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Antibacterial Activity of Fractionated Green Sirih
(Piper betle Linn) Extract Against Food Pathogenic Bacteria

Suliantari . Betty S.L. Jenie" dan Maggy T. Suhartono .
1). Staf Departement of Food science & Technology — IPB. Bogor.

ABSTRACT

The potential of plant extract as antimicrobial agent has been reported in many studies, including green sirih extract. However, there is
no reports on the anfomicrobial activity of fractionated green sirifi exyract. This study aims to measure the antibacterial activity of fractionated green
sirih extract and to identify the respensible active compounds. The ethanolic extract of green sirih (Piper betle Linn)was fractionated by silica gel
cofumn using chloroform, ethanol and acetic acid, resulting in 17 fractions which showed activity against all the tested bacteria ((Escherichia
coli Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus andsteria monocytogenes). Among the tested
bacteria, sirih extracts showed the most effective inhibition againstSalmonella Typhimurium with the diameter inhibition of 10-26 mm. The
identification was performed by GC-MS and phenolic compounds (kavikol) and acids (2,5 dimetil- benzoic acid; dodecanoic acid; miristic; palmitic

and oleic acid) were found mainly in fraction 3 and fraction 4.

Keywords: pathogens, fractionated sirih extract, antimicrobial.

PENDAHULUAN

Salah satu tanaman herbal yaitu sirih (Piper betle Linn)
telah lama diketahui dan digunakan secara turun temurun untuk
pengobatan obat batuk, sakit gigi, penyegar dan sebagainya.
Bagian-bagian dari tanaman sirih seperti akar, biji dan daun
berpotensi untuk pengobatan tetapi yang paling sering
dimanfaatkan untuk pengobatan adalah bagian daunnya.
Pemanfaatan sirih dalam pengobatan tradisional ini disebabkan
adanya sejumlah zat kimia atau bahan alami yang mempunyai
aktivitas sebagai senyawa antimikroba.

Ekstrak sirih (Piper betle Linn) mengandung beberapa
komponen aktif yang diduga mempunyai aktivitas antibakteri ,
diantaranya adalah kavikol, fenol, eugenal, karyofilen, humulen,
amorfen, naftalen, kopaen, gemmakren, dan silen. Harapini et.
al (1996) menduga senyawa yang bemeran sebagai
antimikroba adalah fenolik. Yang dan Chou (1997), dalam daun
sirih terdapat eugenol dan hidroksikavikol yang mempunyai
aktivitas antimikroba. Selain hidroksikavikol, dalam daun sirih
juga terdapat asam stearat dan
palmitat yang mempunyai akfivitas antimikroba (Nalina dan
Rahim, 2007). Kemampuan menghambat dari masing-masing
fraksi berbeda dan diduga mungkin disebabkan karena adanya
kandungan senyawa kimia yang berbeda dari masing-masing
fraksi tersebut.

Dari penelitian-penelitian tentang sirh yang telah
dilakukan oleh peneliti sebelumnya belum dipercleh data yang
pasti mengenai fraksi-fraksi sirih yang mempunyai aktivitas
antibakteri yang kuat. Dalam paper ini akan dikaji lebih lanjut
aktivitas antibakteri dari fraksi-fraksi yang terdapat dalam
ekstrak etanol sirih hijau.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Kultur Bakteri

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
ekstrak etanol daun sirih hijau. Bakteri uji yang digunakan
adalah Bacillus cereus (FNCC 057), Staphylococcus aureus,
(FNCC 047) Listeria monocytogenes (FNCC 0156),
Pseudomonas aeruginosa  (FNCC 063) dan Salmonella
Typhimurium (FNCC 0734) yang diperoleh dari Pusat Antar
Universitas Pangan dan Gizi UGM; Escherichia coli (ATCC)
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Seafast (South
East Asia Food and Agricultural Science and Technology )
Center IPB.

Persiapan bakteri uji

Bakteri uji yang digunakan untuk pengujian aktivitas
antibakteri dari ekstrak tempilih adalah Staphylococcus aureus ,
Escherichia coli, B. cereus, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes dan Pseudomonas aeruginosa.  Sebelum
dipergunakan bakteri-bakteri uji yang telah ditumbuhkan dalam
media agar miring NA dan disimpan pada suhu 100 C tersebut
terlebih dahulu disegarkan dalam media cair Nutrient broth (NB)
dan diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 37° C.

Fraksinasi ekstrak sirih ( Sutedja dan Agustina, 1994)
Fraksinasi ekstrak etanol sirih dilakukan dengan cara
elusi pada kromatografi Kolom. Sebanyak 30 gram silika gel
dibuat bubur dengan menambahkan kloroform kemudian bubur
kloroform tersebut dimasukkan ke dalam corong gelas dengan
diameter 2.5 cm dan panjang 30 cm, pelarut dialirkan sehingga
diperoleh adsorben silika dan dibiarkan semalam. Selanjutnya
ke dalam kolom tersebut ditambahkan ekstrak sirih, kemudian
kolom di elusi dengan campuran eluent terpilih yang diperoleh
dari hasil peneliian KLT yang menghasilkan spot terbanyak
yaitu campuran kloroform, etanol dan asam asetat dengan
perbandingan 4 : 1: 1.  Fraksi-fraksi yang diperoleh kemudian
diuapkan dan dihilangkan pelarutnya menggunakan gas N2.
Volume awal fraksi yang diperoleh sebanyak 10 ml, setelah
diuapkan volume fraksi yang diperoleh disamakan yaitu 3 ml.
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Pengujian aktivitas antibakteri (Garriga et al 1993)

Kemampuan aktivitas antibakteri fraksi-fraksi ekstrak
sirih hijau diuji terhadap enam jenis bakteri meliputi Gram positif
dan Gram negatif seperti Bacilus cereus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium dan  Pseudomonas aeruginosa. Sebelum
dipergunakan isolat bakteri disegarkan terlebih dahulu dalam
media cair Nutrient broth (NB) selama 24 jam.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan
menggunakan metode difusi sumur dengan mengukur diameter
penghambatan dari ekstrak tersebut terhadap masing-masing
bakteri uji. Media nutrient agar (25 ml) yang mengandung
bakteri uji sebanyak 107 CFU/ml dituangkan ke dalam cawan
petri steril dan dibiarkan membeku.  Setelah membeku,
kemudian pada media tersebut dibuat lubang-lubang atau
sumur dengan diameter 6 mm. Ke dalam lubang tersebut
dimasukkan 50pl masing-masing fraksi ekstrak sirh hijau yang
diperoleh. Selanjutnya cawan dinkubasikan dalam inkubator
suhu 37° C selama 24 - 48 jam.

Analisis statistik

Untuk mengetahui adanya perbedaan nyata / tidak
kemampuan menghambat dan masing-masing fraksi terhadap
masing-masing bakteri uji dilakukan uji statistk ANOVA
menggunakan SPSS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas antibakteri fraksi sirih

Dengan menggunakan cara elusi kromatografi kolom
dari ekstrak etanol sirih hijau telah diperoleh sebanyak 17
fraksi. Pada umumnya semua fraksi tersebut mampu
menghambat pertumbuhan satu atau beberapa bakteri uji
dengan diameter penghambatan berkisar antara 10 mm
sampai dengan 27 mm (Tabel 1).

Tabel 1. Kemampuan fraksi-fraksi sirih dalam menghambat

pertumbuhan bakteri  uji
Fraksi Rata-rata diameter penghambatan {mm)
St Pa Be Ec Sa Lm
o e 193 1723116 27 196
22-r 4 A8 203 e d3 ol o2 203
w3 23520 )BT W B 1135
4 26 266 |-253 | 66.{ 23 / A2
5 10.6 15 12.3 0 0 13.6
6 10 11 11 10 0 10
V4 10.6 0 10.1 15.3 1.3 10
8 15.3 17.3 0 0 0 0
9 15 0 0 0 Q 0
10 14 0 12 11 0 0
11 20 0 0 12 0 11
12 19.6 0 21 23 14 10.3
13 18 253 1.7 14.7 1 0
14 14 217 18 15 1.3 10.3
15 16.7 213 127 0 0 12
16- 18 2 0 0 0 0
17 1" 0 133 19.3 0 143
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Keterangan: 0: Tdak ada kemampuan menghambat (dameter
penghambatan 0 mm) St : S
Typhimurium Pa: P. aeruginosaBc : B.
cereus Ec E. coli Sa S. aureus
Lm : L Monocytogenes

Dari data diameter penghambatan yang diperoleh (Tabe!
1), kemampuan penghambatan dari fraksi —fraksi sirih berbedz
untuk masing-masing bakteri uji karena ada freksi tertentu yang
tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri (diameter
penghambatan 0 mm) yaitu fraksi 5 sampai fraksi 17 ( kecuali
fraksi 14). Kemampuan menghambat fraksi 1 dan fraksi 2
terhadap bakteri Gram positif Iebih tinggi dan pada bakteri
Gram negatif. Fraksi 3 mempunyai kemampuan menghambat
yang sama antara bakteri Gram posifif dan Gram negatif
sedangkan fraksi 4 kemampuan menghambat pertumbuhan
bakteri Gram negatif lebih tinggi dar bakteri Gram positif.
Terhadap S. Typhimurium, semua fraksi-fraks yang diperoieh
efektif menghambat pertumbuhan bakteri tersebut Diameter
penghambatan terendah adalah pada fraksi 5, 6, 7 dan fraks
17 sedangkan fraksi yang mempunvai kemampuan
menghambat tertinggi untuk S. Typhimurium adalah fraksi 3
dan fraksi 4. Terhadap bakteri uji yang lainnya seperti B.
cereus, E. coli S. aureus; P. aeruginosa dan L
monocytogenes ada beberapa fraksi yang tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri-bakteri tersebut  Fraksi 5
mampu menghambat pertumbuhan beberapa bakteri uji yang
digunakan kecuali terhadap E. colidan S. aureus; fraksi 6 tidak
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus ; fraksi 7
menghambat semua bakteri uji kecuali terhadep P. aeruginosa
sedangkan fraksi 9 hanya efektif menghambat pertumbuhan S.
Typhimurium. Kemampuan menghambat dari fraksi 1,2,3 dan
fraksi 4 terhadap bakteri S. aureus dapat dilicat pada Gambar
1.
Dengan uji statistik lebih lanjut, akaivitas antibakteri
dari fraksi 1, 2, 3 dan 4 terhadap pertumbuhan E. coli; S.
Typhimurium dan L monocytogenes memberikan perbedaan
yang nyata (p <0.5). Daya hambat dari fraksi 1 terhadap
perturnbuhan S. aureus memberikan perbecaan yang nyatz
sedangkan akfivitas antibakieri dari fraksi 2,3 can 4 fidak
berbeda nyata (p <0.5). Kemampuan menghambat dari fraksi 1
dan 3 terhadap periumbuhan B. cereus  memberikan
perbedaan yang nyata (p <0.5) sedangkan fraksi 2 dan 4 tidak
memberikan perbedaan yang nyata.  Untuk bakteri P.
aeruginosa, dengan uji statistk kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri fraksi 1 dan 4 memberikan perbedaan
yang nyata sedangkan kemampuan menghambat fraksi 2 dan 3
tidak memberikan perbedaan yang nyata (p <0.5).
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Gambar 1. ermampuan Fraksi sirih menghambat
pertumbuhan S. aureus
Keterangan : 1. fraksi 1; 2: fraksi2; 3: fraksi3; 4: fraksi4

Perbedaan kemampuan menghambat dari masing-
masing fraksi ini diduga mungkin disebabkan karena adanya
kandungan senyawa kimia yang berbeda dari masing-masing
fraksi tersebut.  Hasil ini sesuai dengan pendapat dari Naidu
(2000), yaitu bahwa akfivitas antimikroba dipengaruhi oleh
beberapa faktor diantaranya adalah komposisi kimia. Eugenol
yang merupakan komponen penyusun dari minyak esensial
cardamon ( kapulaga) lebih efektif menghambat bakteri B.
subtilis dan S. aureus bila dibandingkan terhadap E. coli  Dari
penelitian Pepeljnajk et al { 2005 ) diperoleh hasil bahwa 2
fraksi flavonoid (F1 dan F2) yang diperoleh dari tanaman
Pelargonium radula mempunyai akfivitas antimikroba yang
berbeda.

SIMPULAN

Dari ekstrak etanol sirih hijau diperoleh 17 fraksi dan
tidak semua fraksi mampu menghambat pertumbuhan bakteri
uji. Dari ke 17 fraksi tersebut yang dapat menghambat ke enam
bakteri uji hanya fraksi 1, 2, 3, 4 dan 14 dengan diameter
penghambatan antara 10 mm sampai 27 mm. Dari ke enam
bakteri uji yang digunakan, bakteri yang efektif dihambat oleh
fraksi- fraksi sirih hijau berturut-turut dari yang tertinggi rendah
berturut-turut adalah B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa, S.
Typhimurium, L monocytogenes dan E. coli. Pada fraksi 3 dan

fraksi 4 diketemukan adanya senyawa kavikol, asam
dodekanoat; miristat; palmitat dan oleat.
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