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Abstrak

Latar Belakang: Kacang hijau (Vigna radiata L.) memiliki komponen bioaktif yang dikenal sebagai antibakteri namun
manfaatnya belum banyak diketahui. Tanaman ini termasuk jenis kacang hijau VIMA 5 yang paling banyak variasinya.
Bakteri infeksi saluran pencernaan Escherichia coli.

Tujuan: untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak kacang hijau terhadap bakteri yang biasa menginfeksi saluran
pencernaan yaitu Escherichia coli.

Metode: Desain penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik dengan metode sokhletasi dengan pelarut etanol. Sampel
yang digunakan ekstrak etanol kacang hijau (Vigna radiata L.) dengan pengenceran konsentrasi 10%, 20%, 30%, 40%.
Kontrol positif menggunakan kloramfenikol dan kontrol negatif DMSO. Uji daya hambat menggunakan metode difusi sumur
dengan diameter 6 mm. Senyawa kacang hijau mengandung komponen bioaktif seperti flavonoid, tanin, saponin dan
triterpenoid.

Hasil: Hasil pengujian menunjukkan bahwa biji kacang hijau memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli
yang ditandai dengan adanya zona hambat yang diperoleh rata-rata untuk konsentrasi 10% (11,04 mm), konsentrasi 20%
(12,04 mm), konsentrasi 30% (12,83 mm), dan konsentrasi 40% (13,88 mm) dimana keseluruhannya tergolong dalam kategori
kuat.

Kesimpulan: Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol biji kacang hijau (Vigna radiata L.)
memiliki aktivitas antibakteri.

Kata Kunci: Kacang hijau (Vigna radiata L.); Escherichia coli; Sokhletasi

Abstract

Background: Mung beans (Vigna radiata L.) bioactive components that known antibacterial but for their benefits not widely
known. This plant includes VIMA 5 mung bean type which the most common variates. Bacteria digestive tract infections
Escherichia coli

Purpose: to determine antibacterial activity of mung bean extract against bacteria that commonly infect digestive tract,
namely Escherichia coli.

Methods: Design of this research experimental laboratory using sokhletasi method with ethanol solvent. Sample used ethanol
extract mung bean (Vigna radiata L.) concentration dilutions of 10%, 20%, 30% 40%. The positive control used
chloramphenicol and negative control DMSO. Inhibition test using the well diffusion method with a diameter of 6 mm. Mung
bean compounds contain bioactive components such as flavonoids, tannins, saponins and triterpenoids.

Results: The test results show that mung bean seeds have antibacterial activity against Escherichia coli bacteria characterized
by the presence of inhibition zones obtained on average for 10% concentration (11.04 mm), 20% concentration (12.04 mm),
30% concentration (12.83 mm), and 40% concentration (13.88 mm) where the whole is classified in the strong category.
Conclusions: It can be concluded that the ethanol extract of mung bean seeds (Vigna Radiata L) has antibacterial activity.

Keywords: Mung beans (Vigna radiata L.); Escherichia coli; Sokhletasi
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PENDAHULUAN

Kacang hijau (Vigna radiata L.) merupakan salah satu sumber daya alam hayati berupa kacang-
kacangan lokal Indonesia yang memiliki potensi untuk dikembangkan di bidang pangan dan kesehatan
namun manfaatnya masih belum banyak diketahui. Tanaman ini merupakan tanaman palawija yang
memiliki banyak varietas, salah satunya adalah kacang hijau jenis VIMA 5 yang merupakan salah satu
varietas yang paling banyak digemari dan dikonsumsi masyarakat. Kacang ini memiliki komponen bioaktif
seperti alkaloid, tanin, flavonoid, saponin, glikosida dan triterpenoid yang berperan sebagai agen antibakteri
terhadap mikroorganisme patogen (1)(2).

Mikroorganisme patogen merupakan penyebab terjadinya infeksi. Infeksi adalah suatu kondisi
dimana ditemukannya agen infeksius yang disertai dengan respon dan gejala klinis. Umumnya agen infeksi
berasal dari mikroorganisme patogen seperti bakteri Escherichia coli. Bakteri ini merupakan bakteri yang
hidup di dalam usus manusia dan hewan yang dapat menyebabkan penyakit seperti diare yang ditularkan
melalui air atau makanan yang terkontaminasi melalui kontak dengan hewan atau manusia (3).

Penggunaan antibakteri merupakan solusi untuk mengatasi keberadaan organisme mikroskopis yang
dihadirkan pada agen antibakteri. Salah satu metode untuk mengetahui apakah bahan alam mengandung
metabolit sekunder antibakteri diperlukan metode ekstraksi terlebih dahulu. Pemilihan metode ekstraksi
yang tepat dapat mempengaruhi kualitas dan kuantitas senyawa metabolit sekunder. Metode yang
sederhana, yang menggunakan sampel dalam jumlah sedikit dan dapat diekstraksi dengan sempurna adalah
soxhletasi. Keuntungan menggunakan soxhletasi adalah menghasilkan kandungan flavonoid dan fenolik
yang tinggi dibandingkan dengan metode lainnya (4).

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri dapat diteliti dengan menggunakan metode difusi sumur.
Metode sumuran ini dilakukan dengan cara membuat sumuran pada media agar yang telah ditanami
mikroorganisme dan media agar tersebut ditetesi dengan antibakteri yang akan diuji. Inkubasi pada suhu
37°C selama 18-24 jam. Adanya zona bening di sekitar parit menunjukkan bahwa terjadi penghambatan
pertumbuhan mikroorganisme oleh antibakteri (5).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kacang
hijau (Vigna radiata L.) sebagai salah satu bentuk alteirnatif yang dapat dilakukan dengan memanfaatkan
zat aktif pembunuh bakteri yang terkandung di dalam tanaman tersebut yang nantinya akan diujicobakan
sebagai antibakteri terhadap bakteri E. coli. Escheirichia coli yang diekstraksi menggunakan metode

soxhletasi dan yang diisolasi menggunakan metode difusi sumuran.

METODE

Penelitian ini adalah penelitian kualitatif dengan desain studi eksperimental. Determinasi biji kacang
hijau dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember untuk memastikan keaslian biji kacang
hijau yang digunakan berasal dari spesies Vigna radiata L. Sebanyak 3 kg simplisia kacang hijau dicuci

untuk memisahkan kotoran pada sampel dengan cara dicuci bersih menggunakan air mengalir, kemudian
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dikeringkan dengan cara diangin-anginkan hingga kering. Selanjutnya, giling menggunakan blender dan
ayak dengan ayakan 80 mesh untuk mendapatkan tepung kacang hijau (6).

Timbang 300 gr serbuk kacang hijau, bungkus dengan filtrat, ikat dengan menggunakan tiga buah
benang dan masukkan ke dalam tabung sokhlet. Labu didih diisi dengan 3000 ml larutan ethanol untuk
serbuk kacang hijau, labu didih dinyalakan pada suhu 50°C (sesuai dengan suhu yang dibutuhkan) dan
proses ekstraksi dilakukan hingga 7 siklus selama 4 jam atau sampai cairan berwarna. Cairan hasil ekstraksi
yang diperoleh kemudian dikeringkan dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C sampai
diperoleh ekstrak kental. Metode ini menggunakan bahan baku dan pelarut dengan perbandingan 1:10.

Skrining fitokimia yang dilakukan meliputi ideintifikasi flavonoid dengan menambahkan
magneisiuim (Mg) dan HCI (7). Ideintifikasi triteirpeinoid dengan menambahkan kloroform, asam anhidrat
aseat dan H2S04 (8). Ideintifikasi saponin dengan menambahkan aquades (7). Ideintifikasi alkaloid dengan
menambahkan HCI dan reagen Mayeir (7). Ideintifikasi glikosida dengan menambahkan asam anhidrat
asetat P, asam sulfat P (7). Ideintifikasi tanin dengan menambahkan aquades dan FeCls (7).

Pembuatan media dilakukan dengan steirilisasi alat sebelum membuat media dan meliputi alat gelas
dan non gelas yang terdiri dari autoklaf dan oven. Proses ini diawali dengan pembuatan agar miring dengan
melarutkan Nutrieint Agar (NA) ke dalam aquadest dan di steirilisasi di dalam autoklaf. Selanjutnya,
membuat media dasar dengan menimbang Nutrieint Agar (NA) dengan aquadest dan menguapkannya di
dalam autoklaf. Setelah steirilisasi, media disimpan pada teimperatur yang akan digunakan untuk uji coba
).

Bakteri ini diambil dengan menggunakan kawat ose, kemudian ditanamkan pada media agar miring
dengan cara digores. Bakteri diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam (9).

Pembuatan larutan standar 0,5 Mc. Farland dibuat dari campuran H»SOs 1% dan BaCl> 1% ini
digunakan sebagai standar untuk mengetahui tingkat kekeruhan bakteri uji (9). Mengambil bakteri uji yang
telah diinokulasikan ke dalam tabung reaksi steril dan menumbuhkannya di dalam tabung reaksi yang berisi
2 ml larutan NaCl 0,9% dengan konsentrasi yang sama dengan standar kekeruhannya (9). Kontrol negatif
yaitu DMSO 10% yang dilarutkan dalam aquadest, larutan ini tidak memiliki aktivitas antibakteri sehingga
aktivitas antibakteri hanya berasal dari larutan tealnya saja, bukan dari larutannya (10). Kontrol positif yang
digunakan adalah kloramfenikol 250 mg. Kontrol positif bersifat bakteiriostatik dan mekanisme kerjanya
adalah menghambat sintesis protein. Kapsul kloramfenikol dilarutkan dalam labu ukur 50 ml, sedangkan
serbuk kloramfenikol dilarutkan dalam larutan DMSO dalam labu ukur 50 ml hingga tanda batas (9).
Ditimbang 5 gr ekstrak etanol biji kacang hijau, dilarutkan dengan DMSO 10% hingga volumenya 10 ml.
Dimulai dari larutan stok 10% dengan 2 ml larutan stok dan § mL DMSO. Larutan uji 20% dengan 4 ml
larutan stok dan 6 mL DMSO. Larutan uji 30% dengan 6 mL larutan stok dan 4 mL DMSO dan terakhir
larutan uji 40% dengan 8 ml dan 2 ml DMSO dengan total menggunakan labu ukur (9). Media dasar dibuat

dengan memasukkan 15 ml NA ke dalam masing-masing 6 cawan petri, kemudian dibiarkan memadat.
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Setelah mengeras, 6 cawan petri diteteskan pada permukaan media agar agar agar agar agar agar tidak
saling tumpang tindih. Campurkan campuran bakteri ke dalam NA ke dalam meidiuim. Setelah tercampur,
bagian belakangnya dipindahkan secara asimetris dengan menggunakan alat penjepit baja dari setiap piring,
sehingga membentuk sumur yang akan digunakan di dalam wadah bakteri. Sumuran yang terbentuk akan
diisikan dengan larutan kontrol positif kloramfenikol dan larutan kontrol negatif DMSO dan larutan teist
masing-masing 50 pl. Selanjutnya, semua bakteri diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C dengan suhu
optimum yang telah ditentukan, sehingga bakteri akan tumbuh dengan baik pada suhu tersebut selama 24
jam (9).

Pengukuran aktivitas antibakteri dilakukan dengan menghitung zona hambat bakteri Eischeirichia
coli yang diukur dalam satuan mm. Zona hambat yang dimaksud adalah zona bening di sekitar lubang
sumuran yang tidak terdapat pertumbuhan bakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri

Escherichia coli yang diukur dalam satuan mm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi menggunakan metode soxhletasi dengan pelarut etanol. Hasil soxhletasi dapat dilihat pada
Tabel 1. Sampel yang digunakan adalah kacang hijau yang diperoleh dari toko Al-Qodiri yang diambil dari
distributor di Jalan Radein Rahmat No.3, Kelurahan Jember Kidul, Kecamatan Talangsari, Kabupaten
Jember dengan jenis kacang hijau VIMA 5 yang merupakan salah satu jenis kacang hijau yang paling
banyak diminati dan dibeli masyarakat. Serbuk halus tersebut diekstraksi dengan menggunakan metode
soxhleitasi dan pelarut etanol yang berfungsi untuk melarutkan semua senyawa kimia meitabolit sekunder,
yang merupakan pelarut yang tidak toksik dan aman untuk digunakan (11).

Tabel 1. Hasil Pembuatan Ekstrak Kental

Replikasi Bobot sampel Bobot ekstrak kental Bobot rendemen
1 300,02 22,23 gram £ 0,199 7,40%
2 300,03 21,87 gram + 0,199 7,28%
3 300,04 22,20 gram + 0,199 7,39%
Rata-rata 300,03 22,10 gram 7,35 %

Dalam penelitian ini simplisia diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 50°C, yaitu suhu di
bawah titik didih etanol yang bertujuan untuk melindungi senyawa-senyawa yang terkandung di dalam
simplisia sehingga diperoleh ekstrak kental dari simplisia dengan tiga kali pengulangan dengan metode
soxhletasi. Skrining fitokimia dilakukan untuk mendapatkan kandungan senyawa meitabolit sekunder yang
terdapat dalam biji kacang hijau. Hasil skrining fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Ekstraksi dari biji kacang hijau ini digunakan untuk pemeriksaan fitokimia untuk memastikan bahwa
kandungan metabolit sekunder yang terdapat dalam biji kacang hijau tidak hilang karena proses filtrasi dan
penguapan. Hasil penelitian ulang pada ekstraksi kacang hijau dengan menggunakan metode ekstraksi

soxhletasi dapat dibuktikan mengandung senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, saponin, tanin, dan
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triterpenoid. Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa kacang hijau tidak mengandung alkaloid dan
glikosida. Hal ini karena tidak ada perubahan warna pada glikosida dan tidak ada endapan putih yang
diperkirakan untuk alkaloid dalam sampel, proses ini dapat menyebabkan perbedaan dalam kandungan
senyawa meitabolit sekunder dalam sampel yang dapat diatasi dengan pemecahannya, proses pemanasan
selama ekstraksi dan juga tempat tumbuhnya simplisia serta iklim di suatu tempat (12). Berdasarkan hasil
penelitian yang telah dilakukan, kandungan meitabolit sekunder yang terdapat pada simplisia yang
digunakan dalam penelitian ini masing-masing memiliki mekanisme kerja yang sinergis, yaitu
meningkatkan aktivitas antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia kacang hijau (Vigna Radiata L.)

Golongan Pereaksi Pengamatan Hasil Keterangan
Senyawa
Flavonoid Etanol, serbuk Terbentuk warna Positif (+) Berubah warna menjadi
magnesium (Mg) menjadi kuning, merah merah
dan HCI pekat atau jingga
Alkaloid HCI dan mayer Endapan berwarna putih  Negatif (-) Tidak mengalami perubahan
Saponin Aquadest dan HCl ~ Terdapat buih Positif (+) Terdapat busa yang stabil
Tannin Aquadest dan Perubahan warna hitam  Positif (+) Berubah warna menjadi
FeCI3 kehijauan hitam kehijauan
Glikosida Asam asetat Perubahan warna Negatif (-) Tidak mengalami perubahan
anhidrat P. Asam menjadi biru atau hijau
sulfat P
Triterpenoid Kloroform, asam Perubahan warna merah  Positif (+) Berubah warna menjadi ungu
asetat anhidrat dan  — ungu kecoklatan kecoklatan
H2S04 pekat

Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol biji kacang hijau
adalah dengan metode difusi sumuran dengan media Nutrient Agar (NA). Metode sumuran dipilih karena
memiliki keunggulan yaitu dapat menghasilkan zona hambat yang lebih luas dari zona hambat yang
terbentuk pada media agar sehingga isolat yang diisolasi dapat aktif tidak hanya pada permukaan atas media
tetapi juga pada permukaan bawah media agar (13).

Hasil dari data aktivitas antibakteri kacang hijau dapat dilihat pada Tabel 3 dan Gambar 1. Hasil
analitik menunjukkan bahwa ekstrak kacang hijau pada konsentrasi 10%, 20%, 30%, dan 40% dapat
menghambat pertumbuhan bakteri yang menggunakan antibiotic kloramfenikol sebagai kontrol positif,
sedangkan kontrol negatif yang digunakan adalah Dimethyl Sulphoxide (DMSO). Hasil dari kontrol negatif
ini menunjukkan bahwa larutan ini tidak memberikan efek antibakteri yang ditunjukkan dengan adanya
zona bening, sehingga dapat dikatakan bahwa kontrol negatif ini tidak memiliki daya hambat terhadap
bakteri Escherichia coli (14). Hasil penelitian diperoleh bahwa pengukuran zona hambat diperoleh bahwa
untuk konsentrasi 10% diklasifikasikan sebagai kategori kuat dengan zona hambat 11,04 mm, konsentrasi
20% diklasifikasikan sebagai kategori kuat dengan zona hambat 12,04 mm. ), konsentrasi 30% termasuk
dalam kategori kuat dengan zona hambat sebesar (12,83 mm), sedangkan konsentrasi 40% termasuk dalam

kategori kuat dengan zona hambat sebesar (13,88 mm) dan untuk kontrol positif termasuk dalam kategori
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kuat dengan zona hambat sebesar (20,56 mm). Zona hambat tertinggi pada konsentrasi 40% dengan zona
hambat sebesar 13,88 mm. Tabel 3. menunjukkan bahwa zona hambat tertinggi adalah 40%, yang
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak-etanol, maka semakin kecil daya hambat yang
diberikan. Hal ini berbanding lurus dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Nurhamidin (2021) yang
menunjukkan bahwa zona hambat terkuat dari ekstrak n-heksan buah langsat pada konsentrasi 10%
(konsentrasi terkecil) (9). Hal ini disebabkan karena pada konsentrasi yang tinggi, kelarutannya semakin
menurun sehingga zat aktif tidak dapat terdifusi ke dalam agar sehingga diperoleh daya hambat yang rendah
(15). Salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas antimikroba adalah kandungan zat antimikroba
tersebut. Daya hambat suatu antimikroba akan semakin tinggi jika daya hambatnya juga tinggi. Hal ini
membuktikan bahwa semakin tinggi kandungan ekstrak etanol yang dihasilkan, maka semakin tinggi pula
daya hambatnya terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Hal ini membuktikan bahwa semakin
besar kandungan atau zat aktif yang terlarut, maka semakin besar pula zona hambat yang terbentuk. Proses
ini juga disebabkan oleh sejumlah besar meitabolit sekunder seperti flavonoid, saponin, tanin, dan tritritin
yang mengandung senyawa aktif dalam aktivitas antibakteri dan proses ekstraksi dingin untuk
menghasilkan ekstrak dingin yang maksimal (16).
Tabel 3. Hasil uji aktivitas antibakteri kacang hijau (Vigna Radiata L.)

Bakteri ~ Bahan uji Replikasi Zona hambat (mm) Rata — rata zona hambat x +
Uji SD
Kontrol 1 0 0mm+0mm
negatif 2 0
Eschericia 3 0
coli Kontrol 1 20,60 20,56 mm £ 0,25 mm
positif 2 20,80
3 20,30
1 11,01 11,04 mm % 0,03 mm
Konsentrasi  10% 2 11,04
3 11,08
1 12,05 12,04 mm = 0,03 mm
Konsentrasi  20% 2 12,01
3 12,07
1 12,96 12,83 mm = 0,15 mm
Konsentrasi  30% 2 12,87
3 12,66
1 13,99 13,88 mm = 0,14 mm
Konsentrasi  40% 2 13,93
3 13,72
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Replikasi 2 Replikasi 3 Replikasi 3

Gambar 1. Inhibition zone measurements

KESIMPULAN
Penelitian ini menyimpulkan bahwa kacang hijau (Vigna radiata L.) memiliki kandungan zat aktif

yang terdiri dari flavonoid, tanin, saponin dan juga triterpenoid yang berperan sebagai antibakteri.
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