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Abstrak

Tanaman sirih merah (Piper crocatum) memiliki manfaat dalam pengobatan berbagai penyakit.
Penelitian ini bertujuan menentukan aktivitas antibakteri dari daun sirih merah yang diekstraksi dengan
pelarut n-heksana, etil asetat, dan etanol 96% terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli secara in
vitro. Dalam penelitian ini digunakan 5 konsentrasi ekstrak daun sirih merah yaitu 0%, 10%, 20%, 40%,
dan 60%, serta 1 kontrol positif (disk kloramfenikol). Aktivitas antibakteri diuji menggunakan metode
Kirby-Bauer. Analisis data dilakukan secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan tidak terbentuk
zona hambat disekitar cakram disk pada ekstrak n-heksana dan etanol 96%, sedangkan ekstrak etil asetat
pada konsentrasi 0%, 10%, 20%, 40%, dan 60% membentuk zona hambat dengan diameter masing-
masing 0 £ 0, 8,97 + 0,40; 11,61 + 0,47; 13,4 + 0,98; dan 17,56 + 0,62. Ekstrak etil asetat mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli sedangkan ekstrak n-heksana dan etanol 96% tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli secara in vitro. Perlu dilakukan penelitian lanjutan yaitu
pengujian ekstrak etil asetat sirih merah terhadap bakteri E. coli secara in vivo.

Kata kunci: Escherichia coli; Kirby-Bauer; kloramfenikol; zona hambat

Abstract

Red betel plant (Piper crocatum) is a plant that has benefits in the treatment of various diseases.
This study aimed to determine the antibacterial activity of red betel leaf extracted using n-hexane, ethyl
acetate, and 96% ethanol as solvents against the growth of Escherichia coli in vitro. In this study, 5
concentrations of red betel extract namely 0%, 10%, 20%, 40%, and 60% were used. Chloramphenicol
disc was used as a positive control. Antibacterial activity was examined using Kirby-Bauer method.
The data were analyzed. The results showed that no inhibition zone was formed around the discs
containing n-hexane and 96% ethanol extract, while the ethyl acetate extract at concentrations of 0%,
10%, 20%, 40%, and 60% showed inhibition zone with average diameter were 0 + 0.8, 97 £ 0.40; 11.61
+0.47;13.4 £ 0.98; 17.56 + 0.62, respectively. The ethyl acetate extract is able to inhibit the growth of
E. coli while the n-hexane and 96% ethanol extracts are unable to inhibit the growth of E. coli in vitro.
Further research is needed to examine the effect of red betel ethyl acetate extract against E. coli in vivo.

Keywords: Escherichia coli; chloramphenicol; inhibition zone; Kirby-Bauer
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PENDAHULUAN

Escherichia coli adalah bakteri yang
sering ditemukan di sekitar makhluk hidup.
Bakteri ini dapat hidup di dalam tanah yang
menjadi media perkembangannya serta
meningkatkan konsentrasi E. coli di dalam
tanah. Peningkatan konsentrasi E. coli di
dalam tanah terjadi disaat musim hujan
(Sutiknowati, 2016). Escherichia coli juga
merupakan salah satu bakteri patogen yang
menyebabkan  diare  (Apriliana  dan
Hawarima, 2016). Penyakit diare masih
jadi permasalahan utama di Indonesia yang
butuh penindakan serta kajian dari
bermacam aspek. Penyakit diare menjadi
penyakit infeksi bakteri terbanyak kedua
setelah infeksi penyakit rotavirus (Bakri et
al., 2015).

Salah satu penanganan yang dapat
dilakukan dalam mengobati penyakit
infeksi yaitu dengan pemberian antibiotik.
Pemilihan antibiotik yang tepat sangat
dibutuhkan dalam proses penyembuhan
infeksi (Sumardjo, 2009). Ketika antibiotik
digunakan secara tidak tepat, seperti dosis,
pemilihan jenis antibiotik, frekuensi, durasi
pemberian, dan rute pemberian, maka akan
terjadinya resistensi bakteri. Hal ini
dikarenakan tidak optimalnya paparan
antibiotik sehingga memberikan
kesempatan mengembangkan mekanisme
resistensi bagi bakteri (Krisnanta et al.,

2018).

Peningkatan resistensi suatu bakteri
terhadap antibiotik memberikan
kesempatan bagi para peneliti untuk

menguji senyawa antibakteri lain yang
berasal dari kekayaan keanekaragaman
hayati yang mengandung senyawa bioaktif
dari berbagai negara terutama di Indonesia
(Mpila et al.,, 2012). Antibakteri yang
didapat secara alami mudah ditemukan dan
ramah lingkungan (Muharram et al., 2015).

Tanaman sirih merah (Piper crocatum)
adalah salah satu tanaman obat di Indonesia
yang memiliki manfaat dalam pengobatan
berbagai penyakit (Kandarani et al., 2014).
Sejumlah penelitian mengenai daun sirih
merah sebagai obat telah dilakukan di
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antaranya sebagai antidiare (Kuncarli dan

Djunarko,  2014).  Penelitian  lain
menunjukkan daun sirih merah juga
memiliki manfaat sebagai antibakteri

(Fithriyah et al., 2013).

Hasil uji fitokimia dari tanaman sirih
merah menunjukkan adanya senyawa
alkaloid, tanin, flavonoid, dan saponin.
Senyawa saponin dan tanin berfungsi
sebagai antimikroba terhadap bakteri. Dari
senyawa tersebut dapat dilihat potensi
tanaman sirih merah sebagai alternatif
antibiotik dalam menangani penyakit
akibat infeksi bakteri (Kendran et al.,
2013).

Pembuatan ekstrak dengan metode
maserasi dipilih karena metode ini tidak
memerlukan peralatan yang mahal dan
lebih sederhana, kandungan kimia dalam
tanaman yang ditarik akan lebih terjaga
karena tidak melibatkan proses pemanasan
(Dewatisari, 2020). Untuk memperoleh
ekstrak yang semakin banyak digunakan
metode maserasi bertingkat yakni metode
ekstraksi bertahap dengan menggunakan
beberapa pelarut yang berbeda (Srikandi et
al., 2020).

Jenis pelarut yang digunakan dalam
proses ektraksi sampel yaitu n-heksana, etil
asetat, dan etanol 96%. Tujuan dipilihnya
pelarut berdasarkan tingkat kepolaran yang
berbeda untuk mendapatkan pelarut terbaik
yang dapat mengekstrak golongan senyawa
yang dibutuhkan dan mempunyai aktivitas
tinggi. Penggunaan pelarut berbeda perlu
dilakukan karena pada bahan alam senyawa
aktif yang dibutuhkan harus diketahui sifat
kepolarannya (Mangela et al., 2016).

Pada penelitian sebelumnya Indriati et
al. (2012) menyatakan bahwa ekstrak sirih
merah menggunakan pelarut etanol dengan

konsentrasi 50% dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli. Oleh karena
itu perlu dilakukan suatu kajian

penggunaan berbagai macam pelarut dan
tingkat konsentrasi berbeda pada ekstrak
sirih merah sebagai antibakteri.
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METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimental laboratorium dengan 6
perlakuan dan 3 kali ulangan. Tahap dan

prosedur  penelitian  meliputi  proses
ekstraksi dan uji zona hambat bakteri
dengan menggunakan metode Kirby-
Bauer.

Persiapan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian
ini adalah daun sirih merah yang diambil
dari Kota Banda Aceh dan Aceh Besar.
Sampel dibersihnkan menggunakan air
bersih dan mengalir hingga semua kotoran
hilang. Setelah bersih daun sirih merah
dikeringkan dengan cara didiamkan
beberapa saat sambil diangin-anginkan
hingga tidak ada lagi air yang tersisa. Daun
sirih merah yang telah sedikit kering
dimasukkan ke dalam oven dan ditunggu

hingga menjadi benar-benar  kering,
kemudian  dihaluskan ~ menggunakan
blender hingga menjadi serbuk dan

diletakkan ke dalam wadah gelas kaca.

Ekstraksi Sampel

Serbuk sirih merah sebanyak 400 g
diekstrak dengan cara maserasi bertingkat,
menggunakan beberapa pelarut yang
dimulai dari n-heksana, etil asetat dan
etanol 96% yang merupakan larutan
bersifat non polar, semi polar dan polar
dengan perbandingan 1:10. Residu dari
perendaman n-heksana kemudian direndam
kembali dengan pelarut etil asetat dan
residu etil asetat selanjutnya direndam
dengan pelarut etanol 96%. Proses
perendaman dilakukan tiga kali dengan
lama waktu perendaman selama 24 jam
sambil sesekali diaduk sampai menjadi
jernih.  Setelah  selesai  perendaman
dilakukan  penyaringan  filtrat  dan
dikentalkan dengan menggunakan rotary
evaporator, sehingga didapatkan hasil
ekstraksi daun sirih merah dari tiap pelarut.

Uji Fitokimia Ekstrak Daun Sirih Merah
Uji fitokimia adalah bagian dari
pemeriksaan suatu golongan senyawa
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Kimia yang terdapat pada tanaman. Uji
fitokimia bertujuan membuktikan bahwa
senyawa kimia tertentu dalam tanaman,
sehingga dapat dikaitkan dengan berbagai

aktivitas  biologi agar memudahkan
berbagai langkah dari fitofarmakologi
(Artini et al., 2013).

Uji Alkaloid

Ekstrak daun sirih merah sebanyak 0,1
g dicampurkan dengan 5 ml kloroform dan
3 tetes NH4OH. Fraksi kloroform
dipisahkan dan diasamkan dengan 2 tetes
H>SO4 sebesar 2 M. Bagian lapisan atas
(asam) yang akan diambil selanjutnya
diteteskan pada lempeng tetes lalu
ditambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorf,
Mayer dan Wagner sehingga terbentuk
endapan yang berwarna merah, jingga,
putih dan cokelat (Harbone, 1987).

Uji Flavonoid

Ekstrak daun sirih merah sebanyak 0,1
g dicampurkan dengan 5 ml metanol 30%,
lalu proses pemanasan dilakukan selama 5
menit.  Filtrat yang didapat lalu
ditambahkan H>SO4. Jika larutan menjadi
warna merah akibat penambahan H2SO4
maka positif mengandung flavonoid
(Harbone, 1987).
Uji Tanin

Ekstrak daun sirih merah sebanyak 0,1
g dicampurkan dengan 5 ml aquades
kemudian dilakukan pemanasan selama 5
menit. Kemudian filtrat yang terbentuk
ditambah 5 tetes FeCls 1%. Hasil larutan
berwarna hijau kehitaman biru tua atau biru
tua menunjukkan adanya senyawa tanin
(Harbone, 1987).
Uji Saponin

Ekstrak daun sirih merah sebanyak 0,1
g dicampurkan dengan 5 ml aquades
kemudian dipanaskan dengan suhu 100°C
selama 5 menit. Selanjutnya dilakukan
pengadukan selama 5 menit. Jika larutan
ditandai dengan busa dibawah 1 cm dan
tetap stabil setelah didiamkan selama 15
menit maka positif adanya senyawa
saponin (Harbone, 1987).
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Uji Terpenoid dan Steroid

Ekstrak daun sirih merah sebanyak 0,1
g dicampurkan dengan 5 ml etanol 30% lalu
dilakukan pemanasan dan penyaringan.
Filtrat yang didapat lalu diuapkandan
ditambah eter. Lapisan eter yang terbentuk
ditambah dengan pereaksi Lieberman
Buchard. Jika larutan berubah menjadi biru
atau hijau maka positif senyawa steroid
sedangkan warna ungu atau merah maka
positif senyawa triterpenoid (Harbone,
1987).

Pembuatan Suspensi Bakteri

Biakan bakteri E. coli (ATCC 25922)
dimasukkan ke dalam 25 ml Nutrient Broth,
kemudian diinkubasi pada inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam. Bakteri
pada Nutrient Broth yang telah diinkubasi
kemudian distandarkan dengan  Mc.
Farland 0,5 dengan membandingkan
tingkat kekeruhannya. Bakteri yang telah
sesuai dengan standard Mc. Farland 0,5
diambil menggunakan cotton swab steril
kemudian dioleskan pada permukaan
Mueller Hinton Agar.

Uji Zona Hambat Ekstrak Sirih Merah
Terhadap Bakteri E. coli
Uji zona hambat terhadap bakteri E. coli

menggunakan kertas cakram 6 mm yang
direndam ke dalam ekstrak sirih merah
dengan pelarut yang berbeda dengan
konsentrasi masing-masing yaitu 0%, 10%,
20%, 40%, dan 60% yang telah diencerkan
menggunakan  larutan  karboksimetil
selulosa (CMC). Cakram disk yang telah
direndam dimasukkan ke dalam Mueller
Hinton Agar dan sebagai kontrol postif
digunakan  kloramfenikol.  Kemudian
Mueller Hinton Agar diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Penentuan zona
hambat ditentukan dengan cara mengukur
area bening yang terbentuk di sekeliling
kertas cakram dengan menggunakan jangka
sorong.
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Analisis Data

Hasil penelitian yang didapat dianalisis
secara deskriptif dan disajikan dalam
bentuk tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Sampel daun sirih merah (Gambar 1)
dilakukan identifikasi terlebih dahulu. Uji
herbarium  dilakukan  dengan  cara
membandingkan ciri-ciri tanaman yang
telah diketahui nama ilmiahnya dengan
tanaman yang digunakan berdasarkan
morfologi tanaman.

B

Gambar 1. Spesimeh daun sirih merah

Berdasarkan identifikasi yang
dilakukan di Laboratorium Fakultas MIPA
Biologi, Universitas Syiah Kuala. Hasil
dari spesimen daun sirih merah dengan
klasifikasi taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Sub Kingdom  : Tracheobionta
Super Division : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Sub Classs : Magnoliidae
Ordo : Piperales
Famili : Piperaceae
Genus : Piper L.
Spesies : Piper crocatum Ruiz &
Pav.

Hasil ekstraksi daun sirih merah dapat
dilihat pada Tabel 1. Hasil rendemen dari
ekstraksi daun sirih merah dengan pelarut
n-heksana, etil asetat dan etanol 96%
menghasilkan  ekstrak  masing-masing
dengan nilai rendeman 35,93% untuk
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ekstrak n-heksana, 52,42% untuk ekstrak
etil asetat serta 10,78% nilai rendemen
etanol 96%. Ekstrak sirih merah tersebut
selanjutnya dilakukan uji fitokimia yang
hasilnya disajikan pada Tabel 2.

Sementara hasil uji zona hambat dari
ekstraksi daun sirih merah dengan pelarut
n-heksana, etil asetat, dan etanol 96%
terhadap pertumbuhan bakteri E. coli
disajikan dalam Gambar 2. Gambar
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak etil
asetat terhadap bakteri E. coli diperoleh
hasil positif yang ditandai dengan
terbentuknya zona bening disekitar disk
cakram akan tetapi, ekstrak n-heksana dan
etanol 96% menunjukkan hasil negatif
(tidak terbentuknya zona hambat). Rata-
rata diameter zona hambat yang terbentuk
di sekitar disk cakram yang berisi ekstrak n-
heksana, etil asetat, dan etanol 96% daun
sirih merah terhadap bakteri E. coli
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3 menunjukkan rata-rata diameter
zona hambat yang terbentuk disekitar
cakram disk yang berisi ekstrak etil asetat
sirih merah dengan konsentrasi 10%
tergolong lemah (8,97 + 0,40), sedangkan
pada konsentrasi 20%, 40%, dan 60%
dengan masing-masing diameter zona
hambat 11,61 + 0,47, 13,4 £0,98, dan 17,56
+ 0,62 tergolong kategori kuat merujuk dari
Morales (2003).

Pembahasan

Uji  fitokimia pada Tabel 2
menunjukkan bahwa senyawa metabolit
sekunder yang terdapat dalam ekstrak n-
heksana  hanya  senyawa  steroid.
Kandungan senyawa metabolit yang
terdeteksi dalam ekstrak etil asetat adalah
senyawa flavonoid, terpenoid, steroid,
tanin, dan saponin. Pada ekstrak etanol
96%, senyawa flavonoid dan steroid
menunjukkan hasil positif (+) sedangkan
senyawa terpenoid, tanin, dan saponin
menunjukkan hasil yang negatif (-).
Sebelumnya Reveny (2011) menyatakan
bahwa senyawa flavonoid dan tanin pada
fraksi etil asetat mempunyai efek
antibakteri yang kuat terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli.
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Ekstraksi n-heksana tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
karena pada uji fitokimia ekstrak n-heksana
hanya mengandung senyawa steroid. Hal
ini sesuai pada penelitian sebelumnya
Reveny (2011) menyatakan kandungan
steroid fraksi n-heksana ekstrak daun sirih
merah memiliki kandungan yang sedikit
yang menyebabkan aktivitas antibakteri
kurang atau tidak ada.

Pada ekstrak etil asetat, kandungan
metabolit sekunder lebih banyak dibanding
dengan ekstrak n-heksana dan etanol 96%
yaitu senyawa flavonoid, terpenoid, steroid,
tanin, saponin. Hal ini berpengaruh dalam
kemampuan ekstrak etil asetat dalam
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli.
Diameter zona hambat yang terbentuk
disekitar cakram disk yang berisi ekstrak
etil asetat mengalami peningkatan sesuai
peningkatan konsentrasi. Semakin luas
zona hambat yang terbentuk maka semakin
tinggi tingkat efektivitas ekstrak dalam
menghambat pertumbuhan bakteri
(Candrasari et al., 2011).

Hasil yang didapatkan pada penelitian
ini berbeda dengan hasil penelitian yang
dilaporkan oleh Indriati et al. (2012), yang
menyatakan ekstrak etanol sirih merah
dengan  konsentrasi  50%  mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. coli.
Terjadinya perbedaan ini karena sirih
merah yang digunakan berbeda. Pada
penelitian  Indriati et al. (2012),
menggunakan sirih merah yang berasal dari
daerah yang berbeda sedangkan peneliti
menggunakan sirih merah yang berasal dari
Banda Aceh dan Aceh Besar. Perbedaan

tanah, suhu, cuaca, cahaya sangat
berpengaruh pada kualitas ekstrak (Prastiwi
etal., 2017).

Senyawa metabolit sekunder yang ada
pada ekstrak etanol 96% yaitu flavonoid
dan steroid belum mampu menghambat
pertumbuhan bakteri. Hal ini
mengindikasikan bahwa jumlah senyawa
antibakteri dalam ekstrak etanol masih
tidak  cukup  untuk  menghambat
pertumbuhan bakteri. Ada tidaknya zona
hambat yang terbentuk dipengaruhi oleh
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senyawa antibakteri dan kecepatan difusi
dari senyawa antibakteri (Puspita et al.,
2018).

Ekstrak daun sirih merah mempuntai
kemampuan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli karena
memiliki senyawa metabolit flavonoid,
terpenoid, steroid, tanin, dan saponin.

Mekanisme aksi senyawa flavonoid
sebagai antibakteri yaitu dengan cara
menghambat aktivitas membran sel,

menghambat pembentukan asam nukleat,
dan menghambat metabolisme energi
(Marfuah et al., 2018). Terpenoid sebagai
senyawa antibakteri bekerja dengan cara
menurunkan permeabilitas membran sel
bakteri (Dwicahmi et al., 2015).

Mekanisme senyawa steroid dalam
menghambat pertumbuhan bakteri dengan
cara menghambat sintesis protein dan
mengakibatkan  terjadinya  perubahan
komponen penyusun sel bakteri (Siregar et
al., 2012). Mekanisme Kkerja tanin dengan
mengkerutkan dinding ataupun membran
sel sehingga mengacaukan permeabilitas
sel yang menyebabkan sel tidak bisa
melangsungkan aktivitas hidup (Arlofa,
2015). Senyawa aktif lain yang dapat
merusak permeabilitas membran sel bakteri
adalah saponin. Kerusakan membran sel ini
akan mengakibatkan beberapa komponen
penting seperti protein, asam nukleat, dan
nukleotida terkeluar dari dalam sel bakteri
(Afif dan Asmilah, 2017).

Penggunaan kloramfenikol sebagai
kontrol positif bertujuan membandingkan
zona hambatnya dengan ekstrak sirih
merah. Zona hambat yang terbentuk
disekitar disk kloramfenikol ~memiliki
diameter di atas 20 mm yang menunjukkan
zona hambat lebih besar dari pada ekstrak
sirih merah. Kloramfenikol bekerja dengan
cara menghambat sinstesis protein dengan
mengikat  ribosom pada  bakteri.
Kloramfenikol telah dilaporkan masih
efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri E. coli (Dian dan Budiarso, 2015).

Efek hambatan ekstrak daun sirih
merah terhadap bakteri E. coli lebih lemah
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dibandingkan dengan antibiotik
kloramfenikol yang digunakan sebagai
kontrol positif. Namun demikian, ekstrak
etil asetat daun sirih merah masih mampu
menghambat  pertumbuhan E.  coli
meskipun zona bening yang terbentuk
kecil. Manoi (2015) menyatakan aktivitas
antibakteri dari suatu tanaman dipengaruhi
oleh jenis pelarut, konsentrasi pelarut, lama
ekstraksi, kehalusan bahan, suhu juga
beberapa faktor biologi dan kimia.

Menurut Sawitti et al. (2013), faktor
biologi mencakup lokasi penanaman,
spesies tanaman, umur tanaman, bagian
tanaman yang digunakan, waktu panen, dan
penyimpanan bahan baku. Waktu panen
juga memengaruhi komponen bahan aktif
dalam daun. Menurut Tuna et al. (2015),
faktor kimia yang dapat memengaruhi
aktivitas antibakteri dari suatu tanaman
yaitu jenis senyawa kimia, jumlah senyawa
kimia, metode ekstraksi, dan jenis pelarut
yang digunakan.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Ekstrak etil asetat mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli,
sedangkan ekstrak n-heksana dan etanol
96%  tidak  mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli
secara in vitro.

Saran

Perlu  penelitian  lanjutan  yaitu
pengujian ekstrak etil asetat sirih merah
(Piper  crocatum) terhadap  bakteri

Escherichia coli secara in vivo.
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Ekstrak Berat Rendemen
n-Heksana 11,13 g 35,93%
Etil asetat 7,639 52,42%

Etanol 96% 37,08 g 10,78%
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Tabel 2. Hasil uji fitokimia ekstrak sirih merah
Kandungan Fitokimia Ekstrak Daun Sirih Merah
n-Heksana Etil asetat  Etanol 96%
Alkaloid - - -
Flavonoid -
Terpenoid -
Steroid +
Tanin -
Saponin -
Keterangan: (+) positif, (-) negatif

+ + + + +
+

Tabel 3. Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol 96%
daun sirih merah terhadap bakteri E. coli

Zona hambat

Pelarut Konsentrasi Rata-rata (mm) + SD
0% 0+0
10% 0+0
20% 0+0
n-Heksana 40% 040
60% 0+0
Kloramfenikol (+) 27,6 +0,42
0% 0+0
10% 8,97 £ 0,40
. 20% 11,61 + 0,47
Etil Asetat 40% 13.4 +0.98
60% 17,56 + 0,62
Kloramfenikol (+) 26,98 + 0,29
0% 0+0
10% 0+0
20% 0+0
Etanol 96% 40% 0+0
60% 0+0
Kloramfenikol (+) 27,13+0,21

Keterangan: Kontrol positif (+)

Gambar 2. Daya hambat ekstrak sirih merah terhadap E. coli
Ket: (a): Uji zona hambat n-heksana, (b): uji zona hambat etil asetat, (c): uji zona hambat etanol 96%
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