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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak kasar kulit batang
kusambi (Schleichera oleosa (Lour) Oken) dalam menghambat pertumbuhan in vitro bakteri E. coli.
Ekstrak kasar kulit batang kusambi dan bakteri E. coli diperoleh berturut-turut dengan metoda
maserasi dalam larutan metanol dan dengan metoda pengenceran yang dilanjutkan dengan
penyebaran pada medium nutrient agar (NA). Uji efektivitas ekstrak kasar ini dilakukan dengan
menggunakan metoda sumur difusi pada medium NA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
kasar kulit batang kusambi sangat efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. coli secara
in vitro. Zona hambat yang terbentuk sebanding dengan konsentrasi yang didedahkan pada biakan E.
coli.

Kata kunci: Kulit kayu Kesambi, Escherichia coli, Schleichera oleosa

ABSTRACT

The main objective of research was to investigate the effectiveness of Schleichera oleosa
(Lour) Oken crude extract to inhibit the in vitro growth of E. coli. The crude extract of the plant and
the E. coli used in this study were obtained by applying the method of maceration in methanol solution
and the method of dilution and spread plate on nutrient agar (NA) medium, respectively. The in vitro
bioassay of the extract on E. coli was conducted by applying the method of diffusion on NA medium.
The results showed that the crude extract of Schleichera oleosa (Lour) Oken was found to be
effective to inhibit the growth of E. coli in the in vitro tests. The diameter of inhibition zone was
proportional with the extract concentration exposed to the E. coli.

Keywords: Kesambi tree bark, Escherichia coli, Schleichera oleosa

PENDAHULUAN mengkontaminasi makanan, termasuk daging

Escherichia coli (E.coli) merupakan salah  dalam keadaan mentah (Januartha, 2012).
satu flora normal saluran pencernaan manusia dan ~ Kontaminasi dapat terjadi selama persiapan
hewan berdarah panas lainnya yang sering dan pengolahan makanan. Jika tidak ditangani
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dengan baik, kontaminan ini dapat menimbulkan
berbagai masalah kesehatan pada manusia yang
mengkonsumsi makanan yang terkontaminasi
oleh bakteri ini.

Dalam bidang kesehatan, pertumbuhan E.
coli umumnya dikontrol dengan memberikan
antibiotik kepada pasien. Berbagai antibiotik,
seperti tetrasiklin, ampisilin, dan amoxicillin
telah banyak dipakai dalam mengobati pasien
yang terinfeksi oleh E. coli (Pathak et al.,
2011). Penggunaan antibiotik dalam waktu
panjang akan berpengaruh negatif pada pasien
dan memacu kemunculan sifat resisten pada
bakteri patogen tertentu (Noviana, 2004,
Shakya et al., 2013). Salah satu upaya yang
dilakukan dalam bidang farmasi untuk
mengurangi efek negatif penggunaan antibiotika
adalah menggunakan bahan alam (ekstrak
komponen tanaman) yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen.

Kusambi merupakan salah satu tumbuhan
yang sudah dipakai secara turun temurun
untuk bahan bakar pengasapan daging Se’i di
daerah Timor timur (Raza et al, 2012). Dalam
asap yang dihasilkan diduga terdapat berbagai
senyawa aktif yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroba pencemar daging Se’i. Hal
ini berdasarkan pada pernyataan  yang
dilaporkan oleh Raza et al. (2012) yang
mendapatkan  hasil  bahwa ekstrak  kayu
kusambi dapat menghambat pertumbuhan bakteri
kontaminan pada daging Se’i. Berdasarkan pada
latar belakang tersebut, maka pada penelitian
ini dikaji efektivitas ekstrak kasar kulit batang
tanaman  kusambi  dalam menghambat
pertumbuhan E. coli dalam uji-uji in vitro.

BAHAN DAN METODE
Isolasi bakteri E. coli dan penentuan total
cemaran

Bakteri yang dipakai dalam penelitian ini
diisolasi dari daging Se’i yang diperdagangkan di
daerah Kupang. Sebanyak 15 sampel daging
(masing-masing 20 gram) diambil secara aseptik,
dimasukkan ke dalam cool box, dan dibawa ke
laboratorium untuk dianalisis lebih lanjut.
Penentuan total bakteri kelompok coliform dan E.
coli dilakukan dengan cara menimbang sebanyak
10 g daging sampel dan dimasukkan ke dalam
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90 mL larutan salin untuk mendapat tingkat

pengenceran sebesar 10™. Hasil pengenceran ini
diencerkan lebih  lanjut hingga tingkat

pengenceran 10°. Selanjutnya, sebanyak 1 mL
dari tingkat pengenceran 10 sampai 10° disebar
pada medium  EMBA, diinkubasi  pada
temperatur 37°C selama 48 jam, dan dihitung
jumlah koloni yang tumbuh. Koloni yang
berwarna hijau metalik kemudian diisolasi dan
dipakai pada penelitian selanjutnya.

Konfirmasi kehadiran E.coli

Untuk memperoleh kepastian bahwa
koloni yang berwana hijau metalik adalah bakteri
E. coli, maka dilakukan uji-uji konfirmasi,
seperti pewarnaan Gram, uji pertumbuhan pada
media IMVIC dan Sorbitol Mac Conkey Agar.
Hasil yang diperoleh kemudian dicocokan
dengan karakteristik E. coli yang tertera pada
buku Bergey’s Manual of  Systematic
Bacteriology (Brenner et al., 2005).

Ekstraksi senyawa aktif dari kulit batang
kesambi

Kulit batang kusambi yang  berwarna
coklat tua mula-mula dicuci, dikeringanginkan,
dan digiling atau diblender sampai menjadi
serbuk. Selanjutnya, sebanyak 300 ¢ dari
simplisia ini dimaserasi dalam pelarut metanol.
Maserasi dilakukan berulang-ulang sebanyak 3
kali sambil di kocok dengan cara mengganti
pelarutnya dengan pelarut baru. Maserasi
pertama, kedua, dan ketiga dilakukan selama 4
hari dalam pelarut metanol sebanyak masing-
masing 1000 ml. Semua ekstrak cair yang
dihasilkan  selanjutnya  dipekatkan  dengan
menggunakan alat rotary evaporator (merk
Eyela) bertekanan rendah pada suhu 40°C
sampai diperoleh ekstrak kasar (crude extract).
Ekstrak kasar ini selanjutnya diencerkan
dengan pelarut metanol sehingga diperoleh
konsentrasi yang bervariasi antara 0,5% sampai
5,0% (b/v) untuk selanjutnya dipakai dalam
bioassay.

Bioassay ekstrak pada biakan E. coli
Uji aktivitas ekstrak dilakukan
isolat E. coli

terhadap
pada media Nutrient Agar
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(NA). Media NA yang masih encer (suhu 45°C)
sebanyak 10 ml dituangkan dalam cawan
Petri steril yang sudah berisi 1 ml suspensi E.
coli, di campur merata, dan setelah padat di
buat sumur pada bagian tengah media tersebut
dengan  menggunakan cork  borer yang
berdiameter 5 mm. Selanjutnya, sebanyak 20 pl
ekstrak kasar kulit batang kusambi dengan
konsentrasi yang bervariasi antara 0,5-5,0% (b/v)
dimasukkan ke dalam sumur dengan mengguna-
kan pipet mikro, di inkubasi selama 24 jam, dan
diamati diameter zona hambat yang terbentuk.
Sebagai kontrol, pada sumur yang lain dimasuk-
kan sebanyak 20 pl pelarut ekstrak (metanol).
Penentuan  kategori daya hambat ekstrak
ditentukan berdasarkan kriteria yang dibuat oleh
Ardiansyah (2005).

HASIL
Total cemaran dan konfirmasi E. coli

Tingkat cemaran bakteri (total count) dan
E. coli daging Se’i babi yang diambil dari 15
rumah makan yang berada di wilayah Kota
Kupang yang berkisar antara penulisan 3,93
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sampai 4,33 log;o cfu/g daging ditunjukkan pada
Tabel 1. Dari 15 sampel daging yang diperiksa,
sebanyak dua sampel ditemukan terkontami-
nasi oleh E. coli. Kehadiran E. coli pada sampel
dikonfirmasi dari beberapa hasil uji yang
dilakukan pada koloni yang berwarna hijau
metalik pada permukaan medium Eosin
Methilene Blue Agar (EMBA) setelah diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 37°C (1A). Hasil
pewarnaan Gram yang menunjukkan bahwa
koloni-koloni pada EMBA yang bersifat Gram
negatif dan sel yang berbentuk batang pendek
(Gambar 1B) menguatkan konfirmasi bahwa
koloni-koloni tersebut teridentifikasi sebagai E.
coli.

Hasil uji-uji tambahan yang memperkuat
dugaan  bahwa  kedua isolat  tersebut
merupakan spesies E. coli adalah reaksi sulfit:
negatif, Indol: positif (terbentuk cincin warna
merah), motilitas: positif, methyl red: positif
(berwarna merah), Voges Proskouer: negatif,
Simon Sitrat: negatif (berwarna hijau), dan
TSI agar: asam (dasar dan lereng berwarna
kuning) disertai dengan gas.

Tabel 1. Total Plate Count dan Escherichia coli yang’ terdapat pada daging Sei Babi

No Kode Total Plate Count Escherichia coli
Sampel (Logsecfu/g)*
1 01 3,98 +2,77 Negatif(-)
2 02 4,02 +2,78 Negatif(-)
3 03 3,99+3,01 Negatif(-)
4 04 3,98 £2,47 Negatif(-)
5 05 4,14 +3,15 Negatif(-)
6 06 4,33 +£2,97 Negatif(-)
7 07 4,03 £4,05 Positif (+)
8 08 4,05 + 2,87 Negatif(-)
9 09 4,06 + 2,95 Negatif(-)
10 10 4,13 3,20 Positif(+)
11 11 3,94 £2,99 Negatif(-)
12 12 3,93+2,92 Negatif(-)
13 13 3,95+281 Negatif(-)
14 14 3,97 +2,57 Negatif(-)
15 15 3,95+2,20 Negatif(-)

*Nilai pada Tabel =+ standar deviasi merupakan rata- rata dari tiga ulangan.
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Gambar 1. (A) koloni Escherichia coli pada media EMB agar dan (B) bakteri Escherichia coli hasil
pewarnaan Gram

Bioassay ekstrak pada E. coli

Secara kuantitatif ekstrak kulit batang
kusambi mampu menghambat pertumbuhan E.
coli pada media NA (Gambar 2). Besarnya
diameter zona hambatan yang terbentuk pada
kultur E. coli setelah didedahkan dengan ekstrak

kasar kulit batang kusambi ditunjukkan pada
Tabel 2. Data pada Tabel 2 menunjukkan secara
nyata bahwa semakin tinggi konsentrasi yang
dipakai dalam bioassay ini semakin besar zona
hambatan yang terbentuk di sekitar sumur difusi.

Tabel 2. Daya Hambat Ekstrak Kulit Batang Kusambi Terhadap Pertumbuhan Bakteri E. coli
Pada Media NA Setelah Inkubasi Dua Hari.

Konsentrasi Ekstrak (% b/v)

Zona hambatan (mm)*

0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0

0,00 £0,00a
10,33+ 0,58 b
11,33+ 0,58 b
13,33+ 0,58 ¢
14,33+ 0,58 ¢
17,33+ 0,58 d
18,67 +0,58 e
19,33 + 0,58 ef
20,33 + 0,58 fg
20,67 % 0,58 gh
21,67+12h

*Keterangan: Nilai —nilai pada tabel + standar deviasi merupakan rata-rata dari tiga kali ulangan. Nilai-nilai
yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata (P>0,05), berdasarkan uji
Duncan setelah dilakukan analisis sidik ragam (ANOVA).

-
F

Gambar 2: Zona Hambat Yang Terbentuk Disekitar Sumur Difusi Yang Diisi Ekstrak Kulit Batang
Kusambi . A: konsentrasi 0,5 % dan 1 %, B: konsentrasi 1,5 % dan 2,0 %, C: konsentrasi 2,5 % dan 3,0 %,
D: konsentrasi 3,5 % dan 4,0 %, E: konsentrasi 4,5 % dan 5,0 %, F: Kontrol.
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Kisaran hambatan yang terbentuk akibat
perlakuan dengan ekstrak kulit batang pada
kisaran konsentrasi 0,5% dan 5% adalah sebesar
10,33 dan 21,67 mm. Hasil ini secara nyata
memberikan informasi bahwa ekstrak kasar
kulit batang tanaman ini dapat menghambat
pertumbuhan E. Coli yang mengkontaminasi
Se’i babi.

PEMBAHASAN

Bakteri pembusuk, seperti kelompok
coliform dan coli fecal atau E. coli sangat mudah
mengkontaminasi daging yang sangat kaya
dengan kandungan nutrisi (Xiong, et al, 1993;
Triyantini et al., 1997). Kehadiran kelompok
bakteri ini pada daging akan memperpendek
masa simpan daging. Selain itu, berbagai
penyakit yang berhubungan dengan saluran
pencernaan akan sangat mudah terjadi apabila
daging yang terkontaminasi ini tidak diolah
dengan baik sebelum dikonsumsi. E. coli
(khususnya strain O157) misalnya, sangat sering
menyebabkan  masalah  kesehatan  saluran
pencernaan, karena dapat menyebabkan
terjadinya diare yang disertai pendarahan (Jawetz
et al., 2005). Berbagai jenis daging olahan,
termasuk Se’i dapat dikontaminasi oleh strain ini,
sehingga waktu simpan bahan makanan tersebut
menjadi sangat pendek dan membahayakan
kesehatan manusia yang mengkonsumsinya.

Hasil penghitungan bakteri pencemar
yang terdapat pada sampel daging Se’i (Tabel
1) menunjukkan bahwa kandungan total bakteri
pencemar sudah jauh melampaui nilai standar
baku mutu vyang ditetapkan oleh Standar
Nasional Indonesia SNI no 7488:2009. Dalam
SNI ditetapkan bahwa daging tidak boleh
mengandung lebih dari 3 cfu/g daging. Dalam
penelitian ini (Tabel 1) diperoleh data bahwa
kandungan total bakteri per gram daging Se’i
mencapai jumlah yang bervariasi antara 3,93
sampai 4,33 log;, cfu /gram daging. Hasil ini
sejalan dengan yang dilaporkan oleh Raza et al.
(2012) yang memeriksa kandungan bakteri
pencemar dalam daging yang diambil dari pasar-
pasar di daerah Kupang.

Pada Tabel 1 juga tercatat bahwa terdapat
dua sampel yang terkontaminasi oleh E. coli. Hal
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ini menunjukkan bahwa telah terjadi pencemaran
olen komponen fecal manusia atau hewan
berdarah panas lainnya (Borrego et al., 1990;
Edberg et al., 2000). Kehadiran fecal coliform
ini juga mengindikasikan bahwa sangat mungkin
ditemukan bakteri patogen saluran pencernaan
lainnya pada daging yang diperiksa, karena E.
coli sering berasosiasi sangat dekat dengan
berbagai patogen, seperti Salmonella thypi,
Shigella sp., Vibrio sp., dan lain sebagainya
(Craun et al., 1997).

Pengasapan pada daging merupakan
salah satu metoda untuk mengurangi tingkat
cemaran pada daging oleh E. coli (Raza et al.,
2012). Senyawa aktif yang terkandung dalam
materi tanaman yang dibakar akan terbawa
dalam asap, menempel pada daging, dan
berperan dalam menekan laju pertumbuhan
mikroba pencemar pada daging.

Kehadiran senyawa aktif dalam ekstrak
kasar kulit batang kusambi dibuktikan dengan
bioassay terhadap E. coli yang diisolasi dari
sampel daging Se’i (Tabel 2 dan Gambar 2).

Diameter zona hambatan yang terbentuk
berbanding lurus dengan konsentrasi yang
didedahkan pada biakan E. coli, berkisar

antara 10,33 + 0,58 mm sampai 21,67 = 1,2 mm.
Hasil ini berbeda nyata secara statistik (p<0,05),
jika dibandingkan dengan kontrol yang tidak
memberikan hambatan pada biakan E. coli (Tabel
2 dan Gambar 2). Hal ini menunjukkan bahwa
zona hambatan tersebut pasti disebabkan oleh
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak.

Walaupun tidak dielusidasi dalam penelitian
ini, beberapa peneliti, seperti Amarowicz dan
Karamac (2003) dan Agrawal, dan Talele (2011)
melaporkan bahwa tumbuhan dapat menghasil-
kan berbagai metabolit primer atau sekunder yang
dapat menghambat pertumbuhan  mikroba
patogen. Senyawa fenol merupakan salah satu
senyawa aktif yang paling sering teridentifikasi
sebagai senyawa toksik  bagi  mikroba
(Puupponen-Pimia et al., 2001: Ghosh et al.,
2011; dan Nitiema et al., 2012). Oleh karena itu,
penentuan total fenol pada bahan alam merupakan
tahap awal yang harus dilakukan dalam proses
pengembangan bahan alam sebagai bahan anti
mikroba (Albayrak et al., 2010).
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Senyawa fenol tersebar sangat luas pada
bahan alam. Senyawa ini dapat ditemukan
pada hampir semua organ tanaman, termasuk kulit
kayunya (Manach et al., 2004). Kehadiran
senyawa fenol dalam jumlah besar pada suatu
ekstrak akan memungkinkan terbentuknya
senyawa kompleks berukuran besar (khususnya
bila terbentuk senyawa kompleks antara senyawa
fenol dengan protein dan makromolekul lain,
seperti selulosa dan pectin (McLeod, 1974;
Mueller-Harvey dan McAllan, 1992). Selain itu,
senyawa fenol juga dapat membentuk ikatan
kompleks dengan membran plasma sel bakteria
(Zongo et al.,, 2011), sehingga dapat
mengganggu permeabilitas membran sel atau

memacu terjadinya lisis pada sel bakteri
(Harbone, 2006). Fenomena inilah yang
menyebabkan senyawa fenol tersebut dapat
berperan sebagai senyawa antibakteria

(Funatogawa et al., 2004; Tavassoli and

Djomeh, 2011).

KESIMPULAN

Ekstrak kasar kulit batang kusambi
berpengaruh  sangat nyata (p<0.05), jika
dibandingkan dengan kontrol, dalam

menghambat pertumbuhan in vitro bakteri E.
coli, dengan diameter zona hambat yang berkisar
antara 10,33+ 0,58 mm dan 21,67 + 1,2 mm.

SARAN

Penelitian lanjutan yang perlu dilakukan
antara lain analisis golongan senyawa aktif yang
terdapat pada kulit batang kusambi dan elusidasi
jenis senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak
kulit batang kusambi.
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