folium) (Gambar 2).  Tumbuhan pakis sayur memiliki sistem 

perakaran serabut dan ujungnya dilindungi oleh kaliptra.  Akar 

tanaman pakis sayur umumnya berwarna coklat tua atau kehitaman, 

cenderung tumbuh pada tanah yang lembab, dan tumbuh secara 

horizontal (Pradipta, 2023).  

 

Batang tumbuhan pakis sayur berwarna hijau dan berbentuk bulat.  

Tinggi batang tumbuhan pakis sayur sekitar 20-50 cm.  

Kebanyakan tumbuhan paku-pakuan merupakan tumbuhan perdu 

dengan rimpang mendatar dan biasanya mempunyai sedikit 

percabangan (Souhaly dkk., 2018). 

 

Daun muda pakis sayur selalu menggulung dan terdapat sporangia 

di bagian bawah daun.  Tergulungnya daun disebabkan oleh sel-sel 

di bagian bawah daun yang tumbuh lebih cepat.  Daun pakis sayur 

berbentuk menyirip dua dengan tangkai daun kecoklatan.  Panjang 

daun majemuk pakis sayur dapat mencapai 1,5 m dengan panjang 
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daun sekunder sekitar 8 cm dan lebar 2 cm (Zannah dkk., 2017).  

Daun majemuk menyirip, lanset, tepi bergerigi, ujung daun runcing 

dan pangkal daun tumpul.  15 pasang pina tersusun berselang-

seling.  Lamina menyirip 2-3 buah, berwarna hijau muda sampai 

hijau tua, panjang 0,5-1,5 m dan lebar 0,5-1 m.  Sori terletak pada 

permukaan bawah daun, tepatnya pada tepi leukukan anak daun 

(Pradipta, 2023). 

  

Gambar 2.  Morfologi Diplazium esculentum (Putri, 2016) 

Klasifikasi Diplazium esculentum menurut Cronquist (1981), 

adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisio  : Pteridophyta 

Class  : Polypodiopsida 

Order  : Athryriales 

Family  : Athryriaceae 

Genus  : Diplazium 

Species  : Diplazium esculentum 

 

2.1.3 Aktivitas Senyawa Metabolit Sekunder 

 

Metabolit sekunder adalah senyawa yang terbentuk melalui proses 

metabolisme sekunder.  Metabolit sekunder ini mewakili simpanan 

energi dan makanan, serta berfungsi sebagai sumber energi dan 

penyimpan energi bagi organisme hidup.  Metabolit sekunder 

umumnya ditemukan pada semua makhluk hidup, namun lebih 

banyak ditemukan pada tumbuhan dibandingkan pada hewan 
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(Muldianah dkk., 2021).  Senyawa metabolit sekunder dihasilkan 

oleh tanaman dan mempunyai efek antimikroba sehingga 

menghambat pertumbuhan bakteri patogen.  Jaringan tanaman 

paling sedikit mengandung satu mikroorganisme endoparasit yang 

dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder dan mempunyai 

sifat metabolit yang sama dengan tanaman inang (Kartikasari dkk., 

2021). 

 

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam Diplazium 

esculentum antara lain saponin, steroid, alkaloid, tanin, glikosida, 

triterpenoid, fenol, flavon, dan flavonoid (Hermawan dkk., 2017).  

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa fenolik yang 

paling dominan dalam Diplazium esculentum.  Senyawa ini dikenal 

luas karena sifat antioksidannya yang kuat.  Flavonoid berperan 

penting dalam melawan radikal bebas dalam tubuh, sehingga dapat 

membantu mencegah berbagai penyakit kronis, termasuk kanker 

dan penyakit jantung.  Kehadiran flavonoid ditandai dengan 

munculnya warna kuning, jingga merah tua, atau magenta pada uji 

fitokimia. 

 

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang termasuk dalam 

kelompok senyawa fenolik yang struktur benzenanya digantikan 

dengan gugus OH (Gambar 3).  Flavonoid merupakan senyawa 

turunan 2-fenilbenzil-γ-piron, dan biosintesisnya terjadi melalui 

jalur fenilpropanoid.  Flavonoid berperan dalam pembentukan 

warna, rasa, dan aroma pada biji, bunga, dan buah.  Senyawa 

flavonoid mudah teroksidasi pada suhu tinggi dan tidak stabil 

secara termal (Hepni, 2019).  Flavonoid memiliki kerangka karbon 

yang terdiri dari 15 atom karbon.  Ketika dua cincin benzena (C6) 

dihubungkan dengan rantai propana (C3).  Flavonoid ditemukan 

pada tumbuhan dan berkontribusi pada pembentukan pigmen 

kuning, merah, orange, biru, dan ungu pada buah, bunga, dan daun.  

Flavonoid termasuk dalam keluarga polifenol yang larut dalam air 
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(Ningsih dkk., 2023).  Senyawa flavonoid merupakan senyawa 

terbesar yang terdapat di alam dan dapat ditemukan pada akar, 

pohon, kulit kayu, daun, batang, buah, dan bunga.  Senyawa 

flavonoid umumnya terdapat pada tumbuhan tingkat tinggi.  Sekitar 

5-10 % metabolit sekunder tumbuhan adalah flavonoid (Putri, 

2015). 

 

Gambar 3.  Struktur Kimia Senyawa Flavonoid (Kumar, 2013) 

 

Senyawa flavonoid menghambat pertumbuhan bakteri melalui 

beberapa mekanisme utama yang saling mendukung, sehingga 

menghasilkan efek antibakteri yang kuat.  Berikut ini adalah 

mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri: 

1. Menghambat Sintesis Asam Nukleat (DNA dan RNA) 

Flavonoid merusak basa asam nukleat melalui interkalasi atau 

ikatan hidrogen, terutama melalui cincin A dan B pada 

strukturnya.  Hal ini menghambat pembentukan DNA dan RNA 

bakteri, sehingga proses replikasi dan sintesis protein bakteri 

terganggu (Sujana dkk., 2024). 

 

2. Merusak Fungsi Membran Sel 

Flavonoid membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler 

dan terlarut kemudian merusak membran sel bakteri yang 

menyebabkan terganggunya permeabilitas membran, sehingga 

senyawa intraseluler penting keluar dan bakteri kehilangan 

kendali atas keseimbangan internalnya.  Selain itu, flavonoid 

juga menyerang fosfolipid membran sitoplasma, menyebabkan 

fosfolipid terurai dan membran menjadi bocor, sehingga terjadi 

kematian sel bakteri (Setiawan dkk., 2016).  
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3. Menghambat Metabolisme Energi 

Flavonoid menghambat penggunaan oksigen oleh bakteri dan 

mengganggu aktivitas enzim penting seperti ATPase dan 

sitokrom C reduktase yang mengakibatkan bakteri tidak dapat 

menghasilkan energi yang cukup untuk biosintesis 

makromolekul dan proses vital lainnya, sehingga pertumbuhan 

dan kelangsungan hidup bakteri terhambat (Saptowo dkk., 

2022). 

 

2.2 Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder 

 

Menurut Tilarso (2021), ekstraksi adalah proses pemindahan suatu zat atau 

zat terlarut dari larutan atau padatan ke dalam pelarut tertentu.  Tujuan 

utama ekstraksi adalah untuk mengisolasi kandungan kimia yang 

terkandung dalam organisme.  Kecepatan proses konsentrasi hasil ekstraksi 

bergantung pada perpindahan komponen padat dari organisme ke pelarut 

melalui perpindahan massa.  Ketika pelarut menembus dinding sel, pelarut 

berdifusi sehingga menyebabkan tekanan gradien antara bagian dalam dan 

luar sel (Depkes, 2016).  Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada jenis 

zat dan senyawa yang akan diisolasi.  Metode ekstraksi dibagi menjadi dua 

bagian yaitu kelompok ekstraksi dingin dan panas.  Kelompok ekstraksi 

dingin terdiri dari maserasi dan perkolasi.  Kelompok ekstraksi panas terdiri 

dari pemanfaatan refluks, infus, dan distilasi uap air (Depkes, 2016).  

Pelarut ekstraksi yang baik harus mudah menguap, aman digunakan, mampu 

menyerap zat dengan baik, dan tidak mempunyai karakteristik yang 

menyebabkan ekstrak dan pelarut membentuk kompleks (Susanti, 2015). 

 

2.3 Pelarut Etanol 

 

Etanol atau etil alkohol adalah cairan tidak berwarna yang mudah terbakar 

dan menguap.  Etanol memiliki rumus kimia C2H5OH atau CH3CH2OH dan 

titik didih 78,4 °C (Gambar 4).  Etanol adalah pelarut organik yang umum 

digunakan dalam proses ekstraksi, karena toksisitasnya relatif rendah 

dibandingkan aseton dan metanol, murah, dapat digunakan dalam berbagai 
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metode ekstraksi, dan ekstraknya aman sebagai ekstrak untuk digunakan 

untuk pengobatan dan bahan makanan.  Etanol juga merupakan pelarut yang 

mudah didapatkan, efisien, dan aman bagi lingkungan dengan tingkat 

ekstraksi yang tinggi.  Konsentrasi etanol mempunyai pengaruh yang 

signifikan terhadap hasil ekstrak yang dihasilkan.  Kombinasi etanol dan air 

menghasilkan pelarut ekstraksi dengan konsentrasi dan polaritas yang 

bervariasi.  Kombinasi etanol dan air sangat menentukan kekuatan ikatan 

hidrogen dan gaya van der Waals dan hidrofobisitas, komponen target pada 

saat proses pelarutan atau ekstraksi.  Menurut teori kesamaan dan 

ketercampuran, semakin mirip polaritas pelarut dengan zat pelarut, semakin 

cepat proses ekstraksi berlangsung.  Meningkatnya konsentrasi etanol dapat 

meningkatkan laju disolusi dan ekstraksi.  Ketika konsentrasi etanol 

melebihi 70 %, laju ekstraksi komponen target sedikit menurun, yang 

diduga disebabkan oleh peningkatan resistensi difusi akibat denaturasi 

protein (Hakim dan Saputri, 2020). 

 

Gambar 4.  Struktur Kimia Pelarut Etanol (Wusnah dkk., 2016) 

 

2.4 Bakteri Staphylococcus aureus 

 

2.4.1 Karakteristik dan Taksonomi Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif, berbentuk bulat 

dengan diameter 0,7-1,2 µm, berkelompok tidak teratur seperti buah 

anggur, tidak membentuk spora, bersifat anaerobik fakultatif, dan 

tidak bergerak (Gambar 5).  Suhu pertumbuhan optimalnya adalah 

37 °C, namun pigmen juga dapat terbentuk pada suhu kamar (20 °C 

hingga 25 °C), dan pada pH 4,2-9,3.  Pigmen yang terbentuk 

warnanya bervariasi dari abu-abu hingga kuning keemasan, dengan 

koloni bulat, halus, menonjol, dan berkilau.  Lebih dari 90 % isolat 

klinik menunjukkan morfologi Staphylococcus aureus dengan kapsul 
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polisakarida atau lapisan tipis yang berperan dalam virulensi bakteri 

(Karimela dkk., 2017). 

 

 

Gambar 5.  Koloni Bakteri Staphylococcus aureus (Hayati dkk.,  

   2019) 

 

Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut Gibson (1996), adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class : Bacilli 

Order : Bacillales 

Family : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Species : Staphylococcus aureus 

 

2.4.2 Patogenitas Staphylococcus aureus 

 

Sebagian bakteri Staphylococcus aureus adalah flora normal pada 

kulit, saluran pernapasan, dan saluran pencernaan pada manusia.  

Staphylococcus aureus juga ditemukan di udara dan lingkungan 

sekitar.  Infeksi Staphylococcus aureus dapat terjadi ketika 

ditemukan titik lemah pada inangnya, seperti kulit yang terluka, 

misalnya pada infeksi luka operasi.  Staphylococcus aureus juga 

dapat masuk melalui membran mukosa, seperti pada kasus 

pneumonia yang disebabkan oleh penggunaan ventilator.  
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Staphylococcus aureus memiliki banyak faktor virulensi sehingga 

dapat bertahan hidup dan menimbulkan berbagai gejala klinis.  

Staphylococcus aureus menghasilkan peptidoglikan yang merupakan 

polimer pembentuk dinding sel bakteri, peptidoglikan berfungsi 

menghambat respon inflamasi.  Patogenitas Staphylococcus aureus 

disebabkan oleh produksi toksin yang hanya efektif jika bakteri 

berhasil menyerang dan bertahan dalam tubuh inang.  Pada tahap 

awal ini, koagulase bertindak sebagai faktor virulensi dengan 

melindungi bakteri dari fagositosis sehingga bakteri dapat 

menimbulkan infeksi dan melakukan multiplikasi (Utaminingsih, 

2015). 

 

2.5 Bakteri Escherichia coli 

 

2.5.1 Karakteristik dan Taksonomi Escherichia coli 

 

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif yang ditandai 

dengan morfologinya, berbentuk batang pendek dan berwarna merah 

setelah proses pewarnaan (Rahayu dkk., 2017) (Gambar 6).  

Escherichia coli merupakan organisme berbentuk batang pendek 

berukuran 0,4 hingga 0,7 μm x 1,4 μm, bersifat motil (mampu 

bergerak), tidak membentuk spora, dan tidak memiliki nukleus, 

organel luar, maupun sitoskeleton.  Namun organel luarnya terdapat 

12 buah, yaitu vili yang berbentuk filamen tipis dan panjang.  

Escherichia coli merupakan bakteri anaerob fakultatif yang dapat 

tumbuh dalam kondisi aerobik dan anaerobik.  Bakteri Escherichia 

coli yang tergolong bakteri anaerob fakultatif umumnya merupakan 

bakteri patogen yang optimalnya tumbuh pada suhu 37 °C 

(Soegijanto, 2016). 

 

Escherichia coli merupakan bagian dari mikroflora yang biasa 

ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan hewan berdarah 

panas.  Escherichia coli merupakan bakteri heterotrofik yang 

memperoleh nutrisi dari lingkungannya berupa zat organik dari sisa 
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organisme lainnya.  Escherichia coli menguraikan zat organik dalam 

makanan menjadi zat anorganik, yaitu CO2, H2O, energi, dan mineral 

(Siwi dan Mogea, 2022). 

 

 

Gambar 6.  Koloni Bakteri Escherichia coli (Anggraeni, 2015) 

 

Klasifikasi Escherichia coli menurut Songer dan Post (2005), adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class : Gammaproteobacteria 

Order : Enterobacteriales 

Family : Enterobacteriaceae 

Genus : Escherichia 

Species : Escherichia coli 

 

2.5.2 Patogenitas Escherichia coli 

 

Salah satu jenis utama bakteri Gram negatif secara umum adalah 

bakteri yang ditemukan oleh Theodore Escherch.  Escherichia coli 

adalah bakteri indikator yang berada di air dan menunjukkan bahwa 

air tersebut terkontaminasi, yang kemungkinan juga mengandung 

mikroorganisme patogen lainnya.  Escherichia coli adalah bakteri 

yang secara alami ada di dalam usus manusia, berfungsi untuk 

membantu proses pembuangan sisa makanan melalui usus besar, dan 

akhirnya dikeluarkan dalam bentuk feses.  Meskipun Eschericia coli 

dapat menyebabkan sejumlah infeksi yang merugikan, bakteri ini 
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juga memiliki peran positif sebagai flora yang normal bagi sistem 

pencernaan manusia. Penularan infeksi oleh Escherichia coli dapat 

terjadi melalui dua cara, yaitu langsung dan tidak langsung. 

Penularan secara langsung terjadi melalui interaksi antar manusia, 

sedangkan penularan tidak langsung terjadi melalui konsumsi 

daging, buah, dan sayuran yang terkontaminasi oleh feses. Berbagai 

jenis penyakit infeksi yang disebabkan oleh Escherichia coli 

meliputi infeksi pada sistem pencernaan (seperti diare), infeksi 

saluran kemih, dan meningitis (Fariani dkk., 2022).  Di alam, bakteri 

Escherichia coli berperan sebagai pengurai dan penyedia nutrisi bagi 

tanaman (Siwi dan Mogea, 2022). 

 

2.6 Antibakteri 

 

Antibakteri merupakan zat yang dapat membunuh atau menghambat 

pertumbuhan bakteri patogen penyebab infeksi (Magani dkk., 2020).  Zat 

antibakteri merupakan senyawa metabolit sekunder yang dapat diisolasi dari 

mikroba, hewan, atau tumbuhan (Sulistyaningsih dkk., 2016).  Zat 

antibakteri yang diisolasi dari tumbuhan umunya digunakan sebagai 

pengobatan alternatif (Damayanti dkk., 2022).  Berdasarkan sifat 

toksisitasnya, antibakteri dapat bersifat membunuh bakteri (bakterisidal) dan 

menghambat pertumbuhan bakteri (bakteriostatik).  Konsentrasi tinggi dari 

zat yang bersifat bakteriostatik dapat juga menunjukkan sifat bakterisidal. 

 

Sebuah antibakteri diklasifikasikan sebagai spektrum luas jika dapat 

membunuh bakteri Gram positif dan Gram negatif, sprektrum sempit jika 

hanya efektif terhadap satu jenis bakteri, dan spektrum terbatas jika hanya 

bekerja pada satu spesies bakteri tertentu (Purnamaningsih dkk., 2017).  

Mekanisme senyawa aktif menghambat pertumbuhan bakteri adalah dengan 

merusak dinding sel, mengubah permeabilitas sel, mengubah protein dan 

molekul asam nukleat, menghambat fungsi enzim, serta menghambat 

sintesis asam nukleat dan protein bakteri (Seko dkk., 2021).  Salah satu jenis 

senyawa antibakteri yang umum digunakan adalah antibiotik.  Antibiotik 
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merupakan zat kimia yang dihasilkan atau diturunkan dari makhluk hidup, 

termasuk varian yang dibuat secara sintetis, yang dapat menghambat proses-

proses penting dalam kehidupan satu atau lebih mikroorganisme pada kadar 

yang rendah (Siswodihardjo dan Siswandono, 2016). 

 

Kloramfenikol adalah antibakteri yang memiliki spektrum luas terhadap 

bakteri Gram positif dan Gram negatif.  Kloramfenikol dapat mengganggu 

sintesis protein dalam ribosom manusia.  Walaupun kloramfenikol lebih 

sering dikenali karena kemampuannya dalam menghambat sintesis protein 

pada bakteri, obat ini juga dapat mempengaruhi ribosom sel manusia, 

meskipun prosesnya sedikit berbeda.  Kloramfenikol bekerja dengan 

berikatan pada subunit 50S ribosom bakteri dan menghalangi enzim peptidil 

transferase yang terlibat dalam pembentukan ikatan peptida selama proses 

sintesis protein pada bakteri.  Sementara itu, dalam sel manusia, 

kloramfenikol mengikat subunit 60S ribosom, tetapi dampaknya tidak 

sebesar pada bakteri.  Dampak kloramfenikol terhadap ribosom manusia 

dapat menimbulkan efek samping, seperti penurunan produksi sel darah 

(leukopenia atau anemia), meskipun jika dosis yang diberikan tepat, risiko 

terjadinya efek samping ini cenderung rendah (Jamilah, 2015). 

 

2.7 Metode Pengujian Antibakteri 

 

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan menggunakan uji sensivitas.  Uji 

sensivitas antibakteri merupakan suatu metode uji yang digunakan untuk 

menentukan tingkat kepekaan bakteri terhadap zat antibakteri dan 

mengetahui senyawa aktif dari zat antibakteri (Khusuma, 2019).  Berikut 

adalah metode yang umum digunakan dalam uji antibakteri.  
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2.7.1 Metode Difusi 

 

Metode ini terdiri dari: 

 

a. Metode Difusi Cakram (Disk Diffusion) 

 

Metode ini menggunakan kertas cakram sebagai media untuk 

menyerap bahan antimikroba.  Cakram umumnya diletakkan 

pada permukaan media uji yang telah diinokulasikan mikroba 

uji, kemudian dilakukan inkubasi selama 18-24 jam dengan suhu 

35 °C.  Zona hambat di sekitar kertas cakram yang terbentuk 

menunjukkan ada tidaknya pertumbuhan mikroba.  Diameter 

zona hambat sebanding dengan konsentrasi senyawa yang 

diserap oleh kertas cakram (Nurhayati, 2020).  Kelebihan dari 

metode difusi cakram adalah proses pengujian yang cepat, biaya 

yang relatif terjangkau, serta kemudahan dalam pelaksanaan 

tanpa memerlukan keahlian khusus. Namun, kelemahan dari 

metode ini adalah kesulitan dalam penerapan pada 

mikroorganisme yang pertumbuhannya lambat, dan zona bening 

yang terbentuk sangat dipengaruhi oleh kondisi inkubasi, 

inokulum, serta ketebalan media (Handayani dkk., 2018). 

 

b. Metode Parit (Ditch Plate) 

 

Metode parit dilakukan dengan membuat parit pada media uji 

yang telah diinokulasi mikroba uji.  Parit kemudian diisi dengan 

zat antimikroba dan diinkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai 

dengan kondisi optimum setiap mikroba uji.  Terbentuk atau 

tidaknya zona hambat di sekitar parit diamati untuk melihat 

resistensi mikroba terhadap zat antibakteri (Khusuma dkk., 

2019). 
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c. Metode Sumuran (Cup/Hole Plate) 

 

Metode ini dilakukan dengan membuat lubang pada media uji 

yang telah diinokulasi mikroba uji.  Lubang tersebut diisi 

dengan zat antibakteri yang akan diuji.  Kemudian, dilakukan 

inkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai dengan kondisi 

optimum setiap mikroba yang akan diuji (Khusuma dkk., 2019).  

Zona hambat yang terbentuk diukur dengan menggunakan 

jangka sorong dalam satuan milimeter (mm) dengan cara 

mengukur zona hambat vertikal dan zona hambat horizontal 

yang ditambahkan kemudian dibagi dua.  Perhitungan 

menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 0,05 cm (Soleha 

dkk., 2015).  Metode sumuran memiliki keunggulan dalam hal 

pengukuran luas zona hambat yang terbentuk, karena isolat tidak 

hanya beraktivitas pada di permukaan agar tetapi juga hingga ke 

bagian bawah.  Di sisi lain, kelemahan metode ini adalah media 

rentan terkontaminasi pada saat pembuatan lubang dan 

pemberian sampel, karena sering kali cawan harus dibuka 

dibandingkan dengan metode difusi cakram (Retnaningsih dkk., 

2019). 

 

2.7.2 Metode Dilusi 

 

Metode ini terdiri dari: 

 

a. Metode Pengenceran Serial dalam Tabung 

 

Metode dilusi dengan pengenceran serial dalam tabung reaksi 

dilakukan dengan membuat seri pengenceran agen antimikroba 

pada medium cair, lalu diinokulasi dengan mikroba patogen dan 

diinkubasi pada suhu dan waktu yang sesuai untuk pertumbuhan 

mikroba uji.  Aktivitas zat ditentukan berdasarkan Kadar 

Hambat Minimal (KHM) (Fitriana, 2019). 
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b. Metode Lempeng Agar 

 

Metode dilusi dengan lempeng agar dilakukan dengan 

menginokulasi mikroba uji pada media agar yang mengandung 

agen antimikroba, lalu diinkubasi pada waktu dan suhu yang 

sesuai dengan mikroba uji.  Kadar Hambat Minimal (KHM) 

ditentukan oleh kadar terendah larutan zat antimikroba yang 

masih memberikan hambatan terhadap pertumbuhan mikroba 

(Fitriana, 2019).  Metode dilusi memiliki kelebihan dalam 

menentukan tingkat resistensi secara kuantitatif, sedangkan 

kekurangan yang dimiliki adalah kompleksitas dalam 

pelaksanaannya (Rahmah dkk., 2024). 
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III.  METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari-Mei 2025 di Laboratorium 

Botani dan Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan adalah rotary vacuum evaporator, blender, corong 

buchner, beaker glass, cawan petri, batang pengaduk, gelas kaca, labu 

erlenmeyer, autoklaf, mikropipet, tabung reaksi, neraca analitik, tabung 

reaksi, rak tabung reaksi, Biological Safety Cabinet (BSC) sebagai tempat 

untuk bekerja secara aseptis, lampu spiritus, inkubator, gelas ukur, lemari 

pendingin, vortex, plastik tahan panas, sendok, pinset, bunsen, jarum ose, 

oven, gelas ukur, hotplate, dan jangka sorong. 

 

Bahan-bahan yang digunakan adalah daun dan batang pakis sayur 

(Diplazium esculentum) yang diperoleh dari pasar tradisional yang terletak 

di Tangerang Banten, mikroba yang digunakan untuk uji antibakteri adalah 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, media Nutrient Agar (NA), 

media Mueller-Hinton Agar (MHA), H2SO4 0,36 N, BaCl2.2H2O, alkohol 

70 %, spiritus, etanol 96 %, akuades steril, paper disk, kertas saring, garam 

fisiologis (NaCl) 0,9 %, kloramfenikol, aluminium foil, tisu, karet, kertas 

label, plastik tahan panas, kertas minyak, sarung tangan, dan masker.  
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3.3 Rancangan Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan Rancangan Acak Kelompok 

Lengkap (RAKL) dengan dua perlakuan.  Perlakuan yang pertama ekstrak 

etanol pakis sayur dengan tingkat perlakuan kontrol positif menggunakan 

kloramfenikol (K+), kontrol negatif menggunakan akuades (K-), ekstrak 

etanol pakis sayur 20 % (K20), 33 % (K33), 43 % (K43), dan 50 % (K50).  

Perlakuan yang kedua adalah jenis mikroba yaitu: Staphylococcus aureus 

(BS) dan Escherichia coli (BE).  Setiap unit perlakuan diulang 3 kali (Tabel 

1).  Variabel yang diukur adalah zona hambat yang terbentuk pada media. 

Tabel 1.  Tata Letak Unit Pecobaan Pengaruh Ekstrak Etanol Diplazium 

esculentum sebagai Antibakteri terhadap Pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dan Eschericha coli 

Kombinasi Perlakuan 

I II III 

BEK-U1 BSK50U2 BEK50U3 

BSK+U1 BEK33U2 BSK33U3 

BEK+U1 BSK+U2 BEK33U3 

BEK43U1 BSK-U2 BSK50U3 

BSK20U1 BEK50U2 BEK-U3 

BEK20U1 BEK+U2 BSK+U3 

BSK33U1 BEK43U2 BSK43U3 

BEK50U1 BSK20U2 BEK20U3 

BSK50U1 BSK43U2 BSK20U3 

BSK-U1 BSK33U2 BEK+U3 

BEK33U1 BEK-U2 BEK43U3 

BSK43U1 BEK20U2 BSK-U3 

Keterangan: BS= Staphylococcus aureus; BE= Escherichia coli;  

    K= Konsentrasi; U= Ulangan 
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3.4 Diagram Alir 

 

Diagram alir penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7.  Diagram Alir Penelitian 

 

3.5 Prosedur Penelitian 

 

3.5.1 Persiapan Sampel 

 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun dan batang 

pakis sayur yang diperoleh dari pasar tradisional yang ada di 

Tangerang, Banten.  Sebanyak 5 kg daun dan batang pakis sayur 

Pembuatan media NA (Nutrient agar) 

dan MHA (Mueller Hinton Agar) 

Preparasi sampel pakis sayur 

(Diplazium esculentum) 

Pembuatan ekstrak etanol pakis 

sayur dengan metode maserasi 

Peremajaan biakan murni 

Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli 

Pembuatan konsentrasi 

ekstrak etanol pakis sayur  

20 %, 33 %, 43 %, dan 50 % 

 

Pembuatan suspensi bakteri 

Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli 

 

Pengujian daya hambat ekstrak etanol pakis sayur 

(Diplazium esculentum) terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli secara in vitro 

Perhitungan zona hambat yang terbentuk 

Analisis data 
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dibersihkan dengan air bersih mengalir hingga semua kotoran hilang.  

Daun dan batang pakis sayur yang telah bersih dikering anginkan 

hingga tidak ada air yang tersisa.  Daun dan batang pakis sayur yang 

telah kering dimasukkan ke dalam oven pada suhu 40 °C selama 60 

menit dan ditunggu hingga benar-benar kering.  Setelah kering, daun 

dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk dan 

diletakkan ke dalam wadah (Armansyah, 2022). 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak Diplazium esculentum 

 

Serbuk (simplisia) pakis sayur sebanyak 300 g dilarutkan dalam 

1500 mL etanol 96 % dan dimaserasi selama 1 x 24 jam sebanyak 3 

kali kemudian dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali pada suhu ruang 

agar maserat yang dihasilkan lebih optimal dalam menarik senyawa 

metabolit sekunder dari jaringan tumbuhan yang diteliti.  Kemudian 

disaring menggunakan corong buchner dan filtrat diuapkan 

menggunakan rotary vacuum evaporator dengan suhu 40 °C.  

Kemudian ekstrak dipanaskan menggunakan waterbath hingga 

diperoleh ekstrak kental.  Hasil yang diperoleh ditimbang dan 

disimpan dalam wadah tertutup (Khotijah, 2020). 

 

3.5.3 Uji Aktivitas Antibakteri 

 

3.5.3.1 Sterilisiaasi Alat 

 

Seluruh peralatan yang akan digunakan dicuci bersih dan 

dikeringkan.  Sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf 

pada suhu 121 °C selama 15 menit agar terbebas dari 

pengaruh mikroorganisme lain yang dapat memengaruhi 

hasil penelitian.  Tabung reaksi dan labu erlenmeyer ditutup 

mulutnya menggunakan sumbat kapas, sedangkan cawan 

petri dibungkus dengan kertas HVS kemudian dimasukkan 

ke dalam oven.  Pinset dan jarum ose disterilkan dengan 

cara memijarkannya pada api bunsen (Armansyah, 2022).  
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3.5.3.2 Pembuatan Media Bakteri 

 

Media yang digunakan untuk mengkultur bakteri pada 

penelitian ini adalah media Nutrient Agar (NA) dan media 

Mueller Hinton Agar (MHA).  Media Nutrient Agar (NA) 

dibuat dengan melarutkan serbuk media sebanyak 0,4 g 

(Komposisi kemasan 20 gr/1000 mL) serbuk media ke 

dalam beaker glass yang berisi akuades sebanyak 20 mL.  

Media Mueller Hinton Agar (MHA) dibuat dengan 

memasukkan 11,4 g MHA ke dalam beaker glass yang 

berisi akuades sebanyak 300 mL.  Komposisi MHA pada 

kemasan adalah: 2 g beef extract; 17,5 g casein hydrolysate; 

1,5 g starch; dan 17 g agar.  Setelah itu, kedua media 

tersebut dipanaskan di atas hotplate hingga mendidih dan 

terlihat bening.  Selanjutnya, media disterilkan dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C selama 20 menit.  Media Mueller 

Hinton Agar (MHA) dituangkan pada cawan petri steril dan 

Nutrient Agar (NA) dituangkan pada tabung reaksi steril 

dalam posisi miring dan didiamkan pada suhu ruang dalam 

Biological Safety Cabinet hingga padat.  Kemudian 

disimpan pada suhu 4 °C (dalam lemari es) (Utomo, 2018). 

 

3.5.3.3 Peremajaan Biakan Murni Bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli 

 

Peremajaan biakan murni bakteri uji Staphylococcus aureus 

dan Escherichia coli dilakukan dengan mengkulturkan 1 

atau 2 ose dengan cara digoreskan pada medium Nutrient 

Agar (NA) miring secara aseptis, kemudian diinkubasi 

selama 1 x 24 jam pada suhu 37 °C.  Setelah inkubasi 

selesai, bakteri yang tumbuh dapat digunakan sebagai 

mikroba uji (Jasmiadi, 2023). 
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3.5.3.4 Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli 

 

Sebanyak 9 mL larutan NaCl 0,9 % steril dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi.  Bakteri diambil dengan jarum ose 

steril, kemudian disuspensikan ke dalam 9 mL larutan NaCl 

0,9 % steril (Badan Standardisasi Nasional, 2016).  

Suspensi bakteri diencerkan hingga diperoleh kekeruhan 

bakteri yang sesuai dengan standar kekeruhan 0,5 

McFarland (sekitar 1,5 x 108 CFU/mL) (Nurhayati dkk., 

2020).  Larutan McFarland dibuat dengan mencampurkan 

larutan H2SO4 0,36 N sebanyak 99,5 mL dengan larutan 

BaCl2.2H2O 1.175 % sebanyak 0,5 mL dalam erlenmeyer.  

Kemudian dihomogenkan hingga larutan menjadi keruh.  

Kekeruhan larutan McFarland digunakan sebagai standar 

kekeruhan suspensi bakteri (Aviany dan Pujiyanto, 2020). 

 

3.5.3.5 Pembuatan Konsentrasi Larutan Uji 

 

Untuk mendapatkan konsentrasi larutan yang akan diujikan, 

dilakukan pengenceran menggunakan akuades steril dengan 

rumus pengenceran sebagai berikut: 

M1. V1 = M2. V2 

Keterangan: 

M1 : Konsentrasi ekstrak yang akan diencerkan (%) 

V1 : Volume ekstrak yang akan diambil (mL) 

M2 : Konsentrasi ekstrak yang akan dibuat (%) 

V2 : Volume ekstrak yang akan dibuat (mL) 

 

Konsentrasi ekstrak etanol pakis sayur yang akan digunakan 

yaitu 20 %, 33 %, 43 %, dan 50 %.  Pengenceran ekstrak 

etanol dilakukan dengan akuades steril kemudian di vortex 

hingga tercampur merata (Husna dkk., 2016). 
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Tabel 2.  Konsentrasi Ekstrak Etanol Pakis Sayur  

 yang diujikan 

Stok ekstrak 

etanol pakis sayur 
Ditambah akuades  

Konsentrasi 

ekstrak yang 

diujikan 

0,75 gr 3 mL 20 % 

1,5 gr 3 mL 33 % 

2,25 gr 3 mL 43 % 

3 gr 3 mL 50 % 

Sebagai kontrol positif digunakan kloramfenikol.  Sebanyak 

0,06 g kloramfenikol dilarutkan dalam 10 mL akuades steril 

untuk memperoleh larutan kloramfenikol dengan 

konsentrasi 0,6 %.  Kontrol negatif dibuat menggunakan 

akuades steril (Kumayas dkk., 2015). 

 

3.5.3.6 Uji Aktivitas Antibakteri secara in Vitro 

 

Uji in vitro aktivitas ekstrak etanol pakis sayur dilakukan 

dengan metode difusi cakram Kirby Bauer (Disk-Diffusion 

method).  Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan 

kertas saring yang dipotong menggunakan pembolong 

kertas dengan diameter 5 mm sebagai kertas cakram.  

Kertas cakram yang sudah steril kemudian di rendam 

dengan berbagai konsentrasi ekstrak dan kontrol selama 24 

jam.  Selanjutnya, suspensi biakan pada larutan NaCl 0,9 % 

yang sudah sama tingkat kekeruhannya, diambil sebanyak 

100 mikron ke cawan petri berisi media Mueller Hinton 

Agar (MHA).  Suspensi di usap menggunakan cotton bud 

steril pada seluruh permukaan media sampai inokulum 

merata.  Biarkan sampai inokulum menyerap pada media.  

Kemudian kertas cakram diletakkan pada permukaan media 

dengan berbagai perlakuan.  Cawan petri yang telah 

diinokulasi dan diletakkan kertas cakram kemudian di 

inkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.  Kemudian zona 

bening yang terbentuk disekitar cakram diukur 
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menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter (mm) 

(Husna dkk., 2016). 

 

3.5.3.7 Perhitungan Zona Hambat yang Terbentuk 

 

Pengamatan zona hambat pada media dilakukan setelah 24 

jam inkubasi.  Diameter zona hambat atau zona bening di 

sekitar kertas cakram merupakan petunjuk kepekaan bakteri 

terhadap bahan antibakteri yang digunakan sebagai bahan 

uji.  Zona hambat yang terbentuk diukur diameter vertikal, 

diameter horizontal, dan diameter diagonalnya 

menggunakan jangka sorong (Toy dkk., 2015).  Diameter 

zona hambat diukur dengan rumus: 

D =
(Dv − Dc) + (Dh − Dc) + (Dd − Dc)

3
 

Keterangan: 

D : Diameter zona hambat 

Dv : Diameter zona hambat vertikal 

Dh : Diameter zona hambat horizontal 

Dd : Diameter zona hambat diagonal 

Dc : Diameter kertas cakram 

 

Hasil perhitungan zona hambat kemudian ke dalam kriteria 

klasifikasi efektivitas zat antibakteri (Davis dan Stout, 

1971) sebagai berikut: 

a. Diameter < 5 mm  : Daya hambat lemah 

b. Diameter 5-10 mm  : Daya hambat sedang 

c. Diameter 11-20 mm : Daya hambat kuat 

d. Diameter > 20 mm  : Daya hambat sangat kuat 
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Ilustrasi pengukuran zona hambat dapat dilihat pada 

Gambar 8. 

 

Gambar 8.  Ilustrasi Perhitungan Diameter Zona Hambat  

 Bakteri (Bauer dkk., 1966) 

 

3.6 Analisis Data 

 

Data yang diperoleh tidak normal dan tidak homogen sehingga dilakukan uji 

non parametrik Kruskal Wallis kemudian analisis perbandingan antar 

kelompok dilakukan menggunakan uji Post Hoc Mann Whitney. 

  

1. Pengukuran 

horizontal 

2. Vertikal 

3. Diagonal 

Cawan petri 

Kertas cakram 

Zona hambat 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Simpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan 

sebagai berikut: 

1. ekstrak etanol pakis sayur (Diplazium esculentum) memiliki pengaruh 

terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia 

coli. 

2. konsentrasi ekstrak yang diujikan tidak efektif dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.  

 

5.2 Saran 

 

Adapun saran dari penelitian ini sebagai berikut: 

1. perlu dilakukan identifikasi senyawa aktif yang bertanggung jawab atas 

aktivitas antibakteri. 

2. perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas ekstrak 

Diplazium esculentum dengan konsentrasi yang lebih tinggi. 

3. perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas ekstrak 

Diplazium esculentum menggunakan metode lainnya. 
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