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Abstract. The increasing resistance of bacteria to antibiotics has spurred the search for natural antibacterial sources, one 

of which is Kipait (Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray). This study aims to determine the antibacterial activity of 

Kipait root and leaf extracts against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, as well as to compare their 

effectiveness. This laboratory experimental study used Kipait roots and leaves macerated in 70% ethanol (1:4 w/v) 

for 3×24 hours. Secondary metabolites were identified through phytochemical testing, while antibacterial activity 

was assessed using the Kirby–Bauer disk diffusion method at concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%, with 250 

mg of chloramphenicol as the positive control and sterile distilled water as the negative control. The results showed 

that all extracts were able to inhibit the growth of S. aureus and E. coli. The leaf extract exhibited higher activity than 

the root extract, with the largest inhibition zone diameters at a 100% concentration, namely 22.13 mm against S. 

aureus and 20.74 mm against E. coli. The conclusion of this study is that Kipait leaf extract has potential as a source 

of natural antibacterial agents. 

Keywords – Kipait; crude extract; antibacterial activity; Staphylococcus aureus; Escherichia coli 

 
Abstrak. Meningkatnya resistensi bakteri terhadap antibiotik mendorong pencarian sumber antibakteri alami, salah satunya 

Kipait (Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray). Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak akar 

dan daun Kipait terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, serta membandingkan efektivitas keduanya. 

Penelitian eksperimental laboratorium ini menggunakan akar dan daun Kipait yang dimaserasi dengan etanol 70% 

(1:4 b/v) selama 3×24 jam. Kandungan metabolit sekunder diidentifikasi melalui uji fitokimia, sedangkan aktivitas 

antibakteri diuji menggunakan metode difusi cakram Kirby–Bauer pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, 

dengan kloramfenikol 250 mg sebagai kontrol positif dan akuades steril sebagai kontrol negatif. Hasil penelitian 

menunjukkan seluruh ekstrak mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli. Ekstrak daun memiliki 

aktivitas lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar, dengan diameter zona hambat terbesar pada konsentrasi 100%, 

yaitu 22,13 mm terhadap S. aureus dan 20,74 mm terhadap E. coli. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak 

daun Kipait berpotensi sebagai sumber antibakteri alami. 

Kata Kunci – Kipait; ekstrak kasar; aktivitas antibakteri; Staphylococcus aureus; Escherichia coli 

 

I. PENDAHULUAN 

Indonesia merupakan negara yang memiliki kekayaan dan keanekaragaman hayati melimpah, khususnya tanaman 

obat yang telah dimanfaatkan secara tradisional oleh masyarakat dalam mengatasi berbagai masalah kesehatan. 

Penggunaan tanaman obat meliputi berbagai bagian tanaman seperti daun, akar, batang, dan rimpang. Keberadaan 

tanaman herbal sebagai sumber alternatif pengobatan alami semakin mendapat perhatian luas seiring dengan 

meningkatnya resistensi bakteri terhadap antibiotik konvensional dan tingginya infeksi bakteri patogen seperti 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, yang menjadi penyebab utama berbagai infeksi kulit terutama pada luka 

yang tidak sembuh dengan baik dan menjadi tempat berkembangnya bakteri sehingga memperburuk penyembuhan 

dan meningkatkan risiko infeksi sulit diatasi [1]. 

Luka merupakan kerusakan jaringan yang dapat menjadi pintu masuk berbagai mikroorganisme patogen. Infeksi 

pada luka dapat menghambat proses penyembuhan, memperluas kerusakan jaringan, bahkan berkembang menjadi 

infeksi sistemik apabila tidak ditangani dengan baik [2]. Di antara bakteri penyebab infeksi luka, S. aureus dan E. coli 

merupakan mikroorganisme yang paling sering ditemukan. S. aureus merupakan flora normal pada kulit yang bersifat 

oportunistik, artinya jika kulit terluka, bakteri ini akan langsung masuk ke jaringan dalam dan menyebabkan infeksi. 

Keadaan ini semakin sulit diobati karena kemampuannya membentuk biofilm dan sifatnya yang resisten terhadap  
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banyak antibiotik seperti metisilin (MRSA) [3]. Sedangkan E. coli sering menyebabkan infeksi sekunder akibat 

kontaminasi pada luka terbuka [4]. Penelitian sebelumnya juga melaporkan bahwa kedua bakteri tersebut merupakan 

bakteri dominan yang diisolasi dari luka infeksi kulit, luka bakar, maupun luka operasi. Berdasarkan isolasi dan 

identifikasi pus (nanah) dari luka infeksi kulit, jenis bakteri yang  dominan adalah E. coli dengan persentase 24,6%,  

S. aureus sebanyak 20,5 %) dan K. pneumoniae 16,4 % [5]. Adapun ditemukan bakteri pada infeksi luka operasi 

dengan persentase E. coli 33,33%, S. aureus 50% dan Achromobacter sp 16,66% [6]. 

Peningkatan kasus resistensi antibiotik menjadi tantangan utama dalam pengobatan infeksi luka. Penggunaan 

antibiotik yang tidak tepat dan berlebihan menyebabkan banyak bakteri patogen menjadi resisten sehingga efektivitas 

terapi menurun. Menurut laporan WHO tahun 2023, resistensi S. aureus terhadap metisilin (MRSA) mencapai 50% 

secara global [7]. Sementara E. coli resisten terhadap sefalosporin generasi ketiga hingga 65% di Asia Tenggara [8]. 

Di Indonesia, data Kementerian Kesehatan (Kemenkes RI) 2024 menunjukkan bahwa 40-60% isolat bakteri dari luka 

pasien rawat inap resisten terhadap antibiotik standar, menyebabkan peningkatan mortalitas hingga 15% dan biaya 

pengobatan yang melonjak [9]. Kondisi ini mendorong pengembangan sumber antibakteri alternatif yang lebih aman 

dan mudah diperoleh, salah satunya berasal dari tanaman obat. Indonesia memiliki ribuan spesies tanaman yang 

berpotensi sebagai bahan obat tradisional, namun sebagian besar belum dimanfaatkan dan dikembangkan secara 

optimal [10].  

Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai antibakteri adalah Kipait. Tanaman ini diketahui mengandung 

berbagai metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, glikosida, serta lakton seskuiterpen, termasuk 

Tagitinin F, yang memiliki aktivitas antimikroba dan antiinflamasi[11];[12]. Tagitinin F merupakan senyawa utama 

yang khas pada Kipait dan berkontribusi signifikan terhadap potensi terapeutik, khususnya sebagai agen antibakteri, 

antiinflamasi, dan sitotoksik. Aktivitas antibakteri dari senyawa turunan sesquiterpene lactone ini diduga berkaitan 

erat dengan keberadaan gugus α-methylene-γ-lactone yang bersifat elektrofilik. Gugus fungsional ini bertindak 

sebagai akseptor Michael (gugus penerima elektron) yang mampu berikatan secara kovalen dengan gugus sulfhidril 

(-SH) pada enzim dan protein esensial bakteri. Ikatan tersebut menyebabkan terganggunya berbagai proses 

metabolisme sel dan menghambat replikasi bakteri. Senyawa ini mampu meningkatkan permeabilitas membran sel, 

yang memicu kebocoran komponen intraseluler dan menyebabkan kematian sel bakteri [13]. 

Pemilihan bagian daun dan akar Kipait didasarkan pada perbedaan distribusi metabolit sekunder antar organ 

tanaman. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa daun memiliki kandungan alkaloid, tanin, flavonoid, saponin, dan 

terpenoid yang lebih tinggi dibandingkan batang maupun akar. Sementara itu, akar juga mengandung alkaloid, tanin, 

flavonoid, saponin, dan fenol total yang lebih tinggi dibandingkan batang. Perbedaan kandungan metabolit sekunder 

tersebut menunjukkan bahwa daun dan akar Kipait merupakan organ yang berpotensi memiliki aktivitas biologis lebih 

tinggi dibandingkan batang [14]. Selain itu, secara tradisional daun dan akar Kipait telah banyak dimanfaatkan untuk 

pengobatan luka dan berbagai penyakit kulit [15]. Kandungan flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, 

fenolik, dan tanin diketahui mampu merusak membran sel bakteri, menghambat sintesis protein, dan menghambat 

pertumbuhan bakteri Gram positif maupun Gram negatif [16]. 

Berdasarkan penelitian terdahulu tanaman Kipait mengandung senyawa antibakteri. Ekstrak daun Kipait mampu 

menghambat pertumbuhan Propionibacterium acnes dengan kategori daya hambat sangat kuat pada konsentrasi 60% 

dan 80% [17]. Penelitian lain menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun Kipait konsentrasi 5%, 10% dan 15% metode 

maserasi dan digesti mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dengan rata-rata diameter zona hambat paling tinggi 

pada metode maserasi konsentrasi 15% yaitu 26,50 mm [18]. Selain itu, ekstrak air daun, batang, dan akar T. 

diversifolia dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. coli, Klebsiella pneumoniae, dan Proteus mirabilis, 

dengan ekstrak daun menunjukkan aktivitas paling tinggi [19]. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak akar dan daun Kipait terhadap bakteri S. 

aureus dan E. coli, serta membandingkan efektivitas kedua bagian tanaman tersebut. 

II. METODE 

Jenis penelitian ini adalah penelitian yang bersifat eksperimental laboratorium dengan teknik disk diffusion Kirby-

Bauer untuk melihat pengaruh ekstrak akar dan daun Kipait (Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray) dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli dengan mengamati terjadinya zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas 

cakram yang telah diberi konsentrasi ekstrak. Populasi dalam penelitian ini adalah akar dan daun Kipait yang diperoleh 

dari Kecamatan Prigen, Jawa Timur. Sampel yang digunakan adalah akar dan daun Kipait dengan kriteria akar 

tunggang dan daun segar, tidak busuk, dan berwarna hijau. Bakteri S. aureus dan E. coli diperoleh dari e-commerce 

Vie Laboratorium Jember. 

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Mei 2026 dilakukan di Laboratorium Bakteriologi, Fakultas Ilmu 

Kesehatan dan Psikologi, Universitas Muhammadiyah Sidoarjo. Uji Fitokimia di Laboratorium Kimia Organik 

FMIPA, Uji Determinasi Tanaman dilakukan di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu. Penelitian ini telah 

lulus uji etik di FKG, Universitas Airlangga Surabaya dengan Nomor: 0498/HRECC.FODM/V/2026. 
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Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi bejana maserasi, rotary vacum evaporator merk BUCHI R-

215, grinder, timbangan analitik, rak tabung, tabung reaksi, erlenmeyer, cawan petri, gelas beaker, gelas ukur, ose 

loop, kassa, kaki tiga, kapas steril, kaca arloji, bunsen, sendok zat, batang pengaduk, pipet ukur, bulb, inkubator, 

jembatan pewarnaan, autoklave, mortar, stamper, spektofotometer UV-Vis 1600PC. Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini meliputi ekstrak akar dan daun Kipait, biakan murni Staphylococcus aureus (ATCC 25922), biakan 

murni Escherichia coli (ATCC 25923), media Nutrien agar, Mueler Hinton Agar (MHA), Manitol Salt Agar (MSA), 

Eosin Metylen Blue (EMB), McFarland 0,5, NaCl 0,9%, zat warna kristal violet, lugol, alcohol, safranin dan aquades. 

Penelitian ini diawali dengan proses ekstraksi sampel. Simplisia akar dan daun Kipait masing-masing diekstraksi 

menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 70%, yaitu sebanyak 250 g serbuk simplisia direndam dalam 1000 mL 

etanol 70% (perbandingan 1:4 b/v) selama 3x24 jam pada suhu ruang, kemudian disaring dan diuapkan menggunakan rotary 

vacuum evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak selanjutnya dibuat dalam konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% 

Pembuatan variasi konsentrasi sampel menggunakan metode pengenceran induk dengan aquades steril sebagai pelarut. 

Larutan uji ekstrak akar dan daun kipait dibuat dengan menyiapkan larutan stok konsentrasi 100%, yaitu 25 g ekstrak kental 

dilarutkan menggunakan akuades steril hingga volume akhir 25 mL. Larutan stok tersebut kemudian diencerkan menggunakan 

akuades steril untuk memperoleh konsentrasi 75%, 50%, dan 25%. Konsentrasi 75% dibuat dengan mencampurkan 7,5 mL 

larutan stok dengan 2,5 mL akuades steril, konsentrasi 50% dibuat dengan mencampurkan 5 mL larutan stok dengan 5 mL 

akuades steril, sedangkan konsentrasi 25% dibuat dengan mencampurkan 2,5 mL larutan stok dengan 7,5 mL akuades steril. 

Kontrol positif dalam pengujian ini menggunakan antibiotik kloramfenikol 250 mg dan kontrol negatif aquades 

steril. Pengulangan sampel dihitung dengan rumus Federer yaitu dengan hasil tiga kali pengulangan untuk setiap 

konsentrasinya. 

Bakteri S. aureus dan E. coli yang akan digunakan sebelumnya diremajakan terlebih dahulu pada media NA. 

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan pengambilan koloni bakteri dari media selektif S. aureus dan E. coli 

yaitu MSA dan EMB menggunakan ose dan disuspensikan di dalam tabung yang berisi 7 ml larutan NaCl 0,9% steril. 

Kekeruhan suspensi bakteri uji dibandingkan dengan kekeruhan Mac Farland 0,5 dan diukur pada spektrofotometer 

Uv-Vis 1600PC dengan panjang gelombang (λ) 600 nm. Nilai absorbansi 0,08-0,1 setara dengan standar Mac Farland 

0,5 (1.5 x 108 CFU/mL) [20]. Suspensi bakteri kemudian diinokulasikan secara merata pada media uji Mueller Hinton 

Agar (MHA) menggunakan kapas swab steril. Kemudian kertas cakram yang mengandung tiap konsentrasi akar dan 

daun Kipait serta kontrol positif (kloramfenikol 250 mg) dan kontrol negatif (aquades steril) diletakkan pada media 

uji. Kertas cakram ditekan secara perlahan hingga melekat sempurna pada permukaan media MHA. Cawan kemudian 

ditutup menggunakan cling wrap, selanjutnya media uji diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37○C. Pengamatan 

dilakukan setelah selesai proses inkubasi 1x24 jam dengan mengukur zona bening yang terbentuk di sekitar cakram 

menggunakan jangka sorong. Interpretasi zona hambat dilakukan berdasarkan acuan zona hambat yang dikategorikan 

lemah dengan diameter ≤5 mm, kategori sedang dengan diameter zona hambat 6-10 mm, kategori kuat dengan diameter 

11-20 mm dan kategori sangat kuat dengan diameter ≥21 mm [21]. 

Data hasil uji daya hambat bakteri yang diperoleh dianalisis secara parametrik menggunakan uji statistik Anova 

TWO-WAY dengan software IBM SPSS Statistik 25.0 dengan taraf kepercayaan 95% atau 𝛼 = 0,05. Uji statistik Anova 

TWO-WAY digunakan untuk menentukan pengaruh signifikan terhadap kelompok perlakuan. Apabila nilai p<0,05, 

maka dilakukan uji lanjut Post Hoc Duncan untuk melihat perbedaan nyata antar kelompok perlakuan.  

 

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Hasil Uji Determinasi Tanaman 

Penelitian ini diawali dengan uji determinasi untuk memastikan bahwa tanaman yang digunakan benar merupakan 

spesies Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray. Sampel tanaman diperoleh dari Kecamatan Prigen, Jawa Timur, kemudian 

dideterminasi di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu dengan nomor determinasi 

000.9.3/1217/102.20/2026. Hasil determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan adalah benar merupakan 

Kipait (Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray) dari famili Asteraceae. Penentuan spesies dilakukan berdasarkan 

pengamatan terhadap karakter morfologi tanaman, meliputi akar, batang, daun, bunga dan biji. Tanaman ini memiliki 

habitus berupa semak dengan tinggi sekitar 2–3 m, batang berkayu pada bagian pangkal, daun tunggal bertoreh menjari 

dengan tepi bergerigi dan permukaan kasar, bunga majemuk berwarna kuning, biji dengan tipe achenes, serta akar 

tunggang. Hasil tersebut memastikan bahwa bahan tanaman yang digunakan dalam penelitian ini memiliki identitas 

botani yang benar sehingga dapat mendukung keabsahan dan keandalan hasil penelitian. 

 

B. Pembuatan Ekstrak Akar dan Daun Kipait 

Proses ekstraksi serbuk akar dan daun dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. 

Etanol 70% dipilih sebagai pelarut ekstraksi karena memiliki kemampuan yang baik dalam melarutkan metabolit 

sekunder yang bersifat polar hingga semipolar, seperti alkaloid, saponin, fenolik, tanin, steroid, dan triterpenoid yang 

terdapat pada tanaman. Kandungan air dalam etanol 70% meningkatkan penetrasi pelarut ke dalam jaringan tanaman 

sehingga pelepasan senyawa bioaktif menjadi lebih optimal. Selain itu, etanol bersifat relatif aman, mudah diuapkan, 
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dan tidak meninggalkan residu toksik, sehingga banyak digunakan sebagai pelarut ekstraksi bahan alam [22]. Metode 

maserasi dipilih karena kelebihan metode ini yaitu mudah untuk dilakukan dan tanpa pemanasan sehingga dapat 

menghindari rusaknya senyawa yang bersifat (termolabil). Pemekatan cairan hasil maserat dilakukan dengan rotary 

vaccum evaporator hingga didapatkan ekstrak kental. Hasil pembuatan ekstrak akar dan daun kipait dapat dilihat pada 

Tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Rendeman Ekstrak Akar dan Daun Kipait 
Sampel Berat serbuk (g) Berat ekstrak (g) Rendemen (%) 

Akar 250 gram 27 gram 10,8% 

Daun 250 gram 60 gram 24% 

 

Berdasarkan hasil pada Tabel 1, ekstraksi simplisia menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 70% 

menghasilkan rendemen ekstrak akar sebesar 10% dan ekstrak daun sebesar 24%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa 

dari 250 g simplisia kering diperoleh sekitar 25 g ekstrak akar dan 60 g ekstrak daun. Rendemen ekstrak daun yang 

lebih tinggi mengindikasikan bahwa senyawa yang larut dalam etanol 70% lebih banyak terdapat pada daun 

dibandingkan akar. Perbedaan ini diduga dipengaruhi oleh distribusi metabolit sekunder pada masing-masing bagian 

tanaman yang berbeda [14]. Hasil rendeman tersebut juga telah memenuhi standar, sebagaimana dinyatakan oleh 

Kemenkes RI pada buku Farmakope Herbal Indonesia (FHI) bahwa rendemen ekstrak dikatakan baik apabila nilai 

rendemen yang diperoleh tidak kurang dari 10% [23].  

 

C. Uji Skrining Fitokimia 

Uji fitokimia pada penelitian ini dilakukan sebagai langkah awal untuk mengidentifikasi kandungan senyawa 

dalam ekstrak akar dan daun Kipait yang diduga berperan dalam aktivitas antibakteri. Pengujian dilakukan dengan 

mereaksikan masing-masing ekstrak akar dan daun Kipait dengan pereaksi tertentu di dalam tabung reaksi. Hasil uji 

dinyatakan positif apabila terjadi perubahan warna yang sesuai dengan standar warna untuk masing-masing golongan 

senyawa yang diuji. Sebaliknya, apabila tidak terjadi perubahan warna sesuai standar, maka hasil uji dinyatakan 

negatif atau menunjukkan bahwa senyawa tersebut tidak terdeteksi. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, hasil 

uji fitokimia ekstrak akar dan daun Kipait disajikan pada Tabel 2. 

Berdasarkan hasil uji fitokimia pada Tabel 2 menunjukkan bahwa ekstrak akar dan daun Kipait mengandung 

senyawa alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, fenolik, dan tanin. Ekstrak daun menunjukkan intensitas kandungan 

metabolit sekunder yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar, terutama pada golongan alkaloid, triterpenoid, 

fenolik, dan tanin. Perbedaan intensitas tersebut mengindikasikan adanya variasi distribusi metabolit sekunder pada 

masing-masing bagian tanaman yang dipengaruhi oleh fungsi fisiologisnya. Penelitian [24] menyatakan bahwa daun 

Kipait memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, saponin, steroid, flavonoid, triterpenoid, 

fenolik dan tannin. Sedangkan pada akar Kipait  penelitian [25] menyatakan bahwa akar Kipait mengandung senyawa 

alkaloid, flavonoid, tannin, saponin, terpenoid dan fenolik. Daun merupakan organ utama tempat berlangsungnya 

fotosintesis dan biosintesis berbagai metabolit sekunder yang berperan sebagai mekanisme pertahanan alami tanaman 

terhadap gangguan lingkungan maupun serangan mikroorganisme, sehingga berpotensi menghasilkan aktivitas 

antibakteri yang lebih tinggi dibandingkan akar [24]. 

 

Tabel 2. Hasil Fitokimia Akar dan Daun Kipait 
Uji Fitokimia Pereaksi Hasil yang terbentuk Kesimpulan 

Akar Daun 
Alkaloid Mayer Endapan putih ++ +++ 

 Wagner Endapan coklat +++ +++ 
 Dragendorf Endapan jingga ++ +++ 

Flavonoid Mg + HCI pekat + etanol Warna merah - - 

Saponin - Adanya busa stabil +++ +++ 

Steroid Libermann-Burchard Ungu ke biruan/hijau ++ ++ 

Triterpenoid Kloroform + H2SO4 pekat Merah kecoklatan ++ +++ 

Fenolik NaCI 10% + Gelatin 1% Endapan putih ++ +++ 

Tanin FeCI3 1% Coklat kehijauan ++ +++ 

Keterangan: (+) = Teridentifikasi dengan intensitas lemah, (++) = Teridentifikasi dengan intensitas sedang, (+++) = 
Teridentifikasi dengan intensitas kuat, (-) = Tidak teridentifikasi. 

 
Senyawa metabolit sekunder pada tanaman diketahui mampu menghambat pertumbuhan mikroba melalui berbagai 

mekanisme, seperti merusak membran sel, mengganggu sintesis protein, dan menghambat aktivitas enzim bakteri 

[26]. Uji alkaloid menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya endapan putih pada pereaksi Mayer, endapan coklat 

pada pereaksi Wagner, dan endapan jingga pada pereaksi Dragendorff. Endapan tersebut terbentuk akibat reaksi  
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alkaloid yang bersifat basa dengan ion logam dari pereaksi sehingga menghasilkan kompleks yang tidak larut 

[27];[28]. Alkaloid diketahui memiliki aktivitas antibakteri melalui penghambatan pembentukan peptidoglikan, 

gangguan metabolisme, serta interaksi dengan DNA dan protein sel bakteri [29]. Uji saponin menunjukkan hasil 

positif dengan terbentuknya busa stabil yang bertahan selama kurang lebih 5 menit. Saponin bersifat seperti surfaktan 

sehingga mampu menurunkan tegangan permukaan dan membentuk busa. Sebagai antibakteri, saponin dapat 

meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri hingga menyebabkan kebocoran komponen intraseluler [30]. Uji 

steroid dan triterpenoid juga menunjukkan hasil positif. Keberadaan steroid ditandai dengan perubahan warna ungu 

kehijauan pada uji Liebermann-Burchard, sedangkan triterpenoid menunjukkan warna merah kecoklatan setelah 

penambahan kloroform dan H₂SO₄ pekat. Kedua senyawa tersebut diketahui memiliki aktivitas antibakteri melalui 

gangguan terhadap permeabilitas membran sel mikroba [31]. Uji fenolik dan tanin memberikan hasil positif yang 

ditandai dengan terbentuknya endapan putih pada uji fenolik dan perubahan warna coklat kehijauan pada uji tanin. 

Fenolik dan tanin diketahui memiliki aktivitas antibakteri melalui pengendapan protein, kerusakan dinding sel, 

penghambatan aktivitas enzim, serta gangguan proses metabolisme bakteri [32]. Uji flavonoid, ekstrak akar Kipait 

tidak menunjukkan perubahan warna merah sehingga flavonoid tidak terdeteksi secara kualitatif. Kondisi ini diduga 

karena kadar flavonoid yang rendah atau berada di bawah batas deteksi metode yang digunakan. Meskipun demikian, 

flavonoid merupakan golongan senyawa fenolik yang diketahui memiliki aktivitas antibakteri melalui kerusakan 

membran sel dan penghambatan enzim bakteri [33];[34]. Kandungan senyawa fitokimia pada ekstrak akar dan daun 

Kipait dipengaruhi oleh bagian tanaman yang digunakan, kondisi lingkungan tumbuh, serta lokasi geografis asal 

tanaman. Perbedaan faktor-faktor tersebut dapat menyebabkan variasi kandungan metabolit sekunder, termasuk tidak 

terdeteksinya flavonoid pada ekstrak akar dalam penelitian ini [35]. 

 

D. Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Identifikasi S. aureus dilakukan dengan pengamatan karakteristik koloni pada media Mannitol Salt Agar (MSA) 

serta pewarnaan gram, dilihat pada Gambar 1 Hasil kultur pada media MSA menunjukkan adanya pertumbuhan koloni 

berwarna kuning disertai perubahan warna media dari merah menjadi kuning (Gambar 1 a). Perubahan warna tersebut 

menunjukkan kemampuan bakteri dalam memfermentasi manitol sehingga menghasilkan asam yang menyebabkan 

indikator fenol merah pada media berubah menjadi kuning [36]. Pengamatan mikroskopis setelah pewarnaan gram 

dengan perbesaran 100x, isolat menunjukkan bakteri gram positif berbentuk kokus yang tampak berkelompok 

menyerupai buah anggur dan berwarna ungu (Gambar 1 b). Hasil identifikasi ini sesuai dengan penelitian yang 

menyatakan bahwa S. aureus merupakan bakteri gram positif berbentuk kokus yang mampu memfermentasi manitol 

pada media MSA sehingga menghasilkan koloni dan media berwarna kuning. Warna ungu pada hasil pewarnaan gram 

menunjukkan bahwa bakteri memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang tebal sehingga mampu 

mempertahankan pewarna kristal violet selama proses dekolorisasi [37]. 

Sedangkan pada bakteri E. coli dilakukan melalui pengamatan karakteristik koloni pada media Eosin Methylene 

Blue (EMB) serta pewarnaan gram. Pada Gambar 2 Hasil kultur pada media EMB menunjukkan pertumbuhan koloni 

dengan warna hijau metalik (Gambar 2 a). Karakteristik tersebut menunjukkan kemampuan isolat dalam 

memfermentasi laktosa secara kuat sehingga menghasilkan asam dalam jumlah tinggi yang bereaksi dengan zat warna 

eosin dan methylene blue pada media EMB [38].  Koloni dengan warna hijau metalik merupakan ciri khas 

pertumbuhan E. coli pada media EMB. Pada pengamatan mikroskopis setelah pewarnaan gram dengan perbesaran 

100x, terlihat bakteri gram negatif berbentuk batang (basil) berwarna merah muda (Gambar 2 b). Warna merah muda 

pada bakteri menunjukkan bahwa sel tidak mampu mempertahankan pewarna kristal violet akibat lapisan 

peptidoglikan yang tipis dan kandungan lipid yang lebih tinggi pada dinding sel bakteri gram negatif. Hasil identifikasi 

ini sesuai dengan penelitian yang menyatakan bahwa E. coli menunjukkan pertumbuhan khas berupa koloni hijau 

metalik pada media EMB dan memiliki morfologi gram negatif berbentuk basil [39]. 

 

  
       (a)            (b) 

Gambar 1. Hasil Karakteristik Bakteri S.aureus (a) Hasil penanaman bakteri S.aureus pada media selektif MSA 

(b) Hasil pewarnaan gram bakteri S.aureus dan pengamatan pada perbesaran 1000x. (Dokumentasi Pribadi) 

 



Page | 6 

Copyright © Universitas Muhammadiyah Sidoarjo. This preprint is protected by copyright held by Universitas Muhammadiyah Sidoarjo and is distributed under the 

Creative Commons Attribution License (CC BY). Users may share, distribute, or reproduce the work as long as the original author(s) and copyright holder are 

credited, and the preprint server is cited per academic standards. 

Authors retain the right to publish their work in academic journals where copyright remains with them. Any use, distribution, or reproduction that does not comply 

with these terms is not permitted. 

 

 

  
                      (a)                                                   (b) 

Gambar 2. Hasil Karakteristik Bakteri E. coli (a) Hasil pengamatan bakteri E. coli pada media selektif (b) Hasil 

pewarnaan gram bakteri E. coli dan pengamatan mikroskop pada perbesaran 1000x.  

(Dokumentasi Pribadi) 

 

E. Uji Antibakteri 

Uji daya hambat dilakukan pada bakteri S. aureus dan E. coli. Pengujian aktivitas antibakteri pada penelitian ini 

dilakukan menggunakan metode difusi cakram (Kirby-Bauer) dan pengamatan diameter zona bening sebagai indikator 

penghambat pertumbuhan bakteri. Metode ini merupakan salah satu metode yang paling banyak digunakan dalam 

penelitian aktivitas antimikroba karena prosedurnya sederhana, ekonomis, dan mampu memberikan gambaran 

mengenai sensitivitas suatu bakteri terhadap senyawa antibakteri. Pada metode ini, senyawa aktif yang terkandung 

dalam ekstrak akan berdifusi dari kertas cakram menuju media agar dan membentuk zona bening apabila mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri [40]. Media yang digunakan adalah Mueller Hinton Agar (MHA), karena memiliki 

sifat netral atau nonselektif sehingga tidak memengaruhi hasil pengujian. Media ini juga mengandung nutrisi yang 

sesuai untuk mendukung pertumbuhan bakteri uji [41]. Interpretasi zona hambat dilakukan berdasarkan acuan zona 

hambat yang dikategorikan lemah dengan diameter ≤5 mm, kategori sedang dengan diameter zona hambat 6-10 mm, 

kategori kuat dengan diameter 11-20 dan kategori sangat kuat dengan diameter ≥21 mm [21]. 

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak akar dan daun Kipait terhadap S. aureus (Tabel 4 dan 

Gambar 3), seluruh perlakuan ekstrak membentuk zona hambat, sedangkan kontrol negatif tidak menunjukkan 

terbentuknya zona hambat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak akar maupun daun Kipait memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap S. aureus. Ekstrak akar pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% menghasilkan rata-rata 

diameter zona hambat berturut-turut sebesar 8,89 mm (kategori sedang), 9,72 mm (sedang), 10,73 mm (kuat), dan 

12,91 mm (kuat). Sementara itu, ekstrak daun menghasilkan diameter zona hambat sebesar 14,99 mm, 16,84 mm, 

20,12 mm, dan 22,13 mm pada konsentrasi yang sama, dengan kategori kuat hingga sangat kuat. Peningkatan 

konsentrasi ekstrak diikuti oleh peningkatan diameter zona hambat, yang menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi ekstrak, semakin besar kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri. Hasil ini didukung dengan 

penelitian [42] yang melaporkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak meningkatkan diameter zona hambat karena 

semakin banyak senyawa bioaktif yang berdifusi ke dalam media. 

Data diameter zona hambat selanjutnya dianalisis secara statistik. Hasil uji Shapiro–Wilk menunjukkan bahwa 

data berdistribusi normal, sedangkan uji Levene menunjukkan varians antar kelompok homogen, sehingga data 

memenuhi asumsi untuk dianalisis menggunakan Two-Way ANOVA. Hasil analisis menunjukkan bahwa jenis ekstrak, 

konsentrasi ekstrak, serta interaksi keduanya berpengaruh signifikan terhadap diameter zona hambat S. aureus 

(p=0,000; p<0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri dipengaruhi tidak hanya oleh variasi konsentrasi 

ekstrak, tetapi juga oleh bagian tanaman yang digunakan. Adanya interaksi yang signifikan menunjukkan bahwa 

respons peningkatan daya hambat pada setiap konsentrasi berbeda antara ekstrak akar dan ekstrak daun. Perbedaan 

tersebut diduga berkaitan dengan variasi kandungan metabolit sekunder pada kedua bagian tanaman. Penelitian 

sebelumnya [43] melaporkan bahwa akar dan daun Kipait memiliki komposisi metabolit sekunder yang berbeda, 

dengan kandungan senyawa lebih tinggi pada daun, dengan hasil analisis kuantitatif memperlihatkan bahwa daun 

mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid dalam jumlah yang lebih tinggi dibandingkan akar 

maupun batang, sedangkan kandungan fenolik tertinggi ditemukan pada akar. Secara keseluruhan, daun merupakan 

bagian tanaman dengan kandungan fitokimia paling tinggi. Hasil uji fitokimia pada penelitian ini mendukung temuan 

tersebut, yaitu ekstrak daun menunjukkan intensitas metabolit sekunder yang lebih tinggi, terutama pada golongan  

alkaloid, triterpenoid, fenolik, dan tanin. Perbedaan tersebut diduga berkaitan dengan fungsi fisiologis daun sebagai 

organ utama fotosintesis dan biosintesis metabolit sekunder yang berperan dalam sistem pertahanan tanaman, 

sehingga ekstrak daun berpotensi memiliki aktivitas biologis yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar [44]. Selain 

metabolit sekunder yang teridentifikasi melalui uji fitokimia, penelitian [13] juga melaporkan bahwa Kipait 

mengandung seskuiterpen lakton, terutama Tagitinin F, yang merupakan senyawa utama tanaman ini. Meskipun tidak  
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diidentifikasi secara spesifik pada penelitian ini, keberadaan Tagitinin F diduga turut berkontribusi terhadap aktivitas 

antibakteri ekstrak melalui mekanisme yang bekerja secara sinergis dengan metabolit sekunder lainnya. 

 

Tabel 4. Hasil Uji Antibakteri Ekstrak Akar dan Daun Kipait pada Bakteri Staphylococcus aureus 

 

Zat Uji 

 

Konsentrasi (%) 

Perhitungan Zona Hambat (mm)  

Rata-rata ± SD 

 

Kategori Pengulangan Ke- 

I II III 

Ekstrak Akar 25 8,62 9,12 8,94 8,89 ± 0,25b S 

 50 9,64 9,50 10,4 9,72 ± 0,48c S 

 75 10,48 10,62 11,10 10,73 ± 0,32d K 

 

K (+) 

K (-) 

100 

Kloramfenikol 250 mg 

Aquades 

12,68 

22,82 

0 

13,24 

23,48 

0 

12,82 

23,72 

0 

12,91 ± 0,29e 

23,34 ± 0,46j 

0a 

K 

SK 

L 

Ekstrak 

Daun 

25 15,10 14,56 15,32 14,99 ± 0,39f K 

 50 16,64 16,72 17,16 16,84 ± 0,28g K 

 75 19,86 20,32 20,18 20,12 ± 0,23h K 

 100 21,98 22,24 22,18 22,13 ± 0,13i SK 

K (+) Kloramfenikol 250 mg 23,54 22,76 23,14 23,14 ± 0,39j SK 

K (-) Aquades 0 0 0 0a L 

Keterangan: Notasi huruf di belakang angka menunjukkan hasil uji Duncan. Perlakuan yang memiliki huruf yang 

sama berarti tidak berbeda nyata, sedangkan perlakuan dengan huruf yang berbeda berarti berbeda nyata. L: Lemah, 

S: Sedang, K: Kuat, SK: Sangat Kuat 

 

 
            A          B          C    D 

 

 
A        B             C    D 

Gambar 3. Uji antibakteri akar dan daun pada bakteri S. aureus (a). Gambar A-D uji akar dengan konsentrasi 25%, 

50%, 75% dan 100%. Gambar E-H uji daun dengan konsentrasi 25%. 50%, 75% dan 100%.  

(Dokumentasi pribadi) 

 

Analisis dilanjutkan menggunakan uji Duncan yang menunjukkan adanya perbedaan nyata antar seluruh kelompok 

perlakuan.  Peningkatan konsentrasi ekstrak diikuti oleh peningkatan diameter zona hambat yang berbeda nyata pada 

setiap perlakuan, menunjukkan adanya hubungan dosis–respons terhadap aktivitas antibakteri. Ekstrak daun 

konsentrasi 100% menghasilkan diameter zona hambat tertinggi sebesar 22,13 mm, sedangkan ekstrak akar 

konsentrasi 25% menghasilkan diameter zona hambat terendah sebesar 8,89 mm. Pada seluruh konsentrasi yang diuji, 

ekstrak daun menghasilkan daya hambat yang lebih besar dibandingkan ekstrak akar. Hal ini didukung oleh hasil uji 

fitokimia yang menunjukkan intensitas metabolit sekunder ekstrak daun lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar, 

sehingga diduga memberikan kontribusi terhadap aktivitas antibakteri yang lebih besar. Hasil tersebut juga didukung 

oleh penelitian [19] yang melaporkan bahwa ekstrak daun Kipait memiliki aktivitas antibakteri tertinggi terhadap 

Klebsiella pneumoniae dengan diameter zona hambat rata-rata 19,5 mm pada konsentrasi 0,625 g/mL dibanding 

batang dan akar, sehingga mengindikasikan bahwa daun merupakan bagian tanaman dengan potensi antibakteri yang 

lebih tinggi dibandingkan akar maupun batang. 
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Aktivitas antibakteri ekstrak Kipait terhadap S. aureus juga diduga dipengaruhi oleh karakteristik bakteri Gram 

positif yang memiliki struktur dinding sel lebih sederhana dibandingkan bakteri Gram negatif. Dinding sel S. aureus 

tersusun terutama atas lapisan peptidoglikan tanpa membran luar yang mengandung lipopolisakarida, sehingga 

senyawa antibakteri lebih mudah berdifusi dan mencapai target di dalam sel. Senyawa metabolit sekunder yang 

teridentifikasi pada ekstrak Kipait, seperti alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, fenolik, dan tanin, diduga bekerja 

secara sinergis dengan seskuiterpen lakton, terutama Tagitinin F, dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Tagitinin 

F dilaporkan memiliki gugus α-methylene-γ-lactone yang mampu berinteraksi dengan gugus sulfhidril (-SH) pada 

protein dan enzim bakteri sehingga mengganggu aktivitas enzim, meningkatkan permeabilitas membran, serta 

menyebabkan kebocoran komponen intraseluler [13]. Sementara itu, alkaloid, fenolik, tanin, saponin, steroid, dan 

triterpenoid turut berperan dalam merusak integritas dinding dan membran sel, menghambat metabolisme, serta 

mengganggu fungsi fisiologis bakteri [45]. Mekanisme kerja yang bersifat sinergis tersebut diduga menjadi salah satu 

faktor yang menyebabkan S. aureus menunjukkan sensitivitas tinggi terhadap ekstrak Kipait, sebagaimana 

ditunjukkan oleh terbentuknya zona hambat kategori sedang hingga sangat kuat pada seluruh perlakuan yang 

meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak. 

Sedangkan itu, berdasarkan Tabel 5 dan Gambar 4, hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak akar dan daun 

Kipait terhadap E. coli menunjukkan terbentuknya zona hambat pada seluruh perlakuan ekstrak. Hasil tersebut 

menunjukkan bahwa ekstrak akar maupun daun Kipait memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. coli. Ekstrak akar 

pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% menghasilkan diameter zona hambat berturut-turut sebesar 7,93 mm 

(kategori sedang), 8,47 mm (sedang), 9,10 mm (sedang), dan 10,10 mm (kuat). Sementara itu, ekstrak daun 

menghasilkan diameter zona hambat sebesar 11,90 mm (kuat), 15,55 mm (kuat), 16,84 mm (kuat), dan 20,74 mm 

(kuat) pada konsentrasi yang sama. Peningkatan diameter zona hambat seiring bertambahnya konsentrasi ekstrak 

menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar kemampuan menghambat pertumbuhan 

bakteri. Dengan demikian, perlakuan yang menghasilkan zona hambat kategori kuat dan sangat kuat menunjukkan 

efektivitas antibakteri yang lebih baik dibandingkan kategori sedang maupun lemah. Hasil ini didukung dengan 

penelitian [46] yang melaporkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak meningkatkan diameter zona hambat karena 

semakin banyak senyawa antimikroba yang berdifusi ke dalam media. 

Selanjutnya data diameter zona hambat dianalisis secara statistik. Data memenuhi asumsi normalitas dan 

homogenitas sehingga layak dianalisis menggunakan uji parametrik Two-Way ANOVA. Hasil analisis menunjukkan 

bahwa jenis ekstrak, variasi konsentrasi, serta interaksi antara keduanya berpengaruh signifikan terhadap diameter 

zona hambat E. coli (p=0,000; p<0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri ekstrak Kipait dipengaruhi 

tidak hanya oleh konsentrasi ekstrak, tetapi juga oleh bagian tanaman yang digunakan. Adanya interaksi yang 

signifikan menunjukkan bahwa respons peningkatan daya hambat berbeda antara ekstrak akar dan ekstrak daun pada 

setiap konsentrasi. 

 

Tabel 5. Hasil Uji Antibakteri Ekstrak Akar dan Daun Kipait Terhadap Bakteri Escherichia coli 

 

 

Zat Uji 

 

 

Konsentrasi (%) 

Perhitungan Zona 

Hambat (mm) 

 

 

Rata-rata ± SD 

 

 

Kategori 
Pengulangan Ke- 

I II III 

Ekstrak Akar 25 7,92 8,02 7,85 7,93 ± 0,08b S 

 50 8,64 7,98 8,80 8,47 ± 0,04c S 

 75 9,16 9,28 8,86 9,10 ± 0,21d S 

 

K (+) 

K (-) 

100 

Kloramfenikol 250 mg 

Aquades 

10,14 

22.10 

0 

9,98 

21,78 

0 

10,20 

22,36 

0 

10,10 ± 0,11e 

22,08 ± 0,29 j 

0a 

S 

SK 

L 

Ekstrak Daun 25 11,86 11,64 12,21 11,90 ± 0,28f K 

 50 14,86 16,16 15,64 15,55 ± 0,65g K 

 75 17,02 16,68 16,84 16,84 ± 0,17h K 

 100 20,18 21,26 20,80 20,74 ± 0,54i K 

K (+) Kloramfenikol 250 mg 21,92 22,26 21,76 21,98 ± 0,25 j SK 

K (-) Aquades 0 0 0 0a L 

Keterangan: Notasi huruf di belakang angka menunjukkan hasil uji Duncan. Perlakuan yang memiliki huruf yang 

sama berarti tidak berbeda nyata, sedangkan perlakuan dengan huruf yang berbeda berarti berbeda nyata. L: Lemah, 

S: Sedang, K: Kuat, SK: Sangat Kuat 
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                  A             B           C                            D 

      
                E                       F                             G                             H    

Gambar 4. Uji antibakteri akar dan daun pada bakteri E. coli (a). Gambar A-D Uji akar dengan konsentrasi 25%, 

50%, 75% dan 100%. Gambar E-H uji daun dengan konsentrasi 25%. 50%, 75% dan 100%.  
(Dokumentasi pribadi) 

 

Analisis dilanjutkan menggunakan uji Duncan untuk mengetahui perbedaan nyata antar kelompok perlakuan. 

Hasil uji menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak akar maupun ekstrak daun diikuti oleh peningkatan 

diameter zona hambat yang berbeda nyata pada setiap perlakuan. Pada kelompok ekstrak akar, peningkatan aktivitas 

antibakteri terjadi secara bertahap seiring meningkatnya konsentrasi ekstrak, sedangkan pada ekstrak daun 

peningkatan aktivitas antibakteri lebih nyata pada setiap konsentrasi yang diuji. Hubungan tersebut menunjukkan 

adanya pola dosis–respons, yaitu semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin besar kemampuan menghambat 

pertumbuhan E. coli. Kondisi ini diduga terjadi karena peningkatan konsentrasi ekstrak menyebabkan jumlah senyawa 

yang tersedia untuk berdifusi ke dalam media dan berinteraksi dengan sel bakteri semakin besar. Hasil ini sesuai 

dengan prinsip umum aktivitas antimikroba yang menyatakan bahwa peningkatan konsentrasi senyawa antibakteri 

meningkatkan jumlah molekul aktif yang mencapai sel bakteri sehingga efektivitas penghambatan menjadi lebih tinggi 

[47]. 

Ekstrak daun menghasilkan diameter zona hambat yang lebih besar dibandingkan ekstrak akar pada seluruh 

konsentrasi yang diuji. Diameter zona hambat tertinggi diperoleh pada ekstrak daun konsentrasi 100% sebesar 20,74 

mm, sedangkan diameter zona hambat terendah diperoleh pada ekstrak akar konsentrasi 25% sebesar 7,93 mm. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa ekstrak daun Kipait memiliki efektivitas antibakteri yang lebih tinggi terhadap E. coli. 

Perbedaan aktivitas tersebut diduga berkaitan dengan kandungan metabolit sekunder ekstrak daun yang lebih tinggi 

dibandingkan ekstrak akar, sebagaimana ditunjukkan oleh hasil uji fitokimia yang mengidentifikasi intensitas alkaloid, 

triterpenoid, fenolik, dan tanin lebih tinggi pada ekstrak daun. Selain itu, penelitian sebelumnya melaporkan bahwa 

(T. diversifolia Hemsl.) Gray mengandung seskuiterpen lakton, terutama Tagitinin F, yang dikenal sebagai senyawa 

utama tanaman ini. Keberadaan Tagitinin F sebagai senyawa khusus Kipait bersama metabolit sekunder lainnya 

diduga berkontribusi secara sinergis terhadap aktivitas antibakteri [13]. Hasil penelitian ini juga didukung oleh 

penelitian [48] yang melaporkan bahwa ekstrak daun Kipait memiliki aktivitas antibakteri yang tinggi terhadap bakteri 

Gram negatif dengan zona hambat terbesar diperoleh pada konsentrasi 100%, yaitu 15 mm terhadap K. pneumoniae. 

Meskipun E. coli merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki membran luar mengandung lipopolisakarida sebagai 

penghalang masuknya berbagai senyawa antimikroba, ekstrak daun Kipait tetap menunjukkan aktivitas antibakteri 

yang tinggi. Aktivitas tersebut diduga dipengaruhi oleh kerja sinergis metabolit sekunder, seperti alkaloid, saponin, 

steroid, triterpenoid, fenolik, tanin, serta seskuiterpen lakton seperti Tagitinin F yang mampu mengganggu integritas 

membran sel, meningkatkan permeabilitas membran, menghambat aktivitas enzim, dan mengganggu proses 

metabolisme bakteri sehingga pertumbuhan bakteri terhambat [49]. 

Namun demikian, diameter zona hambat terhadap E. coli masih lebih rendah dibandingkan terhadap S. aureus. 

Perbedaan tersebut diduga berkaitan dengan karakteristik E. coli sebagai bakteri Gram negatif yang memiliki 

membran luar mengandung lipopolisakarida sehingga penetrasi senyawa antibakteri menjadi lebih terbatas 

dibandingkan pada bakteri Gram positif. Kompleksitas struktur dinding sel tersebut menyebabkan bakteri Gram 

negatif umumnya lebih resisten terhadap berbagai senyawa antimikroba alami. Hasil ini didukung dengan penelitian 

[50] yang melaporkan bahwa senyawa antibakteri dari bahan alam umumnya menunjukkan efektivitas yang lebih 

tinggi terhadap bakteri Gram positif dibandingkan Gram negatif. 
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Berdasarkan hasil rata-rata diameter zona hambat dan analisis statistik, seluruh konsentrasi ekstrak akar dan daun 

Kipait mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli. Diameter zona hambat cenderung meningkat 

seiring dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak, sedangkan ekstrak daun menghasilkan diameter zona hambat yang 

lebih besar dibandingkan ekstrak akar pada seluruh konsentrasi yang diuji. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak 

akar maupun daun Kipait memiliki aktivitas antibakteri, dengan efektivitas penghambatan yang dipengaruhi oleh jenis 

ekstrak dan konsentrasi yang digunakan. Berdasarkan hasil uji Duncan, ekstrak daun konsentrasi 100% menunjukkan 

aktivitas antibakteri tertinggi, yaitu menghasilkan diameter zona hambat sebesar 22,13 mm (kategori sangat kuat) 

terhadap S. aureus dan 20,74 mm (kategori kuat) terhadap E. coli. 

Perbedaan efektivitas antibakteri antara ekstrak akar dan daun diduga berkaitan dengan perbedaan kandungan serta 

distribusi metabolit sekunder pada masing-masing bagian tanaman. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak 

daun memiliki intensitas kandungan metabolit sekunder yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar. Daun merupakan 

organ utama tempat berlangsungnya fotosintesis dan biosintesis berbagai metabolit sekunder yang berperan sebagai 

mekanisme pertahanan alami tanaman terhadap ganggaun lingkungan maupun serangan mikroorganisme, sehingga 

berpotensi menghasilkan aktivitas antibakteri yang lebih tinggi dibandingkan akar [51]. Hasil ini didukung oleh 

penelitian [52] yang melaporkan bahwa ekstrak daun Kipait hasil maserasi memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

Vibrio cholerae dengan konsentrasi 50% menghasilkan diameter zona hambat yang lebih besar dibandingkan ekstrak 

batang maupun akar. Selain itu, rendemen ekstrak daun pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan ekstrak akar, 

yaitu masing-masing sebesar 24% dan 10,8%. Rendemen yang lebih tinggi mengindikasikan bahwa lebih banyak 

senyawa yang berhasil diekstraksi oleh pelarut. Hasil ini didukung dengan penelitian [53] yang menyatakan bahwa 

daun menghasilkan rendemen serta kandungan metabolit sekunder yang lebih tinggi dibandingkan akar, sehingga 

berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri yang lebih kuat. 

Kandungan metabolit sekunder yang teridentifikasi pada uji fitokimia, yaitu alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, 

fenolik, dan tannin, memiliki mekanisme kerja yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Alkaloid 

diketahui menghambat pembentukan peptidoglikan dinding sel bakteri, saponin meningkatkan permeabilitas 

membran sehingga menyebabkan kebocoran komponen intraseluler, tanin dan fenolik mengendapkan protein serta 

menghambat aktivitas enzim, sedangkan steroid dan triterpenoid merusak integritas membran sel. Mekanisme kerja 

berbagai metabolit sekunder tersebut diduga berlangsung secara sinergis sehingga berkontribusi terhadap 

terbentuknya zona hambat pada kedua bakteri uji [54]. Selain metabolit sekunder tersebut, T. diversifolia (Hemsl.) 

Gray juga diketahui mengandung seskuiterpen lakton, terutama Tagitinin F, yang dilaporkan memiliki aktivitas 

antibakteri, antiinflamasi, dan sitotoksik. Aktivitas antibakteri Tagitinin F diduga berkaitan dengan gugus α-

methylene-γ-lactone yang bersifat elektrofilik dan mampu berikatan dengan gugus sulfhidril (-SH) pada protein 

maupun enzim esensial bakteri. Interaksi tersebut mengganggu proses metabolisme dan replikasi sel bakteri, serta 

meningkatkan permeabilitas membran yang menyebabkan kebocoran komponen intraseluler hingga berujung pada 

kematian sel [55]. 

Berdasarkan Tabel 4 dan Tabel 5, kontrol positif menggunakan kloramfenikol 250 mg menghasilkan rata-rata 

diameter zona hambat sebesar 23,34 mm dan 23,14 mm terhadap S. aureus, serta 22,08 mm dan 21,98 mm terhadap 

E. coli, yang seluruhnya termasuk kategori sangat kuat. Penggunaan kontrol positif berfungsi sebagai pembanding 

untuk mengevaluasi efektivitas antibakteri ekstrak uji. Kloramfenikol merupakan antibiotik spektrum luas yang 

bekerja secara bakteriostatik melalui penghambatan sintesis protein bakteri sehingga menghambat pertumbuhan dan 

pembelahan sel [56]. Penggunaan antibiotik standar juga bertujuan memastikan bahwa media, kultur bakteri, dan 

metode pengujian berada dalam kondisi yang sesuai sehingga hasil penelitian dapat divalidasi secara ilmiah. Selain 

karena spektrum luas dan mekanisme kerjanya yang telah terstandarisasi, kloramfenikol juga relatif mudah diperoleh 

dan banyak digunakan sebagai kontrol positif pada penelitian aktivitas antibakteri [57]. Sebaliknya, kontrol negatif 

menggunakan akuades steril tidak menunjukkan terbentuknya zona hambat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

akuades tidak memiliki aktivitas antibakteri dan tidak memengaruhi pertumbuhan bakteri uji. Oleh karena itu, zona 

hambat yang terbentuk pada seluruh perlakuan dapat dipastikan berasal dari aktivitas senyawa bioaktif dalam ekstrak 

Kipait, bukan akibat pengaruh pelarut maupun media yang digunakan [58]. 

Berdasarkan hasil pengujian, kontrol positif berupa kloramfenikol 250 mg menghasilkan diameter zona hambat 

yang lebih besar dibandingkan seluruh perlakuan ekstrak, baik terhadap S. aureus maupun E. coli. Meskipun 

demikian, ekstrak daun Kipait konsentrasi 100% menghasilkan diameter zona hambat yang mendekati kontrol positif, 

yaitu sebesar 22,13 mm terhadap S. aureus dibandingkan 23,14 mm pada kloramfenikol, serta sebesar 20,74 mm 

terhadap E. coli dibandingkan 21,98 mm pada kontrol positif. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak daun Kipait 

memiliki aktivitas antibakteri yang kuat meskipun masih berupa ekstrak kasar (crude extract) yang mengandung 

campuran berbagai metabolit sekunder. Perbedaan aktivitas antara ekstrak dan kontrol positif diduga berkaitan dengan 

perbedaan karakteristik senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Kloramfenikol merupakan antibiotik dengan 

senyawa aktif yang telah terstandarisasi dan bekerja secara bakteriostatik melalui penghambatan sintesis protein 

dengan berikatan pada subunit ribosom 50S bakteri [59]. Sebaliknya, ekstrak Kipait merupakan campuran berbagai 

metabolit sekunder, seperti alkaloid, saponin, fenolik, tanin, steroid, triterpenoid, serta seskuiterpen lakton,  
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yang diduga bekerja secara sinergis dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Oleh karena itu, meskipun diameter 

zona hambat ekstrak masih lebih rendah dibandingkan kontrol positif, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak 

daun Kipait berpotensi untuk dikembangkan sebagai sumber antibakteri alami melalui penelitian lanjutan, seperti 

isolasi senyawa aktif, pengujian mekanisme kerja, dan pengembangan formulasi [60]. 

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa S. aureus cenderung lebih sensitif terhadap ekstrak Kipait dibandingkan 

E. coli, yang ditunjukkan oleh diameter zona hambat yang lebih besar pada konsentrasi ekstrak yang sama. Perbedaan 

sensitivitas tersebut diduga berkaitan dengan perbedaan struktur dinding sel kedua bakteri. S. aureus sebagai bakteri 

Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan tebal tanpa membran luar, sehingga senyawa antibakteri lebih mudah 

berdifusi dan mencapai target di dalam sel. Sebaliknya, E. coli sebagai bakteri Gram negatif memiliki membran luar 

yang mengandung lipopolisakarida sehingga menghambat penetrasi berbagai senyawa antibakteri. Karakteristik 

tersebut menyebabkan bakteri Gram negatif umumnya lebih resisten dibandingkan bakteri Gram positif terhadap 

berbagai senyawa antimikroba. Hasil ini sesuai dengan penelitian [61] yang melaporkan bahwa struktur dinding sel 

Gram positif yang lebih sederhana karena hanya tersusun atas lapisan peptidoglikan yang tebal tanpa membran luar 

yang mengandung lipopolisakarida (LPS). Tidak adanya membran luar menyebabkan senyawa antibakteri lebih 

mudah berdifusi dan mencapai target di dalam sel bakteri. Sebaliknya, bakteri Gram negatif memiliki lapisan 

peptidoglikan yang lebih tipis, namun dilengkapi membran luar yang kaya akan LPS (lipopolisakarida) sehingga 

membentuk penghalang permeabilitas dan menghambat masuknya berbagai senyawa antibakteri. Oleh karena itu, 

bakteri Gram positif umumnya lebih rentan terhadap senyawa antibakteri dibandingkan bakteri Gram negatif [61]. 

 

IV. SIMPULAN 

Ekstrak akar dan daun Kipait (Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray) terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Ekstrak daun konsentrasi 100% menunjukkan efektivitas tertinggi 

terhadap kedua bakteri uji dan menunjukkan potensi untuk dikembangkan sebagai sumber antibakteri alami. 
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