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ABSTRAK

Kirinyuh (Chromolaena odorata) merupakan salah satu jenis tanaman liar yang sulit untuk diberantas karena
memiliki pertahanan tinggi, sehingga tanaman ini dianggap sebagai tanaman gulma yang merugikan para petani
dan pekebun. Akan tetapi tanaman kirinyuh memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai antibakteri. Salah
satu kandungan alaminya yang menunjukkan efek farmakologi adalah flavonoid. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri, dan konsentrasi efektif ekstrak kirinyuh dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Enterobacter sakazakii, Salmonella typi, dan Listeria moncytogenes. Untuk mendapatkan ekstrak
digunakan metode ekstraksi dengan cara maserasi atau perendaman menggunakan pelarut etanol 96%.
Konsentrasi ekstrak kirinyuh yang digunakan adalah 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%. Sedangkan kontrol
positif digunakan Ampisilin, dan kontrol negatif etanol 96% serta untuk pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan menggunakan metode difusi sumur. Hasil uji aktivitas antibakteri dianalisis dengan menggunakan
ANOVA tingkat kepercayaan sebesar 95% dan dilanjutkan dengan uji Duncan‘s Multiple Range Test (DMRT).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi konsentrasi ekstrak 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% telah
memberikan aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri uji. Pada konsentrasi 100% ekstrak kirinyuh lebih
efektif sebagai antibakteri terhadap bakteri Enterobacter sakazakii, Salmonella typi, dan Listeria moncytogenes
dibandingkan dengan variasi konsentrasi lainnya. Peningkatan konsentrasi ekstrak kirinyuh menunjukkan
semakin besar diameter zona hambat pertumbuhan bakteri. Hasil uji daya hambat dari ekstrak kirinyuh terhadap
bakteri Enterobacter sakazakii dengan nilai rata - rata zona hambat sebesar 6,66 mm, dan terhadap bakteri
Salmonella typi nilai rata - rata zona hambat sebesar 4,83 mm, serta bakteri Listeria moncytogenes dengan nilai
rata - rata sebesar 5,60 mm.

Kata kunci: Kirinyuh (Chromolaena odorata), aktivitas antibakteri, zona hambat.

ABSTRACT

Kirinyuh (Chromolaena odorata) is one of the wild plants found that is difficult to eradicate because it has a high
defense, so this plants is considered a weed plant that is detrimental to farmers and planters. However, the
kirinyuh plant has the potential to be developed as an antibacterial. One of the natural ingredients that show
pharmacological effects is flavonoids. This study aims to determine the antibacterial activity, and the effective
concentration of kirinyuh extract in inhibiting the growth of Enterobacter sakazakii, Salmonellla typi, and Listeria
monocytogenes bacteria. To get the extract used extraction method by maceration of immersion using 96%
ethanol as solvent. The concentration of kirinyuh extract used was 20%, 40%, 60%, 80%, and 100%. While the
positive control was used Ampicillin and negative control was used ethanol 96%, and for testing the antibacterial
activity was carried out using the well difsusion method. The results of the antibacterial activity test were analyzed
using ANOVA with a 95% confidance level and continued with Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). The
results showed that the extract concentrations of 20%, 40%, 60%, 80%, and 100% had given inhibitory activity
to the growth of the test bacteria. At a concentration of 100%, kirinyuh extract was more effective as an
antibacterial against bacteria Enterobacter sakazakii, Salmonella typi, and Listeria monocytogenes bacteria
compared to other concentrations. The increase in the concentration of kirinyuh extract showed the larger the
diameter of the inhibition zone for bacterial growth. The results of the inhibitory power test of kirinyuh extract
against bacteria Enterobacter sakazakii with an average value of the inhibition zone of 6,66 mm, and against
Salmonella typi the average value of the inhibition xone was 4,83 mm, and Listeria moncytogenes with an average

value of 5, 60 mm.
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Pendahuluan

Infeksi merupakan salah satu penyakit yang sejak dulu hingga sekarang banyak diderita
masyarakat Indonesia. Banyaknya yang terinfeksi mengakibatkan tingginya penggunaan antibiotik.
Antibiotik merupakan suatu zat yang sifatnya dapat menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri
penyebab infeksi. Penggunaan antibiotik yang cukup tinggi dan tidak tepat dapat menimbulkan
permasalahan kesehatan terutama resistensi bakteri terhadap antibiotik. Selain itu munculnya bakteri
yang resistensi antibiotik dan bahkan tidak hanya bakteri patogen akan tetapi bakteri yang baik bagi
tubuh kita dapat membahayakan dan berdampak pada morbiditas dan mortalitas, (Kementrian
Kesehatan, 2011). Oleh karena itu pencarian suatu antibiotik dari tumbuhan terus dilakukan (Haryati
dkk, 2015). Saat ini, masyarakat mulai mengutamakan penggunaan obat secara alami (back to nature).
Pekembangan penggunaan obat tradisional khususnya dari tumbuh - tumbuhan untuk membantu
meningkatkan kesehatan masyarakat sudah cukup meluas tersebar. Hasnawati dan Prawita (2010)
menyatakan bahwa salah satu manfaat penggunaan antibakteri dari tumbuhan tersebut pada manusia
adalah antibiotik. Oleh sebab itu, untuk mendapatkan senyawa antibakteri, dimana dengan
memanfaatkan senyawa bioaktif dari kekayaan keanekaragaman hayati.

Salah satu keanekaragaman hayati tersebut yaitu jenis tanaman yang bisa dijadikan sebagai obat,
salah satu tanaman tersebut adalah tanaman kirinyuh (Chromolaena odorata) yang bisa dijadikan
sebagai antibiotik. Kirinyuh (Chromolaena odorata) ialah jenis tanaman famili Asteracea yang banyak
tumbuh liar hampir di seluruh wilayah di Indonesia. Daun kirinyuh mengandung senyawa metabolit
diantaranya yaitu senyawa tanin, senyawa steroid (Yenti dkk, 2011; Rizeki, 2016), senyawa saponin,
flavonoid dan senya esensial lainnya (Vijayaraghavan et al, 2018). Umumnya tanaman Kirinyuh
dimanfaatkan secara tradisional oleh masyarakat sebagai obat dalam penyembuhan luka (Krestini et al,
2011), obat kumur untuk mengobati radang tenggorokan, obat malaria, sakit kepala, antidiare, dan
astringent antiplasmodial, antihipertensi dan anti inflamasi (Vital dan Rivera, 2009; Vaisakh dan
Pandey, 2012).

Berdasarkan dari manfaat tanaman kirinyuh, maka dilakukan penelitian untuk mengetahui adanya
potensi pada ekstrak kirinyuh dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Enterobacter
sakazakii, Salmonella typi, dan Listeria monocytogenes) yang mengkontaminasi produk makanan,
secara in vitro menggunakan metode difusi sumur. Tanaman kirinyuh diekstrak bagian daunnya dengan
cara maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Etanol merupakan suatu pelarut yang yang sifatnya
polar, dimana dapat melarutkan senyawa polar. Penggunaan bagian daun kirinyuh dikarenakan adanya
data empiris yang menerangkan bahwa daun kirinyuh dapat digunakan sebagai antibakteri.

Material dan Metode

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Tanaman Kirinyuh (Chromolaena odorata),
bakteri patogen (Enterobacter sakazakii, Salmonella typi, dan Listeria monocytogenes), HCI (Asam
klorida), NaCl (Natrium Kklorida), etanol 96%, akuades, paper dish, plastik tahan panas, kapas, kain
kasa, alumunium foil, spiritus, wraping plastic, media NB (Nutrient Broth), dan media Nutrient Agar
(NA).

Alat digunakan sebagai berikut: blender, timbangan analitik, kertas saring, mikro pipet, pipet
tetes, gelas ukur, botol kuljar, rak tabung reaksi, tabung reaksi, tabung valcon, Bunsen, cawan petri, hot
plate, Erlenmeyer, autoclave, laminar air flow (LAF).

Cara Kerja
Cara Kerja penelitian sebagaimana dijelaskan berikut :
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1. Preparasi sampel
Sampel daun tanaman kirinyuh (Chromolaena odorata) yang diperoleh terlebih dahulu
dibersihkan dari kotoran yang menempel dan dikering anginkan selama 3 hari pada suhu ruangan
25°C sampai daun kering, selanjutnya dihaluskan menggunakan blender dan disaring dengan
ayakan sehingga diperoleh serbuk daun kirinyuh yang siap untuk dimaserasi.

2. Ekstraksi Daun Kirinyuh
Pembuatan ekstrak daun kirinyuh dilakukan dengan metode maserasi (perendaman) dengan
menggunakan etanol dan aquades dengan perbandingan sampel dan pelarut 1:1. Maserasi dilakukan
selama 3 x 24 jam. Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring. Filtrat ekstrak daun Kirinyuh
dipekatkan dengan menguapkan menggunakan alat rotary evaporator pada suhu 50°C dengan
tekanan 20 Psi dan putaran 120 rpm (Susanty dan Bachmid, 2016).

3. Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Kirinyuh
Ekstrak daun kirinyuh yang diperoleh kemudian diuji kandungan metabolit sekundernya
menggunakan uji skrining fitokimia. Pengujian dilakukan untuk mengetahui kandungan saponin,
flavonoid, tanin, fenolik dan steroid serta triterpenoid.

a. Uji Saponin
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sampel ekstraksi daun Kkirinyuh
ditambahkan sebanyak 5 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, dan ditambkan 15 ml air panas,
setelah itu didinginkan kemudian dikocok selama 10 sampai 20 detik. Jika terbentuk busa setiggi
1 - 10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang dengan penambahan 3 tetes
asam klorida 2 N menunjukkan adanya senyawa saponin. Hasil dari pengujian jika terdapat busa
maka menunjukkan kandungan saponin (Ramyashree et al, 2012).
b. Uji Tanin
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sampel ekstrak daun kirinyuh 5 ml diaduk
dengan 10 ml aquades, disaring dan ditambahkan 3 tetes reagen FeCl;. Hasil akhir dari pengujian
ini jika hasil menunjukkan warna hijau, biru, dan hitam maka menunjukkan kandungan tanin
(Ramyashree et al, 2012).
c. Uji Flavonoid
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sampel ekstrak daun kirinyuh sebanyak 5
ml dicampur dengan aquades dan dilarutkan dengan serbuk Mg sebanyak sebanyak 0, 1 mg, lalu
ditambahkan 3 tetes HCL sampai berubah warna. Apabila terbentuk warna orange, merah dan
merah bata atau kuning berarti menandakan kandungan flavonoid (Pakaya, 2015).
d. Uji Fenolik
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sampel ekstrak daun kirinyuh sebanyak 5
ml ditambahkan larutan FeCI3 1 % sebanyak 3 tetes, positif adanya fenolik jika terjadi
perubahan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam (Resmi, 2011).
e. Uji Senyawa Steroid dan Triterpenoid
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil sampel ekstrak daun Kkirinyuh
ditambahkan sebanyak 5 ml ke dalam gelas kimia, kemudian tambahkan 5 ml kloroform dan
diaduk hingga rata. Setelah itu, tambahkan 3 tetes pereaksi H,SO, pekat. Jika terbentuk warna
merah berarti menunjukkan adanya steroid dan jika terbentuk warna biru kehijauan berarti
menunjukkan triterpenoid (Resmi, 2011).
4. Uji Antibakteri
Tahapan persiapan uji aktivitas antibakteri meliputi peremajaan bakteri, pembuatan suspense
bakteri, persiapan Kontrol negatif dan Kontrol positif, dan pembuatan seri konsentrasi 100%, 80%,
60%, 40%, dan 20%. Uji kontrol positif dilakukan dengan menggunakan antibiotik Amphicilin dan
uji kontrol negatif menggunakan Etanol 96%. Bakteri patogen yang digunakan sebagai bakteri uji
yaitu bakteri Enterobacter sakazakii, Salmonella typi, dan Listeria monocytogenes. Uji aktivitas
antibakteri dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Sebelum melakukan uji aktivitas antibakteri
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terlebih dahulu alat - alat non gelas disterilisasikan didalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit dan alat - alat gelas disterilisasikan di autoklaf suhu 121°C - 170°C selama 30 menit, jarum
ose dibakar menggunakan Bunsen.

Uji antibakteri dilakukan untuk mengetahui potensi ekstrak daun kirinyuh menggunakan pelarut
ethanol 96%. Metode uji aktivitas antibakteri yang digunakan adalah metode difusi sumur. Metode
difusi sumur merupakan salah satu metode uji kepekaan terhadap aktivitas antibakteri dengan
membuat sumuran pada media uji. Metode sumuran dilakukan dengan cara membuat lubang di
sekitar media uji dengan menggunakan tip yang berdiameter 6 mm, yang selanjutnya diisi dengan
zat antimikroba uji (ekstrak kirinyuh) dengan berbagai konsentrasi di dalam sumur yang telah dibuat
di atas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Zona hambat yang disekitaran sumur
diamati dengan melihat ada atau tidaknya zona hambat di sekeliling lubang, setelah diinkubasi
selama 24 jam. Pemilihan metode ini disebabkan karena metode sumur lebih mudah terlihat zona
hambat yang terbentuk, baik dilihat dari permukaan media ataupun di bagian dasar media.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, metode difusi sumur, zona hambat yang terbentuk lebih jelas
terlihat dan lebih menampakkan hasil yang nyata. Dalimarth (2006) menyatakan bahwa pada metode
sumur menyebabkan ekstrak dalam media terdifusi terjadi lebih menyeluruh dan lebih homogen
serta konsentrasi ekstrak yang dihasilkan lebih tinggi dan lebih kuat untuk menghambat
pertumbuhan bakteri. Adapun metode Difusi agar, dengan cara:

a. Peremajaan Bakteri Patogen
Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini yaitu bakteri Enterobacter sakazakii,
Salmonella typi, dan Listeria monocytogenes, setiap bakteri diinokulasi ke medium agar cair
dengan cara mengambil sebanyak 100 ul menggunakan mikropipet, kemudian diinokulasikan
dengan memasukkan bakteri ke dalam media cair NB. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam
pada suhu ruangan atau suhu 37°C di, sampai terjadi pertumbuhan (Chandra dkk, 2011).
b. Pengenceran Bakteri
Pengenceran bakteri digunakan pengenceran tingkat pertama (10-1), dimana dilakukan
dengan cara 1 ml kultur patogen diambil menggunakan mikropipet, kemudian dimasukkan ke
dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml aquades steril, lalu diresuspensi hingga homogen.
c. Pembuatan media NA (Nutrien Agar)

Media NA ditimbang sesuai dengan formula masing - masing media (terlampir). Media
yang telah ditimbang kemudian dimasukkan kedalam erlenmayer, lalu ditambahkan dengan
aquades sesuai dengan volumenya. Kemudian dituang (Pour Plate) ke dalam kedalam cawan
petri sebanyak 2 ml/cawan petri dan dilakukan di dalam laminar.

d. Uji antibakteri dengan metode sumuran
Metode difusi sumur dilakukan dengan cara melubangi permukaan media agar NA.
Sebanyak 3 ml sampel bakteri diambil menggunakan mikropipet (masing-masing sampel
diperlakukan 3x ulangan), kemudian di campur dengan media NA, sampai memadat (dilakukan
hal yang sama). Lalu media yang memadat, dilubangi menggunakan tip untuk membuat sumur,
kemudian dimasukkan ekstraksi kirinyuh sebanyak 30 uL pada masing — masing konsentrasi
20%, 40%, 60%, 80%, 100%, dan kontrol + serta kontrol -. Setelah itu bagian sisi cawan petri
disegel menggunakan seal atau plastic wrap. Kemudian sampel diinkubasi pada suhu ruang dan

diamati setiap 2 jam sekali selama 24 jam.

5. Analisis Data
Setelah semua data didapatkan untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh dosis konsentrasi
ekstrak daun kirinyuh dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen dilakukan analisis data
menggunakan ANOVA dilanjutkan dengan uji sehingga ,%05,Duncan Odapat diketahui lebih jelas
perbedaan antar perlakuan perbedaaan konsentrasi dalam menghambat pertumbuhan bakteri
patogen.
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Hasil dan Diskusi
1. Hasil Uji Identifikasi Fitokimia

Uji ldentifikasi fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang
terdapat di dalam ekstrak daun kirinyuh (Chromolaena odorata). Identifikasi senyawa metabolit
sekunder dari ekstrak kirinyuh dapat diketahui dengan adanya perubahan warna pada ekstrak setelah
penambahan reagen pada uji fitokimia. Pengujian skirining fitokimia dilakukan secara kualitatif terdiri
dari skrining saponin, flavonoid, tanin, fenolik, alkaloid, steroid dan triterpenoid. Hasil uji fitokimia
ekstrak daun kirinyuh dapat dilihat pada tabel 1 berikut:

Tabel 1 Uji identifikasi pada ekstrak daun kirinyuh (Chromolaena odorata)

No Uji Fitokimia Hasil Keterangan
1 Saponin Ada gelembung +
2  Flavonoid Larutan hijau kebiruan +
3 Tanin Larutan hitam +
4 Fenolik Larutan Hitam +
5  Triterpenoid Larutan biru kehijauan +
6  Steroid Larutan hijau kebiruan -

Skrining fitokimia bertujuan untuk mengidentifikasikan kandungan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat dalam ekstrak daun kirinyuh. Pada tabel 1, hasil uji positif senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam ekstrak daun kirinyuh saponin, tanin, dan triterpenoid, sedangkan
untuk steroid dan alkaloid tidak mengalami perubahan warna.

Skrining fitokimia ekstrak daun kirinyuh pada senyawa saponin dilakukan dengan
menambahkan air panas sebanyak 15 ml kemudian dikocok salama 10 detik menghasilkan busa setinggi
2 cm yang bertahan sampai 10 menit, sehingga dinyatakan hasil positif. Tujuan penambahan logam Mg
dan HCI adalah untuk mereduksi inti benzopiron yang terdapat dalam struktur flavonoid sehingga
terbentuk garam flavilium bewarna merah atau jingga. Hal ini sesuai dengan Simaremare (2014)
menyatakan bahwa ciri khas saponin berbentuk buih atau busa karena memiliki gugus hidrofilik yang
berikatan dengan air dan hidrofob yang berikatan dengan udara. Mekanisme kerja senyawa saponin
tergantung dari konsentrasi saponin yang diberikan dan jumlah gugus gula pada aglikon. Saponin
dengan konsentrasi tinggi memiliki kemampuan melisiskan membrane sel, sementara saponin dengan
konsentrasi rendah hanya mampu berinteraksi dengan membrane sel tetapi tidak sampai melisiskan sel.
Adapun aktivitas antibakteri dari senyawa saponin dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu jenis rantai
aglikonnya, jumlah, posisi, dan struktur kimia dan gugus gulanya. Semain banyak gugus gulanya, maka
semakin lemah efek antibakterinya (Hassan dkk, 2008).

Pada pengujian senyawa flavonoid dilakukan penambahan serbuk magnesium sebanyak 0, 1
mg dan penambahan asam klorida pekat menghasilkan uji positif. Sangi (2012) menyatakan bahwa,
penambahan sedikit serbuk magnesium dan penambahan HCI berfungsi sebagai tereduksinya senyawa
flavonoid, hasil menunjukan warna hijau kebiruan hal ini menandakan adanya senyawa flavonoid pada
sampel daun kirinyuh. Sedangkan uji senyawa tanin pada ekstrak daun kirinyuh dengan penambahan
aquades dan reagen FeCl; menunjukkan hasil senyawa positif dengan ditandai dengan hitam kebiru -
biruan sesuai dengan Ramyashree et al, (2012) menyatakan bahwa senyawa tanin dikatakan positif jika
menunjukkan hasil warna hijau atau biru pekat. Dalam penelitian Lim et al, (2006) menyatakan bahwa
hanya tanin hidrolisis menunjukkan aktivitas antibakteri, tanin hidrolisis ditemukan memiliki aktivitas
antibakteri yang jauh lebih baik dibandingkan tanin kondensasi atau campuran dari keduanya (Lim et
al,2006).

Dan hasil uji fenolik menunjukkan hasil hasil larutan bewarna hitam yang mengindikasikan
hasil positif. Merujuk pada penelitian Resmi (2011) menyatakan bahwa senyawa fenolik dikatakan
positif jika menunjukkan hasil bewarna hijau, merah, ungu, biru atau hitam. Senyawa fenol memiliki
aktivitas antibakteri dengan cara mendenaturasi protein dan mengganggu fungsi membran sel, yang
menyebabkan sel lisis (Brooks dkk, 2008). Flavonoid turunan dari senyawa fenol dan bersifat
koagulator protein (Juliantina dkk, 2009). Toksisitas senyawa fenol terhadap bakteri tegantung pada
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jumlah gugus hidroksil dan konsentrasi yang diberikan (Cowen dkk, 1999). Fenol berikatan dengan
protein melalui ikatan hydrogen sehingga mengakibatkan struktur protein menjadi rusak (Susanti dkk,
2008). Fenol memiliki kemampuan menyebabkan koagulasi protein sel dan melisiskan sel pada kadar
yang tinggi, sedangkan pada saat konsentrasi rendah membentuk kompleks protein - fenol dengan
ikatan yang lemah dan mengalami penguraian sehingga menyebabkan efek antibakterinya lemah (Sari
dkk, 2010).

Pada pengujian senyawa triterpenoid terdapat perubahahan warna menjadi larutan biru
kehijauan dimana menunjukkan hasil uji positif. Senyawa golongan terpenoid biasanya larut dalam
lemak yang terdapat pada sitoplasma sel tumbuhan. Sehingga senyawa triterpenoid dapat larut dalam
pelarut organik seperti kloroform (Fajarullah, 2014). Triterpenoid bersifat lipofilik yang dimana
memiliki aktivitas antibakteri dengan cara merusak membrane sel bakteri, senyawa triterpenoid akan
bereaksi dengan sisi aktif membran, melarutkan konsituen lipid dan meningkatkan permeabilitasnya
(Mayanti dkk, 2011). Unsur penting berperan dalam aktivitas antibakteri triterpenoid berhubungan
dengan komposisi kimianya yang meliputi gugus fungsi dan gugus hidroksil dari triterpenoid fenolik
serta jumlah komponen tunggal. Pada konsentrasi rendah, triterpenoid hanya mempengaruhi enzim
yang terlibat dalam produksi energi sedangkan pada konsentrasi tinggi triterpenoid dapat melisiskan
membrane. Tidak semua senyawa terpen memiliki aktivitas antibakteri, sejauh ini senyawa triterpenoid
yang paling aktif yaitu golongan monoterpenoid (Nazzaro dkk, 2013).

Kemudian dilakukan uji senyawa steroid ekstrak daun kirinyuh diperoleh tidak mengalami
perubahan sehingga hasil negatif. Sesuai dengan Resmi (2011) menyatakan bahwa, senyawa steroid
dikatakan positif jika menunjukkan warna merah pada larutan pertama kali dan berubah menjadi warna
hijau atau biru. Perubahan warna tersebut disebabkan terjadinya reaksi oksidasi pada golongan steroid
/ triterpenoid melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi. Prinsip reaksi dalam mekanisme reaksi
uji steroid adalah reaksi kondensasi / pelepasan H,O karbokation. Dimana reaksi diawali dengan proses
asetilasi gugus hidroksil menggunakan asam asetat anhidrat. Gugus asetil yang merupakan gugus pergi
yang baik akan terlepas, sehingga terbentuk ikatan rangkap. Selanjutnya terjadi pelepasan hidrogen
beserta elektronnya, menyebabkan ikatan rangkap berpindah. Sehingga senyawa mengalami resonasi
yang bertindak sebagai elektrofil atau karbokation. Serangan karbokation menyebabkan adisi
elektrofilik diikuti dengan pelepasan hidrogen. Kemudian gugus hidrogen beserta elektronnya dilepas
akibatnya senyawa mengalami perpanjangan konjugasi yang memperlihatkan munculnya cincin coklat
(Sukarti dkk, dalam Usman, 2012).

2. Perlakuan Pemberian Ekstrak Daun Kirinyuh sebagai Antibakteri pada bakteri Enterobacter
sakazakii

Tabel 2 Pengaruh Dosis Konsentrasi Ekstrak Daun Kirinyuh terhadap Luas Zona Hambat pada
Bakteri Enterobacteri sakazakii
Luas Zona Hambat (Mm) Jam Ke-

Perlakuan

4 8 12 16 20 24
Kontrol - 0,00? 0,00? 0,00* 0,00° 0,00? 0,00?
Kontrol + 5,67° 7,67° 8,67¢ 6,67° 4,67 3,33°
20% 0,672 1,502 2,00 2,67° 1,67° 0,83
40% 0,672 0,83% 2,67° 2,33° 1,67° 1,33
60% 0,83% 1,172 2,33° 1,67° 1,67° 0,83"
80% 0,83% 1,67¢ 5,33¢ 6,00° 3,33¢ 3,33
100% 1,67° 4,33° 8,67¢ 8,67¢ 8,33° 8,33¢

Ket: Angka yang diikuti dengan huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
menggunakan uji Duncan

Enterobacter sakazakii merupakan bakteri jenis gram negatif bersifat anaerob fakutatif,
bentuknya koliform (kokoid), berpigmen kuning, dan tidak membentuk spora (Farmer et al, 1980, dalam
Feney et al, 2014). Enterobacter sakazakii tidak termaksud mikroorganisme normal pada saluran
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pencernaan, akan tetapi bakteri ini biasa ditemukan mengkontaminasi makanan dan minuman. Penyakit
yang diakibatkan oleh bakteri ini antara lain yaitu infeksi pernapasan bagian bawah, infeksi kulit, dan
jaringan lunak, infeksi saluran kemih, infeksi dalam perut, radang jantung, radang sendi, osteomyelitis,
dan infeksi mata, radang selaput otak, dan radang usus serta infeksi pada bayi (Toylor CJ, 2002).
Penelitian ini melakukan pengukuran pada pengamatan aktivitas antibakteri ekstrak Kirinyuh terhadap
zona hambat yang dihasilkan dengan konsentrasi 20% - 100% dengan waktu pengamatan 4 jam sekali
selama 24 jam.

Berdasarkan Tabel 2 terlihat bahwa pada perlakuan konsentrasi 100% menunjukkan daya
hambat ekstrak kirinyuh terhadap bakteri yang tertinggi pada jam 12 dan 16 dibandingkan dengan
perlakuan lainnya dengan nilai rata rata 8,33 mm. Berdasarkan analisa statistik, Pada perlakuan
konsentrasi 100%, jam ke 16 memiliki nilai yang berbeda nyata (siginifikan) dengan kontrol. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak daun kirinyuh dapat menghambat pertumbuhan bakteri Enterobacter
sakazakii. Selanjutnya dilakukan analisis pertumbuhan bakteri dengan melihat nilai rata - rata zona
hambatnya yang tertinggi, dapat dilihat pada diagram batang berikut:

Uji Antibakteri E. sakazakii

1o
€
£ 8 e Jam ke 4
E 6 J ke 8
&
T 4 ' Jam ke 12
e
o — e Jam ke 16
§ - N—Z
g 0 \—— e e— Jam ke 20
-

kontrol -kontrol + 20% 40% 60% 80% 100% Jam ke 24

Perlakuan

Gambar 2: Grafik Rata - Rata Pengaruh Ekstrak Kirinyuh Terhadap Bakteri E. Sakazakii

Berdasarkan pada Gambar 2 menunjukkan bahwa larutan dengan perlakuan konsentrasi 100%,
memiliki zona hambat yang tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya dan perlakuan 100%
memiliki aktivitas antibakteri yang sedang, Susanto dkk (2012), mengkategorikan diameter zona
hambat kategori lemah <5 mm, kategori sedang memiliki diameter zona hambat sekitar antara 6 — 10
mm, dan diameter zona hambat kategori kuat 11 - 20 mm. Hasil pengujian dengan perlakuan variasi
konsentrasi yaitu 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% menunjukkan luas diameter zona hambat yang
berbeda beda terhadap bakteri E. Sakazakii. Semakin tinggi konsentrasi yang diberikan menunjukkan
semakin luas pula zona hambat yang terbentuk. Variasi konsentrasi yang berbeda beda, berdasarkan
rata — rata hasil uji daya hambat menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi 100% memiliki zona
hambat paling tinggi dengan daya hambat rata — rata 6,66 mm dengan kategori besar daya hambat
sedang, lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif, dan perlakuan lainnya. Hal ini
sesuai penelitian Febrianasari (2018) menyatakan bahwa semakin besar atau tinggi konsentrasi ekstrak
maka zona hambat yang dihasilkan akan semakin besar. Kemampuan antibakteri dalam menghambat
E. sakazakii disebabkan oleh adanya kandungan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak C. odorata
yang memiliki fungsi dalam membunuh atau menghentikan sementara pertumbuhan dari bakteri
pathogen (Fadia et al. 2020). Pada dasarnya, kandungan senyawa bioaktif memiliki pengaruh yang
berbeda beda dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Sebagaimana hasil dari uji screening diperoleh
bebrapa senyawa metabolit sekunder yang positif terdapat pada ekstrak daun kirinyuh. Ekstrak ini dapat
berfungsi dalam melisiskan membran sitoplasma sel, sehingga dapat mengganggu kerja struktur enzim
protein yakni flavonoid (Huzni et al, 2015). Saponin yang bekerja dengan merusak porin sebagai jalan
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keluar masuk untuk nutrisi bakteri, dan juga alkaloid yang mengganggu integritas komponen penyusun
peptidoglikan (Rahmawati, 2009 Fadia 2020).

3. Perlakuan Pemberian Ekstrak Daun Kirinyuh sebagai Antibakteri pada bakteri Salmonella
typi

Salmonella typi merupakan salah satu jenis bakteri gram negatif, bersifat motil, anaerob
fakulatif, berbentuk batang. Bakteri ini pada umumnya menyebabkan berbagai infeksi, mulai dari
gastroenteritis ringan sampai berat seperti demam tipoid, bakterimia, demam paratipus, dan keracunan
makanan. Salmonella adalah agen penyebab salmonellosis yaitu penyakit endemis sehingga
menimbulkan kerugian yang besar bagi Indonesia (Jawetz et al, 2010). Penyakit ini dapat ditularkan
melalui makanan dan minum yang terkontaminasi bakteri. Dilakukan pengujian zona hambat ekstrak
daun kirinyuh dalam menghambat bakteri Salmonella typi. Berikut data rata — rata pengaruh dosis
konsentrasi ekstrak daun kirinyuh terhadap luas zona hambat pada bakteri Salmonella typi dapat dilihat
pada tabel berikut:

Tabel 3 Pengaruh Dosis Konsentrasi Ekstrak Daun Kirinyuh terhadap Luas Zona Hambat pada
Bakteri Salmonella typi.
Luas Zona Hambat (Mm) Jam Ke-

Perlakuan

4 8 12 16 20 24
Kontrol - 0,00? 0,00? 0,00? 0,00? 0,00? 0,00?
Kontrol + 4,67° 5,67¢ 7,67° 6,33° 4,33° 3,33
20% 0,00? 0,67% 1,67° 1,672 1,002 0,672
40% 0,33 1,33% 2,00° 2,002 0,672 0,672
60% 0,67% 1,33 2,33 1,672 0,672 0,672
80% 1,00% 2,33° 3,33 2,332 1,332 0,672
100% 1,67° 4,00¢ 7,00° 7,00° 4,67° 4,67°

Ket: Angka yang diikuti dengan huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
menggunakan uji Duncan

Berdasarkan Tabel 3 terlihat bahwa pada Perlakuan konsentrasi 100% dengan kontrol +,
menunjukkan daya hambat ekstrak kirinyuh terhadap bakteri yang tertinggi pada jam ke-12
dibandingkan dengan perlakuan lainnya dengan nilai rata rata 7,00 mm dan 7,66 mm. Berdasarkan
analisa statistik, Pada perlakuan konsentrasi 100%, jam ke 12 memiliki nilai yang tidak berbeda nyata
(tidak signifikan) dengan perlakuan kontrol +. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak daun kirinyuh dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Salmonellla typi. Selanjutnya dilakukan analisis pertumbuhan
bakteri dengan melihat nilai rata - rata zona hambatnya yang tertinggi, dapat dilihat pada diagram batang
berikut:

Uji Antibakteri S. typi
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Gambar 3: Grafik Rata - Rata Pengaruh Ekstrak Daun Kirinyuh Terhadap Bakteri S. typi
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Pada Gambar 3 menunjukkan bahwa larutan dengan perlakuan kontrol positif, memiliki zona
hambat yang tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya dan perlakuan kontrol positif, memiliki
aktivitas antibakteri yang sedang, berdasarkan Susanto dkk (2012), mengkategorikan diameter zona
hambat kategori lemah <5 mm, kategori sedang memiliki diameter zona hambat sekitar antara 6 - 10
mm, dan diameter zona hambat kategori kuat 11 — 20 mm. Hasil pengujian dengan perlakuan variasi
konsentrasi yaitu 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% diameter zona hambat terhadap bakteri S. typi.
Secara rata - rata hasil uji daya hambat menunjukkan bahwa perlakuan O (kontrol +) dengan daya
hambat rata — rata 5,32, memiliki zona hambat paling tinggi dengan kategori besar daya hambat sedang
dan perlakuan konsentrasi 100% dengan daya hambat rata — rata 4,83 dengan nilai zona hambat kategori
lemah, dan pada perlakuan O, lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Perbedaan diameter
zona hambat dari masing - masing konsentrasi yang digunakan disebabkan oleh besarnya zat aktif yang
ada di dalam ekstrak.

Hal ini sesuai dengan pernyataan Brooks dkk (2005) menyatakan bahwa semakin besar suatu
konsentrasi, maka semakin besar komponen zat aktif yang ada di dalamnya sehingga menyebabkan
zona hambat yang terbentuk juga akan berbeda tiap konsentrasi. Selain itu, faktor lain yang
mempengaruhi aktivitas antibakteri suatu bahan yaitu stabilitas zat aktif dari tanaman tersebut, besarnya
inoculum, dan aktivitas metabolik bakteri (Muharti, 2007). Sudarwati (2019) dalam studinya pada
penghambatan S. typii menggunakan ekstraksi daun papaya menunjukkan adanya kemampuan
penghambatan kategori sedang yang dimungkinkan karena aktifitas senyawa metabolit sekunder seperti
saponin yang menghambat S. typii melalui mekanisme kebocoran protein dan enzim-enzim dari sel
bakteri.

4. Perlakuan Pemberian Ekstrak Daun Kirinyuh sebagai Antibakteri pada bakteri Listeria
monocytogenes.

Listeria monocytogenes merupakan salah satu bakteri gram positif, yang berbentuk batang
pendek (basil), motil (mempunyai flagella). Bakteri ini bersifat anaerob fakulatif, dan tidak membentuk
endospore. Listeria monocytogenes merupakan salah satu bakteri patogen, dimana bakteri ini sering
menginfeksi manusia yang menyebabkan penyakit listeriosis. Pada umumnya L. monocytogenes
menginfeksi manusia dengan cara mengkontaminasi produk makanan dan sayur - sayuran. Berdasarkan
susunan senyawanya, dapat dilihat kemampuan ekstrak daun kirinyuh dalam menghambat bakteri
patogen Listeria monocytogenes. Berikut rata — rata Pengaruh Dosis Konsentrasi Ekstrak Daun
Kirinyuh terhadap Luas Zona Hambat pada Bakteri Listeria Monocytogenes dapat dilihat pada tabel
berikut:
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Tabel 4 Pengaruh Dosis Konsentrasi Ekstrak Daun Kirinyuh terhadap Luas Zona Hambat pada
Bakteri Listeria Monocytogenes.

Luas Zona Hambat (Mm) Jam Ke-

Perlakuan 4 8 12 16 20 24
Kontrol - 0,007 0.00° 0,00° 0.00° 000°  000°
Kontrol +  1200°  1300°  1100°  767° 500° 4,007

20% 1,00° 2.00° 1.33% 133 133 033
40% 0.33° 133 133 133 033 033
60% 1.00° 2.00° 0.33% 0.33° 033 033
80% 133 233 433" 4,33 200°  1.67°
100% 2.00° 567" 8.00° 8.00° 600° 533"

Ket: Angka yang diikuti dengan huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata
menggunakan uji Duncan.

Berdasarkan Tabel 4 terlihat bahwa pada perlakuan konsentrasi 100%, menunjukkan daya
hambat ekstrak kirinyuh terhadap bakteri yang tertinggi pada jam ke-12 dengan nilai luas zona hambat
rata rata 8,33 mm, dan kontrol positif, menunjukkan daya hambat dengan besar nilai 13,00 mm pada
jam ke 8. Dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Berdasarkan analisa statistik, Pada perlakuan
konsentrasi 100% jam ke 12 memiliki nilai yang tidak berbeda nyata (tidak signifikan) dengan
perlakuan kontrol positif, dan pada kontrol positif jam ke 8 memiliki nilai berbeda nyata (signifikan).
Selanjutnya dilakukan analisis pertumbuhan bakteri dengan melihat besarnya nilai zona hambatnya
yang tertinggi.

Uji Antibakteri L.monocytogenes
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Gambar 4: Grafik Rata - Rata Pengaruh Ekstrak Kirinyuh Terhadap Bakteri L. Monocytogenes

Pada Gambar 4 menunjukkan bahwa larutan dengan perlakuan kontrol positif, memiliki zona
hambat yang tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya dan kontrol positif memiliki aktivitas
antibakteri yang sedang, hal ini sesuai dengan Susanto dkk (2012), mengkategorikan diameter zona
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hambat kategori lemah <5 mm, kategori sedang memiliki diameter zona hambat sekitar antara 6 - 10
mm, dan diameter zona hambat kategori kuat 11 - 20 mm. Hasil pengujian dengan perlakuan variasi
konsentrasi yaitu 20%, 40%, 60%, 80%, dan 100% diameter zona hambat terhadap bakteri L.
Monocytogenes. Secara rata - rata hasil uji daya hambat menunjukkan bahwa kontrol positif, dengan
daya hambat rata - rata 8,77 mm dan perlakuan konsentrasi 100% dengan daya hambat rata - rata 5,60
mm, sehingga memiliki zona hambat paling tinggi dengan kategori besar daya hambat sedang, lebih
tinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya.

Merujuk pada prinsip kerja maserasi cairan penyari akan menembus dinding sel sehingga masuk
kedalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam
sel dengan di luar sel menyebabkan konsentrasi yang tinggi memiliki zona hambat paling besar
dibandingkan dengan konsentrasi rendah. Hal ini merujuk pada Angria (2019) menyatakan bahwa
perbedaan konsentrasi menyebabkan larutan yang terpekat akan terdorong keluar secara berulang
sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan diluar sel dengan larutan dalam sel.
Konsentrasi antibakteri berpengaruh terhadap hasil zona hambat yang dihasilkan dan hasil tersebut
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan, maka semakin besar zona
hambat yang dihasilkan.

Hal ini sesuai dengan Rahmawati (2014) menyatakan bahwa semakin besar konsentrasi interaksi
ekstrak yang diberikan, maka semakin besar diameter zona hambat yang terbentuk, disebabkan
banyaknya komponen bioaktif yang ada di dalam ekstrak. Purnama (2010), menyatakan bahwa selain
faktor konsentrasi ada juga faktor yang mempengaruhi luasnya zona hambat yaitu kepadatan populasi
bakteri uji, metode ekstraksi antibakteri dan pelarut, suhu, dan kandungan senyawa aktif. Dalam
penelitian ini, indicator kemampuan daya hambat bakteri difokuskan pada besaran diameter zona
hambat yang dihasilkan, sehingga tidak dilakukan penghitungan jumah koloni bakteri. Sedangkan suhu
menjadi salah satu factor yang mempengaruhi terutama dalam kaitannya dengan proses ekstraksi daun
dan suhu penyimpanannya. Menurut Kusuma dkk (2017), suhu penyimpanan ekstrak yang dibiarkan
pada suhu ruangan efektif digunakan dalam menghambat bakteri dalam kondisi segar setelah proses
ekstraksi, berbeda halnya dengan ekstrak yang disimpan di refrigator yang efektif lebih lama. Sehingga
suhu menjadi salah satu factor yang dapat meningkatkan efektifitas dari zona hambat dari ekstrak
tanaman. Oleh karenanya zona hambat yang dihasilkan oleh setiap perlakuan tidak mengalami
peningkatan yang sama. Luas zona hambat yang dihasilkan tidak selalu sama dengan meningkatnya
konsentrasi yang diberikan. Hal ini terjadi karena perbedaan kecepatan difusi senyawa antibakteri pada
media agar, jenis pelarut yang digunakan, jenis dan konsentrasi senyawa antibakteri (Istiqomah, 2015).

Kesimpulan

Pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun kirinyuh (Chromolaena odorata)
mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti bakteri Enterobacter sakazakii, Salmonella
typi, dan Listeria monocytogenes. Dengan hasil zona hambat paling tinggi pada konsentrasi 100 %
dibandingkan dengan perlakuan lainnya pada setiap bakteri. Dimana didapatkan hasil rata - rata zona
hambat paling besar pada bakteri E. sakazakii dengan nilai rata - rata 6,66 mm zona hambat (kategori
sedang), sedangkan bakteri S.typi memiliki zona hambat dengan rata - rata 4,88 mm (kategori lemah)
dan pada bakteri L. monocytogenes dengan nilai rata - rata zona hambat 5,32 mm (kategori sedang).
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