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EFEK EKSTRAK DAUN SIRIH MERAH
(Piper crocatum Ruiz & Pav) TERHADAP PERTUMBUHAN
BAKTERI Bacillus cereus ATCC 14745 dan Shigella flexneri ATCC
12022 SERTA MEKANISME PENGHAMBATANNYA

Restuningtias Dwi Prahastiwi
09640019

ABSTRAK

Tanaman sirih merah mengandung metabolit sekunder yang berupa alkaloid,
flavonoid, polifenol, tannin, minyak atsiri, saponin, eugenol, dan fenil propada
(Amalia dan Fitriai, 2002). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak daun sirih merah dengan pelarut etil asetat dan etanol pada
berbagai fase pertumbuhan dan mengetahui pengaruh ekstrak daun sirih merah
terhadap kerusakan sel bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022.
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat dan
etanol. Penentuan fase pertumbuhan dilakukan pada jam ke-0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 14,
16, 18, 25 dengan menggunakan metode pour plate. Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan metode difusi cakram menggunakan konsentrasi ekstrak 50%;
25%; 12,5%; 6,25%; 3%; 1,5% dan 0,5% terhadap fase-fase pertumbuhan bakteri uji.
Mekanisme penghambatannya yang dilihat adalah kebocoran asam nukleat dan
protein dengan menggunakan spektrofotometri UV. Fase adaptasi ditetapkan pada
jam ke-1 inkubasi, fase eksponensial pada jam ke-8 inkubasi, sedangkan fase
stasioner pada jam ke-16 inkubasi. Uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun sirih merah tidak mampu menghambat kedua bakteri uji,
sedangkan ekstrak etil asetat daun sirih merah mampu menghambat pertumbuhan
bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022. Hambatan terbesar pada
kedua bakteri ditunjukkan pada konsentrasi 6,25%. Konsentrasi 1,5% ekstrak etil
asetat daun sirih merah masih menghambat bakteri S.flexneri ATCC 12022 ketika
fase eksponensial. Hasil uji kebocoran sel dan protein menunjukkan bahwa telah
terjadi kebocoran asam nukleat dan protein pada bakteri B.cereus ATCC 14745 dan
S.flexneri ATCC 12022 yang diberikan ekstrak etil asetat daun sirih merah.
Peningkatan kebocoran asam nukleat dan protein selaras dengan peningkatan
konsentrasi ekstrak yang diberikan.

Kata kunci: Bacillus cereus ATCC 14745, Piper crocatum Ruiz & Pav, Shigella
flexneri ATCC 12022.

Xiv



BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Bakteri Bacillus cereus dan bakteri dari genus Shigella adalah bakteri patogen
yang seringkali mencemari bahan pangan dan menyebabkan gangguan saluran
pencernaan (gastrointestinal). B.cereus mampu memproduksi eksotoksin dan mampu
menyebabkan penyakit diare. Menurut Buckle et a/ (2010), B.cereus merupakan
genus Bacillus yang lebih sering mengkontaminasi makanan, terutama
mengkontaminasi makanan yang mengandung bahan dasar nasi. Adapun bakteri
genus Shigella mampu memproduksi enterotoksin berupa toksin Shiga. Shigella
flexneri merupakan anggota genus Shigella yang memiliki presentase tinggi dalam
menyebabkan disentri (Zein, 2004), yaitu sebesar 25% (Supardi dan Sukamto, 1999).
Disentri terjadi karena nekrosis pada sel-sel mukosa saluran usus. Disentri
diindikasikan dengan munculnya diare. Secara etiologi, diare yang disebabkan
adanya infeksi pada usus disebut enteric infection. Diare ini masuk dalam kategori
diare akut dengan mekanisme inflammatory, yakni diare yang disertai lendir dan
darah (bloody diarrhea) (Zein, 2004).

Secara umum, berbagai infeksi yang disebabkan oleh bakteri dapat diobati
dengan menggunakan antibiotik (Ashutoh, 2008). Akan tetapi yang menjadi
permasalahan pokok dari penggunaan antibiotik adalah terjadinya resistensi beberapa

bakteri terhadap antibiotik yang digunakan (Lohner dan Austria, 2001). Menurut



Todar (2009), genus Shigella mampu mengembangkan resistensi terhadap agen
antimikroba karena penggunaan antibiotik yang tidak tepat, sehingga mengakibatkan
antibiotik yang ada menjadi tidak efektif lagi untuk mengobati penyakit infeksi. Oleh
sebab itu, perlu adanya penemuan baru atau mengganti antibiotik yang sudah tidak
efektif sebagai obat. Hal tersebut mendorong untuk ditemukannya obat pengganti
yang lebih efektif, murah, aman bagi tubuh, dan tersedia dalam jumlah yang besar
sehingga diharapkan resistensi antibiotik dapat diatasi.

Pengobatan menggunakan senyawa tumbuhan merupakan salah satu alternatif
untuk mengatasi hal tersebut. Sebenarnya, pemanfaatan tanaman sebagai bahan baku
untuk keperluan obat merupakan warisan nenek moyang yang cukup lama dengan
cara pengolahan yang sederhana. Menurut Wilson (2004), tumbuhan memiliki
senyawa-senyawa aktif yang dapat digunakan sebagai antibiotik sehingga eksplorasi
terhadap senyawa-senyawa aktif tersebut memiliki relevansi yang besar terkait
penemuan antibiotik baru untuk mengatasi terjadinya resistensi.  Selain itu,
diharapkan penggunaan antibiotik dari senyawa alami tumbuhan dapat lebih aman
untuk tubuh dalam penggunaan jangka panjang.

Salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat antibakteri adalah
Piper crocatum yang biasa dikenal dengan tanaman sirith merah. Tanaman sirih
merah merupakan tanaman yang mudah untuk diperbanyak dengan stek dan tidak
perlu perlakuan khusus ketika mengembang biakannya (Indri et al., 2008). Menurut

Suratmo (2009), sirih merah banyak mengandung bahan antibiotik dan analgetik yang



sangat berguna untuk menyembuhkan penyakit infeksi. Namun masyarakat masih
kurang memanfaatkan sirih merah dalam pengobatan dan lebih tertarik untuk
menjadikannya sebagai tanaman hias dengan membudidayakan secara komersial
(Indri et al., 2008). Selain itu, sirih merah masih terus dikaji sebagai alternatif obat
alami terhadap masalah infeksi bakteri.

Berdasarkan penelitian sebelumnya, diketahui bahwa ekstrak daun sirih merah
memiliki efektifitas yang baik dalam menghambat pertumbuhan Pityrosporum ovale
dan dapat digunakan sebagai pengobatan alternatif terhadap ketombe (Oktaviani,
2012). Hasil ekstrak etanol daun sirth merah dengan dosis 50 mg/kg BB
menunjukkan efek antiinflamasi yang paling besar di antara dosis yang digunakan
terhadap tikus putih (Fitriyani et al., 2011). Penelitian oleh Hadhana (2011)
menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat dan metanol daun sirih merah memiliki sifat
antibakteri terhadap Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Pada penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak non polar (N-heksana) daun
sirth merah tidak mampu menghambat B. subtilis, S. aureus dan E. coli, sehingga
pada penelitian ini dipilih dua pelarut yaitu pelarut semipolar dan polar.

Dalam pencarian alternatif obat yang efektif untuk menanggulangi masalah
infeksi bakteri, diperlukan adanya penentuan fase pertumbuhan bakteri. Hal ini
disebabkan pada fase eksponensial mikroba terjadi pertumbuhan sel yang sangat
cepat dan teratur serta semua bahan dalam keadaan seimbang (Madigan et al., 2003).

Irianto (2010) menambahkan bahwa mikroba pada fase eksponensial lebih sensitif



terhadap aktivitas anibiotik dibandingkan pada fase stasioner. Selain itu, bakteri yang
terus berkembang dan mampu mempertahankan hidupnya pada fase stasioner akan
segera beradaptasi dengan lingkungan yang minim nutrien. Jika hal tersebut terjadi
maka bakteri akan mengembangkan sifat resistensinya.  Dengan demikian,
diharapkan ditemukan alternatif obat masalah infeksi bakteri yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri pada fase eksponensial tersebut.

Alternatif obat infeksi bakteri dapat menyebabkan terganggunya metabolisme
sel bakteri yang akhirnya mampu menghambat pertumbuhan bakteri atau bahkan
menyebabkan kematian bakteri. Menurut penelitian Parhusip (2006), kerusakan sel
diawali dengan rusaknya membran sel yang berlanjut dengan keluarnya material isi
sel dan akhirnya sel mengalami kematian. Oleh karena itu alternatif obat infeksi
bakteri yang ditemukan diharapkan mampu merusak membran sel bakteri.

Adanya masalah-masalah di atas seperti infeksi bakteri B.cereus dan S.flexneri
yang menyebabkan gangguan gastrointestinal dan pengembangan sifat resistensi yang
juga dipengaruhi fase pertumbuhan bakteri, menggugah penulis untuk mengkaji daun
sirth merah yang dinilai mampu menjadi alternatif penanganan masalah infeksi
bakteri tersebut. Bakteri B.cereus dan S.flexneri masing-masing sudah mewakili
kelompok bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif sehingga dapat digunakan
sebagai acuan penentuan spektrum aktivitas antibakteri daun sirih merah. Penelitian
ini juga akan mengkaji aktivitas antibakteri pada berbagai fase pertumbuhan bakteri

uji serta mekanisme penghambatannya.



B. Rumusan Masalah
1. Bagaimanakah aktivitas antibakteri ekstrak daun sirih merah dengan pelarut etil
asetat dan etanol terhadap B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022 pada
berbagai fase pertumbuhan?

2. Bagaimanakah pengaruh ekstrak etil asetat dan etanol daun sirih merah terhadap
mekanisme penghambatan bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC
12022?

C. Tujuan Penelitian
1. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun sirih merah dengan pelarut etil asetat
dan etanol terhadap B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022 pada
berbagai fase pertumbuhan.
2. Mengetahui pengaruh ekstrak etil asetat dan etanol daun sirith merah terhadap
kerusakan sel bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022.
D. Manfaat Penelitian
1. Dapat memberikan informasi mengenai aktivitas antibakteri daun sirih merah pada
fase-fase pertumbuhan bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022
serta mekanisme kerusakan sel bakteri yang ditimbulkan akibat adanya senyawa
antibakteri yang terdapat pada daun sirih merah.
2. Menjadi dasar penelitian berikutnya dalam mengembangkan bahan alam,

khususnya sirih merah sebagai alternatif antibakteri.



3. Masyarakat semakin termotivasi untuk membudayakan tanaman sirith merah yang

nantinya juga dapat menambah nilai ekonomi.



BAB YV
PENUTUP

A. Kesimpulan

1. Ekstrak etil asetat daun sirih merah pada konsentrasi 6,25% memberikan hambatan
tertinggi pada setiap fase pertumbuhan bakteri B.cereus ATCC 14745 dan
S.flexneri ATCC 12022 dan memberikan sensitifitas lebih tinggi selama fase
eksponensial.  Ekstrak etanol daun sirih merah tidak mampu menghambat
pertumbuhan bakteri B.cereus ATCC 14745 dan S.flexneri ATCC 12022.

2. Ekstrak etil asetat daun sirih merah lebih mampu merusak membran sel S.flexneri
ATCC 12022 dibandingkan B.cereus ATCC 14745 dengan adanya tingkat
kebocoran asam nukleat dan protein yang lebih besar.

B. Saran
Perlu dilakukan uji ekstrak daun sirih merah terhadap bakteri uji yang lain.

Selain itu perlu dilakukan adanya uji lanjutan analisis mekanisme penghambatan

aktivitas antibakteri yang lain, seperti pengamatan morfologi SEM, uji kebocoran

ion-ion, dan uji hidrofobisitas sel.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Diagram alir pembuatan ekstrak

Daun sirih merah kering

A4
dihaluskan

v

Ditimbang

v

Dimaserasi dengan etilasetat selama 24 jam

v

Disaring

v

Evaporasi Dimaserasi dengan etanol selama 24 jam

v

Ekstrak etil

Disaring

asetat

v

Evaporasi

v

Ekstrak etanol




Lampiran 2. Perhitungan rendemen ekstrak
R (%) =% x 100 %
Keterangan: R= Rendeman (%)

A= Berat ekstrak kasar (gram)

B= Berat awal bahan (gram)

339E

1. R. ekstrak etil asetat =——x 100 % = 3,39 %
100 g

2. R. ekstrak etanol =22224100 %= 6,52 %
100 g

Lampiran 3. Perhitungan konsentrasi ekstrak

aleotrak (g

Konsentrasi (%) = ————
pelarut (ml]

1. 50% _ S0g 5g =C.5§
’ 100ml 10ml 1ml
25 g 25g ©025g
2. 25% = =5 - =28 _ "

12,5g 1.25g 0125g

3. 12,5% = -=——= =
100 ml 10 ml 1ml
.25 E 06258 006258
o = = = —
4. 6’25 7o 100 ml 10 ml 1ml
3E 0.3g >03 g
5. 3%% =—FL_——2_""F§
/0% 100ml 10ml 1ml

15g 015g 00lsg

6. 1,5%% =

100 ml 10 ml 1ml

05g 005g 0005 g
7. 0,5%% =———=——=

100 ml 10 ml 1ml

Lampiran 4. Perhitungan koloni bakteri

Jumlah total mikroba (CFU/mL): jumlah koloni x faktor pengenceran

*Faktor pengenceran: 1
Tingkat pengencer
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Lampiran S. Diagram alir uji aktivitas antibakteri

Dipipet 0,1 mL bakteri uji kemudian dituang ke dalam cawan petri
steril dan ditambahkan 15-20 ml NA cair, dibiarkan memadat

v

Kertas cakram direndam dalam ekstrakdengan
konsentrasi50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3%:; 1,5%; 0,5%

v

Kertas cakram dihilangkan ekses/kelebihan airnya

¥

Kertas cakram diletakkan dalam cawan yang berisi media
dan bakteri uji

v

Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24jam

v

Diameter zona bening yang terbentuk diamati dan
diukur

Lampiran 6. Hasil uji aktivitas antibakteri

e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirth merah konsentrasi 50%
terhadap bakteri B.cereus

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner
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e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirih merah konsentrasi 50%
terhadap bakteri S.flexneri

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner

e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirih merah konsentrasi 25%
terhadap bakteri B.cereus

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner

e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirih merah konsentrasi 25%
terhadap bakteri S.flexneri

Fase eksponensial Fase stasioner

Fase adaptasi
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o Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirith merah konsentrasi 12,5%
terhadap bakteri B.cereus

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner

e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirth merah konsentrasi 12,5%
terhadap bakteri S.flexneri

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner

e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirth merah konsentrasi 6,25%
terhadap bakteri S.flexneri

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner




e Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat daun sirih merah terhadap bakteri
S.flexneri pada fase eksponensial

Konsentrasi 1,5% Konsentrasi 3%

o Aktivitas antibakteri pelarut etilasetat terhadap bakteri B.cereus

B.cereus ATCC 14745 S.flexneri ATCC 12022

o Aktivitas antibakteri pelarut etanol terhadap bakteri B.cereus

B.cereus ATCC 14745 __ S.flexneri ATCC 12022
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o Aktivitas antibakteri antibiotik (4moxcillin) terhadap bakteri B.cereus

Fase adaptasi Fase eksponensial Fase stasioner

o Aktivitas antibakteri antibiotik (4moxcillin) terhadap bakteri S.flexneri

Fase adanptasi Fase eksponensial Fase stasioner

Lampiran 7. Perhitungan diameter zona hambat (Beker er al., 1991 dalam
Trijani, 2012)

\
/r b\ B
Kertas cakram‘xé Zona hambat

Pengukuran jari-jari: Pengukuran I : (AB-ab): 2
Pengukuran II : (CD-cd) : 2
Zona Hambat : Pengukuran I + II
2

Pengukuran diameter: Pengukuran jari-jari x 2
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Lampiran 8. Diagram alir uji kebocoran sel

10 mL suspensi bakteri

Disentrifugasi 3500 rpm selama 20 menit

v

y

Supernatan dibuang

Pelet sel disuspensikan dalam 5 mL NaCl 0,85%

|
! v

Ditambah ekstrak etilasetat Tanpa ekstrak

| |
v

Dishaker 120 rpm selama 24 jam

v

Disentrifugasi 10.000 rpm selama 10 menit

Lampiran 9.Gambar alat dan bahan

v

Cairan supernatan

Diukur dengan spektrofotometer UV pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm

Sirih merah kering

Serbuk sirih merah | | Sirih merah hasil maserasi




Evaporator
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| B.cereus ATCC 14745 | | S.flexneri ATCC 12022
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