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INTISARI 

Infeksi bakteri biasanya disebabkan oleh Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa yang dapat menimbulkan pembengkakan (abses). 

Pengobatan alternatif dapat menggunakan tanaman herbal seperti sirih hijau yang 

mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin, alkaloid. Tujuan penelitian ini 

untuk mengetahui apakah daun sirih hijau memiliki aktivitas sebagai antibakteri 

yang mememberikan daya hambat terhadap Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa. 

Uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun sirih hijau dengan metode difusi 

cakram disck diamati diameter zona hambat yang terbentuk disekeliling cakram. 

Pengamatan konsentrasi fraksi etil asetat daun sirih hiaju menggunakan jangka 

sorong, konsentrasi 25%, 50% dan 75% dibandingkan dengan kontrol negatif 

yaitu DMSO 10% dan kontrol positif  yaitu tetrasiklin.  

Hasil penelitian Pada konsentrasi minimum dari fraksi etil asetat daun sirih 

hijau yaitu 25% sudah mampu menghambat bakteri Staphylococcus epidermidis 

dan Pseudomonas aeruginosa yang menunjukan nilai lebih tinggi dari kontrol 

negatif secara signifikan (P<0,05). Tabel anova Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa pada kolom Signifikan diperoleh nilai p = 0,00 

demikian pada taraf nyata = 0,05 sehingga ada perbedaan yang bermakna 

konsentrasi dengan kontrol positif 
 

Kata kunci : Antibakteri, Piper betle L., Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

xvii 

 

ABSTRACT 
 

Bacterial infections are usually caused by Staphylococcus epidermidis and 

Pseudomonas aeruginosa which can cause swelling. Alternative medicine can use 

herbal plants such as green betel which contains flavonoid compounds, tannins, 

saponins, alkaloids. The purpose of this study was to determine whether green 

betel leaf has antibacterial activity that provides inhibition against Staphylococcus 

epidermidis and Pseudomonas aeruginosa. 

The antibacterial activity test of the ethyl acetate fraction of green betel leaf by 

disc diffusion method was observed to observe the diameter of the inhibition zone 

formed around the disc. Observation of the concentration of the ethyl acetate 

fraction using a caliper, concentrations of 25%, 50% and 75% were compared 

with the negative control, namely DMSO 10% and the positive control, namely 

tetracycline. 

Research result at the minimum concentration of the ethyl acetate fraction of 

green betel leaf, which is 25%, it was able to inhibit Staphylococcus epidermidis 

and Pseudomonas aeruginosa bacteria which showed a higher value than the 

bnegative control significant (P<0,05). Anova table of Staphylococcus 

epidermidis and Pseudomonas aeruginosa in column significant obtained P value 

= 0,00 so at the level of significance =0,05 so that there is a significant difference 

in concentration with positive control. 
 

Keyword : Antibacterial, Piper betle L., Staphylococcus epidermids and 

Pseudomonas aeruginosa. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang Masalah 

 

Penyakit infeksi merupakan permasalahan kesehatan di negara-negara 

berkembang termasuk Indonesia. Penyakit infeksi merupakan penyakit menular 

yang mudah menyerang anak, karena anak belum mempunyai sistem imun yang 

baik dan dapat disebabkan oleh mikroorganisme seperti bakteri, virus, parasit. 

Penyakit infeksi karena bakteri sering terjadi dilingkungan sekitar, pada bakteri 

Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dapat menimbulkan 

penyakit pembengkakan (abses) yaitu infeksi kulit (Ahmad., et al 2015). 

Bakteri Staphylococcus epidermidis secara alami hidup pada kulit dan 

membran mukosa manusia. Infeksi Staphylococcus epidermidis terjadi karena 

bakteri ini membentuk biofilm di alat-alat medis rumah sakit dan menulari orang-

orang dilingkungan rumah sakit. Bakteri ini menyerang orang-orang yang rentan 

atau imunitas rendah. Bakteri Staphylococcus epidermidis ini sering ditemukan 

pada peralatan logam hetting set seperti gunting, klem arteri, dan pinset.  

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri patogen oportunistik 

penyebab infeksi nosokomial pada pasein yang mengalami penurunan sistem 

imun. Bakteri merupakan bakteri gram negatif aerob obligat, berkapsul, 

mempunyai flagella polar sehingga bakteri ini bersifat motil. Bakteri ini secara 

luas dapat ditemukan dialam contohnya di tanah, air, tanaman, hewan dan 

ditemukan pada lingkungan yang lembab seperti rumah sakit (Soekiman, 2016).  
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Masyarakat melakukan pengobatan penyakit infeksi bakteri, dengan 

menggunakan antibiotik yaitu tetrasiklin yang bekerja dengan mengikat diri pada 

subnit ribosom kemudian mencegah akses tRNA di akseptor pada kompleks 

mRNA-ribosom sehingga menghambat sintesis protein bakteri. Baik bakteri gram 

positif maupun bakteri gram negatif. (Setiabudi, 2011) 

Kekuatan bahan alam yang memiliki aktivitas antibakteri yaitu daun sirih 

hijau. Daun sirih hijau mengandung berbagai macam kandungan kimia antara lain 

flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan steroid. Flavonoid akan menyebabkan 

terjadinya kerusakan permeabilitas dinding bakteri sebagai hasil interaksi antara 

flavonoid dengan DNA bakteri. Senyawa-senyawa yang terkandung dalam daun 

sirih hijau tidak seluruhnya merupakan senyawa polar, namun juga terdapat 

senyawa non polar, semi polar dan bersifat lipofil untuk memperoleh zat aktif dari 

daun sirih hijau dilakukan pemisahan senyawa dengan cara fraksinasi (Wardhani, 

2012). 

Peneliti ingin melakukan penelitian uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat 

daun sirih hijau (Piper betle L.) terhadap Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa dengan metode difusi cakram. Pelarut yang digunakan 

untuk fraksinasi yaitu etil asetat dikarenakan sifat dari etil asetat yang merupakan 

pelarut semi polar sehingga dapat menarik flavonoid. Hal ini sesuai dengan 

(Yusuf,  2014) yang menyatakan bahwa etil asetat merupakan pelarut semi polar 

yang mampu menarik senyawa-senyawa dengan rentang polaritas lebar dari polar 

hingga non polar.  
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Metode yang digunakan pada penelitian yaitu metode difusi cakram, 

keunggulan uji difusi cakram dapat memilih tingkat konsentrasi obat yang akan 

diuji, mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan khusus dan relatif murah 

(Yusuf, 2014) 

 

B. Perumusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, dapat ditarik rumusan masalah sebagai 

berikut : 

1. Apakah  fraksi etil asetat daun sirih hijau (Piper betle L.) memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa? 

2. Berapakah konsentrasi minimum dari fraksi etil asetat daun sirih hijau 

(Piper betle L.) yang mampu menghambat Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun sirih hijau 

(Piper betle L.) terhadap Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas 

aeruginosa. 

2. Untuk mengetahui pada konsentrasi minimum dari fraksi etil asetat dari 

daun sirih hijau (Piper betle L.) yang mampu menghambat Stapylococcus 

epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. 
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D. Manfaat Penelitian 

1.  Manfaat Teoritis 

a. Menambah pengetahuan tentang aktivitas antibakteri dari fraksi etil asetat 

dau sirih hijau (Piper betle L.) 

b. Dapat dijadikan referensi dan bahan bacaan untuk semua mahasiswa dan 

mahasiswi untuk dijadikan acuan yang dapat digunakan untuk penelitian 

selanjutnya. 

2.  Manfaat Praktis  

Memberikan informasi tambahan pengetahuan kepada masyarakat kepada 

upaya pemanfaatan daun sirih hijau. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain penelitian 

Penelitian ini adalah penelitian analitik yang dilakuakan di laboratorium 

Mikrobiologi Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional. Perlakuan dengan uji 

aktivitas antibakteri frakasi etil asetat daun sirih hijau (Piper betle L.) terhadap 

bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomona aeruginosa. 

 

B. Alat dan Bahan 

Alat  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik 

mettler toled, expert rotary evaporator suppiler, waterbath B-one model DWB 6L 

2H, blender,  kertas merang, kertas perkamen, toples kaca, sendok tanduk, cawan 

porselin yuri, corong kaca herma, beaker glass herma , glass ukur pyrex, batang 

pengaduk pyrex, penangas air, pipet tetes pudak, labu ukur, pipet ukur, tabung 

reaksi, rak tabung reaksi, autoclave, kaca objek, jarum ose, pembakar bunsen, 

mikroskospik, vortex, cawan petri normax, erlenmeyer iwaki pyrex, pinset dekko 

pack, inkubator memmert, tip dan mikropipet scilogex,  jangka sorong krisbow, 

mikroskop olympus CX21, handscoon dan masker. 

Bahan 

Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirih hijau 

(Piper betle L.) dalam kondisi yang masih segar, tidak busuk, belum berubah 

warna bersih, dipetik disore hari yang diperoleh dari Desa Gerang, Kelurahan 



 

 

 

Gemantar, Kecamatan Jumantono, Kab. Karanganyar, Provinsi Jawa Tengah. 

Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolasi bakteri 

Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dari Laboratorium 

mikrobiologi Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional Surakarta. Media yang 

digunkan dalam penelitian ini adalah media BHI (Brain Heart Infusion), media 

BAP (Blood Agar Plate), media MC (Mac Conkey), media MSA (Manitol Salt 

Agar) media NA (Nutrient Agar), media MHA (Muller Hinton Agar),media NA 

miring, media KIA (Klinger Irono Agar), media SIM (Sulfit Indol Motilly), media 

urea, media citrat, media MR/VP. Bahan kimia yang digunakan adalah pelarut 

etanol 70%, aquadest, n-Heksan, etil asetat, DMSO 10% (Dimetil sulfoksida), 

tetrasiklin, reagen H2SO4 2N (Asam sulfat), FeCl3 (Ferric chloride), dragendroff, 

erlich/kovac, barried, KOH 40% (Kalium hidroksida), methyl red, FeCl3, 10% 

(Ferric chloride), NaCI 0,9% (Natrium klorida), H2O2 3% (Hidrogen piroksida), 

plasma citrat steril, minyak emersi, alkohol mikroskop, cat gram A,B,C,D. 

 

C. Variabel penelitian 

1. Variabel bebas adalah variabel utama yang sengaja diubah-ubah untuk 

pengaruhnya terhadap variabel tergantung berkaitan dengan perubahan-

perubahan.Variabel bebas yang dimaksudkan dalam peneitian ini adalah 

fraksi etil asetat dari daun sirih hijau dalam berbagai konsentrasi. 

2.  Variabel terkendali merupakan variabel yang mempengaruhi variabel 

tergantung sehingga perlu dinetralisir atau ditetapkan kualifikasinya agar hasil 

yang diperoleh tidak tersebar dan dapat diulang oleh peneliti lain secara cepat 

dan tepat. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kemurnian bakteri uji 
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Staphylcoccus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa, kondisi laboratorium 

(meliputi : kondisi alat dan bahan yang digunakan harus steril) serta media 

yang digunakan dalam penelitian. 

3. Variabel tergantung merupakan titik pusat persoalan yang merupakan kriteria 

penelitian. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah diameter zona 

hambat  oleh fraksi etil asetat dari ekstrak daun sirih hijau terhadap bakteri 

Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. 

 

D. Definisi Operasional 

1. Daun sirih hijau yang masih segar, tidak busuk, belum berubah warna, yang 

dipetik pada sore hari, diambil dari Desa Gerang, Kelurahan Gemantar, 

Kecamatan Jumantono, Kab. Karanganyar, Provinsi Jawa Tengah. 

2. Serbuk daun sirih hijau yang diperoleh dari daun sirih yang sudah dicuci bersih, 

dijemur, dipotong-potong dan dikeringkan dengan sinar matahari secara 

langsung kemudian, daun yang sudah kering dihaluskan. 

3. Ekstrak etanol daun sirih hijau adalah hasil ekstraksi dari daun sirih hijau 

dengan cara remarasi menggunakan pelarut etanol 70% lalu dipekatkan dengan 

rotary evaporator. 

4. Fraksi etil asetat daun sirih hijau adalah hasil fraksinasi dari residu n-heksan 

dengan pelarut etil asetat. 

5. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Staphylococcus 

epidermidids dan Pseudomonas aeruginosa dari isolasi bakteri di Laboratorium 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional Surakarta . 



 

 

 

6. Uji aktivitas antibakteri yang digunakan adalah metode difusi cakram. Metode 

difusi dengan cara mengukur luas daerah hambatan yaitu zona bening disekitar 

cakram kertas merupakan daerah difusi fraksi yang mempengaruhi 

pertumbuhan bakteri. Kontrol positif antibiotik tetrasiklin dan kontrol negatif 

adalah DMSO 10%. 

 7. Konsentrasi minimum yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri adalah 

konsentrasi terendah yang berbeda signifikan dengan kontrol negatif. 

 

E. Jalannya penelitian 

1. Persiapan sampel 

Sampel dalam penelitian ini adalah daun sirih hijau (Piper betle L.) 

berwarna hijau segar dan dipetik atau dipanen pada saat sore hari, diambil dari 

Desa Gerang, Kelurahan Gemantar, Kecamatan Jumantono, Kab. Karanganyar, 

Provinsi Jawa Tengah. Sampel sebanyak 2 kg yang masih segar dibersihkan dari 

kotoran-kotoran yang menempel dengan air mengalir lalu dipotong berukuran 

sedang kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan ditutupi dengan 

kain hitam. setelah kering maka sampel berupa simplisia diblender hingga 

menjadi halus kemudian diayak dengan ayakan nomer 60 (Diniatik, 2015). 

2. Maserasi  

Sampel sebanyak 1 kg dimasukkan kedalam bejana maserasi, ditambah 

etanol 70%  sebanyak 7500 ml dan dicampur sampai homogen. Campuran 

dimaserasi pada suhu ruangan dengan menggunakan toples berbahan kaca selama 

3 hari x 24 jam dan terlindung dari cahaya dengan perlakuan tiap hari diaduk 

sebanyak 3 kali sehari. Setelah hari ke 3 sampel disaring dan dipisahkan dari 



28 

 

 

ampas dan filtratnya. Ampas direndam kembali dengan 2500 ml etanol selama 2 

hari, disaring kembali dan diperoleh maserat. Maserat 1 dan maserat 2 diendapkan 

semalam kemudian dipisahkan dari residu. Filtrat yang diperoleh dipekatkan 

dengan alat rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak kental (Sukriani et al, 

2016). 

3. Fraksinasi 

Ekstrak etanol daun sirih ditambahkan air hangat dan diekstraksi cair-cair 

menggunakan n-heksan dengan perbandingan (1:1 v/v) kemudian diaduk selama 

15 menit, didiamkan sampai terbentuk 2 lapisan. Fase air akan berada dibawah, 

sedangkan fase n-heksan akan berada pada bagian atas. Dari hasil partisi diperoleh 

dua fraksi yaitu fraksiair dan fraksi n-heksan. Selanjutnya fraksi air diekstraksi 

cair-cair lagi menggunakan etil asetat dengan perbandingan larutan fraksi etil 

asetat (1:1 v/v) sehingga didapatkan fraksi air dan fraksi etil asetat. Setelah 

dipisahkkan fraksi etil asetat diuapkan dengan vacum rotary evaporator dan 

waterbath hingga didapatkan ekstrak kental. Lalu hasil fraksi tersebut digunakan 

analisis lebih lanjut (Afifah et al., 2020). 

4. Uji fitokimia 

a. Uji  flavonoid  

Uji flavonoid dilakukan dengan cara menimbang 0, 1 gram fraksi etil asetat 

daun sirih hijau dimasukkan kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 

serbuk magnesium sebanyak 0,5 mg lalu ditambahkan HCl pekat 3 tetes. Warna 

merah, kuning, kecoklatan, hitam dan orange, menunjukkan positif flavonoid 

(Kursia., et all 2016). 



 

 

 

b. Uji alkaloid 

Uji alkaloid dilakukan dengan cara menimbang 0, 1 gram fraksi etil asetat 

dimasukkan kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2 ml asam klorida, 

dikocok kemudian ditambahkan HCl 2N. Larutan yang diperoleh dibagi menjadi 3 

bagian dalam tabung reaksi dimana masing-masing tabung reaksi ditambahkan 

pereaksi dragendrof, pereaksi meyer dan pereaksi wagner. Untuk pereaksi 

dragendrof endapan merah/jingga menunjukkan positif senyawa alkaloid, pada 

pereaksi mayer endapan putih menunjukkan positif senyawa alkaloid dan pada 

pereaksi wagner endapan coklat menunjukkan hasil yang positif (Kursia., et all 

2016). 

c. Uji tanin 

 Uji tanin dilakukan dengan cara menimbang 0, 1 gram fraksi etil asetat 

daun sirih hijau dimasukkan kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 ml 

air hangat dan ditambahkan 5 tetes NaCl. Setelah itu ditambahkan 3 tetes FeCl3. 

Warna hijau kehitaman atau biru kehitaman menunjukkan adanya tanin (Kursia., 

et all 2016). 

d. Uji saponin 

Uji saponin dilakukan dengan cara menimbang 0, 1 gram fraksi etil asetat 

daun sirih hijau dimasukan kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 ml 

air hangat atau panas lalu dikocok selama 30 menit. Dibiarkan selama 5 menit dan 

jika busanya tidak hilang ditambahkan HCL 2N. Apabila masih terdapat busa 

yang konstan maka menunjukkan hasil yang positif (Kursia., et all 2016). 
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5. Sterilisasi alat dan bahan  

Alat dan bahan untuk pemeriksaan mikrobiologi disterilkan terlebih dahulu 

sebelum digunakan untuk menghindari terjadinya kontaminasi dalam pengujian. 

Pertama, alat-alat yang digunakan didetoks terlebih dahulu lalu dikeringkan. 

Selanjutnya alat yang sudah didetoksifikasi bersama dengan bahan media 

disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Alat-alat 

yang disterilisasi menggunakan autoklaf biasanya alat-alat yang terbuat dari kaca 

seperti tabung reaksi, erlenmeyer dan cawan perti. Alat yang lain dapat 

disterilisasikan dengan cara dipijarkan pada lampu busen atau dicelupkan ke 

dalam alkohol 70% dan dilewatkan di api bunsen (Kulla, 2016). 

6. karakteristik bakteri 

a. Pewarnaan gram 

1. Dibuat preparat dari biakan kuman pada media MC dan BAP. 

2. Preparat ditetesi dengan cat gram A kristal violet, dibiarkan selama 1 menit. Zat 

warna dibuang dan dicuci dengan air mengalir. 

3. Preparat ditetesi dengan cat gram B lugol iodine. Dibiarkan selama 1 menit. Zat 

warna dibuang dan dicuci dengan air mengalir. 

4. Preparat ditetesi dengan cat gram C alkohol, dibiarkan selama 30 detik lalu 

segera dibuang. 

5. Preparat ditetesi dengan cat gram D safranin, dibiarkan selama 1 menit. Zat 

warna dibuang dan dicuci dengan air mengalir.Preparat dikeringkan. 

6. Diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran lensa objektif 100x. 

7. Dicatat hasil pengamatan (Kumala, 2017). 



 

 

 

b. Inokulasi bakteri Staphylococcus epidermidis pada media Blood Agar 

Plate dan bakteri Pseudomonas aeruginosa pada media Mac Monkey. 

1. Koloni yang telah digoreskan pada media Mac monkey dan Blood Agar Plate 

diikubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

2. Diamati pertumbuhan koloni pada media. 

3. hasil pertumbuhan koloni dicatat (Jawet., et al 2014). 

c. Uji biokimia 

1. Uji (kinger Inron Agar/Triple Sugar Iron Agar) KIA/TSIA (Dwinna et al., 

2016) 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media KIA diambil 1 ose dan 

ditanam dengan cara digoreskan pada lereng media dan ditusukan sampai dasar 

media, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

2. Uji (Sulfide Indole Motility) SIM 

Secara aseptik diinokulasikan  biakan bakteri dari media ke tryptophan broth, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Indol ditambah 3-4 tetes reagen kovac 

melalui dinding tabung reaksi. Uji positif ditandai dengan terbentuknya cincin 

merah. Motil hasil positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar disekitar 

tusukan atau pada permukaan media atau media menjadi keruh. H2S hasil positif 

ditandai dengan terbentuknya warna hitam pada media. 

3. Uji citrat 

Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara inokulasi tusukan dan 

goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil positif 

ditandai dengan terbentuknya biru pada media. 
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4. Uji urea  

Secara aseptic diinokulasi biakan bakteri ke media diinkubasi pada suhu 

37°C selama 24 jam. Hasil uji urease fermen positif ditandai dengan berubahnya 

warna media menjadi merah. 

5. Uji (Methyl Red) MR 

Secara aseptic diinokulasi biakan bakteri ke media MR, diinkubasikan pada 

suhu 37°C selama 24 jam. Ditambahkan 2-3 tetes reagen MR. MR positif, jika 

terbentuk warna merah pada media 

6. Uji (Voges Proskauer) VP 

Secara aseptic diinokulasikan biakan bakteri ke media VP, diinkubasi pada 

suhu 37°C selama 24 jam. Ditambahkan 10 tetes reagen Barried dan 3-4 tetes 

KOH 40%. Uji VP positif, jika terbentuk warna pada media. 

7. Uji (Phenil Alanin Diaminase) PAD 

Secara aseptic diinokulasikan biakan bakteri pada media PAD, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai dengan warna hijau pada 

media setelah ditambahkan HCL 0,1 N sampai media berwarna kuning dan 

ditambahkan 5 tetes FeCI3 10%. 

7. Pembuatan Media Muller Hinton Agar  dan Nutrient Agar 

Media MHA (Muller Hinton Agar) dibuat dengan cara menimbang sejumlah 

38 gram kemudian dilarutkan dalam 1 L akuades, medium dipanaskan sampai 

mendidih agar tercampur sampai sempurna selama 1 menit. Kemudian media 

disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit. Media dituangkan 

pada cawan steril, didiamkan pada suhu kamar hingga memadat (Utomo, 2018) 



 

 

 

Media NA dibuat dengan cara melarutkan Na bubuk sebanyak 20 gram 

dalam 1 liter aquadest. Media dihomogenkan dengan stirer sekaligus dipanaskan 

dengan menggunakan hot plate, kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 

121°C selama 15 menit, sehingga didapatkan media NA yang steril (Utomo, 

2018)  

8. Peremajaan Bakteri 

Masing-masing bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas 

aeruginosa dimbil dari medium NA dengan menggunakan ose steril dari kultur 

murninya. Lalu diinokulasikan dalam media agar miring secara zig-zag, 

diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam (Agustina, 2019) 

9. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dari 

media peremajaan bakteri dibuat suspensi bakteri dengan menggunakan larutan 

NaCl 0,9%. Koloni bakteri diambil lima ose bakteri uji Staphylococcus 

epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa kemudian dimasukkan kedalam tabung 

reaksi yang berisi 10 ml NaCl 0,9%. Buat suspensi bakteri sampai didapat 

kekeruhan yang sesuai dengan standar kekeruhan Mac Farland 0,5 (Agustina, 

2019). 

10. Pembuatan Variasi Konsentrasi Larutan Uji Fraksi Etilasetat Sirih Hijau 

Fraksi etil asetat daun sirih dibuat dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%  b/v 

(g/100ml). Kemudian dilarutkan masing-masing dengan DMSO 10% hingga 

volumenya 1 ml (Saputro et al., 2014). 
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11. Pengujian Antibakteri Secara Difusi Cakram 

Disiapkan media NA dan MHA yang telah dibuat dalam cawan petri. 

Diambil suspensi biakan bakteri menggunakan lidi kapas steril dan buang 

kelebihan suspensi bakteri dengan menekan lidi kapas steril pada dinding tabung. 

Dioleskan media sehingga inokulum terdistribusi secara merata, kemudian 

diinkubator selama 3-5 menit agar kondisi media mengering. Ditempatkan cakram 

yang telah ditetesi larutan uji fraksi etil asetat daun sirih hijau dengan konsentrasi 

25%, 50% dan 75% sebanyak 30µl kedalam media NA dan MHA. Digunakan 

cakram antibiotik tetrasiklin 30µl sebagai kontrol positif dan cakram yang telah 

ditetesi dengan DMSO 10% sebagai kontrol negatif. Posisikan cawan secara 

terbalik dan inkubasi pada suhhu 37°C selama 24 jam (Kursia., et al 2016). 

Keterangan :  

1. Positif : Jika terjadi zona hambat (Zona bening) disekitar kertas cakram. 

2. Negatif:Tidak terjadi zona hambat (Zona bening) disekitar kertas cakram 

(Agustina, 2019). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

F. Analisis Data 

Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat dari daun sirih hijau (Piper 

betle L.) terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseuedomonas 

aeruginosa dengan menggunakan metode difusi cakram disck yang dinyatakan 

dengan diameter zona hambat (Zona bening) yang terbentuk disekeliling cakram. 

Dalam penelitian ini dilakukan pengamatan konsentrasi fraksi etil asetat dengan 

menggunakan jangka sorong berdasarkan konsentrasi 25%, 50% dan 75% yang 

dibandingkan dengan kontrol negatif yang digunakan DMSO 10% dan kontrol 

positif  yang digunakan yaitu tetrasiklin.  

Aktivitas antibakteri diperoleh dengan mengukur zona bening pada media 

padat dan menjadi petunjuk ada tidaknya bakteri yang tumbuh di sekeliling 

cakram disk. Analisis data One Way ANOVA berdistribusi normal dan variasi data 

homogen, jika p<0,05 (tidak ada beda nyata) pada uji nyata ANOVA maka 

analisis dilanjutkan uji Duncan. Jika p<0,05 (tidak ada beda nyata) pada 

Homogencity OF Variance data tidak berdistribusi normal maka menggunakan uji 

non parametrik yaitu uji Kruskall Wallis dengan aplikasi SPSS Microsoft 

Window’s.  
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G. Alur penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Skema alur Penelitian.    

Skrining fitokimia fraksi 

etil asetat 

 

Uji mikrobiologi 

Preparasi sampel daun sirih hijau dan maserasi 

Peremajaan bakteri 

Fraksinasi daun sirih hijau 

Pembuatan media MHA 

Pembuatan suspensi bakteri 

Pembuatan konsentrasi  

larutan uji fraksi etil asetat 

25%, 50% dan 75%. 

Pengujian antibakteri 

secara difusi cakram 

kesimpulan 

Analisis data hasil 

a. uji flavonoid : Sampel 0, 1 + magnesium 0,5 mg 

+HCl pekat 3 tetes menghasilkan warna merah, 

kuning, kecoklatan, dan orange. 

b. uji alkaloid : Sampel 0, 1 + 2 ml asam klorida, 

dikocok kemudian + HCl 2N. Larutan yang 

diperoleh dibagi menjadi 3 bagian dalam tabung 

reaksi dimana masing-masing tabung reaksi 

ditambahkan pereaksi dragendrof, pereaksi meyer 

dan pereaksi wagner. 

c. uji tanin : Sampel 0, 1 + 10 ml air hangat + 5 

tetes NaCl. Setelah itu +3 tetes FeCl3 terbentuk 

warna hijau kehitaman atau biru kehitaman 

menunjukkan adanya tanin. 

d. uji saponin: Sampel 0, 1 gram +10 ml air hangat 

atau panas lalu dikocok selama 30 menit. 

Dibiarkan selama 5 menit dan jika busanya tidak 

hilang ditambahkan HCL 2N. Apabila masih 

terdapat busa yang konstan maka menunjukkan 

hasil yang positif. 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 
 
 

A. SIMPULAN 

1. Fraksi etil asetat daun sirih hijau (Piper betle L.) memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dengan 

terbentuknya zona bening disekitar diks cakram. 

2. Konsentrasi minimum dari fraksi etil asetat daun sirih hijau yaitu 25% sudah 

mampu menghambat Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas 

aeruginosa. 

 

B. SARAN 

Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan identifikasi bakteri pada 

media BAP dan Mc menggunakan metode goresan zig zag saja. 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji aktivitas antibakteri fraksi 

air, n-heksan dan etil asetat dengan mengamati potensi apa yang terkandung di 

dalam daun sirih hijau dan melakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui 

kadar yang paling tinggi sebagai antibakteri yang mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. 
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