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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK N-HEKSANA PAKIS
SAYUR (Diplazium esculentum) TERHADAP PERTUMBUHAN
BAKTERI Staphylococcus aureus dan Escherichia coli SECARA IN
VITRO

Oleh

Nabila

Penyakit infeksi menjadi penyebab kematian utama pada anak-anak dan
merupakan masalah kesehatan yang signifikan di berbagai negara, baik maju
maupun berkembang. Angka kejadian penyakit infeksi yang disebabkan oleh
bakteri semakin meningkat terutama pada Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli. Pengobatan infeksi ini umumnya menggunakan antibiotik, namun
penggunaan antibiotik sering menimbulkan efek samping. Oleh karena itu,
pengembangan pengobatan alternatif dengan memanfaatkan tanaman obat yang
mengandung senyawa bioaktif sebagai agen antibakteri menjadi sangat penting.
Pakis sayur (Diplazium esculentum) dikenal sebagai salah satu tanaman obat yang
mengandung berbagai senyawa aktif seperti saponin, steroid, glikosida, alkaloid,
triterpenoid, fenol, flavon, tanin, dan flavonoid, yang berpotensi memiliki
aktivitas antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi aktivitas
bakteriostatik ekstrak n-heksana pakis sayur (Diplazium esculentum) terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dan mengetahui konsentrasi
terbaik dari ekstrak n-heksana pakis sayur (D. esculentum) yang efektif sebagai
bakteriostatik terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli . Penelitian
ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dengan empat
konsentrasi ekstrak n-heksana pakis sayur (D. esculentum) yaitu, 20%, 33%, 43%,
dan 50%. Perlakuan kontrol positif menggunakan antibiotik kloramfenikol dan
kontrol negatif yaitu akuades steril. Data dianalisis secara deskriptif dengan
membandingkan hasil penelitian dengan penelitian sebelumnya melalui studi
literatur. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana D. esculentum
tidak memiliki aktivitas bakteriostatik dan tidak dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli pada konsentrasi 20%, 33%,
43%, dan 50%.

Kata Kunci: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Diplazium esculentum,
bakteriostatik



ABSTRACT

THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF N-HEXANE EXTRACT
FROM VEGETABLE FERN (Diplazium esculentum) AGAINST THE
GROWTH OF Staphylococcus aureus and Escherichia coli IN VITRO

By

Nabila

Infectious diseases are a leading cause of death in children and represent a
significant health problem in various countries, both developed and developing.
The incidence of bacterial infectious diseases, especially those caused by
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, is increasing. Treatment of these
infections commonly involves antibiotics, but antibiotic use often causes side
effects. Therefore, the development of alternative treatments utilizing medicinal
plants containing bioactive compounds as antibacterial agents is very important.
Pakis sayur (Diplazium esculentum) is known as a medicinal plant containing
various active compounds such as saponins, steroids, glycosides, alkaloids,
triterpenoids, phenols, flavones, tannin, and flavonoids, which potentially possess
antibacterial activity. This study aims to determine the potential bacteriostatic
activity of n-hexane extract of pakis sayur (Diplazium esculentum) against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria, and to identify the best
concentration of n-hexane extract of pakis sayur (D. esculentum) that is effective as
a bacteriostatic against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. This research
used a Completely Randomized Block Design (CRBD) with four concentrations of
n-hexane extract of pakis sayur (D. esculentum), namely20%, 33%, 43%, and 50%.
The positive control treatment used chloramphenicol antibiotic, and the negative
control was sterile distilled water. Data were analyzed descriptively by comparing
the research results with previous studies through literature review. The results
showed that the n-Hexane extract of D. esculentum did not possess bacteriostatic
activity and could not inhibit the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli bacteria at concentrations of 20%, 33%, 43%, and 50%.

Keywords: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Diplazium esculentum,
bacteriostatic
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi merupakan permasalahan utama bidang kesehatan
masyarakat baik di negara maju maupun berkembang. Menurut Organisasi
Kesehatan Dunia (WHO), infeksi merupakan penyebab kematian tertinggi
pada anak-anak (Novard dkk., 2019). Infeksi adalah penyakit yang
disebabkan oleh mikroorganisme seperti bakteri, virus, jamur, atau parasit,
yang umum banyak ditemukan di wilayah tropis seperti Indonesia, bahkan
beberapa di antaranya bersifat endemik. Lingkungan rumah tangga,
khususnya area dapur dan kamar mandi, menjadi tempat yang ideal bagi
perkembangan bakteri dan virus. Area seperti wastafel dan saluran udara
sering kali terkontaminasi bakteri berbahaya, misalnya Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Kedua bakteri ini merupakan mikroflora normal
dalam tubuh manusia. Namun, sering menjadi penyebab infeksi, mulai dari

diare hingga infeksi saluran kemih (Aryasa dan Artini, 2022).

Penyakit infeksi muncul ketika interaksi dengan mikroba menyebabkan
kerusakan pada tubuh manusia, yang kemudian menimbulkan berbagai gejala
dan tanda klinis. Mikroorganisme yang dapat menyebabkan penyakit pada
manusia dikenal sebagai mikroorganisme patogen, termasuk di antaranya

adalah bakteri patogen (Novard dkk., 2019).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang paling sering menginfeksi
manusia. S. aureus sering ditemukan sebagai kuman flora normal pada kulit
dan selaput lendir manusia. Namun, dapat menyebabkan berbagai macam

infeksi seperti endokarditis, infeksi kulit, dan jaringan lunak (Rahmadani



dkk., 2017). Infeksi S. aureus merupakan salah satu penyebab meningkatnya
jumlah penyakit dan kematian (Rahman dkk., 2018).

Bakteri lainnya yang juga menjadi masalah kesehatan adalah Esherichia coli.
E. coli merupakan bakteri yang sering ditemukan di sekitar makhluk hidup
dan merupakan mikrofloral normal dalam usus. Namun, pada kondisi
tertentu dapat menjadi patogen. E. coli dapat tumbuh dan berkembang biak
dalam tanah sehingga jumlahnya di dalam tanah meningkat, terutama pada
musim hujan (Sutiknowati, 2016). Selain itu, E. coli dikenal sebagai bakteri
penyebab infeksi saluran kemih dan diare (Apriliana dan Hawarima, 2016).
Diare menjadi penyakit infeksi bakteri terbanyak kedua setelah infeksi
penyakit rotavirus (Bakri dkk., 2015). Menurut WHO (2024), diare
merupakan penyebab kedua kematian pada anak di bawah lima tahun yang
mencapai 443. 832 orang setiap tahun. Secara global terdapat 1,7 miliar
kasus diare pada anak setiap tahunnya. Di Indonesia, diare masih jadi
permasalahan utama sehingga memerlukan penindakan serta kajian dari

berbagai aspek.

Upaya penanggulangan penyakit infeksi oleh bakteri dapat dilakukan dengan
pemberian antibiotik. Namun, penggunaan antibiotik dapat memberikan efek
samping yang tidak diinginkan. Saat ini, banyak dilakukan penelitian untuk
menemukan dan mengembangkan senyawa bioaktif dari bahan alam sebagai
antibakteri, antara lain dari tanaman. Beberapa golongan senyawa yang
terkandung pada tanaman yang memiliki aktivitas antimikroba adalah dari
golongan senyawa fenolik, flavonoid, terpen, dan alkaloid (Jumania dkk.,

2020).

Tanaman pakis sayur (Diplazium esculentum) merupakan salah satu tanaman
yang dikenal sebagai tanaman obat. Secara empirik, rebusan rimpang
tanaman pakis sayur dapat mengobati batuk berdarah. Daun pakis sayur
digunakan untuk terapi sakit kepala, nyeri akibat luka, dan demam. Tanaman

pakis juga digunakan untuk mengobati disentri, gangguan pencernaan, diare,



pembengkakan kelenjar, dan berbagai infeksi pada kulit (Wahyuni dkk.,
2016).

D. esculentum dapat dimanfaatkan sebagai sumber antibakteri karena
kandungan metabolit sekundernya dapat digunakan sebagai senyawa
alternatif untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh berbagai mikroba
(Semwal et al., 2020). Kandungan metabolit sekunder suatu tanaman
dipengaruhi oleh pemilihan pelarut dan metode ekstraksi (Khotimah, 2016).
Pelarut heksana banyak digunakan karena merupakan salah satu pelarut
dengan titik didih rendah dan dapat menarik senyawa non polar seperti
terpenoid dan steroid. Hasil uji fitokimia Hermawan dkk. (2017),
menunjukan bahwa daun tumbuhan pakis sayur mengandung saponin, steroid,
glikosida, alkaloid, triterpenoid, fenol, flavon, tanin, dan flavonoid. Senyawa

tersebut dapat berfungsi sebagai antimikroba terhadap bakteri.

Menurut Khusna dkk. (2016), konsentrasi ekstrak metanol tanaman pakis
100% dapat membentuk diameter zona hambat sebesar 13,33 mm terhadap
Staphyloccus aureus dan 9,20 mm terhadap Escherichia coli. Pembentukan
zona hambat di sekitar paper disk menunjukkan bahwa ekstrak metanol pakis
sayur muda mengandung metabolit sekunder yang bersifat antibakteri. Selain
itu, Vincent et al. (2014), menjelaskan bahwa ekstrak air dan etanol pakis
sayur menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi,

Salmonella arizonae, Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Bedasarkan uraian latar belakang di atas diketahui bahwa kajian terhadap
ekstrak n-heksana pakis sayur sebagai sumber antibakteri alami belum diteliti
sebelumnya oleh karena itu, penulis tertarik untuk melakukan kajian dengan
judul “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak N-Heksana Pakis Sayur
(Diplazium esculentum) terhadap Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus

aureus dan Escherichia coli Secara In Vitro”



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk
1. mengetahui potensi aktivitas bakteriostatik ekstrak n-heksana pakis
sayur (D. esculentum) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.
2. mengetahui konsentrasi terbaik dari ekstrak n-heksana pakis sayur (D.
esculentum) yang efektif sebagai bakteriostatik terhadap

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

1.3 Kerangka Pikir

Penyakit infeksi merupakan penyebab utama kematian pada anak anak.
Infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen, seperti Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli menjadi salah satu masalah kesehatan global yang
serius. Bakteri ini dapat menyebabkan berbagai penyakit, mulai dari diare
hingga infeksi saluran kemih. Upaya pengendalian penyakit infeksi
dilakukan dengan penggunaan antibiotik. Namun, penggunaan antibiotik ini
dapat menimbulkan efek samping pada tubuh yang tidak diinginkan sehingga

perlu dicari alternatif pengobatan yang lebih aman dan efektif.

Salah satu tanaman yang potensial untuk dikembangkan sebagai agen
antibakteri hayati adalah tumbuhan D. esculentum karena menghasilkan
metabolit sekunder antara lain senyawa golongan saponin, steroid, glikosida,
alkaloid, triterpenoid, fenol, flavon, tanin, dan flavonoid. Kajian sebelumnya
menunjukan bahwa ekstrak ekstrak metanol tanaman pakis 100% dapat
membentuk diameter zona hambat sebesar 13,33 mm terhadap Staphyloccus
aureus dan 9,20 mm terhadap Escherichia coli. Pembentukan zona hambat di
sekitar paper disk menunjukkan bahwa ekstrak metanol pakis sayur muda

mengandung metabolit sekunder yang bersifat antibakteri.

Sampai saat ini kajian terhadap daya bakteriostatik esktrak n-heksana pakis
sayur belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini diajukan

bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak n-heksana daun



pakis sayur untuk menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus

dan Escherichia coli.

1.4 Hipotesis

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah

1.

ekstrak n-heksana pakis sayur (D. esculentum) menunjukkan potensi
aktivitas bakteriostatik terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli

didapatkan konsentrasi yang efektif dari ekstrak n-heksana daun pakis
sayur (D. esculentum) sebagai patogen Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan Pakis Sayur (Diplazium esculentum)

2.1.1 Habitat dan Siklus Hidup Diplazium esculentum

Pakis sayur atau Diplazium esculentum merupakan jenis paku-pakuan
(pteridophyta) yang dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia sebagai
salah satu bahan makanan. Pakis sayur merupakan tumbuhan asli di
daerah tropis dan subtropis benua Asia, kemudian menyebar ke
kawasan Afrika dan Amerika Utara. Pakis sayur umumnya ditemukan
banyak tumbuh di tempat terbuka, tanah lembab, daerah Sungai
(Pradipta dkk., 2023). Karakteristik tanaman ini dapat hidup di tempat
terbuka yang mendapat sinar matahari langsung dan teduh dengan

pencahayaan matahari yang kurang (Purnawati dkk., 2014).

Tumbuhan paku memiliki siklus hidup yang disebut metagenensis
yang terdiri dari dua fase pertumbuhan, yaitu fase gametofit (seksual)
dan sporofit (aseksual). Fase gametofit tumbuhan paku adalah
protalium sedangkan fase sporofitnya merupakan tumbuhan paku itu
sendiri. Pada siklus hidup tumbuhan paku, fase sporofit adalah fase
yang paling dominan dibandingkan dengan fase gametofit. Gamet
jantan dihasilkan dalam antheridia dan disebut antherozoid karena
memiliki flagella, sementara archegonia menghasilkan gamet betina,
atau sel telur. Zigot terbentuk oleh sel telur yang dibuahi, berkembang
menjadi sporofit muda melalui pembelahan mitosis (2n). Spora non-
motil keluar dari sporofit dan kemudian berkecambah. menjadi haploid

gametofit (n). Siklus hidup tumbuhan paku terdiri dari lima fase:



pembelahan, protalium muda (gametofit), protalium dewasa, sporofit
muda, dan sporofit dewasa (Akbar dkk., 2018). Siklus hidup tanaman
ini dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Siklus Hidup Tanaman Paku (Mariaflaya, 2018).

2.1.2 Morfologi dan Taksonomi Diplazium esculentum

Tanaman pakis sayur memiliki sistem perakaran serabut dan ujungnya
dilindungi oleh kaliptra. Akar tanaman pakis sayur umumnya
berwarna coklat tua atau kehitaman, cenderung tumbuh dalam tanah
yang lembab dan dapat tumbuh secara horizontal (Pradipta dkk.,
2023). Batang tanaman pakis sayur berwarna hijau dan berbentuk
bulat. Batang nya tegak, tinggi batang 20-50 cm dan bercabang-
cabang (Kayu dkk., 2019).

Bentuk daun pakis sayur menyirip dua dan tangkai daun kecokelatan.
Dan merupakan daun majemuk menyirip, berbentuk lanset dengan tepi
bergerigi, ujung daun runcing, dan pangkal daun tumpul. Pinna
berpasangan sebanyak 15 pasang tersusun secara berselang-seling.
Lamina menyirip 2-3 berwarna hijau muda hingga hijau tua dengan

panjang 0,5-1,5 m dan lebar 0,5-1 m. Sori yang terletak di permukaan



2.1.3

bawah daun tepatnya di bagian tepi pada lekukan anak daun (Pradipta,
2023). Panjang daun majemuk dari tanaman ini bisa mencapai 1,5 m
dengan panjang daun sekunder sekitar 8 cm dan lebar 2 cm (Zannah
dkk., 2017). Berikut adalah morfologi Diplazium esculentum yang
dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Morfologi Diplazium esculentum (Conda et al, 2017).

Klasifikasi Diplazium esculentum menurut Cronquist (1981), adalah
sebagai berikut.

Kerajaan : Tumbuhan

Divisi : Pteridophyta

Kelas : Polypodiopsida

Bangsa  : Athyriales

Suku : Athyriaceae

Marga : Diplazium

Jenis : Diplazium esculentum
Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Diplazium esculentum

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam daun Diplazium
esculentum meliputi golongan senyawa saponin, steroid, alkaloid,

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



dkk., 2017). Berikut ini adalah penjelasan terkait kandungan senyawa

yang ada pada Diplazium esculentum.

2.1.3.1 Senyawa Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida yang tersebar luas
pada tumbuhan tingkat tinggi, tersusun atas glikon dan
aglikon. Bagian glikon terdiri dari gugus gula seperti glukosa,
fruktosa, dan jenis gula lainnya. Bagian aglikon merupakan
sapogenin. Nama saponin diturunkan dari Bahasa Latin
“sapo” yang berarti sabun atau detergen sehingga saponin
memiliki sifat sebagai surfaktan alami. Saponin merupakan
senyawa ampifilik. Gugus gula (heksosa) pada saponin dapat
larut dalam air tetapi tidak larut dalam alkohol absolut,
kloroform, eter dan pelarut organik non polar lainnya.
Sedangkan gugus steroid (sapogenin) pada saponin, biasa juga
disebut dengan triterpenoid aglikon dapat larut dalam lemak
dan dapat membentuk emulsi dengan minyak dan resin.
Saponin memiliki berbagai macam aktivitas biologis seperti
kemampuan hemolitik, antimoluska, aktivitas antivirus,
aktivitas sitotoksik atau antikanker, efek hipokolesterolemia,
dan antiprotozoa (Putri dkk., 2023). Saponin dikelompokkan
berdasarkan sifat kimianya yaitu saponin steroid dan saponin

triterpenoid (Gambar 3).

Saponin Steroid Saponin Triterpenoid

Gambar 3. Struktur Kimia Saponin (Jayanegara dkk., 2019).
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2.1.3.2 Senyawa Steroid

Steroid merupakan terpenoid lipid yang dikenal melalui empat
cincin kerangka dasar karbon yang menyatu. Struktur
senyawanya pun cukup beragam. Perbedaan tersebut
disebabkan karena adanya gugus fungsi teroksidasi yang
terikat pada cincin dan terjadinya oksidasi cincin karbonnya.
Steroid berperan penting bagi tubuh dalam menjaga
keseimbangan garam, mengendalikan metabolisme dan
meningkatkan fungsi organ seksual serta perbedaan fungsi
biologis lainnya antara jenis kelamin. Steroid merupakan
salah satu di antara golongan senyawa metabolit sekunder
yang kehadirannya diharapkan sebagai konstituen kimia yang
memberi nilai pengobatan pada suatu tumbuhan (Nasrudin
dkk., 2017). Struktur kimia steroid dapat dilihat pada Gambar
4,

Gambar 4. Struktur Kimia Steroid (Darwati dkk., 2019).
2.1.3.3 Senyawa Alkaloid

Alkaloid adalah kelompok metabolit sekunder terpenting yang
ditemukan pada tumbuhan. Alkaloid bersifat basa,
mengandung satu atau lebih atom nitrogen biasanya dalam
cincin heterosiklik. Secara fisik kebanyakan alkaloid
berbentuk padatan kristal dan sedikit yang merupakan padatan
amorf. Kebanyakan alkaloid memiliki rasa pahit, bersifat

basa lemah, dan sedikit larut dalam air, dan dapat larut dalam
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pelarut organik non polar seperti dietil eter, kloroform, dan
lain-lain (Julianto, 2019). Senyawa alkaloid yang terdapat
pada Diplazium esculentum diduga memiliki kemampuan
sebagai antibakteri dapat mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk utuh kemudian menyebabkan kematian sel (Khusna
dkk., 2016). Struktur kimia alkaloid dapat dilihat pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Struktur Kimia Alkaloid (Tok, 2021).

Tanin

Tanin adalah suatu senyawa fenolik yang memberikan rasa
pahit dan sepat/kelat, dapat bereaksi dan menggumpalkan
protein atau senyawa organik lainnya yang mengandung asam
amino dan alkaloid (Julianto, 2019). Tanin banyak ditemukan
pada banyak jenis tumbuhan dan menyebabkan tumbuhan
mampu melindungi dari hama. Tanin mampu menghambat
pertumbuhan bakteri dengan menginaktivasi enzim-enzim
essensial, merusak membran sel, destruksi fungsi material
serta menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA
topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk
(Nurdianti dkk., 2022). Struktur kimia tanin dapat dilihat
pada Gambar 6.
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Gambar 6. Struktur Kimia Tanin (Julianto, 2019).

Glikosida

Glikosida adalah suatu senyawa metabolit sekunder yang
berikatan dengan senyawa gula melalui ikatan glikosida.
Bagian gula glikosida terikat pada atom C anomerik
membentuk ikatan glikosida. Glikosida dapat terikat oleh
atom O- (O-gloikosida), N- (glikosida amin), S-
(thioglikosida), C-(C-glikosida). Bagian gula glikosida
disebut glikon, dan bagian non-gula disebut aglikon atau
genin. Glikon dapat terdiri dari gula tunggal (monosakarida)

atau beberapa unit gula (oligosakarida).

Beberapa tumbuhan menyimpan senyawa-senyawa kimia
dalam bentuk glikosida yang tidak aktif. Senyawa-senyawa
kimia ini akan dapat kembali aktif dengan bantuan enzim
hydrolase yang menyebabkan bagian gula putus,
menghasilkan senyawa kimia yang siap untuk digunakan.
Beberapa glikosida dalam tumbuhan digunakan dalam
pengobatan (Julianto, 2019). Struktur kimia glikosida dapat
dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Struktur Kimia Glikosida (Maulida, 2013).

Triterpenoid

Triterpenoid adalah metabolit sekunder turunan dari terpenoid
yang tulang punggung karbonnya berasal dari enam unit
isoprena (2-metilbutil-1,3- diena), yaitu tersusun dari enam
unit C5. Kerangka karbonnya berasal dari hidrokarbon C30
asiklik, yaitu skualena. Senyawa ini bersifat siklik atau
asiklik dan sering memiliki gugus alkohol, aldehida atau asam
karboksilat. Triterpenoid memiliki aktivitas farmakologis
yang signifikan, seperti antivirus, antibakteri, antiinflamasi,
penghambat sintesis kolesterol, dan efek antikanker,
sedangkan tumbuhan yang mengandung triterpenoid bernilai
ekologis karena senyawa ini memiliki efek antijamur,
insektisida, antikanker, antibakteri, dan antivirus (Hidayah
dkk., 2023). Struktur kimia triterpenoid dapat dilihat pada
Gambar 8.

Gambar 8. Struktur Kimia Triterpenoid (Saputri, 2017).
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2.1.3.7 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa bahan alam dari golongan
fenolik. Senyawa flavonoid dapat digambarkan sebagai
deretan senyawa C6-C3-C6, artinya, kerangka karbonnya
terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzena tersubstitusi)
disambungkan oleh rantai alifatik tiga-karbon (Hermawan
dkk., 2017). Lebih dari 2000 flvonoid yang berasal dari
tumbuhan telah diidentifikasi diantaranya: antosianin,
flavonol, dan flavon. Flavonoid sebagian besar tersimpan
didalam vakuola sel tumbuhan walaupun tempat sintesisnya
ada diluar vakuola (Yustinus dkk., 2018). Flavonoid
bertanggung jawab untuk warna bunga, buah-buahan dan
kadang-kadang daun, dapat bertindak sebagai co-pigmen.
Flavonoid melindungi tanaman dari efek UV yang merusak.
Baru- baru ini, flavonoid telah menarik minat karena
penemuan aktivitas farmakologi sebagai anti-inflamasi,
analgesik, antitumor, anti-HIV, antidiare, anti- hepatotoksik,
antijamur, antilipolytic, antioksidan, vasodilator,
imunostimulan, dan anti-ulcerogenic (Hermawan dkk., 2017).

Struktur kimia dari flavonoid dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Struktur Kimia Flavonoid (Julianto, 2019)

Ekstraksi

Ekstraksi dapat didefinisikan sebagai proses pemisahan berdasarkan
perbedaan kemampuan melarutnya komponen-komponen yang ada dalam

campuran, seperti senyawa senyawa didalam tumbuhan obat, hewan, dan
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organisme laut. Tujuan utama ekstraksi adalah untuk mengisolasi
kandungan kimia dalam organisme. Kecepatan proses konsentrasi hasil
ekstraksi bergantung pada perpindahan komponen padat dari simplisia ke
pelarut melalui perpindahan massa. Setelah pelarut menembus dinding
sel, pelarut berdifusi sehingga menyebabkan tekanan gradien antara ruang

dalam dan luar sel (Departemen kesehatan, 2016).

Metode ekstraksi terbagi menjadi dua bagian kelompok, yang terdiri dari
ektraksi panas dan dingin. Kelompok ektstraksi dingin terdiri dari
maserasi, dan perkolasi. Kelompok ekstraksi panas terdiri dari
pemanfaatan refluks, infus, dan distilasi uap air (Departemen kesehatan,
2016). Dalam proses ektraksi pemilihan pelarut penting untuk dilakukan.
Pelarut ekstraksi yang baik harus mudah menguap, aman digunakan,
mampu menyerap zat dengan baik, dan bebas dari karakteristik yang

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

Pelarut N-Heksana

N-heksana adalah sebuah hidrokarbon alkana yang memiliki rumus kimia
C6H14. Heksana dihasilkan dari penyulingan minyak mentah. Sumber
minyak yang digunakan akan mempengaruhi komposisi dan fraksinya.
Secara umum kisarannya adalah setengah dari berat rantai isomer dengan
titik didih 60 C -70 °C. Semua isomer n-heksana dapat dijadikan pelarut
organis oleh karena sifatnya yang non polar (Laia dkk., 2022).

Menurut prinsip “like disolves like”, bahan kimia non-polar yang terdapat
dalam tanaman dapat diekstraksi dengan menggunakan n-heksana sebagai
pelarut dalam proses ekstraksi (Susanti, 2015). N-heksana memiliki sifat
yang mudah menguap, stabil, dan selektif sehingga baik untuk
mengekstraksi senyawa non-polar. Pelarut ini juga dapat menarik steroid,
alkaloid, dan flavonoid yang memiliki sifat antibakteri (Wahdaningsih
dkk., 2014). Kegunaan heksana di laboratorium adalah untuk mengekstrak
minyak dan lemak (Yuniar dkk., 2019). Di bidang industri, heksana

dipakai dalam pembuatan lem untuk memproduksi produk kulit, sepatu,
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atap, serta dalam pembersihan. N-heksana dapat digunakan dalam bahan
pembersih produk sepatu, meubeler, tekstil, serta percetakan (Novella dan

Purwanti, 2019).

Pelarut heksan bersifat inert, memiliki titik didih yang rendah serta dapat
melarutkan dengan cepat dan sempurna. Pelarut dengan titik didih rendah
umumnya lebih mudah digunakan karena lebih mudah dipekatkan (Azhari

dkk., 2020). Struktur kimia dari n-heksana dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Struktur Kimia N-Heksana (p2k.unimus, 2021).

24 Bakteri Staphylococcus aureus
2.4.1 Karakteristik dan Taksonomi

Istilah “Staphylococcus” berasal dari kata Yunani “staphyle,” yang
mengacu pada sekelompok buah anggur, dan “cocci, ” yang berarti
benih berbentuk bola. Istilah "aureus" berasal dari kata Latin "aurum”,
yang berarti emas logam mulia (Hasibuan dan Siti, 2016).
Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat
dengan diameter 0,7-1,2 um, berkelompok tidak teratur seperti buah
anggur, tidak membentuk spora, dan anaerob. Suhu ideal untuk
pertumbuhannya mencapai 37 °C, tetapi akan membentuk pigmen
dengan warna abu-abu hingga kuning keemasan dengan koloni bundar,
halus, menonjol, dan berkilau pada suhu kamar 20-25 °C. Lebih dari
90% isolat klinik menunjukkan bentuk S. aureus dengan kapsul
polisakarida atau selaput tipis. Faktor-faktor ini berkontribusi pada
kemampuan bakteri untuk menyebar dengan cepat (Karimela dkk.,

2017). Morfologi Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 11. Morfologi Staphylococcus aureus (Abdilah dan
Kurniawan, 2021).

Infeksi bakteri ini merupakan salah satu penyebab meningkatnya jumlah
penyakit dan kematian. Bakteri Staphylococcus aureus dapat
menginfeksi banyak bagian tubuh manusia meliputi daerah rongga
hidung dan rongga tenggorokan, mulut, permukaan kulit, area mata, jari,
sistem pencernaan, dan hati. Bakteri ini dapat tinggal sementara di area
kulit yang lembab. Staphylococcus aureus sering terjadi pada luka
terbuka (Sari, 2018)

Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut Gibson (1996), adalah

sebagai berikut:

Kerajaan  : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilus

Bangsa : Baciliales

Suku : Staphylococcaceae
Marga : Staphylococcus

Jenis : Staphylococcus aureus

Patogenitas Staphylococcus aureus

Patogenitas adalah kemampuan suatu organisme untuk menyebabkan
penyakit pada tubuh inangnya dan menimbulkan gejala penyakit apabila

patogen mampu beradaptasi dan bertahan hidup di dalam tubuh
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inangnya. Kemudian menyerang sistem kekebalan tubuh sehingga

menyebabkan penyakit.

Beberapa spesies Staphylococcus aureus adalah flora normal dan
merupakan penyebab utama sepsis nosokomial dan infeksi masyarakat.
Sepsis nosokomial adalah infeksi yang terjadi di rumah sakit atau
fasilitas pelayanan kesehatan lainnya, yang dapat disebabkan oleh virus,
bakteri, parasit, atau jamur. Infeksi nosokomial tersering adalah infeksi
pada luka operasi, infeksi saluran kemih, infeksi saluran nafas bawah,
dan infeksi pada aliran darah (Achmad, 2017). Selain itu S. aureus pada
kulit dan selaput lendir manusia dapat menyebabkan supurasi dan
bahkan septikemia yang fatal. S. aureus memiliki kemampuan untuk
membelah dan menyebarkan luas ke dalam jaringan melalui produksi
beberapa bahan ekstraseluler dan menyebabkan infeksi pada orang
sehat. S. aureus dapat terikat pada molekul-molekul seperti kolagen,
fibronektin, dan vitronektin yang rusak akibat kerusakan jaringan. S.
aureus dapat menjadi patogen jika menempel pada permukaan kulit atau

mukosa (Husna, 2018).

Beberapa faktor virulensi S. aureus adalah karena kemampuannya untuk
membentuk toksin, membentuk biofilm, dan enzim yang merusak
jaringan. Faktor inilah yang menjadi patogenitas S. aureus. Toksin
yang ditunjukan seperti enterotoksin dan hemolisin dapat menyebabkan
keracunan makanan dan kerusakan sel, serta koagulase, yang
melindungi dari fagositosis. Infeksi dapat bervariasi dari yang ringan
seperti bisul hingga yang serius seperti pneumonia dan endokarditis.
Orang dengan sistem kekebalan yang lemah atau setelah trauma sering

terkena infeksi (Husna, 2018).
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2.5 Bakteri Escherichia coli

2.5.1 Karakteristik dan Taksonomi

Genus Escherichia merupakan bagian dari Escherichiae yang termasuk
dalam famili Enterobacteriaceae. Escherichia coli merupakan bakteri
Gram negatif, kokobasil dengan ukuran 2.4 x 0.4 -0.7 pm, bersifat
anaerob fakultatif, memiliki flagella petritikus sehingga bersifat motil,
dan tidak dapat membentuk spora (Prasetya dkk., 2019). E. coli mampu
memproduksi indol, kurang mampu memfermentasi sitrat, dan bersifat

negatif pada analisis urease.

AccV' Spot Magn  Det WD Exp b——————— 5um
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Gambar 12. Morfologi Escherichia coli Bar =5 pm (Carr, 2020).

Escherichia coli membentuk koloni bundar, cembung, dan halus dengan
tepi yang nyata. Bakteri ini termasuk flora normal. Sifatnya unik karena
dapat menyebabkan infeksi primer pada usus misalnya diare pada anak
dan travelers diarrhea, dan menimbulkan infeksi pada jaringan tubuh lain

di luar usus (Khairunnida dkk., 2020).

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

sebagai berikut:

Kerajaan  : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Bangsa : Enterobacteriales
Suku : Enterobacteriaceae
Marga : Escherichia

Jenis : Escherichia coli
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2.5.2 Patogenitas Escherichia coli

2.6

Escherichia coli dapat menjadi patogen apabila jumlah bakteri dalam
saluran pencernaan meningkat atau berada diluar usus. E. coli
diklasifikasikan oleh ciri khas sifat-sifar virulensinya, setiap koloni
menimbulkan penyakit melalui mekanisme yang berbeda. Gen virulensi
ini terdapat pada kromosom atau plasmid indigenus atau pun berasal
dari mikroorganisme lainnya. Kombinasi gen virulensi ini akan
menentukan patotipe E. coli, dan masing-masing patotipe menyebabkan
gejala klinis yang berbeda. Gejala klinis yang ditimbulkan oleh strain
E. coli patogen umumnya bertanggung jawab atas tiga tipe infeksi pada
manusia, yaitu infeksi pada saluran pencernaan yang mengakibatkan
diare, infeksi saluran kemih, dan meningitis neonatal (Rahayu dkk.,

2018).
Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa yang mampu menghambat dan membunuh
pertumbuhan bakteri. Antibakteri biasanya terdapat dalam suatu
organisme sebagai senyawa metabolit sekunder. Mekanisme senyawa
antibakteri secara umum dilakukan dengan cara merusak dinding sel,
mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein, dan
menghambat kerja enzim. Senyawa yang berperan dalam merusak dinding
sel antara lain fenol, flavonoid, dan alkaloid. Senyawa metabolit sekunder
tersebut berpotensi sebagai antibakteri alami pada bakteri patogen,
contohnya terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
(Septiani dkk., 2017). Salah satu zat antibakteri yang banyak digunakan
adalah antibiotik. Antibiotik adalah senyawa kimia khas yang dihasilkan
atau diturunkan oleh organisme hidup termasuk struktur analognya yang
dibuat secara sintetik, yang dalam kadar rendah mampu menghambat
proses penting dalam kehidupan satu spesies atau lebih mikroorganisme

(Siswodihardjo dan Siswandono, 2018).
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Metode Pengujian Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan menggunakan uji
sensitivitas. Uji sensitivitas antibakteri merupakan suatu uji yang
digunakan untuk menentukan tingkat kepekaan bakteri terhadap zat
antibakteri dan mengetahui senyawa aktif dari zat antibakteri (Khusuma
dkk., 2019). Berikut adalah metode yang umum digunakan dalam uji

antibakteri

2.7.1 Metode Difusi
Metode ini terdiri dari

a. Metode Difusi Cakram (Disc Diffusion)
Metode difusi cakram merupakan pengukuran luas zona bebas
atau bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram untuk
mengetahui aktivitas antibakteri. Cakram digunakan sebagai
media untuk menyerap bahan antimikroba yang akan diuji.
Kertas cakram kemudian diletakkan pada permukaan media
agar yang diinokulasi kultur mikroba uji dan diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 35 °C. Daerah atau zona bening
di sekitar kertas cakram yang terbentuk menunjukkan ada
tidaknya pertumbuhan mikroba. Diameter zona bening
sebanding dengan konsentrasi senyawa yang diserap kertas
cakram (Nurhayati dkk., 2020). Keunggulan metode difusi
cakram meliputi proses pengujian yang cepat, biaya yang
terjangkau, serta kemudahan pelaksanaannya tanpa
memerlukan keahlian khusus (Sarosa dkk., 2018). Namun
metode ini memiliki kelemahan, yaitu kurang efektif untuk
mikroorganisme dengan pertumbuhan yang lambat, dan zona
hambat yang terbentuk sangat dipengaruhi oleh kondisi
inkubasi, jumlah inokulum, serta ketebalan media

(Handayani dkk., 2018)
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b. Metode Parit (Ditch Plate)
Metode parit dilakukan dengan membuat parit pada media uji
yang telah diinokulasi bakteri uji. Parit tersebut kemudian
diisi dengan zat antibakteri, dilanjutkan dengan inkubasi pada
suhu dan waktu yang sesuai dengan kondisi optimum setiap
bakteri uji. Terbentuk atau tidak zona bebas atau bening di

sekitar parit diamati untuk melihat resistensi mikroba terhadap

zat bakteriostatik (Khusuma dkk., 2019).

c. Metode sumuran (Cup/Hole plate)
Metode sumuran dilakukan dengan membuat lubang tegak
lurus pada media yang telah diinokulasi dengan bakteri uji.
Jumlah dan letak lubang pada media agar disesuaikan dengan
tujuan penelitian. Lubang kemudian diisi dengan zat
antibakteri yang akan diuji. Setelah dilakukan inkubasi,
pertumbuhan bakteri diamati melalui ada tidaknya zona bebas
atau zona bening. Kelebihan metode sumuran yaitu luas zona
hambat yang terbentuk lebih muda diukur karena bakteri
beraktivitas tidak hanya di permukaan atas nutrien agar tetapi
juga sampai ke bawah (Nurhayati dkk., 2020). Kelemahan
dari metode sumuran yaitu media mudah terkontaminasi saat
proses pembuatan lubang dan pemberian sampel, karena
cawan petri lebih sering dibuka dibandingkan metode difusi

cakram (Kirtanayasa, 2022).

2.7.2 Metode Dilusi

Metode dilusi terdiri dari

a. Metode Pengenceran Serial dalam Tabung
Metode dilusi dengan pengenceran serial dalam tabung
dilakukan dengan membuat seri pengenceran agen
antimikroba pada medium cair, lalu diinokulasi dengan

mikroba patogen dan diinkubasi pada waktu dan suhu yang
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sesuai untuk pertumbuhan mikroba uji. Aktivitas zat
ditentukan berdasarkan kadar hambat minimal (KHM)
(Fitriana dkk., 2019). Metode dilusi lebih peka dan terjamin
homogenitas antar media, bahan uji, dan suspensi bakteri.
Bahan uji lebih mudah berinteraksi dengan bakteri karena
suspensi bakteri tersebar merata. Dengan metode ini dapat
diketahui Kadar Hambat Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh
Minimal (KBM) terhadap bakteri (Nasir dan Munira, 2023).

Kelemahan metode pengenceran serial dalam tabung meliputi
meningkatnya kemungkinan kesalahan pada setiap tahap
pengenceran, serta hasil dapat dipengaruhi oleh pengenceran
pada konsentrasi terendah. Selain itu, metode ini juga
cenderung memakan waktu dan memerlukan persiapan yang
cukup saat digunakan untuk menghitung jumlah koloni bakteri

(Yuniar dan Rosmania, 2021).

. Metode Dilusi dengan 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 sesuai dengan mikroba uji. Kadar Hambat Minimal
(KHM) ditentukan dari kadar terendah larutan zat antibakteri
yang masih memberikan hambatan terhadap pertumbuhan
kuman. Metode dilusi memiliki kelebihan dalam menentukan
tingkat resistensi secara kuantitatif, sedangkan kekurangannya
adalah pada kompleksitas dalam pelaksanaannya (Fitriana

dkk., 2019).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

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 vacum evaporator untuk
menguapkan pelarut ekstrak, blender, corong buchner, beaker glass, cawan
petri, batang pengaduk, gelas kaca, labu erlenmeyer, autoklaf, mikropipet,
tabung reaksi, neraca, rak tabung reaksi, Biological safety cabinet (BSC)
sebagai tempat untuk inokulasi bakteri dan bekerja secara aseptis, lampu
spiritus, inkubator, lemari pendingin, plastik tahan panas, sendok,pinset,
bunsen, jarum ose, oven, gelas ukur, hotplate, sarung tangan, dan jangka

sorong.

Bahan bahan yang digunakan adalah daun dan batang pakis sayur (Diplazium
esculentum) yang diperoleh dari pasar tradisional yang ada di Kalianda
Lampung Selatan, mikroba yang digunakan untuk uji antibakteri adalah
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, aquades steril, alkohol 70 %,
pelarut n-heksana, aluminium foil, kertas label, tisu, kertas saring,
kloramfenikol sebagai kontrol positif, media NA (Nutrient agar), media

MHA (Mueller-Hinton Agar), dan NaCl 0,9 %.
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Penelitian ini dilaksanakan menggunakan Rancangan Acak Kelompok

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

heksana pakis sayur dengan tingkat perlakuan kontrol positif menggunakan

kloramfenikol (K*), kontrol negatif menggunakan akuades (K"), ekstrak n-
heksana pakis sayur konsentrasi 20 % (K2o), 33 % (K33), 42 % (K42), dan 50
% (Kso). Perlakuan yang kedua adalah mikroba uji yaitu, Staphylococcus

aureus (Bs) dan Escherichia coli (Bg). Setiap unit perlakuan diulang

sebanyak 3 kali (Tabel 1). Variabel yang diukur adalah zona hambat yang

terbentuk pada media.

Tabel 1. Tata Letak Unit Percobaan Pengaruh Ekstrak N-Heksana

Diplazium esculentum sebagai Antibakteri terhadap

pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Kombinasi Perlakuan

| II IIT

BeK'Uy BsKsoU2 BeKsoUs
BsK'U; BeKs3U» BsK33Us
BeK'U; BsKU, BeK33U3
BeK43U BsK'U, BsKsoUs
BsK20Ui BeKs5oUz BeK'Us
BeK20U; BeK Uz BsK'Us;
BsK33U; BeK43U2 BsKa3U3
BeKsoUj BsK20U2 BeK20Us
BsKsoU1 BsK43U> BsK20Us3
BsK'U; BsK33U» BEK+U3
BeKs3U; BeK'U» BeK43U3
BsK43U; BeKooU> BsK'Us;

Keterangan: Bs= Staphylococcus aureus; Be= Escherichia coli

K= Konsentrasi; U= Ulangan

2
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Diagram alir penelitian dapat dilihat pada Gambar 13.

Preparasi sampel pakis sayur

(Diplazium esculentum)

Pembuatan media NA (Nutrient agar)
untuk peremajaan bakteri dan MHA
(Mueller Hinton Agar) untuk media uji

Pembuatan ekstrak n-heksana
pakis sayur dengan metode

maserasi

Peremajaan biakan murni
Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli dengan media NA

Pembuatan konsentrasi ekstrak n-
heksana pakis sayur 20%, 33%,
43%, dan 50%

Pembuatan suspensi bakteri
Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli

Pengujian daya hambat ekstrak n-heksana pakis sayur (Diplazium
esculentum) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli menggunakan media MHA secara in vitro

Perhitungan zona hambat yang terbentuk

Analisis data

Gambar 13. Diagram Alir Penelitian
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3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1

3.5.2

353

Persiapan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah batang dan daun
pakis sayur yang diperoleh dari pasar tradisional yang ada di Kalianda,
Lampung Selatan. Sebanyak 5 kg batang dan daun pakis sayur
dibersihkan dengan air bersih mengalir hingga semua kotoran hilang.
Batang dan daun pakis sayur yang telah bersih dikering anginkan di
bawah sinar matahari selama 5 hari hingga tidak ada lagi air yang
tersisa kemudian dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi

serbuk dan diletakkan ke dalam wadah (Armansyah dkk., 2022).

Pembuatan Ekstrak Pakis Sayur (Diplazium esculentum)

Sebanyak 600 g serbuk batang dan daun pakis sayur dilarutkan dengan
pelarut n-heksana sebanyak 7500 mL. Maserasi dilakukan selama 1 x
24 jam sebanyak 6 kali kemudian dilakukan remaserasi sebanyak 4
kali pada suhu ruang agar maserat yang dihasilkan lebih optimal dan
dapat menarik senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam
tanaman tersebut. Kemudian disaring menggunakan corong buchner
dan filtrat diuvapkan menggunakan rotary vacum evaporator dengan
suhu 40 °C hingga diperoleh ekstrak kental. Hasil yang diperoleh
ditimbang dan disimpan dalam wadah tertutup (Khotijah dkk., 2020).

Uji Aktivitas Antibakteri

3.5.3.1 Sterilisasi

Seluruh peralatan yang akan digunakan dicuci bersih dan
dikeringkan. Sterilisasi peralatan dilakukan di autoklaf pada
suhu 121 °C selama 15 menit. Tabung reaksi, gelas ukur, dan
labu erlenmeyer ditutup mulutnya dengan sumbat kapas. Cawan

petri dibungkus dengan kertas HVS kemudian dimasukan dalam
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oven. Pinset dan jarum ose disterilkan dengan cara

memijarkannya pada api bunsen (Armansyah dkk., 2022).

Pembuatan Media Bakteri

Media Nutrient agar (NA) digunakan sebagai media untuk
peremajaan biakan murni pada bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli sedangkan media MHA (Mueller Hinton
Agar) digunakan untuk uji antibakteri. Media NA dibuat dengan
melarutkan 2,4 (komposisi kemasan 20gr/1000 mL) serbuk
media ke dalam gelas beaker yang berisi akuades sebanyak 120
mL. Media Muller Hinton Agar dibuat dengan memasukan 11,4
g MHA. Komposisi MHA pada kemasan adalah 2 g beef
extract; 17,5 g casein hydrolysate; 1,5 g starch; 17 g agar,
dimasukkan ke dalam gelas beaker yang berisi akuades sebanyak
350 mL. Kedua media tersebut kemudian dipanaskan di atas
hotplate hingga mendidih dan dan terlihat bening. Selanjutnya
media disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 20
menit. Media MHA dan NA dituangkan pada cawan petri steril.
Selanjutnya kedua media didiamkan pada suhu kamar hingga
memadat. Kemudian disimpan pada suhu 4 °C (di dalam lemari

es) (Utomo dkk., 2018).

Peremajaan Biakan Murni Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli

Peremajaan kultur murni bakteri uji Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli dilakukan dengan menginokulasikan sebanyak
1 ose atau 2 ose dengan cara digoreskan pada medium Nutrient
Agar (NA) secara aseptis. Bakteri uji tersebut diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37 °C. Setelah inkubasi selesai, bakteri yang
telah tumbuh dapat digunakan sebagai mikroba uji (Jasmiadi dan

Asabila, 2023).
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Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli

Isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli hasil
peremajaan bakteri selama 24 jam diinokulasikan menggunakan
ose ke tabung reaksi yang telah berisi 9 mL NaCl fisiologis,
kemudian divortex hingga suspensi bakteri homogen (Badan
Standar Nasional, 2016). Kekeruhan suspensi koloni uji
distandarisasi dengan standar kekeruhan 0,5 McFarland (sekitar

1,5 x 108 CFU/mL) (Nurhayati dkk., 2020).

Larutan McFarland dibuat dengan mencampurkan larutan
H2S040,36 N sebanyak 99,5 mL dengan larutan BaCl,.2H>O
1,175 % sebanyak 0,5 mL dalam Erlenmeyer. Kemudian di
homogenkan hingga larutan menjadi keruh. Kekeruhan Larutan
McFarland digunakan sebagai standar kekeruhan suspensi

bakteri (Aviany dan Pujiyanto, 2020).

Pembuatan Konsentrasi Larutan, Kontrol Positif dan
Negatif yang akan diujikan

Untuk mendapatkan konsentrasi larutan yang akan diujikan

maka dilakukan pengenceran menggunakan aquadest steril

dengan menggunakan rumus pengenceran sebagai berikut.
M1.Vi =M. V;

Keterangan:

M; : molaritas (konsentrasi) larutan awal (larutan pekat).

Vi :volume larutan awal.

M : molaritas larutan setelah pengenceran (larutan encer).

V2 :volume larutan setelah pengenceran.

Konsentrasi ekstrak n-heksana pakis sayur yang digunakan yaitu

20 %, 33 %,42 % dan, 50 %. Pengenceran ekstrak n-heksana
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dilakukan dengan aquadest steril kemudian divortex hingga

homogen.

Tabel 2. Penentuan konsentrasi larutan ekstrak n-heksana
Diplazium esculentum

Stok ekstrak n- Ditambah akuades Konsentrasi ekstrak
heksana pakis sayur yang diujikan
0,625 gr 2,5mL 20%
1,25 gr 2,5mL 33%
1,875 gr 2,5 mL 43%
2,5 gr 2,5 mL 50%

Sebagai kontrol positif daya hambat bakteri digunakan
kloramfenikol. Sebanyak 0,06 gram kloramfenikol dilarutkan
dalam 10 mL aquadest. Kemudian kontrol negatif menggunakan

aquadest 10 mL.

3.5.3.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian antibakteri ekstrak n-heksana pakis sayur dilakukan
dengan metode difusi cakram Kirby- Baurer (Disk-Diffusion
method). Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan kertas
cakram berukuran diameter 5 mm dari kertas saring steril.
Kertas cakram yang sudah steril kemudian direndam dengan
berbagai konsentrasi larutan ekstrak selama 24 jam. Selanjutnya
suspensi biakan pada larutan NaCl 0,9 % yang sudah sama
tingkat kekeruhannya, diambil sebanyak 100 mikron ke cawan
berisi media MHA. Suspensi dioleskan menggunakan cotton
swab steril ke seluruh permukaan media sampai inokulum
merata. Inokulum dibiarkan mengering selama beberapa menit.
Kemudian kertas cakram diletakkan diatas media dengan
berbagai konsentrasi. Cawan petri yang telah diinokulasi dan
diisi kertas cakram kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama

24 jam. Kemudian zona bening yang terbentuk di sekitar
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cakram diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan

milimeter (mm).

Perhitungan Zona Hambat yang Terbentuk

Pengamatan zona hambat yang terbentuk 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 dengan diameter vertikal, diameter horizontal, dan

diameter diagonalnya menggunakan jangka sorong (Toy dkk.,

2015). Diameter zona hambat diukur dengan rumus:

Ket: Dv:
Dn:
Da:

D.:

(Dv — Dc) + (Dh — Dc) + (Dd — Dc)

3

Diameter vertikal
Diameter horizontal
Diameter diagonal

Diameter cakram

Hasil perhitungan diameter zona hambat kemudian

dimasukkan ke dalam kriteria klasifikasi efektivitas zat

antibakteri (Greenwood, 1995) sebagai berikut.

1. Diameter <10 mm : tidak ada daya hambat (bakteri

resisten)

2. Diameter 10-15 mm  : daya hambat lemah (bakteri

cukup resisten)

3. Diameter 16-20 mm  : daya hambat sedang (bakteri

rentan)

4. Diameter >20 mm : daya hambat kuat (bakteri sangat

rentan).
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Diagram pengukuran zona hambat dapat dilihat pada Gambar

14.

1. Pengukuran

Cawan petri )
p horizontal

Kertas cakram 2. Vertikal

Zona hambat 3. Diagonal

Gambar 14. Diagram Pengukuran Zona Hambat (Hijri dan
Dwandaru, 2017).

3.6 Analisis Data

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak n heksana pakis sayur terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli tidak menunjukkan
adanya daya hambat, sehingga analisis data dilakukan secara deskriptif
dengan membandingkan data yang diperoleh langsung dari hasil
penelitian dengan data hasil penelitian sebelumnya melalui studi literatur,
sehingga memberikan dasar pembahasan ilmiah yang kuat untuk

menginterpretasikan hasil penelitian.



5.1

5.2

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan penelitian yang dilakukan dapat diambil kesimpulan sebagai

berikut:

1.

ekstrak n-heksana Diplazium esculentum tidak memiliki potensi
aktivitas bakteriostatik pada bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.

2. ekstrak n-heksana Diplazium esculentum dengan konsentrasi 20%,
33%, 43%, dan 50% tidak efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan tidak
terbentuknya zona hambat pada media uji.

Saran

Adapun saran dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

perlu dilakukannya uji fitokimia pada ekstrak n-heksana pakis sayur
(Diplazium esculentum) untuk mengetahui kandungan senyawa
metabolit sekunder.

perlu penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas ekstrak n-Heksana
pakis sayur (Diplazium esculentum) terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia coli dengan

menggunakan metode yang berbeda dengan penelitian ini.
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