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ABSTRAK

Penyakit infeksi saluran kemih umumnya banyak disebabkan oleh bakteri Escherichia coli. Salah satu
bahan alami yang dapat dikembangkan sebagai alternatif antibakteri yaitu daun kumis kucing. Tujuan
penelitian ini yaitu untuk mengetahui konsentrasi ekstrak etanol daun kumis kucing (Orthosiphon
aristatus) yang paling optimal pada perbandingan pelarut etanol 70% dan 96% dalam menghambat
bakteri Escherichia coli dan untuk mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun kumis kucing dengan
perbandingan pelarut ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) terhadap
pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada infeksi saluran kemih. Dilakukan penelitian eksperimental
menggunakan metode uji difusi sumuran. Diperoleh hasil dan kesimpulan terdapat konsentrasi ekstrak
etanol daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) yang paling optimal pada perbandingan pelarut
etanol 70% dan 96% terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli diperoleh pada hasil konsentrasi
100% ekstrak etanol 70% daun kumis kucing sebesar (12,73 + 0,42 mm) dengan kategori daya hambat
kuat sehingga dapat disimpulkan bahwa senyawa antibakteri yang bersifat polar banyak tertarik pada
ekstrak etanol 70% daun kumis kucing dikarenakan memiliki tingkat polaritas yang lebih tinggi
daripada ekstrak etanol 96% daun kumis kucing dan pada perbandingan pelarut dan konsentrasi ekstrak
etanol 70% dan 96% daun kumis kucing dapat mempengaruhi perbedaan aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Escherichia coli. Ditunjukkan pada nilai P-value <0,05 sehinggga terdapat perbedaan signifikan
aktivitas antibakteri pada perbandingan ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing terhadap
bakteri Escherichia coli.

Kata kunci : aktivitas antibakteri, daun kumis kucing, difusi sumuran, ekstrak etanol, escherichia
coli

ABSTRACT

Urinary tract infections are generally caused by Escherichia coli bacteria. One of the natural
ingredients that can be developed as an antibacterial alternative is cat whisker leaves. The purpose of
this study was to determine the most optimal concentration of ethanol extract of cat whisker leaves
(Orthosiphon aristatus) in the ratio of 70% and 96% ethanol solvents in inhibiting Escherichia coli
bacteria and to determine the inhibition of ethanol extract of cat whisker leaves with a solvent ratio of
70% and 96% ethanol extract of cat whisker leaves (Orthosiphon aristatus) against the growth of
Eschericha coli bacteria in urinary tract infections. Experimental research was conducted using the
well diffusion test method. The results and conclusions were obtained that the most optimal
concentration of ethanol extract of cat whisker leaves (Orthosiphon aristatus) in the comparison of
70% and 96% ethanol solvents against the growth of Escherichia coli bacteria was obtained in the
results of 100% concentration of 70% ethanol extract of cat whisker leaves amounting to (12,73+0,42
mm) with a strong inhibition category so that it can be concluded that polar antibacterial compounds
are attracted to 70% ethanol extract of cat whisker leaves because it has a higher polarity level than
96% ethanol extract of cat whisker leaves and in the comparison of solvents and concentrations of 70%
and 96% ethanol extracts of cat whisker leaves can affect differences in antibacterial activity against
Escherichia coli bacteria.

Keywords : antibacterial activity, cat's whisker leaves, well diffusion, ethanol extract, escherichia
coli
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PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan masalah kesehatan masyarakat di Indonesia yang memerlukan
perhatian serius. Salah satu penyakit infeksi adalah infeksi saluran kemih. Sebagai urutan
kedua, infeksi saluran kemih merupakan yang sering mengganggu kesehatan perempuan di
Indonesia sejumlah 8,3 juta kasus pertahun (Irawan, 2018) dan sekitar 4,2 juta kasus terjadi
pada laki-laki (Maulani & Siagian, 2022). Prevalensi ISK pada usia < 40 tahun sebesar 3,2%
sedangkan usia 65 tahun keatas memiliki prevalensi 20% (Mokos dkk., 2023). Angka kejadian
ISK pada perempuan memiliki nilai sebesar 60% dan laki-laki 40% (Arivo & Dwiningtyas,
2017). Penyebab tersering infeksi saluran kemih adalah bakteri gram negatif yang berasal dari
uretra akan naik ke kandung kemih, antara lain Escherichia coli, Proteus sp, Klebsiella
(Purnomo, 2014).

Escherichia coli merupakan salah satu bakteri gram negatif yang sering ditemukan pada
pasien infeksi saluran kemih dengan presentase yang paling tinggi yaitu sebesar 48,44%
(Imaniah, 2015). Peneliti Carolina, 2017 menyatakan bahwa bakteri Escherichia coli
mengalami resistensi terhadap beberapa antibakteri seperti ampisilin, kotrimoksazol dan
ciprofloxacin, seftriakson dan sefotaksim, gentamisin, kloramfenikol. Mengingat adanya
resistensi antibakteri penyebab infeksi saluran kemih terhadap beberapa antibakteri (Carolina,
2017) maka salah satu peluang yang dapat dimanfaatkan untuk menunjang antibakteri terhadap
resistensi antibakteri adalah dengan menggunakan bahan alami sebagai alternatif antibakteri.

Bahan alami yang dapat digunakan adalah daun kumis kucing. Berbagai penelitian sudah
dilakukan dan menunjukkan bahwa daun kumis kucing mengandung senyawa kimia yang
mempunyai daya hambat aktivitas antibakteri seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid
(Pelu dkk, 2022). Perlu dilakukan ekstraksi untuk mengambil senyawa tanaman tersebut
menggunakan suatu pelarut yang sesuai. Macam-macam pelarut untuk proses ekstraksi
tanaman obat dapat menggunakan pelarut seperti pelarut nonpolar (n-heksana), pelarut semi
polar (etil asetat), dan pelarut polar (metanol atau etanol) (Hidayah dkk., 2016). Etanol
merupakan pelarut yang aman apabila dikonsumsi karena tingkat toksisitasnya yang rendah
dibandingkan dengan pelarut lainnya. Menurut penelitian sebelumnya terdapat aktivitas
antibakteri dalam ekstrak etanol 70% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) terhadap
bakteri Escherichia coli ditunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan
semakin besar diameter daya hambat yang dihasilkan (Sri Laras M, 2020).

Berdasarkan uraian diatas, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak
etanol daun kumis kucing dengan perbandingan pelarut ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis
kucing terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada infeksi saluran kemih dan
mengetahui konsentrasi ekstrak etanol daun kumis kucing yang paling optimal pada
perbandingan pelarut etanol 70% dan 96% dalam menghambat bakteri Escherichia coli.
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang daun kumis kucing
sebagai alternatif antibakteri sehingga membantu upaya pemerintah kepada fasilitas kesehatan
untuk meningkatkan dan mengembangkan pemanfaatan bahan alami ekstrak etanol daun kumis
kucing (Orthosiphon aristatus) serta dapat memberikan solusi untuk menurunkan prevalensi
infeksi saluran kemih akibat bakteri Escherichia coli.

METODE

Desain penelitian ini menggunakan desain eksperimental dengan rancangan yang
digunakan adalah tiga perlakuan dan tiga kali perulangan. Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Biologi Farmasi, Laboratorium Farmasetika dan Teknologi Farmasi Fakultas
IImu Kesehatan Universitas PGRI Adi Buana Surabaya pada bulan Januari-Mei 2024. Populasi
sampel pada penelitian ini yaitu semua daun kumis kucing dengan sampel penelitian adalah 250
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gram. Analisa data penelitian ini menggunakan ANOVA Two-Way.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu autoklaf, gelas ukur, cawan petri,
erlenmeyer, batang pengaduk, kertas saring, gelas beaker, waterbath, oven, pipet tetes, kaca
arloji, corong gelas, tabung reaksi, cork borrer, inkubator, jangka sorong, jarum ose, laminar
air flow, pembakar bunsen, mikropipet, rak tabung reaksi, timbangan analitik, alumunium foil,
kapas usap steril, blender, ayakan, wadah kaca tertutup, vortex mixer, rotary evaporator, kaca
objek dan cover, mikroskop, mortir dan stamper, plastik wrap.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu simplisia kering daun kumis kucing yang
diperolehdari Daun Mas Media Husada Bekasi, Jawa Barat. Media yang digunakan yaitu
Mueller Hinton Agar (MHA). Bakteri uji yang digunakan adalah Escherichia coli. Tablet
ciprofloxacin 500 mg sebagai kontrolpositif, etanol 70% dan 96% sebagai pelarut serta kontrol
negatif. Larutan H2SO4 1%, larutan BaClz 1%, NaOH, HCL 2N, pereaksi meyer, FeCls 1%,
pewarna Kristal violet dan safranin, aquadest, larutan NaCl 0,9% steril.

Alur Penelitian Determinasi Sampel

Determinasi tanaman dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui kemurnian identitas
simplisia tanaman yang digunakan benar-benar tanaman yang diinginkan. Simplisia daun
kumis kucing pada penelitian ini diperoleh dari Daun Mas Media Husada Bekasi, Jawa Barat.
Determinasi daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dilakukan di Pusat Informasi dan
Pengembangan Obat Tradisional Fakultas Farmasi UBAYA.

Pembuatan Ekstrak

Bagian tanaman yang digunakan adalah daun kumis kucing (Ortthosiphon aristatus)
kering. Simplisia daun kumis kucing dibuat menjadi serbuk dengan cara diblender dan diayak
dengan ayakan mesh No.60 karena derajat kehalusan serbuk simplisia untuk pembuatan ekstrak
adalah serbuk simplisia halus dengan ukuran serbuk 250 um. Pembuatan ekstrak penelitian ini
dilakukan dengan menggunakan metode maserasi perbandingan (1:10). Serbuk daun kumis
kucing ditimbang sebanyak 250 gram dimasukan ke dalam masing-masing wadah kaca tertutup
dan tambahkan pelarut etanol 70% dan 96% sebanyak 2,5 Liter, direndam selama 3x24 jam
dengan sesekali di aduk, kemudian di lakukan remaserasidengan cara mengulangi proses
maserasi menggunakan jenis pelarut yang sama dan setengah volume. pelarut awal kemudian
hasil maserat disaring dengan kertas saring untuk memisahkan filtratnya lalu dipekatkan
dengan rotary evaporator dan waterbath menggunakan suhu 50°C sampai diperoleh ekstrak
kental daun kumis kucing kemudian ditimbang untuk mengetahui hasil akhirnya. Setelah
proses pembuatan ekstrak dilakukan penetapan kadar air ekstrak dan identifikasi senyawa
fitokimia.

Prosedur Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dari kaca yang akan digunakan dicuci bersih dan dikeringkan seperti gelas ukur,
cawanpetri, erlenmeyer, batang pengaduk, kertas saring, gelas beaker dibungkus dengan
alumunium foilkemudian dimasukkan dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. Sterilisasi menggunakan pemijaran api bunsen digunakan untuk alat pinset dan jarum
ose. Media Mueller Hinton Agar disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Pembuatan Media MHA

Media MHA pada penelitian ini digunakan untuk peremajaan bakteri dan pengujian
aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing terhadap bakteri
Escherichia coli. Pembuatanmedia Mueller Hinton Agar (MHA) menimbang sesuai kebutuhan
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yang digunakan untuk penelitian. Penelitian ini menggunakan total keseluruhan media MHA
sebanyak 10,64gram kemudian ditambahkan aquadest dipanaskan diatas api bunsen hingga
larut dan homogen. Media MHA disterilisasi menggunakanautoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. Tunggu dingin dengan suhu kurang lebih 50°C. Tuang mediake dalam cawan petri
steril sekitar 10-20 mL.

Identifikasi Bakteri Escherichia coli

Pemeriksaan bakteri dengan mengambil satu ose bakteri Escherichia coli. Letakkan diatas
kaca objek dan fiksasi pulasan bakteri dilakukan dengan cara melewatkan kaca objek berisi
pulasan diatas apiuntuk melekatkan dan mematikan bakteri. Tambahkan pewarna kristal ungu,
cairan iodin. Kemudian bilasdengan alkohol 96% sampai warna ungu tidak luntur, bilas dengan
air dan tambahkan pewarna safranin bilas lagi dengan air dan tunggu kering selanjutnya
dilakukan pemeriksaan pada mikroskop dengan menggunakan perbesaran 40-100x. Warna
yang tampak seperti warna merah muda menandakan bakteri gram negatif yaitu bakteri
Escherichia coli.

Peremajaan Bakteri Uji

MHA vyang telah di sterilisasi dituang ke dalam tabung reaksi dan posisikan miring.
Peremajaan bakteri uji dilakukan dengan cara mengambil bakteri Escherichia coli biakan
murni sebanyak 1 koloni dengan jarum ose lalu di inokulasi pada media agar miring
menggunakan metode goresan zig-zag. Kemudian di inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24
jam.

Pembuatan Suspensi Bakteri Escherichia coli

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan cara mensterilkan kawat ose sebelum
mengambil bakteri. Sebanyak 1 ose bakteri dimasukkan ke dalam larutan NaCl 0,9% steril
sebanyak 5-10 ml dan dikocok hingga homogen untuk diseragamkan kekeruhan dengan standar
Mc Farland 0,5 (Sri Laras M, 2020) dan dilakukan penentuan absorbansi suspensi bakteri
Escherichia coli sebesar 0,08-0,10 pada Spektrofotometri Uv-Vis menggunakan panjang
gelombang 625 nm.

Pembuatan Konsentrasi Uji Ekstrak Etanol 70% dan 96% Daun Kumis Kucing dan
Kontrol Sebagai Pembanding

Konsentrasi 50% (0,50 g ekstrak daun kumis kucing ditambah pelarut etanol 70% dan 96%
1 mL), konsentrasi 75% (0,75 g ekstrak daun kumis kucing ditambah pelarut etanol 70% dan
96% 1 mL), konsentrasi 100% (1 g ekstrak daun kumis kucing ditambah pelarut etanol 70%
dan 96% 1 mL), kontrol positif pada peneitian ini menggunakan tablet ciprofloxacin 500 mg.
Satu tablet digerus dengan mortir kemudian ditimbang sebanyak 65 mg larutkan dalam 50 mL
aquadest, aduk hingga homogen di dalam beaker glass. Selanjutnya untuk memperoleh larutan
ciprofloxacin 5ug/50uL, mengambil 1 mL larutan dan tambahkan aquadest 10 mL aduk hingga
homogen serta kontrol negatif menggunakan pelarut etanol 70% dan 96%.

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol 70% dan 96% Daun Kumis Kucing dengan
Metode DifusiSumuran

Suspensi Escherichia coli yang sudah siap kemudian disebarkan menggunakan kapas usap
steril pada media padat Mueller Hinton Agar Plate sampai merata kesemua permukaan media.
Supaya suspensibakteri meresap kedalam media agar tunggu selama 5 sampai 15 menit. Dibuat
sumur dengan cork borrerdengan diameter 5-7 mm. Ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis
kucing dengan konsentrasi masing- masing 50%, 75%, 100% diteteskan ke dalam lubang
sumuran, dan kontrol positif ciprofloxacin 5ug/50uL, serta sebagai kontrol negatif berupa
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pelarut etanol 70% dan 96%. Selanjutnya di inkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Daya
hambat berupa daerah bening kemudian diukur dengan menggunakan jangka sorong dalam
satuan milimeter (mm) secara horizontal dan vertikal.

HASIL

Determinasi Sampel

Simplisia daun kumis kucing kering di determinasi dan dilakukan di PIPOT Fakultas
Farmasi UBAYA. Hasil determinasi penelitian ini menyatakan bahwa simplisia kering benar
merupakan tanamandaun kumis kucing dengan spesies Orthosiphon aristatus (BL.) Mig.
Diperoleh hasil identifikasi organoleptis simplisia daun kumis kucing yaitu warna hijau
kecokelatan, berbau khas daun kumis kucing,rasa agak pahit.

Pembuatan Ekstrak

Serbuk simplisia sebanyak 250gram dibuat ekstraksi menggunakan metode maserasi,
serbuk kemudian diekstrak menggunakan dua pelarut yaitu etanol 70% dan 96%. Filtrat yang
didapatkan dari hasil penyaringan proses maserasi dan remaserasi dipekatkan menggunakan
rotary evaporator danwaterbath hingga menjadi ekstrak kental. Hasil simplisia serbuk daun
kumis kucing 250 gram dilakukanekstraksi maserasi menghasilkan ekstrak kental etanol 70%
daun kumis kucing sebanyak 23,781g dengan presentase rendemen 9,51%. Pada hasil
penelitian Pelu dkk, 2022 menggunakan serbuk daun kumis kucing 700g dengan metode
ekstraksi maserasi direndam dengan satu liter pelarut etanol 70% selama 3x24 jam memperoleh
nilai rendemen ekstrak daun kumis kucing sebesar 7,20%. Hasil rendemen ekstraketanol 70%
daun kumis kucing pada penelitian ini berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Pelu
dkk, 2022 disebabkan oleh perbedaan jumlah simplisia dan pelarut yang digunakan sehingga
mempengaruhi hasil presentase rendemen.

Untuk ekstrak etanol 96% memperoleh ekstrak sebanyak 14,5419 dengan presentase
rendemen sebesar 5,82%. Pada penelitian Noor Madani, 2021 proses ektraksi maserasi
menggunakan 100gram serbuk daun kumis kucing dengan pelarut etanol 96% yang direndam
selama 3x24 jam memperoleh hasil rendemen sebesar 5,36%. Selanjutnya penelitian ini
dilanjutkan penetapan kadar air ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing memperoleh
hasil sebesar 0,94% + 0,06 dan 0,61% * 0,03 serta identifikasi fitokimia dilakukan pada
keempat uji kandungan senyawa antibakteri menunjukkan hasil positif terdapat kandungan
senyawa flavonoid, tanin, saponin dan alkaloiddapat dilihat adanya reaksi terbentuknya warna,
busa maupun endapan pada ekstrak etanol 70% dan 96%daun kumis kucing.

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol 70% dan 96% Daun Kumis Kucing dengan
Metode Difusi Sumuran

Langkah awal dilakukan pada penelitian ini yaitu peremajaan bakteri. Hasil peremajaan
bakteri Escherichia coli pada media agar miring mueller hinton agar menunjukkan adanya
pertumbuhan bakteripada goresan zig-zag pada area yang telah digores dengan biakan murni,
bewarna putih kekuningan. Bakteri Escherichia coli yang akan digunakan untuk uji dipastikan
kebenarannya dengan cara pewarnaanGram. Hasil pewarnaan menunjukkan bakteri bersifat
Gram negatif ditandai dengan warna merah muda, berbentuk batang pendek dengan bentuk
koloni bulat. Kemudian membuat suspensi bakteri dengan hasilsuspensi bakteri Escherichia
coli yang diperoleh saat diseragamkan sesuai dengan standar larutan Mc Farland 0,5 dan
absorbansi suspensi bakteri Escherichia coli memperoleh absorbansi 0,08-0,10. Suspensi
bakteri diinokulasi dengan cara goresan zig-zag pada permukaan agar menggunakan kapas lidi
steril, lalumedia agar dibuat lubang sumuran. Pada pengujian aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Escherichia colidilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam (Arifin &
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Sulistyani, 2023). Uji aktivitas antibakteriekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing
terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan adanya daya hambat berupa zona bening
disekitar lubang sumuran.

Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% daun kumis kucing menunjukkan
terbentuk daya hambat pada konsentrasi 50% (9,42 + 0,28 mm) masuk dalam kategori daya
hambat sedang, konsentrasi 75% (11,18 + 0,43 mm) masuk dalam kategori daya hambat kuat,
konsentrasi 100% (12,73 + 0,42 mm) masuk dalam kategori daya hambat kuat. Penelitian
sebelumnya Pelu dkk, 2022 ekstraketanol 70% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus)
menunjukkan aktivitas daya hambat antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan
metode difusi sumuran dan menggunakan tiga konsentrasiberbeda yaitu pada konsentrasi 65%
memiliki daya hambat bakteri sebesar 22 mm, konsentrasi 70% memiliki daya hambat bakteri
sebesar 25 mm, dan konsentrasi 75% memiliki daya hambat bakteri sebesar30 mm. hasil
penelitian tersebut memiliki persamaan dengan penelitian ini pada pengujian aktivitas
antibakteri ektrak etanol 70% daun kumis kucing ditunjukkan dari konsentrasi ekstrak dan daya
hambatnya, semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan daya hambat yang diperoleh
semakin besar.

Pada hasil uji penelitian ini aktivitas antibakteri ekstrak etanol 96% daun kumis kucing
terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan terdapat daya hambat berupa zona bening
disekitar lubang sumuranditunjukkan pada konsentrasi 50% terbentuk daya hambat (5,51 *
0,22 mm) dalam kategori daya hambatsedang, konsentrasi 75% (9,11 + 0,64 mm) dalam
kategori daya hambat sedang, konsentrasi 100% (9,83+ 0,87 mm) dalam kategori daya hambat
sedang. Pada penelitian yang dilakukan Noor Madani, 2021 uji aktivitas antibakteri ekstrak
etanol 96% daun kumis kucing terhadap bakteri Propionibacterium acnes dengan metode
difusi cakram menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada pengujian ekstrak tanpa
konsentrasi dengan tiga kali replikasi yaitu pada replikasi satu terdapat daya hambat sebesar
7,065 mm, replikasi dua terdapat daya hambat sebesar 8,285 mm dan replikasi tiga terdapat
daya hambat 7,03 mm didapatkan rata-rata 7,46 mm. Hasil penelitian ini memiliki rata-rata
daya hambat lebih besar dari penelitian yang dilakukan Noor Madani, 2021 dikarenakan
perbedaan metode uji yang digunakan. Pada penelitian ini menggunakan metode difusi sumuran
dan pada penelitian yang dilakukan oleh Noor Madani, 2021 menggunakan metode difusi
cakram. Metode difusi sumuran memiliki kelebihan pengujian aktivitas antibakteri yaitu
konsentrasi ekstrak pada lubang sumuran kontak langsung dengan media yang ditumbuhibakteri
dan terjadi proses osmolaritas konsentrasi ektrak lebih menyeluruh, kuat daripada metode
difusi cakram dalam menghambat bakteri (Pelu dkk, 2022).

Pada kontrol pembanding, kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini yaitu larutan
ciprofloxacin 5ug/50uL yang diperoleh dari tablet ciprofloxacin 500 mg terdapat aktivitas daya
hambat terhadap bakteri Escherichia coli dengan hasil rata-rata sebesar 26,85 + 0,26 mm dalam
kategori daya hambat sangat kuat. Mekanisme kerja ciprofloxacin yaitu menghambat kerja
DNA gyrase selama prosespembelahan sel bakteri (Muslim dkk, 2020) dan bersifat bakterisid.
Pada penelitian ini menggunakan kontrol negatif pelarut etanol 70% dan 96% sebanyak 50ul
diperoleh hasil rata-rata 0 + 0 mm yang berartitidak terdapat aktivitas daya hambat terhadap
bakteri Escherichia coli. Hasil kontrol negatif yangdiperoleh menandakan bahwa pelarut etanol
70% dan 96% tidak mempengaruhi hasil daya hambat aktivitas antibakteri ektrak etanol 70%
dan 96% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus).

Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing
(Orthosiphonaristatus) terhadap bakteri Escherichia coli yang diperoleh berupa data diameter
daya hambat aktivitas antibakteri selanjutnya akan dianalisis ANOVA Two-Way
menggunakan IBM SPSS statistics 22 didapatkan hasil analisis data dengan nilai sig 0,033 <
0,05 yang berarti ditunjukkan dengan nilai P-value < 0,05 maka Ho ditolak dan jika P-value >
0,05 maka Ho diterima.

.
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PEMBAHASAN

Pada pembuatan ekstrak, determinasi adalah sebagai langkah awal untuk penelitian ini
dengan tujuan mengetahui kebenaran identitas suatu tanaman yang akan digunakan supaya tidak
terjadi kesalahanpenggunaan sampel. Klasifikasi lengkap tanaman kumis kucing sesuai pada
dokumen determinasi penelitian ini dengan nomor surat 1563/D.T/1/2024 adalah sebagai
berikut :

Divisi : SpermatophytaSub Divisi
Angiospermae Class : DicotyledoneaeSub Class
Sympetalae Ordo : Tubiflorae

Family : Lamiaceae

Genus : Orthosiphon

Species : Orthosiphon aristatus (BL.) Mig.

Simplisia daun kumis kucing dilakukan pengekstrasian menggunakan metode ekstraksi cara
dinginyaitu maserasi. Ekstraksi maserasi adalah sebuah proses ekstraksi dengan perendaman
bahan menggunakan pelarut yang sesuai dengan kandungan senyawa antibakteri daun kumis
kucing yang akan diambil tanpa proses pemanasan. Bahan tersebut berupa serbuk simplisia
daun kumis kucing yang telah diayak menggunakan ayakan mesh no 60. Tujuan pengayakan
untuk memperkecil ukuran serbuk simplisiasehingga diperoleh ukuran yang seragam dan
memaksimalkan proses ekstraksi maserasi karena semakin kecil ukuran serbuk maka semakin
luas permukaan partikelnya sehingga meningkatkan kontak antara pelarut dan serbuk simplisia.
Ekstrak kental daun kumis kucing diperoleh dari hasil ekstraksi maserasi serbuk simplisia daun
kumis kucing menggunakan dua pelarut yaitu etanol 70% dan 96%. Pelarut etanolmempunyai
sifat polar dan universal sehingga senyawa metabolit sekunder yang akan diambil pada daun
kumis kucing bersifat polar dan proses ekstraksi menggunakan pelarut polar seperti etanol akan
mempermudah mendapatkan banyak senyawa daun kumis kucing yang diinginkan. Senyawa
dalam daunkumis kucing sebagai antibakteri bersifat polar sehingga harus dilarutkan dalam
pelarut polar dan etanol 70% merupakan pelarut polar yang derajat polaritas nya lebih besar
dari etanol 96%.

Proses maserasi dilakukan selama 3x24 jam dengan merendam 250gram serbuk simplisia
menggunakan 2500 ml pelarut etanol 70% dan 96 % sebagai cairan penyari dengan
perbandingan (1:10) dilakukan sesekali pengadukkan dengan tujuan untuk memastikan semua
permukaan serbuk dapat kontak dengan larutan penyari. Ekstraksi maserasi dilakukan
remaserasi sebanyak satu kali bertujuan untuk mengoptimalkan penyarian sehingga dapat
menarik sisa kandungan senyawa yang masih tertinggal padaproses maserasi awal. Pada proses
penguapan pelarut dengan rotary evaporator dan waterbath dilakukanpada suhu dibawabh titik
didih etanol 78°C yaitu dengan menggunakan suhu 50-60°C supaya senyawa yangterkandung
pada ekstak tidak mengalami kerusakan terutama pada senyawa flavonoid yang tidak tahan
terhadap suhu diatas 50°C (Hasim dkk, 2016). Selanjutnya dilakukan perhitungan presentase
rendemen yang bertujuan untuk mengetahui seberapa banyak ekstrak daun kumis kucing yang
diperoleh dari serbuksimplisia daun kumis kucing yang digunakan. Persyaratan rendemen yang
baik menurut Farmakope Herbal Indonesia untuk ekstrak kental daun kumis kucing yaitu tidak
kurang dari 8,7%. Hasil rendemen ekstrak etanol 70% daun kumis kucing pada penelitian ini
dapat dinyatakan memenuhi persyaratan, sedangkan hasil rendemen ekstrak etanol 96% daun
kumis kucing tidak memenuhi persyaratan disebabkanoleh faktor proses penguapan pelarut.
Pada proses penguapan pelarut ekstrak mengalami banyak penyusutan karena terlalu lama
dalam proses penguapan larutan penyari. Proses penguapan larutan penyari dilakukan selama
tiga hari, hari pertama dan kedua menggunakan rotary evaporator menggunakan kecepatan 70
rpm, suhu 50°C dan hari ketiga menggunakan waterbath dengan suhu yang digunakan yaitu
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suhu 50°C. Proses penguapan menurut (Fauziyah, 2021) dihentikan apabila pelarut yangsedang
di uapkan tidak menetes lagi hingga ekstrak sudah mengental.

Pada ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing dilakukan identifikasi senyawa
fitokimia dilakukan sebagai informasi utama untuk mengetahui kandungan senyawa yang
terdapat dalam ekstrak tumbuhan. Uji identifikasi fitokimia yang dilakukan adalah uji
kandungan flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Hasil uji identifikasi senyawa fitokimia
pada ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Identifikasi Senyawa Fitokimia pada Ekstrak Etanol 70% dan 96% Daun
Kumis Kucing
Uji Standar Baku Hasil Keterangan
70% 96%

Flavonoid Warna Hijau Keihitaman ) Positif
Tanin Warna Hijau Keihitaman Positif
Saponin Busa stabil seilama 1-15 Positif

meinit ﬁ ﬁ
Alkaloid Eindapan warna Positif

meirah/putih A ‘
L) Ly

Selanjutnya dilakukan penetapan kadar air dengan metode gravimetri pada penetapan
kadar air untuk penelitian ini. Tujuan dari penetapan kadar air pada suatu ekstrak adalah untuk
mengetahui kandungan kadar air dalam ekstrak yang mempengaruhi kandungan senyawa
selama penyimpanan agar mencegah pertumbuhan mikroorganisme (Husna dkk, 2018).
Persyaratan kadar air ekstrak daun kumis kucing tidak lebih dari 10% dan hasil kadar air
ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing yang diperoleh pada penelitian ini memenuhi
persyaratan yaitu tidak lebih dari 10%.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing, diawali dengan
pembuatan peremajaan bakteri. Dilakukan peremajaan bakteri bertujuan supaya bakteri biakan
induk tetapdalam keadaan dorman atau bisa aktif kembali menjadi biakan baru dan saat
digunakan bakteri dalam keadaan segar sehingga bakteri sensitif saat dilakukan pengujian
aktivitas antibakteri (Manalu dkk, 2021).Media yang digunakan untuk peremajaan bakteri Es
cherichia coli adalah media mueller hinton agar (MHA) karena memiliki sumber nutrisi yang
baik untuk bakteri dan bersifat netral, mengandung pati gandum berfungsi untuk menyerap
racun yang dikeluarkan oleh bakteri Escherichia coli. Media peremajaan dibuat agar
miring pada tabung reaksi bertujuan mempunyai permukaan media yang lebih lebar daripada
permukaan agar tegak juga meminimalisir kontak dengan lingkungan luar dikarenakan ujung
lubang tabung reaksi memiliki bentuk tidak lebar dibanding dengan cawan petri.
Bakteri Escherichia coli yang telah dilakukan peremajaan kemudian dilakukan pembuatan
suspensi bakteri dengan larutan NaCl 0,9% steril. Pada bakteri Escherichia coli mengukur
absorbansi pada panjang gelombang 625 nm hingga diperoleh nilai absorbansii 0,08-0,10
(setara dengan standar kekeruhan Mc Farland 0,5 pada konsentrasi bakteri 1,5 x 108 CFU/mL)
(Supriatno, 2018). Kemudian dilakukan pewarnaan Gram bakteri dengan tujuan untuk
mengetahui morfologi bakteri Escherichia coli. Hasil identifikasi pewarnaan gram bakteri
Escherichia coli dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Hasil Identifikasi Pewarnaan Gram Bakteri Escherichia coli

Mekanisme dasar pewarnaan gram adalah dengan mempertahankan warna utama kristal
violet sesuai kemampuan dinding sel bakteri, semua kelompok bakteri menyerap pewarna
kristal violet tetapi setelah dilarutkan dengan alkohol gram negatif akan kehilangan lapisan lipid
sehingga warna kristal violetpudar namun pada gram positif larutan alkohol akan menghidrasi
dinding sel gram positif sehingga bakteritetap bewarna kristal violet, lalu pewarnaan safranin
untuk memberikan warna pada gram negatif untuk memudahkan identifikasi bakteri (Tripathi
& Sapra, 2024). Setelah menemukan identifikasi pewarnaan gram negatif bakteri Escherichia
coli dilakukan pengujian aktivitas daya hambat ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing
terhadap bakteri Escherichia coli.

Pada suspensi bakteri yang telah sesuai dengan absorbansi 0,08-0,10 (setara dengan
standar kekeruhan Mc Farland 0,5 pada konsentrasi bakteri 1,5 x 108 CFU/mL), kemudian
suspensi bakteri diinokulasi dengan cara goresan zig-zag pada permukaan agar menggunakan
kapas lidi steril, lalu media agar dibuat lubang sumuran dan memasukkan kontrol positif
ciprofloxacin 5ug/50pl dan kontrol negatif pelarut etanol 70% dan 96% sebanyak 50ul,
konsentrasi ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing(Orthosiphon aristatus) yaitu
50%,75%,100% dimasukkan ke lubang sumuran sebanyak 50pl. Selanjutnya dilakukan
inkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam. Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol70% daun
kumis kucing terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan adanya daya hambat berupa zona
bening disekitar lubang sumuran. Hasil aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% daun
kumis kucingterhadap bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol 70% Daun Kumis Kucing dan Kontrol

Pembanding

Diameter daya Hambat (mm) Rata-Rata Kategori

+ SD (mm) Daya
Hambat
No  Perlakuan Replikasi ke —
1 2 3

1. 50% 9,73 9,35 9,18 9,42 +0,28 Seidang

2. 75% 11,60 11,20 10,75 11,18 + 0,43 Kuat

3. 100% 13,10 12,80 12,28 12,73+ 0,42 Kuat

4. Ciprofloxacin (+) 27,00 26,55 27,00 26,85 + 0,26 Sangat Kuat

5. Pelarut etanol 70% (-) 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,00 Tidak Ada

Penelitian ini juga menguji aktivitas antibakteri ekstrak etanol 96% daun kumis kucing
terhadap bakteri Escherichia coli dan menunjukkan adanya hasil daya hambat berupa zona
bening disekitar lubang sumuran. Hasil aktivitas antibakteri ekstrak etanol 96% daun kumis
kucing terhadap bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada tabel 3.

Kontrol positif digunakan sebagai pembanding untuk menentukan tingkat sensitivitas dari
zat uji dalam penelitian ini yaitu ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing. Sedangkan
kontrol negatif berguna untuk melihat pelarut yang digunakan dalam ekstrak memiliki
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pengaruh atau tidak dalam daya hambat yang terbentuk pada setiap konsentrasi ekstrak etanol
70% dan 96% daun kumis kucing. Penyebabdari tidak terbentuknya daya hambat pada kontrol
negatif pelarut etanol 70% dan 96% ini disebabkan penggunaan volume yang sedikit sebanyak
50 pL yang diteteskan ke dalam lubang sumuran. Beberapa penelitian tentang antibakteri yang
menggunakan etanol 70% dan 96% sebagai kontrol negatif, seperti penelitian yang dilakukan
oleh (Kristina dkk, 2023) tentang aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun tulakterhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang menggunakan etanol 70% sebagai kontrol
negatif dan tentang aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan rebusan sarang semut terhadap
bakteriEscherichia coli yang menggunakan etanol 96% sebagai kontrol negatif (Roslizawaty
dkk, 2013).Berdasarkan kedua penelitian tersebut, memiliki hasil penelitian yang sejalan
dengan penelitian ini yaitupada kontrol negatif pelarut etanol 70% dan 96% tidak terdapat
aktivitas antibakteri.

Tabel 3. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol 96% Daun Kumis Kucing dan Kontrol

Pembanding
Diameter daya Hambat (mm) Rata-Rata Kategori
+SD (mm) Daya

Hambat

No Perlakuan Replikasi ke —

1 2 3

1. 50% 5,70 5,55 5,28 5,51 £0,22 Seidang

2. 75% 9,70 9,20 8,43 9,11+ 0,64 Seidang

3. 100% 10,80 9,60 9,10 9,83+ 0,87 Seidang

4. Ciprofloxacin (+) 27,00 26,55 27,00 26,85 + 0,26 Sangat Kuat

5. Pelarut 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 Tidak Ada

eitanol 96% (-)

Berdasarkan kategori daya hambat yang terbentuk maka pada ekstrak etanol 70% daun
kumis kucing dengan konsentrasi 100% memiliki daya hambat yang paling baik terhadap
bakteri Escheichia colidengan nilai rata-rata 12,73 + 0,42 mm dan termasuk dalam kategori
daya hambat kuat. Sedangkan, padakonsentrasi 100% ekstrak etanol 96% daun kumis kucing
memiliki daya hambat paling baik terhadap bakteri Escherichia coli dengan nilai rata-rata 9,83
+ 0,87 mm dan termasuk dalam kategori daya hambatsedang. Menurut (Pelu dkk, 2022) ekstrak
etanol 70% daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) bersifatlebih polar daripada etanol 96%
sehingga menghasilkan ekstrak lebih banyak dan mengandung banyak senyawa yang bersifat
polar sebagai antibakteri. Sesuai dengan penelitian ini bahwa presentase rendemenekstrak
etanol 96% daun kumis kucing yang tidak memenuhi persyaratan menghasilkan hasil ekstrak
yanglebih sedikit dan memiliki kategori daya hambat sedang meskipun dalam konsentrasi
tinggi yaitu pada konsentrasi sebesar 100%. Salah satu faktor besar kecilnya kemampuan
senyawa dalam menghambat aktivitas pertumbuhan bakteri adalah konsentrasi dari suatu
ekstrak yang memiliki suatu senyawa antibakteri (Utomo dkk, 2018). Dalam pengujian
aktivitas antibakteri ekstrak etanol 70% daun kumis kucing terhadap bakteri Escherichia coli
menunjukkan semakin tinggi konsentrasi terdapat peningkatan diameter daya hambat dan
memiliki kategori daya hambat berbeda, namun pada ekstrak etanol 96% semakin tinggi
konsentrasi terdapat peningkatan diameter daya hambat dan memiliki kategori daya hambat
yang sama.

KESIMPULAN

Dapat disimpulkan dalam penelitian ini bahwa terdapat perbedaan aktivitas antibakteri
pada perbandingan ekstrak etanol 70% dan 96% daun kumis kucing serta konsentrasi 100%
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optimal pada ekstrak etanol 70% daun kumis kucing dengan daya hambat kuat dikarenakan
senyawa antibakteri bersifatpolar sehingga banyak tertarik pada ekstrak etanol 70% daun kumis
kucing.
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