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INTISARI

Indonesia merupakan negara yang kaya akan tumbuhan yang bermanfaat
bagi kesehatan, misalnya daun mahkota dewa, sambiloto, sirih merah dan
sebagainya. Zat aktif yang terkandung dalam tumbuhan tersebut antara lain seperti
tanin dan flavonoid. Zat aktif tersebut mampu menghambat pertumbuhan bakteri.
Perlu dilakukan penelitian untukl mengetahui efektifitas ekstrak biji pinang
(Areca Catechu L.) terhadap kematian Eshcerichia coli secara in vitro.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan post test only
control groups design dengan metode difusi. Sampel terdiri dari kelompok I
kontrol positif(gentamycin), kelompok II ekstrak biji pinang 50%, kelompok III
25%, kelompok IV 12,5%, kelompok V 6,25%, kelompok VI 3,125% dan
kelompok VII kontrol negatif (aqga&é’st). Pertumbuhan kuman diketahui dengan
menghitung jumlah koloni pada media Mac conkey diencerkan dengan standar
Mac Farlan I1I. Data dianalisis secara deskriptif.

Rerata jumlah koloni kelompok I : 16,6 dan kelompok lainnya : 0. Hasil
uji Semakin luas zona hambat yang terbentuk maka perlakuan yang diberikan
semakin efektif.

Ekstrak biji pinang (Areca Catechu L.) tidak efektif terhadap kematian
Eshcerichia coli secara invitro.

Kata kunci : biji pinang (dreca Catechu L), Eshcerichia coli

xXi



BAB1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang kaya akan tumbuhan yang
bermanfaat bagi kesehatan, misalnya daun mahkota dewa, sambiloto, sirih merah
dan sebagainya. Zat aktif yang terkandung dalam tumbuhan tersebut antara lain
seperti tanin dan flavonoid. Zat aktif tersebut mampu menghambat pertumbuhan
bakteri. Salah satu tanaman yang diyakini bermanfaat bagi kesehatan adalah
pinang (4reca Catechu L.). Sulistyorini dan Handayani (2008) menyatakan
bahwa biji buah pinang mengandung alkanoid seperti arekolin, arekolidine,
arékain, guvakolin, isoguvasine, tanin terkondensasi, tanin terhidrolisis,
flavonoid, senyawa fenolik, asam galat, getah, ligin. Menurut penelitian dari
Farida (2006) Kadar Hambat Minimal (KHM) ekstrak sirih merah yang
mengandung tanin terhadap bakteri gram positif (staphylococcus) cenderung
pada kadar 25% sementara untuk bakteri gram negatif (E. coli) cenderung pada
6,25%. Tetapi Masduki (1996), mengatakan bahwa pada ekstrak biji pinang
dengan konsentrasi 20% E. coli tetap mampu tumbuh, mungkin karena E. coli
mempunyai sifat permeabilitas terhadap zat terlarut bermolekul rendah sehingga

zat aktif yang ada tidak dapat masuk dalam sel bakteri dan akibatnya bakteri



tidak mengalami hambatan. Perlu dilakukan penelitian untuk membuktikan
efektivitas antibakteri biji pinang karena hasil berbeda — beda tersebut.

Pinang (dreca Catechu L)) adalah tanaman yang termasuk famili
palmae yang telah digunakan dalam pengobatan tradisional secara turun —
temurun (Syahid dan Kristiana, 2008). Hermawan (2007) menyatakan bahwa
saponin dan tanin bersifat sebagai antjseptik pada luka permukaan. Astri (2007)
telah membuktikan bahwa ekstrak daun Mahkota Dewa dengan kandungan
alkaloid, flavanoid, senyawa polisenol, saponin dan tanin pada konsentrasi 50%,
dapat menghambat pertumbuhan E.coli, sedangkan Masniari (2003) menyatakan
bahwa ternyata konsentrasi ekstrak daun sambiloto yang mengandung zat aktif
flafonoid, andrografolide, alkane, keton, aldehid, mineral, tarida yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri gram (-) seperti Pasteurella sp dan E. Coli
pada konsentrasi 25%, sedangkan untuk ekstrak daun sirih merah yang
mengandung flavonoid, tanin, alkaloid, senyawa polifenolat, minyak atsiri pada
konsentrasi 6,25% efektif untuk menghambat bakteri E. coli (Farida, 2006).

Di Indonesia angka kesakitan diare mencapai 200 sampai 400 kejadian
tiap 1000 penduduk setiap tahun. Sebagian besar (70%-80%) penderita adalah
anak balita (Harianto, 2004). Umar Zein dkk (2004) menyebutkan bahwa di
negara berkembang, diare infeksi menyebabkan kematian sekitar 3 juta
penduduk setiap tahun yang disebabkan oleh bakteri E.coli. Salah satu

alternative obat diare adalah dengan menggunakan tumbuhan obat, misalnya



sabut tanaman kelapa. Menurut Marline (2004) sabut kelapa dapat dimanfaatkan
sebagai obat karena diduga mengandung tanin, yang merupakan senyawa kimia
yang kompleks, terdiri dari beberapa senyawa polifenol. Dengan menggunakan
media Mueller Hinton broth, karena media ini sudah luas digunakan secara
internasional dalam metode broth dilution. Mueller Hinton Broth merupakan
media Fumbuh yang baik bagi hampir semua bakteri patogen, selain itu media
tersebut menunjukkan reprodukitibilitas yang baik dan memberikan pertumbuhan
yang memuaskan dari sebagian besar bakteri pathogen (EUCAST, 2005). Lain
hal nya dengan Budiyanti (2009) salah satu alternatif tanaman tersebut adalah
ceremai yang mengandun flavonoid, tanin, dan saponin. Zat — zat tersebut
merupakan senyawa aktif dalam tanaman yang berkhasiat menyembuhkan
penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri.

Berdasarkan uraian diatas maka peneliti tertarik untuk meneliti apakah
ada perbedaan efektifitas anti bakteri ekstrak biji pinang yang mengandung
tannin dan flavonoid terhadap pertumbuhan bakteri E. Coli dengan antibiotik
yang digunakan sebagai control positif pada penelitian ini adalah gentamycin.
Gentamycin adalah antibakteri yang mampu terikat secara irreversible pada unit
30S ribosom dan membekukan proses inisiasi kompleks dari pembentukan
protein pada sel, sehingga mematikan sel muai terjadi. Alasan ketertarikan
‘terhadap biji pinang karena salah satu kandungannya sama dengan tanaman

yang lain yaitu tanin dan flavonoid, sedangkan ketertarikan terhadap E. Coli



karena besarnya masalah yang ditimbulkan oleh bakteri ini. Penulis tertarik
untuk mengetahui efektifitas ekstrak biji pinang pada konsentrasi 50%; 25%;
12,5%; 6,25%; 3,125% dengan rentang tertinggi sama seperti pénelitian Astri
(2007) yaitu konsentrasi 50% dengan rentang terendah seperti penelitian Farida
(2006) pada konsentrasi 3,125%.
1.2, Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan sebelumnya, maka dapat
dirumuskan masalah sebagai berikut : “ Apakah ada perbedaan efektivitas
antibakteri ekstrak biji pinang (4reca catechu L.) terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli secara in vitro.”
1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Mengetahui efektivitas antibakteri ekstrak biji pinang (dreca catechu L.
terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli secara in vitro.
1.3.2. Tujuan khusus
Mengetahui perbedaan efektivitas antibakteri ekstrak biji pinang (dreca
catechu L) pada konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan 3,125%

terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli secara in vitro.



1.4. Manfaat Penelitian

14.1

14.2

Manfaat Praktisi
Untuk menambah pembendaharaan pengetahuan tentang pengobatan
tradisional yang dapat digunakan di masa yang akan datang, khususnya
tentang efektivitas ekstrak biji pinang terhadap pertumbuhan Escherichia
coli (E. coli) secara in vitro.

Manfaat Teoritis

Sebagai dasar bagi penelitian selanjutnya, terutama penelitian tentang

efektivitas antibakteri ekstrak biji pinang.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Escherichia coli

2.1.1

Taksonomi Escherichia coli

Klasifikasi E.coli menurut (Jawetz dkk, 2001) adalah sebagai berikut :

2.1.2

Kingdom : Procaryotae

Divisi : Gracilicutes
Classis : Schotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Spasies : E.coli

Morfologi dan Identifikasi Escherichia coli

Escherichia coli adalah salah satu group koliform yang dapat
memfermentasikan laktosa dengan menghasilkan asam dan gas pada suhu
44°C, bersifat indol positif tidak dapat menggunakan sitrat, menghasilkan
asam dari manitol pada subu 37°C, bersifat merah metal (methyl red)
positif, voges-proskauer (VP) negatif. Pada biakan E.coli bersifat acrob
atau fakultatif anaerob dan tumbuh pada pembenihan biasa, misalnya pada
biakan cair, agar gizi pembenihan Mac Conkey dan agar darah. Suhu

optimum pertumbuhan adalah 37°C (Farida, 2006).



2.1.3 Struktur Bakteri
Secara umum berdasarkan pengecatan, bakteri dibedakan menjadi
gram (+) dan gram (-). Keduanya berbeda jauh dari struktur dinding sel.
Pada bakteri gram paling positif, dinding sel terdiri dari banyak
lapisan peptidoglikan yang membentuk struktur, tebal dan kaku. Dengan
menggunakan kontras, dinding sel gram negatif hanya berisi lapisan tipis.
peptidoglikan.

Wall teichoic
acid

_-v-— Lipoteichoic
acid

Protein

Gambar 1. Gram positif (Gerard J dkk,2007).

Selain itu, dinding scl bakteri gram positif mengandung asam
teichoic, yang terdiri terutama dari alkoho! (seperti gliserol atau ribitol)
dan fosfat. Ada dua kelas asam teichoic: asam lipoteichoic, yang
membentang lapisan peptidoglikan dan terkait dengan membran plasma,
dan asam dinding teichoic, yang terkait dengan lapisan peptidoglikan.
karena muatan negatif mereka (dari gugus fosfat), asam teichoic mengikat
dan mengatur pergerakan kation (ion positif) ke dalam dan keluar dari sel.
Mereka juga berperanan dalam pertumbuhan sel, mencegah kerusakan
dinding sel lisis dan mungkin akhirnya, asam teichoic menyediakan

spesifisitas antigenik dan dengan demikian memungkinkan untuk



identifikasi dengan tes laboratorium tertentu. sama, dinding sel bakteri

gram positif (+) juga ditutupi dengan berbagai polisakarida.

Lipopolysaccharide {3""”““"””‘ m _
pid A—\\ Porin protein
.y _ \\ Lipoprotein
- _> o N\ Phospholipid
: g 3 "/ /Enzymes
o [ Quter membrane ¢ 1T el and other
= \ Cell wall < y o | = ac:ve
{ R . |_ Peptidoglycan ‘o T ~~{) substances
\ === \ Plasma | ' i

SO

Gambar 2. Gram negative (Gerard J dkk, 2007).

Dinding sel bakteri gram negative terdiri dari satu atau lapisan
sangat sedikit dari peptidoglikan dan membran luar. Peptidoglikan yang
terikat pada lipoprotein (lipid kovalen dihubungkan dengan protein) pada
membran luar dan dalam periplasm  serta gel seperti cairan antara
membran luar dan membran plasma. Periplasma berisi konsentrasi tinggi
degradatif enzim dan protein transport. Dinding sel gram negatif tidak
mengandung asam teichoic. Karena dinding sel bakteri gram negatif hanya
berisi sejumlah kecil peptidoglikan, mereka lebih rentan terhadap
kerusakan mekanis. Membran luar sel gram negatif terdiri dari
lipopolysaccharides (LPS), lippoproteins dan fosfolipid. Membran luar
memiliki fungsi khusus. Beberapa ion muatan negatif merupakan faktor
penting dalam menghindari fagositosis dan tindakan komplemen (lisis sel
dan meningkatkan fagositosis) dari bakteri. Membran luar juga

menyediakan penghalang untuk antibiotik tertentu (misalnya penisilin),



enzim degestive seperti lysoyme, deterjen, logam berat, garam empedu,
dan pewarna tertentu.

Sifat permeabilitas membran disebabkan karena lapisan. protein
membentuk purin (saluran). Porin dapat mengatur mulekul — mulekul
seperti nukleotida, disakarida, besi peptida asam amino, vitamin B2, dan
zat besi masuk kedalam sel.

LPS komponen membran luar menyediakan dua karakteristik
penting dari bakteri gram negatif. Pertama bagian polisakarida dapat
terdiri dari gula, yang disebut polisakarida O, yang berfungsi sebagai
antigen dan berguna untuk membedakan jenis bakteri gram negatif.
misalnya patogen E.coli O157: H7 dibedakan dari serotonin lain dengan
uji laboratorium dan uji antigen tertentu. Peran ini sebanding dengan asam
teichoic dalam sel gram positif. kedua, porion, lipid dari lipopolisakarida,
(A lipid) sebagai endotoksin yang beracun ketika dalam aliran darah host
atau saluran pencernaan dan dapat menyebabkan demam dan shock

(Gerard J dkk, 2007).

2.14 Pertumbuhan bakteri
o Media : Media Muller Hinton dan agar-agar telah dipilih untuk
pengujian aerobik dan fakultatif anaerob bakteri yang terisolasi.
Media ini untuk formulasi yang paling mendekati kriteria untuk
media yang direproduksi.
o Temperatur : piring dan tabung sebaiknya diinkubasi secara rutin

di 35°C.
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o Suasana : media yang diinkubasi di dalam inkubator udara
ambien. Sebuah inkubator dengan CO, yang banyak tidak boleh
digunakan untuk uji rutin.

o Waktu inkubasi: waktu inkubasi selama 24 jam untuk
pertumbuhan optimum E.coli media Mac conkey.

o pH: pemberian pH media harus antara 7,2 dan 7,4 pada suhu
kamar.

( Elmer W dkk, 1988)

2.2. Pinang (Areca Catechu L.)

2.2.1 Taksonomi

Taksonomi tanaman pinang adalah :

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledonae
Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Areca

Species : Areca cetachu

(Sulistyorini dan Handayani 2008)
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2.2.2 Kandungan Kimia Biji Pinang

Secara umum terdapat kandungan sejumlah alkaloid turunan yuridin
yaitu arekolin (arechaidin methyl ester), dan guvacoline (guvacine
methyl ester). Total alkaloid berkisar diatas 1,45%. Arekolin merupakan
arkaloid yang paling aktif. Areca juga berisi tanin sekitar 15% (Masduki,
1996). Biji pinang (Areca Catechu L.) juga mengandung alkaloid,
saponin, dan flovanoid (Anonim, 2008). Biji buah pinang mengandung
alkaloid, seperti arekolin (C8 H13 No2), arekolidine, arekain, guvakolin,
guvasine dan isoguvasin, tanin terkondensasi, tanin terhidrolisi,
flavonoid, senyawa fenolik, asam galat, getah, lignin, minyak menguap

dan tidak menguap, serta garam (Sulistyorini & Handayani, 2008).

2.2.3 Zat Aktif biji pinang (Areca cetachu)
2.23.1 Tanin

Tanin adalah suatu nama diskriptif umum untuk satu grup
substansi fenolik polimer yang mampu menyamak kulit atau
mempresipitasi gelatin dari cairan, suatu sifat yang dikenal sebagai
astringensi. Mereka ditemukan hampir di setiap bagian dari tanaman :
kulit, kayu, daun, buah, biji, dan akar. Mereka dibagi kedalam dua
grup, tanin yang dapat dihidrolisi dan tanin terkondensasi. Tanin
dibentuk dengan kondensasi derivatif flavan yang ditransportasikan ke
jaringan kayu dari tanaman. Tanin mungkin juga dibentuk dengan

polimerasi unit quinon.



12

Salah satu aksi molekul tanin adalah membentuk kompleks dengan
protein melalui kekuatan non — spesifik seperti ikatan hidrogen dan
efek hidrofobik sebagaimana pembentukan ikatan kovalen. Cara kerja
aksi antimikrobial tanin berhubungan dengan kemampuan tanin untuk
meninaktivasi adhesin mikroba, enzim, protein, transport cell
envelope. Mereka juga membentuk kompleks dengan polisakarida

(Naim, 2004).

2.2.3.2 Flavonoid
Flavonoid merupakan salah satu golongan fenol alam terbesar.
Golongan flavonoid mencakup banyak pigmen yang paling umum dan
terdapat pada seluruh dunia tumbuhan mulai dari fungus sampai
angiospermae (Dinata, 2008). Aktivitas mereka disebabkan oleh
kemampuannya untuk membentuk kompleks dengan protein
ekstraseluler yang terlarut, dan dengan dinding sel. Flavonoid yang

bersifat lipofilik akan merusak membran mikroba (Naim, 2004).

2.2.4 Efektivitas biji pinang dengan kandungan zat aktif tanin dan flavonoid,
terhadap bakteri gram negatif (E. coli)

Berbagai tanaman misalanya mahkota dewa, sambiloto, dan sirih
merah mampu menghambat kuman gram (-). Astri (2007) telah
membuktikan bahwa ekstrak daun Mahkota Dewa dengan kandungan
alkaloid, flavanoid, senyawa polisenol, tanin pada konsentrasi 50%,

dapat menghambat pertumbuhan E.coli, sedangkan Masniari (2003)
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menyatakan bahwa ternyata konsentrasi ekstrak daun sambiloto yang
mengandung zat aktif flafonoid, andrografolide, alkane, keton, aldehid,
mineral, tarida yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram (-)
seperti Pasteurella sp dan E. Coli pada konsentrasi 25%, sedangkan untuk
ekstrak daun sirih merah yang mengandung flavonoid, tanin, alkaloid,
senyawa polifenolat, minyak atsiri pada konsentrasi 6,25% efektif untuk
menghambat bakteri E. coli (Farida, 2006). Menurut Marline (2004) sabut
kelapa dapat dimanfaatkan sebagai obat karena diduga mengandung tanin,
yang merupakan senyawa kimia yang kompleks, terdiri dari beberapa
senyawa polifenol. Lain hal nya dengan Budiyanti (2009) salah satu
alternatif tanaman tersebut adalah ceremai yang mengandun flavonoid,
tanin, dan saponin. Zat — zat tersebut merupakan senyawa aktif dalam
tanaman yang berkhasiat menyembuhkan penyakit infeksi yang

disebabkan oleh bakteri.
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23. Kerangka Konsep dan Teori

2.3.1 Kerangka Teori
Ekstrak
Biji pinang
Flavonoid Tanin
v v
Penghambat Penghambat
sintesis membrane sintesis
sel protein
..'-«.._.._"MN / /
rrei P
N -
—
Zat bermolekul besar tidak bisa
masuk dalam membran untuk
mempengaruhi bakteri
. Factor yang
] mempengaruhi
; pertumbuhan E.coli
w Media,
temperature
Escherichia coli =" Suasana
waktu inkubasi
pH
Keterangan :
—— :mengandung = =0 @ reemeeee » : akibat/efek

........ » :bekerja/ cara kerja/ system e———— :mepengaruhi pertumb.
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23.2 Kerangka Konsep

Pertumbuhan bakteri

Ekstrak Biji pinang Eschericiha coli

y

233 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah “efektivitas ekstrak biji pinang

(Areca Cetechu L.) terhadap pertumbuhan Escherchia coli secara in vitro”.



3.1.

3.2

BAB 11l

METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimen laboratorium, dengan

rancangan post test only control group design.

Variabel dan Definisi Operasional

3.2.1. Variabel

3.2.1.1. Variabel bebas

Ekstrak biji pinang

3.2.1.2. Variabel tergantung

Pertumbuhan bakteri Escherichia coli (E.coli)

3.2.1.3. Variabel terkendali

3.2.1.3.1. Nutrien: dikendalikan dengan media pertumbuhan yang

3.2.1.3.2.

3.2.1.3.3.

sesuai untuk E.coli yaitu media Mac conkey.
Temperatur: - dikendalikan dengan menggunakan alat
inkubator dengan suhu 37 °C untuk pertumbuhan
optimum E.coli.

Waktu inkubasi: dikendalikan dengan waktu inkubasi
selama 24 jam untuk pertumbuhan optimum E.coli

media Mac conkey.

16
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3.2.1.3.4. pH: dikendalikan dengan pH yang sesuai dengan
pertumbuhan optimum E.coli pada media Mac conkey,

yaitu 7,4.

3.2.2. Definisi Operasional

3.2.2.1

3.22.2

Ekstrak biji pinang adalah ekstrak yang dibeli di Laboratorium
Biologi Universitas Negeri Semarang dengan konsentrasi 100%
yang kemudian diencerkan dengan aquadest steril sesuai
konsentrasi yang diinginkan yaitu 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan
3,125%.

Skala pengukuran variabel adalah skala ordinal.

Pertumbuhan bakteri E.coli adalah terbentuk koloni E.coli yang
dinilai dengan mengukur besarnya diameter zona hambat yang
terlihat jernih di sekeliling cakram pada media Mac conkey.
Diameter zona hambat tersebut diukur dengan menggunakan alat
ukur panjang skala milimeter.

Skala pengukuran variabel adalah skala rasio.

Populasi dan sample

Populasi yang digunakan adalah bakteri E.coli isolasi galur murni yang

terdapat di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Sultan Agung Semarang

pada periode Juni 2010. Sementara itu, sampel yang digunakan adalah bakteri

yang kepekatannya sesuai dengan standar Mac Farland III yang mengandung

9 x 10® bakteri/ml (Jawet, 2001).



3.4 Instumen dan bahan penelitian

342

343

Instrumen penelitian

34.2.1

3422

3423

3424

3425

3.4.2.6

3.4.2.7

3428

3.4.2.9

Pipet ukur

Tabung reaksi

Rak tabung reaksi
Tabung Elenmeyer
Ose steril

Lampu spirtus
Lidi kapas steril
Cawan Petri

Pinset

3.4.2.10 Autoklaf

3.4.2.11 Inkubator

3.4.2.12 Mortar dan stumfer

3.4.2.13 Kertas cakram

3.4.2.14 Alat pengukur panjang skala millimeter

3.4.2.15 Pengaduk

Bahan penelitian

3.4.3.1 Bahan biologi yang diuji

Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah:

18

3.4.3.1.1 Isolat bakteri E.coli dengan kekeruhan setara dengan

standar Mac Farland III yaitu sebanyak 9 x 10

bakteri/ml
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3.4.3.1.2 Ekstrak biji pinang dengan konsentrasi 50%, 25%,
12,5%, 6,25% dan 3,125%
3.4.3.1.3 Gentamycin
3.43.2 Media yang digunakan
3.4.3.2.1 Mac conkey
3.4.3.2.2 Heart Infusion Broth (HIB)
3.4.3.2.3 Aquades steril

3.4.3.2.4 Kertas saring bentuk cakram

Cara Penelitian

3.5.1

3.5.2

Sterilisasi Alat

Semua peralatan yang digunakan disterilkan. Alat-alat berupa Cawan
Petri dan tabung reaksi disterilkan dengan pemanasan kering. Tabung reaksi
ditutup dengan kapas kemudian dibungkus dengan kertas sebelum
dimasukkan ke dalam oven. Pemanasan dilakukan pada suhu 160 °C selama
1,5 — 2 jam. Alat-alat yang tidak tahan panas seperti pipet dan media

disterilkan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C pada 2 atm

. selama 20 menit. Alat-alat yang akan digunakan harus ditunggu terlebih

dahulu hingga mencapai suhu kamar dan sudah kering (Volk dan eheeler,
1984).
Membuat suspensi bakteri E.coli

Sebelum digunakan, bakteri ditumbuhkan pada media Mac conkey
dan diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. Dari koloni E.coli yang tumbuh,

diambil satu ose dan disuspensi ke dalam 5 ml BIH cair dan diinkubasi pada
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suhu 37 °C selama 4-6 jam. Setelah diinkubasi, suspensi tersebut ditambah
dengan aquades steril sehingga mempunyai kekeruhan sesuai dengan larutan
standar Mac Farland III yang mengandung 9x10® bakteri/ml. Bakteri
Escherichia coli yang dipakai merupakan galur murni koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Sultan Agung Semarang.
Pembuatan ekstrak biji pinang 100%
Ekstrak biji pinang konsentrasi 100% dibeli di Laboratorium Biologi
Universitas Negeri Semarang yang diproses sebagai berikut :
3.5.3.1 Biji pinang ditumbuk sampai halus menggunakan alat mortar dan
stumfer
3.5.3.2 Biji pinang yang sudah ditumbuk kemudian ditimbang sebanyak
1000g menggunakan timbangan analitis
3.5.3.3 Bungkus biji pinang tersebut dengan kertas saring
3.5.3.4 Alat ekstraksi dipasang
3.5.3.5 Memasukan 100 ml etanol sebagai pelarut ke dalam labu
destilasi
3.5.3.6 Menjalankan pendingin dan kompor listrik dinyalakan
3.5.3.7 Percobaan selesai setelah terjadi floading 16 kali (ekstraksi
dilakukan selama 4 jam)

3.5.3.8 Ekstraknya diuapkan, didapat ekstrak biji pinang 100%
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3.5.4 Pembuatan media dengan perbandingan konsentrasi ekstrak biji pinang
Ekstrak biji pinang dengan berbagai ekstraksi didapat dengan cara
mengencerkan ekstrak biji pinang 100% yang didapat dari ekstraksi biji
pinang.

Pengenceran tersebut menggunakan persamaan berikut :

h1xVI=h2xV2

Keterangan :
h1 = konsentrasi awal
V1= Volume awal
h2.= konsentrasi akhir
V2 = Volume akhir
Cara kerja pengenceran ekstrak biji pinang :
3.5.4.1 Biji pinang konsentrasi 50% sebanyak 5 cc diperoleh dengan dilakukan

pengenceran sebagai berikut :

hl x V1 =h2x V2
100% x V1l =50%x5cc
Vi = 25cc

Kemudian untuk memperoleh volume 5 cc ditambahkan aquadest
sebanyak 2,5cc.
3.5.4.2 Biji pinang konsentrasi 25% sebanyak 5 cc diperoleh dengan dilakukan
pengenceran sebagai berikut :
hl1x V1 =h2x V2

100%x V1l =25%xS5cc
V1 = 1,25¢cc
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Kemudian untuk memperoleh volume 5 cc ditambahkan aquadest
sebanyak 3,75 cc.
3.5.4.3 Biji pinang konsentrasi 12,5% sebanyak 5 cc diperoleh dengan dilakukan

pengenceran sebagai berikut :

hl1 x Vi =h2x V2
100%xVl =125%x35cc
Vi = 0,625 cc

Kemudian untuk memperoleh volume 5 cc ditambahkan aquadest
sebanyak 4,375 cc.
3.5.4.4 Biji pinang konsentrasi 6,25% sebanyak 5 cc diperoleh dengan dilakukan

pengenceran sebagai berikut :

hl1x V1 =h2xV2
100%x V]l =6,25%x35 cc
Vi = 0,3125 cc

Kemudian untuk memperoleh volume 5 cc ditambahkan aquadest
sebanyak 4,6875 cc.
3.5.4.5Biji pinang konsentrasi 3,125% sebanyak 5 c¢ diperoleh dengan

dilakukan pengenceran sebagai berikut :

hl x V1 =h2x V2
100%x V1l =3,125%x5cc
Vi1 = 0,15625 cc

Kemudian untuk memperoleh volume 5 cc ditambahkan aquadest
sebanyak 4,84375 cc.
3.55 Membuat cakram ekstrak biji pinang berbagai konsentrasi
3.5.5.1 Cakram dibuat dari kertas saring dan dicelupkan pada ekstrak biji pinang
berbagai konsentrasi beberapa saat (+ 10 menit) agar terhisap sempurna
3.5.5.2 Cakram diangkat dan siap diletakkan pada permukaan media Mc Conkey

Agar.



23

3.5.6 Uji efektifitas ekstrak biji pinang dalam berbagai konsentrasi dalam
menghambat bakteri Eschericia coli.

3.5.6.1 Persiapkan semua alat dan bahan yang akan digunakan yang telah
disterilisasi.

3.5.6.2 Pembuatan kultur Escherichia coli.

3.5.6.3 Pembuatan berbagai konsentrasi ekstrak biji pinang dimana konsentrasi
yang mulai membunuh Escherichia coli sebagai dasar.

3.5.6.4 Kertas cakram yang telah disterilisasi dimasukkan ke dalam ekstrak biji
pinang dengan menggunakan pipet steril, kemudian diamkan selama
beberapa saat (+ 10 menit) agar larutan terhisap sempurna oleh kertas
cakram.

3.5.6.5 Kertas cakram dalam ekstrak biji pinang diambil menggunakan pinset
steril, kemudian diletakkan di tengah-tengah cawan petri yang berisi
media Mc Conkey yang sebelumnya telah ditanami bakteri Escherichia
coli.

3.5.6.6 Kertas cakram yang berisi gentamycin diambil menggunakan pinset
steril, kemudian diletakkan di tengah-tengah cawan petri yang berisi
media Mc Conkey yang sebelumnya telah ditanami bakteri Escherichia
coli. Gentamycin digunakan sebagai kontrol positif.

3.5.6.7 Kertas cakram yang mengandung aquadest diambil menggunakan pinset
steril, kemudian diletakkan di tengah-tengah cawan petri yang berisi
media Mc Conkey yang sebelumnya telah ditanami bakteri Escherichia

coli. Aquadest digunakan sebagai kontrol negatif.
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3.5.6.8 Masukan semua cawan petri ke dalam inkubator untuk diinkubasi dalam
suhu 37°C selama 24 jam.

3.5.6.9 Setelah diinkubasi, amati cawan petri apakah terbentuk zona hambat di
sekeliling kertas cakram. |

3.5.6.10Dilakukan pengulangan untuk tiap konsentrasi dan kontrol sebanyak

5 kali. Pengulangan ini berdasarkan perhitungan dengan memakai rumus

Frederer :

Keterangan :
t = jumlah kelompok perlakuan
n = jumlah ulangan / replikasi

(t-1) (n=1)=15

15

A%

(t-1)(n-1)
(5-1)(n-1) = 15
4n-4 = 15
4nz 19
n>47525
3.5.6.11Diameter zona hambat yang terbentuk pada cakram ekstrak biji pinang
berbagai konsentrasi dan gentamycin dibandingkan.

3.6 Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Universitas

Sultan Agung Semarang. Waktu penelitian dilakukan pada bulan September 2010.
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Analisis
Efektivitas dari ekstrak biji pinang dalam membunuh Escherichia coli

(E.coli) dinilai dari luas diameter zona hambat yang terbentuk. Semakin luas
zona hambat yang terbentuk maka perlakuan yang diberikan semakin efektif.

Data mengenai diameter zona hambat ditabulasi dengan analisis secara deskriptif.
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4.1.

BAB 1V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

HASIL PENELITIAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektifitas ekstrak biji
pinang dengan konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan 3,125% terhadap
pertumbuhan Eshcerichia coli secara invitro. Penelitian ini di lakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Sultan Agung.

Untuk mengetahui jumlah pertumbuhan bakteri Eshcerichia coli
dengan mengukur diameter pertumbuhan pada cawan petri yang sebelumnya
telah ditanami di media Mac Conkey.

Sampel terdiri dari 7 kelompok, masing- masing terdiri dari 5 cawan
petri. Kelompok I (kontrol positif) diberi gentamyein, kelompok II
(perlakuan ekstrak biji pinang dengan konsentrasi 50%), kelompok III
(perlakuan ekstrak biji pinang dengan konsentrasi 25%), kelompok IV
(perlakuan ekstrak biji pinang dcnga'm konsentrasi 12,5%), kelompok V
(perlakuan ekstrak biji pinang dengan konsentrasi 6,25%), kelompok VI
(perlakuan ekstrak biji pinang dengan konsentrasi 3,125%) dan kelompok VII

(kontrol negatif) diberi aquadest.

27
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Tabel 1. Diameter zona hambat yang ditimbulkan oleh ekstra biji pinang

dan gentamycin terhadap kematian Escherichia Coli.

Cawan Kontrol Konsent Konsent Konsent Konsent Konsent Kontrol
(+) (mm) 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125%  (-) (mm)

1 17 0 0 0 0 0 0
2 16 0 0 0 0 0 0
3 16 0 0 0 0 0 0
4 16 0 0 0 0 0 0
5 16 0 0 0 0 0 0
Mean 16,6 0 0 0 0 0 0

4.2. PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa diameter zona hambat
kelompok ekstran biji pinang sama dengan kontrol negatif tetapi berbeda
jauh dengan kontrol positif Gentamycin. Hal ini dikarenakan Gentamycin
adalah antibakteri yang ‘mampu terikat secara irreversible pada unit 30S
ribosom dan membekukan proses inisiasi kompleks dari pembentukan
protein pada sel, sehingga mematikan sel muai terjadi.

Ternyata pada ekstrak biji pinang dengan menggunakan media Mc
Conkey berbagai konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan 3,125% belum
dapat menghambat pertumbuhan E. coli. Bila dibandingakan dengan
penelitian Astri (2007) yang membuktikan bahwa ekstrak daun Mahkota
Dewa dengan kandungan alkaloid, flavanoid, senyawa polisenol, saponin
dan tanin pada konsentrasi 50% dengan menggunakan media Muller Hinton,
dapat menghambat pertumbuhan E.coli. Sedangkan menurut Masniari
(2003), ternyata konsentrasi ekstrak daun sambiloto yang mengandung zat

aktif flavonoid, andrografolide, alkane, keton, aldehid, mineral, tarida yang
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mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram (-) seperti Pasteurella sp
dan E. coli pada konsentrasi 25% dengan media Muller Hinton, sedangkan
untuk ekstrak daun sirih merah yang mengandung flavonoid, tanin, alkaloid,
senyawa polifenolat, minyak atsiri pada konsentrasi 6,25% efektif untuk
menghambat bakteri E. coli menggunakan media Mc Conkey (Farida,
2006). Dapat ditarik kesimpulan bahwa dari ketiga ekstrak terdapat
perbedaan konsentrasi dalam menghambat pertumbuhan bakteri, itu
dikarenakan zat — zat yang terkandung didalam tanaman tersebut berbeda.
Misalnya pada daun mahkota dewa sekalipun mengandung tanin dan
flavonoid yang berfungsi sebagai antibakteri adalah saponin (Ning, 2005).
Saponin merupakan suatu kelompok glikosida yang ditemukan pada
tanaman (Dorlan, 2002). Salah satu senyawa glikosida adalah streptomisin,
yang merupakan golongan aminoglikosida (jawetz dkk, 2007).sedangkan
pada sambiloto ternyata andrografolide mengganggu integritas dalam sel,
Farida (2006) menyatakan pada sirih merah selain mengandung tanin dan
flavonoid juga mengandung minyak atsiri yang berperan sebagai antibakteri
dengan cara mengganggu proses terbentukknya membrane atau dinding sel
sehingga tidak terbentuk secara sempurna.

Tetapi penelitian Masduki (1996), menunjukkan bahwa pada
ekstrak biji pinang dengan media Mc Conkey pada konsentrasi 20%, E. coli
tetap mampu tumbuh, mungkin karena E. coli mempunyai sifat
permeabilitas terhadap zat terlarut bermolekul rendah sehingga zat aktif

yang ada tidak dapat masuk dalam sel bakteri dan akibatnya bakteri tidak
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mengalami hambatan. Sehingga ada perbedaan antara hasil penelitian Astri
(2007), Masniari (2003) dan Farida (2006) dengan Masduki (1996)
sekalipun keempat ekstrak tersebut mengandung tanin dan flavonoid. Hal ini
kemungkinannya disebabkan tidak hanya tanin dan flavonoid saja yang
terdapat tumbuhan obat, tetapi ada juga zat — zat yang lain yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri.

Dari penelitian ini, penulis menyadari kekurangan yang ada dari
penelitian ini, media yang sesuai untuk bakteri E. coli tumbuh adalah Mac
Conkey, tetapi harusnya kita juga melihat tujuan dari penelitian itu sendiri.
Tujuan ekstrak ini adalah sebagai antibakteri, jadi uji sensitivitas ekstrak yang
sering digunakan adalah media Muller Hinton agar, karena media ini sudah
luas digunakan secara internasional dalam metode broth dilution. Mueller
Hinton Broth merupakan media tumbuh yang baik bagi hampir semua bakteri
patogen, selain itu media tersebut menunjukkan-reproduktibilitas yang baik
dan memberikan pertumbuhan yang memuaskan dari sebagian besar bakteri
pathogen (Eucast, 2005). Untuk itu penulis bertujuan kedepannya penelitian
ini bisa sebagai alternative obat antibiotika, sebaiknya sensitivitas diukur

menggunakan media Muller Hinton agar.
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BABYV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

5.1.1. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat
disimpulkan bahwa ekstrak biji pinang dengan berbagai
konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan 3,125% tidak efektif
terhadap pertumbuhan Escherichia coli secara invitro.

5.1.2. Hasil penelitian yang dilihat dari diameter zona hambat ekstrak biji
pinang mempunyai nilai negatif ( - ) atau tidak membentuk zona
hambat.

5.2. Saran
5.2.1 Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut, dengan menggunakan

media Mueller Hinton agar.
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