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ABSTRACT

Indonesia is rich in specific flora, which are useful as drug plants. One of those is
Pangium edule Reinw. or known as pakem. Pakem are wide spread in Indonesia and grows
well in Java. Pakem is suspected as antimicrobial agent as the presence of hydrogen
cyanide (HCN) and tannin. In the other hand, meat is not only has a high nutrition value,
but also perishable. Besides, meat is easily contaminated by pathogenic bacteria, such as
Salmonella, or even spoilage bacteria like Pseudomonas. The objectives of this research
was to isolate the crude extract of pakem leaf and to study its antibacterial agent
characteristics, e.g. its potency in inhibiting pathogenic and meat spoilage bacteria. This
research showed that methanol could extract the crude antibiotic agent from pakem leaf
better than hexane. Characteristics of methanol crude extract of pakem leaf were follows: 1)
the widest inhibition diameter against meat contaminant bacteria, 2) MIC value was 6.25 %
(w/v), 3) broad inhibition spectrum against bacteria, 3) untoxic and better stability on
refrigerate temperature (4-7 °C).

Key words: Bacteria inhibition, meat, pakem

Isolasi dan KaraRterisasi Ekstrak Kasar Daun Pakem Sebagai Penghambat Bakteri

PENDAHULUAN infeksi yang erat kaitannya dengan

Flora Indonesia beragam jumlahnya
dan mempunyai potensi yang cukup besar
sebagai penghasil bahan nabati dan obat-
obatan. Masyarakat Indonesia sudah meng-
gunakan tanaman obat dalam usaha
preventif dan kuratif. Kebiasaan itu terus
berlangsung hingga sekarang, terutama di
daerah-daerah terpencil. Tanaman obat juga
dapat dimanfaatkan untuk pengawetan
bahan pangan.

Daging merupakan salah satu bahan
pangan asal hewan yang bernilai gizi tinggi,
sekaligus media yang baik bagi pertum-
buhan  mikroorganisme.  Keterse-diaan
nutrisi  dalam daging memungkinkan
perkembangan mikroorganisme yang ber-
sifat perusak (spoilage) juga patogen
khususnya Salmonella sp. dan Escherichia
coli. Keberadaan mikroorganisme dalam
daging dapat menyebabkan intoksikasi dan

keamanan pangan.

Salah satu jenis tanaman obat yang
terdapat di Indonesia adalah Pangium edule
Reinw. atau yang lebih dikenal dengan
pakem di daerah Jawa Tengah. Pakem
selama ini lebih banyak digunakan sebagai
obat-obatan  tradisional sebagai  obat
reumatik dan desinfektan. Pakem juga dapat
berfungsi sebagai zat antimikroba, antiok-
sidan, insektisida maupun fungisida.

Seluruh bagian tanaman pakem
(termasuk daun) mengandung asam sianida
yang sangat beracun dengan kadar yang
tinggi yaitu 350 gram per pohonnya
(Heyne, 1987). Asam sianida diduga
mengandung senyawa antimikroba yang
berguna untuk menghambat pertumbuhan
mikroorganisme.

Banyak penelitian mengenai tanaman
pakem lebih diutamakan pada bagian
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bijinya. Kristikasari (2002), menggunakan
biji pakem segar dan terfermentasi untuk
mengetahui sifat antimikroba terhadap
bakteri patogen dan pembusuk makanan.
Penelitian terbaru mengenai daun pakem
dilakukan oleh Rusman (2002) sebagai zat
insektisida.

Berdasarkan  berbagai  informasi
penting tersebut, maka dilakukan penelitian
keberadaan zat antibakteri dari daun pakem
yang akan diujikan terhadap beberapa jenis
bakteri patogen dan pembusuk yang sering
ditemukan dalam daging seperti Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Staphyloco-
CCus aureus, Bacilus cereus dan
Pseudomonas aeruginosa.

Penelitian  ini  bertujuan  untuk
mengisolasi ekstrak kasar daun pakem
(Pangium edule Reinw.) serta mempelajari
karakternya sebagai antibakteri terutama
kemampuannya dalam menghambat bakteri
patogen dan bakteri pembusuk daging.
Karakterisasi akan meliputi uji aktivitas
ekstrak kasar pada penghambatan bakteri
kontaminan daging, penentuan konsentrasi
hambat minimum (KHM), uji spektrum
penghambatan terhadap bakteri uji, uji
toksisitas secara in vivo ke mencit serta uji
pengaruh suhu dan lama penyimpanan yang
berbeda terhadap ekstrak kasar yang
dihasilkan.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberi informasi mengenai cara isolasi
dan karakterisasi ekstrak kasar daun pakem
(Pangium edule Reinw.), khususnya
sebagai penghambat bakteri patogen dan
pembusuk daging.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Daun pakem muda diperoleh dari
daerah Cimahpar dan Dermaga, reagen
kimia teknis yang digunakan adalah
metanol (polar), dietil eter (semi polar), dan
heksana (non polar), serta kertas saring.
Daging sapi segar (sirloin) digunakan
sebagai sumber kontaminan, dan brain
heart infusion (BHI) digunakan untuk
pengayaan bakteri, sedangkan untuk media
uji aktivitas penghambatannya pada mueller
hinton agar (MHA) menggunakan kertas
cakram 6 mm, ketiganya dari oxoid. Media
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mikrobiologis lain yang digunakan adalah
buffer pepton water (BPW) dan nutrient
agar (NA), keduanya dari merek Oxoid.
Bakteri uji yang digunakan adalah
Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus
dan Pseudomonas aeruginosa. Kontrol
positif dalam uji aktivitas penghambatan ini
menggunakan kloramfenikol 30 pg dan
penisilin G 10 units dari merek Oxoid,
sedangkan untuk uji toksisitas dipakai
mencit betina lepas sapih dengan bobot
badan antara 16-21 gram.

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini berupa alat untuk uji kimia
dan mikrobiologi. Vaccuum evaporator
(Heidolph VV 2000), neraca analitik
(Sartorius dan Berkel), autoklaf, inkubator,
inkubator goyang, sentrifus (Sorvall RC-
5B), cawan petri, pipet, mikro pipet, jangka
sorong skala 150 mm, vortex mixer, pinset,
jarum suntik (syringe) ukuran 2,5 mL,
penangas air, refrigerator, termometer,
pemanas Bunsen.

Metode

Penelitian ini dilakukan dengan dua
tahap. Tahap pertama merupakan penentuan
kadar air, ekstraksi daun pakem muda, dan
penghitungan rendemen ekstrak kasar, lalu
dilanjutkan pada tahap kedua berupa
pengujian terhadap karakter ekstrak kasar
daun pakem.

Penentuan Kadar Air (AOAC, 1984)

Cawan vyang akan digunakan
dipanaskan terlebih dahulu pada suhu 105
°C selama satu jam, kemudian didinginkan
dalam eksikator dan ditimbang sebagai
bobot kosong cawan. Sampel daun yang
telah dihaluskan diambil sebanyak 3 gram
(A) dan dimasukkan ke dalam cawan, lalu
ditimbang (B). Cawan berisi sampel
selanjutnya dikeringkan menggunakan oven
bersuhu 105 °C selama satu malam sampai
beratnya konstan (C). Kadar air dihitung
dengan rumus sebagai berikut:

Sampel sebelum dikeringkan (gram) —Sampel setelah dikeringkan "

Kadar air (%) =
0 Berat sampel sebelum dikeringkan

100

Ekstraksi Daun Pakem (Harborne, 1996)
Daun pakem muda yang digunakan
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pada tahapan ekstraksi dirajang halus
menggunakan pisau dengan ukuran 1x0,5
c¢cm menggunakan pisau. Rajangan daun
sebanyak 100 gram direndam selama 24
jam dalam pelarut teknis yang diteliti
(metanol, dietil eter, heksana), lalu
dilakukan penyaringan dengan kertas saring
hingga diperoleh filtrat. Residu direndam
kembali dalam pelarut, dan diulang
beberapa kali sampai filtratnya tidak
berwarna. Keseluruhan filtrat dicampur,
selanjutnya dipekatkan dengan rotavapor
pada suhu 25-30 °C sehingga diperoleh
ekstrak kasar yang bebas pelarut.

Perhitungan Rendemen
Perhitungan rendemen ekstrak kasar
penting dilakukan untuk mengetahui serta
membandingkan jumlah senyawa yang
dapat terambil oleh pelarut yang berbeda
kepolarannya. Rendemen dihitung dengan
rumus sebagai berikut:
berat ekstrak 8

berat daun

Rendemen (%) = 100

Isolasi  Kultur Bakteri Kontaminan
Daging

Bakteri kontaminan daging diperoleh
dengan cara melakukan pengulasan (swab)
permukaan daging sapi segar bagian sirloin
dengan menggunakan cotton swab steril.
Cotton swab dimasukkan dalam tabung
reaksi yang berisi BHI steril untuk
menumbuhkan bakteri. Sampel diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 24 jam, dan
digunakan sebagai stok yang selalu
disimpan pada suhu rendah. Kultur bakteri
kontaminan daging yang diuji berumur 24
jam, vyang diperoleh dengan cara
menumbuhkannya kembali pada media BHI
setiap akan dilakukan uji konfrontasi.

Uji Aktivitas Ekstrak Kasar dengan
Metode Cakram (Pelczar et al., 1986)
Sebanyak 1 ml kultur bakteri uji
dengan jumlah koloni 10° cfu/mL dipipet
dalam cawan petri, kemudian ditambahkan
mueller hinton agar sebanyak 15-20 mL
(metode cawan tuang atau pour plate).
Keseluruhannya dihomogenkan dan
dibiarkan hingga agar memadat. Masing-
masing ekstrak kasar terlebih dahulu
dilarutkan dengan masing-masing
pelarutnya  (pelarut  absolut)  hingga

diperoleh konsentrasi 25 % (b/v). Masing-
masing ekstrak kasar sebanyak 15 uL
diteteskan ke atas kertas cakram steril
menggunakan mikro pipet. Pelarut absolut
dari masing-masing ekstrak kasar juga
diteteskan ke atas kertas cakram steril
sebanyak 15 pL sebagai kontrol negatif.
Sebagai kontrol positif ditambahkan
sendawa dengan konsentrasi 2 % (b/v) yang
telah dilarutkan terlebih dahulu dengan
akuades steril dan diteteskan ke atas kertas
cakram steril sebanyak 15 pL. Kertas
cakram yang telah berisi masing-masing
ekstrak kasar dan kontrol (+/-) diletakkan
ke atas agar yang telah berisi kultur. Cawan
beserta isinya disimpan dalam refrigerator
selama dua jam untuk memberikan
kesempatan ekstrak dapat meresap ke
dalam agar dengan baik. Setelah itu, cawan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam
dan diameter zona hambat yang terbentuk
diukur dengan menggunakan jangka
sorong. Zona hambat ekstrak terhadap
bakteri uji ditunjukkan oleh adanya area
bening di sekitar kertas cakram. Setiap
perlakuan dibuat duplo. Penentuan ekstrak
terpilih berdasarkan pada diameter zona
hambat terbesar yang dihasilkan terhadap
bakteri uji. Ekstrak terpilih selanjutnya akan
digunakan pada berbagai pengujian.

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) (Pelczar et al., 1986)

Penentuan  konsentrasi ~ hambat
minimum (KHM) hanya dilakukan untuk
ekstrak kasar metanol dengan kontrol
negatif pelarut metanol absolut. Metode
yang digunakan adalah metode pengenceran
(Pelczar et al., 1986). Ekstrak kasar
metanol daun pakem yang diperoleh
diencerkan menggunakan akuades steril
dengan pengenceran tertingi  sampai
terendah hingga diperoleh konsentrai yaitu
3,125; 6,25; 12,5; 25; dan 50 % (b/v).
Masing-masing dipipet ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan kultur bakteri
kontaminan daging yang ditumbuhkan
dalam media BHI sehingga didapatkan
populasi akhir bakteri masing-masing
Y5x 108, Yax10°, 1%x10°, ¥14x10°, dan ¥4,x10°
cfu/mL. Campuran diinkubasi pada suhu 37
°C selama 24 jam dan diamati pertumbuhan
bakterinya  berdasarkan pada tingkat
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kekeruhan. Bila terjadi  pertumbuhan
bakteri, maka campuran akan memper-
lihatkan tingkat kekeruhan yang berbeda
dibandingkan dengan kontrolnya. Kontrol
positif adalah tabung reaksi yang hanya
berisi kultur bakteri dan BHI tanpa
penambahan ekstrak kasar, sedangkan
kontrol negatif adalah tabung reaksi yang
hanya berisi BHI tanpa bakteri ataupun
ekstrak kasar.

Penentuan  Spektrum  Penghambatan
terhadap Bakteri Uji (Pelczar et al., 1986)

Penentuan spektrum ekstrak kasar
dilakukan hanya untuk ekstrak kasar
metanol dengan kontrol negatif pelarut
metanol absolut, dan kontrol positif
antibiotik  (kloramfenikol 30 pg dan
penisilin G 10 units). Konfrontasi antara
ekstrak kasar metanol daun pakem dalam
pelarut terpilih (metanol) dengan sejumlah
bakteri uji dilakukan dengan metode
cakram. Bakteri uji yang digunakan
meliputi bakteri Gram positif berbentuk
kokus (S. aureus), Gram positif berbentuk
batang dan berspora (B. cereus) serta
bakteri Gram negatif berbetuk batang (E.
coli, S. typhimurium, dan P. Aeruginosa).
Metode yang digunakan mengikuti metode
cakram menurut Pelczar et al. (1986).
Setiap perlakuan dibuat duplo dan
dibandingkan dengan  kontrol  positif
antibiotik (kloramfenikol dan penisilin G)
untuk mengelompokkan ekstrak kasar
dalam kelompok spektrum luas atau sempit.
Jumlah koloni bakteri yang digunakan yaitu
10° cfu/ml dan konsentrasi ekstrak yang
digunakan adalah 6,25; 12,5; 25; dan 50 %
(b/v).

Uji Toksisitas

Mencit betina lepas sapih (21 hari)
sebanyak 20 ekor (bobot badan antara 16-
21 gram) digunakan pada uji toksisitas ini
menggunakan ekstrak kasar metanol dengan
kontrol negatif pelarut metanol absolut. Uji
toksisitas bertujuan untuk mengetahui
tingkat bahaya atau kemampuan ekstrak
meracuni induk semangnya bila mengkon-
sumsi produk yang mengandung ekstrak
tersebut. Ekstrak kasar metanol diberikan
pada mencit secara oral menggunakan alat
bantu syringe dengan dosis tunggal
sebanyak 2% dari bobot badan mencit dan
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diamati selama 10 hari. Respon biologis
mencit selama 24 jam pertama terus
dipantau selama 1 jam, sedangkan setelah
itu pengamatan dila-kukan setiap 24 jam
dan dilakukan juga penimbangan bobot
badan mencit.

Sebanyak 10 ekor mencit mendapat
perlakuan (pemberian ekstrak kasar daun
pakem) dan 10 ekor lainnya sebagai kontrol
(hanya diberi akuades) dalam jumlah yang
sama. Konsentrasi ekstrak yang digunakan
dalam uji ini adalah vyaitu 6,25 %
(konsentrasi terpilih pada penentuan KHM).
Mencit yang dipelihara dalam kandang,
selain mendapat ekstrak kasar tetap diberi
pakan setiap hari dan air minum secara ad
libitum.

Uji Stabilitas Ekstrak Daun Pakem
terhadap Suhu dan Lama Penyimpanan

Ekstrak  kasar terpilih  dengan
konsentrasi  6,25% dikondisikan pada
berbagai pada berbagai suhu, vyaitu
refrigerator (4-7 °C), freezer (-20 °C),
ruang (27 °C), pemanasan Low Holding (60
°C selama 30 menit), pasteurisasi (65 °C
selama 30 menit), dan pada air mendidih
(100 °C). Masing-masing perlakuan dibuat
duplo.

Pengujian aktivitas ekstrak dilakukan
2 kali sehari selama 8 hari, yaitu hari ke-0,
hari ke-2, hari ke-4, hari ke-6, dan hari ke-8
untuk penyimpanan pada suhu ruang. Pada
suhu refrigerator, pengujian aktivitas
ekstrak dilakukan setiap 6 hari sekali, yaitu
pada hari ke-0, hari ke-6, hari ke-12, dan
hari ke-18, sedangkan ekstrak yang
disimpan pada suhu beku diuji aktivitasnya
2 minggu sekali selama 4 minggu, yaitu
pada hari ke-0, hari ke-12, dan hari ke-24.
Ekstrak kasar yang mendapat perlakuan
pemanasan segera diuji dan tidak mendapat
perlakuan penyimpanan. Pengujian aktivitas
antimikroba  ekstrak  kasar  melalui
konfrontasi dengan bakteri uji menggu-
nakan metode cakram.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perhitungan Kadar Air

Perhitungan kadar air daun dilakukan
pada tahap ektraksi dengan menggunakan
metode gravimetri (AOAC, 1984). Hasil



Suhardi Isolasi dan KaraRterisasi Ekstrak Kasar Daun Pakem Sebagai Penghambat Bakteri

perhitungan diperoleh kadar air daun pakem
sebesar 74,26 %. Kadar air penting
dilakukan untuk koreksi terhadap hasil.

Ekstraksi

Ekstraksi daun pakem menggunakan
berbagai macam pelarut yang berbeda
kepolarannya ternyata memberikan hasil
yang berbeda pula. Perbedaan tersebut
dapat dilihat dari warna dan rendemen
masing-masing  ekstrak  kasar  yang
dihasilkan. Warna dari ekstrak kasar
metanol dan dietil eter sangat pekat (hijau
tua), sedangkan untuk ekstrak kasar
heksana berwarna kekuningan. Perbedaan
warna ini dipengaruhi oleh tingkat
kepolaran dari masing-masing pelarut yang
digunakan. Pelarut metanol menyari
senyawa-senyawa polar yang terdapat di
dalam daun. Pelarut dietil eter menyari
senyawa-senyawa semi polar dan pelarut
heksana menyari senyawa-senyawa non
polar.

Rendemen

Rendemen ekstrak kasar metanol dari
100 gram sampel daun yang digunakan
sebesar 26,85 % (b/v), sedangkan ekstrak
kasar heksana vyaitu 0,78 % (b/v).
Rendemen untuk ekstrak kasar dietil eter
tidak dapat dilakukan karena filtrat yang
diperolen hampir selama dua bulan tidak
juga jernih. Hal ini mungkin dikarenakan
banyaknya senyawa dalam daun tersebut
seperti  klorofil yang ikut terekstrak
sehingga menyebabkan filtrat yang telah
disaring berulang kali tidak juga jernih.
Menurut Harborne (1996), klorofil mudah
diekstraksi ke dalam pelarut lipid seperti
aseton dan eter.

Pelarut polar memberikan rendemen
yang paling besar bila dibandingkan dengan
pelarut non polar (26,85 % vs 0,78 %). Hal
ini berarti dalam daun pakem banyak
terkandung senyawa polar, salah satunya
adalah senyawa alkaloid. Perhitungan
rendemen ekstrak kasar penting dilakukan
untuk penentuan Kkuantitas senyawa yang
dapat terambil oleh pelarut yang berbeda
kepolarannya.

Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Menggunakan
Metode Cakram

Ekstrak kasar diuji aktivitasnya
terhadap bakteri kontaminan daging, yang
ditunjukkan dengan besar atau kecilnya
diameter zona hambat yang dihasilkan.
Aktivitas ekstrak kasar daun pakem dapat
dilihat pada Tabel 1 dan divisualisasi pada
Gambar 1.

Table 1. Inhibition activity of crude extract
of pakem leaf using various solvents against
bacteria

Diameter of
Type of Solution inhibition

zone (mm)
Crude extract using methanol 29.0
Crude extract using diethyl
ether 13.6
Crude extract using hexsane 6.0
Methanol solvent 6.0
Dietil ether solvent 6.0
Hexane solvent 6.0
Saltpetre 8.3

Notes: Diameter of paper was 6 mm

Hasil konfrontasi ekstrak kasar
dengan  bakteri  kontaminan  daging
menunjukkan, bahwa ekstrak kasar metanol
memiliki diameter zona hambat paling
besar (29 mm), bila dibandingkan dengan
ekstrak kasar dietil eter (13,6 mm) dan
ekstrak kasar heksana (6 mm). Berdasarkan
hasil pengujian ini, maka ekstrak kasar
metanol  dipilih  untuk berbagai uji
selanjutnya.

Diameter zona hambat yang lebih
besar dari  ekstrak kasar  metanol
kemungkinan disebabkan oleh kandungan

steroid yang lebih banyak, ditun-
jukkan oleh warna hijau kebiruan pada
residu yang kuat. Diameter zona hambat
ekstrak kasar metanol dan dietil eter yang
jauh lebih besar dibandingkan dengan
ekstrak kasar heksana, mungkin disebabkan
olen adanya senyawa fenol seperti
flavonoid, tanin dan kuinon di dalamnya
yang mampu untuk melakukan lisis
terhadap dinding sel bakteri, atau
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kemampuan senyawa fenol menginaktifkan
beberapa  aktivitas enzim bakteri
(Poeloengan et al., 1999). Ekstrak kasar
heksana tidak mengandung senyawa fenol.

Penggunaan pelarut (metanol, dietil
eter, heksana) sebagai kontrol negatif,
masing-masing hanya memberikan dia-
meter zona hambat sebesar 6 mm (sama
dengan diameter kertas cakram kosong),
yang berarti bahwa sendawa juga mampu
menghambat pertumbuhan bakteri konta-
minan daging, untuk itu zat ini biasa
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digunakan sebagai pengawet. Zona hambat
yang dihasilkan oleh sendawa lebih kecil
dari yang dihasilkan ekstrak kasar metanol
dan dietil eter (8,3 vs 29 vs 13,6 mm).

Ekstrak kasar metanol memiliki zona
penghambatan terbesar, sehingga dijadikan
ekstrak terpilih pada pengujian selanjutnya.
Berbeda dengan sendawa, ekstrak meru-
pakan substrat alami yang bersifat bio
degradable, sedangkan sendawa merupakan
pengawet sintetik yang dapat menyebabkan
karsinogenik.

Figure 1. Inhibition zone of crude extract of pakem leaf using various solvents
and control. A. Crude extract using methanol, B. Crude extract using dietil ether,
C. Dietil ether, D. Metanol, E. Hexane, F. Crude extract using hexane, G. Saltpetre.

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum
Ekstrak Kasar Metanol

Konsentrasi ~ hambat ~ minimum
(KHM) perlu diketahui untuk menentukan
konsentrasi terendah ekstrak kasar metanol
daun pakem yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri. Hasil penentuan
KHM dengan teknik pengenceran tabung
tidak dapat menunjukkan adanya peng-
hambatan pertumbuhan bakteri secara jelas.
Bila terjadi penghambatan secara total
seharusnya tidak didapatkan pertumbuhan
bakteri sehingga media cair untuk
pertumbuhannya teta bening (tidak keruh).
Namun kondisi ekstrak kasar yang pekat
menyebabkan sulit untuk membedakan
dengan mata telanjang maupun meng-
gunakan bantuan alat spektrofotometer
mengenai ada atau tidaknya pertumbuhan
bakteri.  Verifikasi  selanjutnya yaitu
menumbuhkan hasil pengujian (bakteri
dalam ekstrak kasar) di atas media agar
dengan metode gores. Bila bakteri yang
diuji sensitif terhadap ekstrak
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kasar, maka tidak akan didapatkan
pertumbuhannya di atas agar setelah
diinkubasi pada 37 °C selama 24 jam.
sebaliknya bila bakteri tidak dihambat oleh
ekstrak kasar maka akan didapatkan
pertumbuhannya secara normal pada agar.
Hasil verifikasi disajikan pada Tabel 2.

Verifikasi terhadap aktivitas ekstrak
kasar methanol daun pakem menunjukkan,
bahwa ekstrak dengan konsentrasi 12,5; 25;
50% (b/v) menghambat pertumbuhan
bakteri secara nyata, yang ditunjukkan oleh
adanya pertumbuhan bakteri dengan
populasi  ¥x10°, %x10° ¥ex10° dan
%p,x10° cfu mL™, namun tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri dengan
populasi yang lebih tinggi (¥x10° cfu mL°
Y, yang ditunjukkan dengan masih adanya
pertumbuhan bakteri pada media. Ekstrak
dengan pengenceran tertinggi (konsentrasi
terendah) yaitu 3,25 % (b/v) ternyata tidak
mampu untuk menghambat pertumbuhan
bakteri baik pada populasi terendah, apalagi
pada populasi yang lebih tinggi.
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Semakin tinggi pengenceran ekstrak,
maka konsentrasi zat-zat penghambatnya
akan semakin rendah yang berakibat pula
pada semakin kecil aktivitas pengham-
batannya terhadap bakteri. Konsentrasi
ekstrak 6,25 % (b/v) ternyata sudah mampu
untuk menghambat pertumbuhan bakteri,
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oleh sebab itu ekstrak dengan konsentrasi
6,25 % (b/v) dianggap sebagai konsentrasi
terendah yang sudah mampu menghambat
pertumbuhan  bakteri (KHM) setelah
diinkubasi selama 24 jam, sehingga
dijadikan konsentrasi terpilih untuk uiji
selanjutnya.

Table 2. Verification of minimal inhibition concentration using streak technique

Extract conc.

Population of meat bacteria (cfu mL™)

(%) 15 x10° Vs x10° 1% x10° ¥, x10° Y gp x10°
50.000 - - - - -
25.000 - - - - -
12.500 - - - - -
6.250 + - - - -
3.125 + + + + +

Notes: (+) bacteria growth, (-) no bacteria growth, incubation time was 24 h

Penentuan Spektrum Aktivitas
Penghambatan Pertumbuhan Beberapa
Bakteri Patogen

Penentuan spektrum aktivitas
penghambatan ekstrak kasar metanol
terhadap bakteri uji dengan spesies yang
berbeda, dilakukan untuk mengetahui
efektivitas dari substrat dalam menghambat

pertumbuhan bakteri uji. Spektrum yang
dihasilkan oleh suatu substrat dapat
dikelompokkan menjadi substrat yang
berspektrum luas atau sempit. Hasil
penentuan spektrum aktivitas ekstrak kasar
metanol penghambatan terhadap bakteri uji
dapat dilihat pada Tabel 3 dan divi-
sualisasikan pada Gambar 2.

Table 3. Inhibition activity of crude methanol extract of pakem leaf against various

pathogenic bacteria

Average of diameter of inhibition zone (mm) for

Jg’g:g; Crude methanol extract (%) Antibiotic
6.25 12.05 25.00 50.00 Chloramphenicol  Penicyillin G
S. typhimurium  6.00 6.00 8.85 12.37 32.30 15.35
S. aureus 6.00 6.00 11.90° 18.67" 34.72 14.62
E. coli 6.00 6.00 10.22" 12.65" 19.90 15.80
B. cereus 6.00 6.00 9.75 25.77" 34.67 14.00
P. aeruginosa 6.00 6.00 9.50" 19.12° 33.77 12.95

Notes:  *) R, Rp (Resistant chloramphenicol, Resistant phenicyllin G)
" Re, Ip (Resistant chloramphenicol, Intermediate phenicyllin G)
") Se, lIp (Sensitive chloramphenicol, Intermediate phenicyllin G)
™ Sc.Slp (Sensitive chloramphenicol, Sensitif phenicyllin G)
Standar of antibiotic inhibition zone on pathogenic bacteria:

Chloramphenicol :
Phenicyllin G

Hasil uji spektrum penghambatan
menunjukkan bahwa B. cereus memiliki
diameter zona hambat terbesar (25,775 mm)
sedangkan S. typhimurium yang terkecil
(12,375 mm) dengan konsentrasi ekstrak 50
%. Seharusnya dengan makin tingginya

Resistant (< 12 mm); Intermediate (13-17 mm); Sensitive (> 18 mm)
Resistant (< 11 mm); Intermediate (12-21 mm); Sensitive (> 22mm)

konsentrasi ekstrak didapatkan diameter
zona hambat terbesar pada S. aureus dan
bukan B. cereus. Hal ini menunjukkan,
bahwa ekstrak mampu menghambat
pertumbuhan B. cereus dibandingkan de-
ngan S. aureus. Penyebab yang mungkin
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adalah perbedaan bentuk selnya, meski
keduanya tergolong bakteri Gram positif.
Sel B.cereus berbentuk basil (batang)
sedangkan S. aureus berbentuk kokus
(bulat). Bentuk basil mungkin lebih sensitif
terhadap ekstrak dibandingkan bentuk
kokus. B.cereus bersifat sensitif dan
S. typhimurium resisten terhadap ekstrak
dengan konsentrasi 50 %.

S.aureus memiliki diameter zona
hambat  terbesar (11,9 mm) dan
S. typhimurium yang terkecil (8,85 mm)
dengan konsentrasi ekstrak 25 %. Ekstrak
lebih  mampu menghambat aktivitas
pertumbuhan  S.aureus dibandingkan
S. typhimurium. Hal ini mungkin dise-
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babkan dinding sel S.aureus yang
merupakan bakteri Gram positif, berlapis
tunggal. Berbeda dengan S. typhimurium
yang merupakan bakteri Gram negatif,
ekstrak dengan konsentrasi 25% tidak
cukup kuat untuk menembus dinding sel
bakteri yang berlapis tiga ini. Menurut
Pelczar dan Chan (1986), struktur dinding
sel bakteri Gram positif hanya terdiri atas
peptidoglikan saja sedangkan bakteri Gram
negatif memiliki lipopolisakarida, peptido-
glikan dan lipoprotein. S. aureus bersifat
sensitif dan  S.typhimurium  resisten
terhadap ekstrak dengan konsentrasi 25 %.

P. aureginosa

B. cereus

Figure 2. Inhibition activity of crude extract methanol of pakem leaf on growth of phatogenic
bacteria. Chloramphenicol and Phenicyllin G were used as control positive. C = chloramphenicol, P =

Phenicyllin G
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Ekstrak dengan konsentrasi 3,125;
6,25 dan 12,5 % terhadap semua bakteri uji,
hanya memberikan penghambatan sebesar
diameter cakram (6 mm). Ekstrak dengan
konsentrasi tersebut masih belum mampu
untuk menghambat pertumbuhan bakteri
uji.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 3,125; 6,25; 12,5 dan
25 % terhadap semua bakteri uji lebih kecil
dari diameter zona hambat penisilin G dan
kloramfenikol. Hal ini berarti, bakteri uji
mampu dihambat pertumbuhannya oleh
antibiotik.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 50 % pada bakteri
S. typhimurium lebih kecil dari diameter
zona hambat penisilin G dan kloramfenikol
(12,375 vs 15,35 vs 32,3 mm). Hal ini
mungkin disebabkan kloramfenikol mampu
mengganggu sintesa protein S. typhimurium
Selain itu S. typhimurium mungkin sensitif
terhadap penisilin G.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 50 % pada bakteri
S.aureus berada diantara diameter zona
hambat kedua antibiotik tersebut. Diameter
zona hambat ekstrak lebih besar daripada
diameter zona hambat penisilin G, tetapi
masih lebih kecil daripada kloramfenikol
(18,675 vs 14,625 vs 34,725 mm).
S. aureus mungkin telah resisten terhadap
penisilin G.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 50 % pada bakteri
E. coli lebih kecil daripada diameter zona
hambat penisilin G dan kloramfenikol
(12,65 vs 15,8 vs 19,9 mm). Kloramfenikol
mampu mengganggu sintesa protein E. coli.
Selain itu E. coli mungkin sensitif terhadap
penisilin G.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 50 % pada bakteri
B. cereus lebih besar daripada diameter
zona hambat penisilin G tetapi lebih kecil
daripada kloramfenikol (25,775 vs 14 vs
34,675 mm). B.cereus mungkin telah
resisten terhadap penisilin G.

Diameter zona hambat ekstrak
dengan konsentrasi 50 % pada bakteri
P. aeruginosa lebih besar daripada diameter
zona hambat penisilin G tetapi lebih kecil
daripada Kloramfenikol (19,125 vs 12,95 vs
33,725 mm). Hal ini mungkin disebabkan
kloramfenikol mampu mengganggu sintesa
protein P. aeruginosa. Selain itu
P. aeruginosa mungkin sensitif terhadap
penisilin G.

Uji Toksisitas

Uji ini dilakukan untuk mengetahui
sifat toksik ekstrak kasar methanol daun
pakem, sehingga bila akan diaplikasikan
dalam pangan tidak mempunyai resiko bagi
keselamatan dan keamanan konsumen.
Hasil pengukuran bobot badan dapat dilihat
pada Gambar 3.

40
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=—#—Control

Average of mice body weight (g)

Feeded by crude methanol
extract of pakem leaf

1 2 3 4 5 6 7

Observation time (days)

8 9 10 11

Figure 3.Influence of crude methanol extract of pakem leaf on white mice bodyweight
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Rataan Bobot badan mencit mencit
control pada awal pengamatan yaitu 17,87
gram, sedangkan untuk mencit yang akan
diberi perlakuan yaitu 18,49 gram. Pada
hari pertama pemberian ekstrak terhadap
mencit perlakuan didapatkan, bahwa mencit
tidak melakukan aktivitas (diam), namun
setelah 30 menit, mencit menjadi normal
seperti biasa. Hal ini dimungkinkan karena
adanya stres pada mencit saat pemberian
ekstrak dengan syringe dan karena adanya
zat asing yang masuk ke dalam tubuhnya.

Pada hari kedua pengamatan, rataan
bobot badan mencit kontrol meningkat,
yaitu 18,41 gram, sedangkan mencit
perlakuan  menurun bobot badannya
menjadi 17,04 gram. Penurunan bobot
badan disebabkan oleh nafsu makan mencit
yang berkurang karena pemberian ekstrak
kasar. Penurunan bobot badan tidak terjadi
pada semua mencit perlakuan, namun
sebagian besar (90 %) mengalami hal
tersebut. Fenomena yang sama didapatkan
pada mencit kontrol, namun persentasenya
lebih kecil (40 %). Pada hari keempat
pengamatan, terdapat satu ekor mencit
perlakuan yang mati. Hasil pemeriksaan
patologi di Fakultas Kedokteran Hewan
menunjukkan, bahwa kematiannya bukan
disebabkan oleh keracunan, karena organ
dalamnya dalam keadaan normal.

Pada hari kelima pengamatan, rataan
bobot badan mencit perlakuan dan kontrol
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meningkat. Peningkatan bobot badan terjadi
pada hampir sebagian mencit, yaitu sebesar
66,67 % pada mencit perlakuan, dan 60 %
pada mencit kontrol. Hal ini menunjukkan,
bahwa metabolisme tubuh mencit sudah
kembali normal, serta alat pencernaan
mencit sudah beradaptasi terhadap ekstrak
yang diberikan. Pada hari  ketujuh
pengamatan, rataan bobot badan mencit
perlakuan dan kontrol meningkat. Pening-
katan bobot badan terjadi pada hampir
seluruh mencit, yaitu sebesar 90 % pada
mencit perlakuan, dan 70 % pada mencit
kontrol. Pada hari kesembilan pengamatan,
rataan bobot badan mencit perlakuan dan
kontrol menurun. Penurunan bobot badan
terjadi pada hampir sebagian mencit, yaitu
sebesar 77,78 % pada mencit perlakuan,
dan 90 % pada mencit kontrol. Pada hari
terakhir pengamatan, mencit perlakuan dan
kontrol tetap dalam keadaan sehat. Ekstrak
kasar metanol tidak bersifat toksik.

Stabilitas Ekstrak Kasar Metanol terhadap
Suhu dan Lama Penyimpanan yang
Berbeda

Ekstrak dikondisikan pada suhu dan
lama penyimpanan yang berbeda, kemudian
diuji ~ aktivitasnya terhadap  bakteri
kontaminan daging untuk menentukan
stabilitasnya. Hasil pengukuran stabilitas
ekstrak ditunjukkan pada Tabel 4.

Table 4.Stability of crude extract methanol of pakem leaf

Temperature treatments and

Left activity (%) of crude extract metahol of pakem

leaf after time of storage (days)

storage

0 2 4 6 8 12 18 24
Low Holding (60 °C for 30 min.) 99
Pasteurisation (65 °C for 30 min.) 89
Boiling (100 °C for 30min.) 81
Room temp. (27 °C) 100* 93 79 79 71
Refrigerator (5 °C) 100* 108 99 88
Freezer (-20 °C) 100* 78 72

Note: *) Control

Ekstrak  kasar  metanol  yang
mendapat perlakuan pemanasan diban-
dingkan aktivitasnya dengan kontrol

tertinggal pada ekstrak setelah diberi
perlakuan pemanasan. Ekstrak kasar
memberikan persentase aktivitas pengham-

(ekstrak yang disimpan pada suhu ruang)
untuk menentukan persentase aktivitas yang
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batan terbesar saat dikondisikan pada suhu
Low Holding (60 °C), yaitu 99 %. Persen-
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tase aktivitas ekstrak pada suhu pasteurisasi
(65 °C), lebih kecil (89 %) dibanding suhu
Low Holding tetapi masih lebih besar
dibanding suhu pendidihan (100 °C), yaitu
81 %. Hal ini jelas karena pengaruh suhu
yang berbeda dari masing-masing per-
lakuan. Semakin tinggi suhunya maka
makin kecil aktivitas pengham-batannya.
Selain itu juga karena di dalam ekstrak
terdapat suatu enzim yang apabila
mendapat perlakuan pemanasan maka
aktivitasnya akan berkurang. Enzim mudah
terdenaturasi dan menjadi inaktif oleh panas
(di atas suhu tubuh, 37 °C) (Pelczar et al.,
1986).

Persentase aktivitas ekstrak kasar
yang disimpan pada suhu ruang
dibandingkan  dengan  kontrol, yaitu
sebelum disimpan menunjukkan, bahwa
didapatkan ekstrak kasar menurun akti-
vitasnya sejak awal hingga akhir pe-
nyimpanan. Pada hari kedua pe-nyimpanan,
persentase aktivitasnya menu-run menjadi
93 % dan pada hari keempat penyimpanan
terjadi penurunan kembali menjadi 79 %.
Ekstrak kasar yang disimpan setelah enam
hari  penyimpanan tidak mengalami
kenaikan ataupun penu-runan aktivitas,
karena persentase akti-vitasnya tetap sama
yaitu 79 %. Pada akhir penyimpanan,
aktivitasnya terus menurun menjadi 71 %.
Ekstrak kasar metanol tidak cocok disimpan
pada suhu ruang, karena persentase
aktivitas yang dihasilkannya terus menurun.

Persentase aktivitas ekstrak kasar
yang disimpan pada suhu refrigerator
dibandingkan dengan kontrol, yaitu sebe-
lum disimpan  menunjukkan, bahwa
didapatkan ekstrak kasar mengalami
peningkatan aktivitas sejak awal hingga
enam hari penyimpanan. Pengamatan
selanjutnya mendapatkan penurunan akti-
vitas hingga akhir penyimpanan. Pada enam
hari penyimpanan, persentase aktivitasnya
meningkat menjadi 108 %. Aktivitas yang
didapatkan melebihi dari kontrolnya. Hal
ini mungkin karena kandungan zat-zat aktif
dalam ekstrak kasar tetap baik pada suhu
refrigerator sehingga memberikan aktivitas
yang lebih besar dibanding kontrol. Pada
hari ke-12 penyimpanan, aktivitasnya mulai
mengalami sedikit penurunan menjadi 99

%. Pada akhir penyimpanan, aktivitasnya
kembali menurun menjadi 88 %. Penurunan
aktivitasnya masih lebih sedikit diban-
dingkan ekstrak kasar yang disimpan pada
suhu ruang. Ekstrak yang disimpan pada
suhu refrigerator hanya dapat disimpan
selama enam hari penyimpanan. Penyim-
panan yang lebih lama akan menurunkan
aktivitas ekstrak.

Persentase aktivitas ekstrak kasar
yang disimpan pada suhu freezer diban-
dingkan dengan kontrol, yaitu sebe-lum
disimpan menunjukkan, bahwa dida-patkan
ekstrak kasar mengalami  penurunan
aktivitas sejak awal hingga akhir
penyimpanan. Pada hari ke-12, aktivitas
yang tertinggal adalah 78 %, sedangkan
pada akhir penyimpanan menjadi 72 %.
Ekstrak tidak cocok untuk disimpan pada
suhu freezer karena aktivitasnya yang terus
menurun, tetapi masih lebih baik bila
dibandingkan dengan ekstrak yang disim-
pan pada suhu ruang. Aktivitas ekstrak
kasar metanol lebih stabil disimpan pada
suhu refrigerator.

Ekstrak kasar daun pakem, dengan
demikian, menunjukkan stabilitas yang
tinggi pada kondisi penyimpanan refri-
gerator. Penyimpanan pada freezer dan
suhu ruang serta perlakuan pemanasan akan
menyebabkan penurunan aktivitas peng-
hambatan terhadap bakteri kontaminan
daging.

KESIMPULAN

Daun pakem yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki kadar air 74,26 %.
Rendemen ekstrak kasar dengan pelarut
metanol lebih tinggi dibandingkan dengan
pelarut heksana. Diameter zona hambat
terbesar dihasilkan oleh ekstrak kasar
metanol. Ekstrak kasar metanol dengan
konsentrasi 6,25 % sudah dapat meng-
hambat pertumbuhan bakteri. Ekstrak kasar
metanol mampu menghambat berbagai
bakteri uji baik bakteri Gram positif, Gram
negatif, kokus maupun basil. Ekstrak kasar
metanol memiliki spectrum penghambatan
yang luas dan tidk bersifat toksik pada uji
toksisitas in vivo terhadap mencit. Stabilitas
ekstrak kasar methanol lebih tinggi bila
disimpan pada suhu refrigerator.
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Penelitian lebih lanjut mengenai
pemisahan dan identifikasi senyawa-
senyawa dalam ekstrak perlu dilakukan
untuk mengetahui senyawa yang paling
berpotensi sebagai antibakteri. Aplikasi
ekstrak ke bahan pangan juga perlu dila-
kukan untuk mengetahui aktivitasnya.
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