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ABSTRACT

The effect of pH (4-9), NaCi concenfration (1-6%), temperature and heating time (80, 100 and 121°C for 10, 20 and 30 minuts) on
the anfibacferial effectivity of eihyl acelale and ethanol kecombrang extract were analysed.  Both elhyl acetate and ethanol exiracts
showed antibactenal activity at pH 4-8, but fts activity graduafly decreased at higher pH. Al pH 9, only sthanol extract stiil showed
antibacterial activity. Addition of 1-4% NaCi on efhyl acelafe and etharol extract stiil showed antibactenial activity. Heating the exiracts at
80-10G°C for 10-30 minutes and 121°C for 10 minutes did not haves significantly affect on the antibacterial activity of both ethy! acetafe
and ethanol extracts. Application of ethyl acetate extract af the concentration of 1 and 3 MIC on minced meat were sfill effective fo reduce
the viable bacteria unti! 7 days and 5 MIC was sfill effective until 9 days.
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PENDAHULUAN
Kemampuan senyawa antbakteri dalam
menghambat  pertumbuhan  bakteri  diantaranya

dipengaruhi oleh fingkat keasaman (pH), suhu, protein,
lemak, karbohidrat dan akfivitas air (aw) medium
pertumbuhan bakteri (Nychas & Tassou 2000} serta
dipengaruhi oleh konsentrast garam (Brewer 2000).
Beuchat et al., (1994) melaporkan bahwa NaCl pada
konsentrasi 5% dapat memberikan efek perlindungan
terhadap Listeria monocylogenes. Ardiansyah (2003)
melaporkan bahwa penambahan NaCl (2-5 %) dalam
ekstrak daun beluntas mengakibatkan terjadinya
penurunan aktivitas antibakteri. Penambahan garam
juga dapat memberikan pengaruh sinergisme terhadap
senyawa BHA (Butylated hydroxy aniscle). Peningkatan
konsentrasi garam dari 3% menjadi 7% akan
menurunkan jumlah BHA yang dibutuhkan untuk
menghambat Staphylococcus aureus sebesar dua kali
{Stern etal., 1979).

Efektivitas senyawa antibakteri alami pada pH
rendah dalam menghambat bakteri telah dilaporkan cleh
Ultee et al., (1998) dimana karvakiol lebih efektif
menghambat Baciflus cereus pada pH 5 sampai 6
dibandingkan pada pH 7. Cepeda (2005} melaporkan
bahwa peningkatan pH antara 4 sampai 7 menyebabkan
terjadinya  penurunan daya hambat ekstrak sereh
terhadap bakteri Escherichia cofi.

197

Ewald (1999) melaporkan bahwa aktivitas
antibakieri kuersetin dan kaemferol dari golongan
flavonoid menurun sebesar 48 dan 68 % dengan adanya
pemanasan pada suhu 80°C selama 2 jam.

Penelitian pengujian antibakteri dalam sistem
pangan telah dilaporkan misalnya pada susu skim
diperlukan konsentrasi 2 MIC (Karatzas et al., 2001},
pada sup 50 MIC (Ultee & Smid 2001) dan pada keju
lunak 25 - 100 MIC {Mendoza-Yepes et al., 1997}
Apiikasi ekstrak bunga kecombrang pada daging giling
memerlukan penelitian mengenai konsentrasi yang fepat
agar efektif.

Penelifian ini bertujuan untuk menentukan
pengaruh  pH, konsenfrasi NaCl, sthu dan waktu
pemanasan terhadap stabilitas aktivitas antibakteri
ekstrak bunga kecombrang dan mengetahui konsentrasi
pada ekstrak efil asetat terhadap daya antibakteri pada
sistem pangan (daging sapi giling).

METODOLOGI

Kultur bakteri

Bakteri uji meliputi B. cereus (FNCC 057} yang
dipercleh dari Pusat Antar Universitas Pangan dan Gizi,
UGM dan E. coli (ATCC 25922} dari Laboratorium
Mikrobiclogi Pangan SEAFAST (Southeast Asian Food
and Agriculfural Science and Technology) Center, iPB,
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Persiapan bahan untuk ekstraksi

Bahan bunga kecombrang diseleksi dan
diambil helaian bunganya. Bahan hasil seleksi
dibersihkan dengan air, kemudian dikeringkan dalam
oven pada suhu 50¢C hingga kadar air 8-10% (selama +
20 jam). Selanjutnya helaian kering digiling sampai
diperoleh bubuk yang homogen.

Ekstraksi dengan pelarut organik (Houghton &
Raman 1998)

Ekstraksi dilakukan secara berlahap dengan
menggunakan pelarut heksana, efil asetat dan etanol.
Mula-mula bubuk bunga kecombrang diekstrak dua kali
dengan heksana (1:4 biv). Residu heksana diekstrak
dua kali dengan etil asefat (t:4 biv) dan selanjutnya
residu efil asetat diekstraksi dua kali dengan etanal {1:4
biv). Proses ekstraksi dilakukan secara maserasi pada
suhu 37°C, dengan kecepatan rotasi 150 rpm selama 24
jam. Tiap-tiap filtrat dipisahkan dari pelarut dengan cara
penguapan dalam rotavapor sampai pelarut tidak
menetes lagi. Pelarut pertama divapkan pada suhu
40°C, sedangkan pelarut kedua dan ketiga divapkan
pada suhu 50°C. Sisa pelarut dihfiangkan dengan gas
nitrogen. Untuk selanjutnya ekstrak etil asetat dan etanal
diambil sebanyak 30 mg/ml untuk dianafisis aktivitas
antibakterinya pada berbagai kondisi percobaan.

Stahilitas  aktivitas antibakteri ekstrak bunga
kecombrang pada berbagai pH, konsentrasi NaCl
dan pemanasan (modifikasi Carson & Riley 1995)

Ekstrak et asetat dan etanol bunga
kecombrang dilarutkan dalam larutan buffer fosfat
dengan pH awal 7.3, selanjutnya nilai pH ditepatkan
pada pH 4, 5, 6, 7, 8 dan 9 menggunakan HCI dan
NaOH 0,1 N. Larutan bufer fosfat disterilkan terlebih
dahulu sebelum digunakan dan ekstrak dengan berbagai
pH diuji daya antibakterinya.

Pengaruh NaCl terhadap aktivitas antibakteri
ekstrak eli asetat dan etanol dilakukan pada konsentrasi
0,1, 2 3, 4dan 5%. Larutan garam tersebut disterilisasi
terlebih dahulu sebelum digunakan sebagai medium
untuk melarutan ekstrak.

Pengaruh suhu dan waktu pemanasan diamati
dengan memanaskan medium yang mengandung
ekstrak pada suhu 80, 100 dan 121°C selama 10, 20
dan 30 menit.

Pengujian  aktivitas antibakteri
kecombrang

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak pada
kondisi berbagai percobaan dilakukan menggunakan
metode difusi sumur (medifikasi Carson & Riley 1995).

ekstrak bunga

Daya antibakteri ekstrak bunga kecombrang pada
medium daging giling

Ekstrak efil asetat memiliki aktivitas antibakteri
lebih baik dari ekstrak etanol, oleh karena itu pengujian
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dalam daging giling menggunakan ekstrak etil asetat
dengan konsentrasi  sebesar 1, 3 dan 5 MIC
dibandingkan dengan kontrol. Pengujian ekstrak bunga
kecombrang pada daging giling dilakukan dengan cara
menambahkan ekstrak dengan konsentrasi 0, 1, 3 dan 5
MIC pada 10 gram daging giling. Nilai MIC ekstrak
bunga kecombrang yang digunakan adalah nilai MIC
terendah terhadap bakteri uji yaitu 3 mg/iml. Selanjutnya
dikemas dalam kantung plastik steril dan disimpan dalam
lemari es. Analisis Total plate count dilakukan pada 0, 1,
3,5, 7 dan 9 hari. Penghambatan periumbuhan mikroba
dihitung dari log CFU/g kontrol — lag CFU/g periakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh pH terhadap stabilitas aktivitas
antibakteri ekstrak bunga kecombrang

Data hasil pengujian pengaruh pH terhadap
aklivifas antibakteri terdapat pada Gambar 1. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa aktivitas ekstrak etil
asetat bunga kecombrang terhadap bakteri uji
dipengaruhi oleh pH. Pengaruh pH terhadap efekfivitas
ekstrak efil asetat bunga kecombrang ferhadap E. colf
dan B. cersus aktivitasnya terlihat meningkat pada pH 5-
7, namun pada pH 8 dan 9 ekstrak efil asetat tidak
memberikan penghambatan pada bakteri uji.

Kemampuan ekstrak efil asetat bunga
kecombrang sebagai antibakteri lebih aktif pada pH
rendah, diduga terjadi sinergisme antara komponen
antibakteri dengan komponen pengatur keasaman.
Substitusi antara bagian komponen antibakteri dengan
asam klorida sebagai halogen menyebabkan kerusakan
membran sel lebih efektif Hal ini disebabkan karena
adanya ion Cl yang mengharuskan sel mengeluarkan
energi ekstra (Shelef & Seiter 1993)

Kemungkinan lain, mekanisme penghambatan
pada pH rendah disebabkan pada kondisi tersebut sel
mempertahankan pH konstan di dalam sel. Jika pH
diturunkan maka proton yang terdapat dalam jumlah
tinggi datam medium akan masuk ke dalam sitoplasma
sel. Proton {ion H*) dari asam masuk dalam sel melalui
gradien proton trans membran (Ray 2001). Hal ini
menyebabkan pH sitoplasma menurun. Penurunan pH
sitoplasma menyebabkan enzim-enzim akan bekerja
untuk mengembalikan pH internal sel menjadi pH normal
{Booth 1985). Proton ini harus dikeiuarkan untuk
mencegah terjadinya pengasaman dan  denaturasi
komponen-komponen sel.  Aktivitas mengembalikan pH
infernal sel menjadi pH normal menggunakan banyak
energi. Bila energi yang dibutuhkan dalam jumlah tinggi,
akan mengganggu metaholisme sel, sehingga lama
kelamaan sel akan mengalami kematian (Fardiaz 1992).

Pada ekstrak etanol bunga kecombrang
{Gambar 2} aktivitas antibakteri secara umum tetap stabil
pada pH 4-7. Pada pH basa (8-9), aktivitas antibakteri
menurun, tetapi masih menunjukkan penghambatan. Hal
ini didukung oleh Campo et al., {2000) yang menyatakan
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bahwa aklivitas  antimikroba rosemary meningkat
dengan menurunnya pH karena sel-sel yang mengalami
stres pada pH rendah akan lebih sensitif terhadap
ekstrak rosemary. Pengaruh pH dan minyak atsiri
rempah-rempah juga telah dibuktkan dimana pada pH
rendah diperoleh daya antibakteri terbesar (Nychas &
Tassou 2000).

Berdasarkan analisis komponen terhadap
ekstrak etanol bunga kecombrang, senyawa yang
terdapat dalam ekstrak tersebut adalah fenofik,
triterpenoid, alkaloid, flavonoid dan glikosida. Dilaporkan
pula bahwa kelopak bunga kecombrang mengandung
senyawa fencolik yang tersusun dari gugus fenol
{Tampubolon et al., 1983} sebesar 71,7 ppm (Kardono &
Dewi 1998).  Senyawa fenolik yang terdapat dalam
cksfrak tanaman semakin efektif pada pH rendah.
Struktur gugus hidroksil senyawa fenolik memegang
peranan penting dalam akfivitas -antibakteri dimana pada
pH rendah terjadi reaksi alkilasi dan  hidroksilasi
sehingga akan meningkatkan distribusi gugus fenol pada
fase air dan fase lipid pada membran sel bakteri
{Dorman & Deans 2000; Puupponen-Pimia 2001).
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Pengaruh garam NaCl terhadap aktivitas antibakteri
ekstrak bunga kecombrang

Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat bunga
kecombrang dalam berbagai konsentrasi garam NaCl (1-
5%) disajikan pada Gambar 3. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa konsentrasi NaCl pada ekstrak etil
asetat berpengaruh terhadap akfivitas antibakteri pada
B. cereus dan £ coli. Penambahan NaCl 4 -5 % pada
ekstrak akan menyebabkan akfivitas antibakteri febih
tingi di banding pada konsentrasi 1-3 %. Hal ini
disebabkan karena NaCl sendiri dapat menghambat
pertumbuhan bakieri dengan menurunkan aktivitas air,
merusak membran sel dan menyebabkan osmolisis
(Brewer, 2000).

Peningkalan aktivitas antibakteri beberapa
senyawa antimikroba bila digunakan bersama-sama
dengan NaCl telah dibuktikan oleh Campo et al., (2000)
yang melaporkan bahwa sel bakteri yang mengalami
stres dengan konsentrasi NaCl 10 % akan lebib sensitif
terhadap ekstrak rosemary. Hal ini juga sesuai dengan
penelitian yang dilaporkan oleh Stern et al., (1979)
bahwa pemberian NaCl dari 3% menjadi 7% akan
menurunkan jumiah BHA yang diperfukan untuk
menghambat Staphylococeus aureus sebesar dua kali.
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Gambar 1. Pengaruh pH terhadap akiivitas antibakteri ekstrak etil asetat bunga kecombrang
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Gambar 2. Pengaruh pH terhadap aktivitas antibakteri eksirak etanol bunga
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Gambar 3. Pangaruh konsentrasi NaCl terhadap aktivitas antibakleri ekstrak efil asetat bunga kecombrang
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Gambar 4, Pengaruh kansentrasi NaCl terhadap aktivitas antibakteri ekstrak etanol bunga kecambrang

Pengareh NaCl terhadap ekstrak etanol bunga
kecombrang menunjukkan bahwa NaCl 15 %
merupakan konsentrasi yang dapat memberikan efek
antibakieri pada bakteri uji. Hal ini sesuai dengan
penelitian Glass et al., (1992) dimana E. coli 0157:H7
dilaporkan mampu tumbuh pada konsentrasi garam 6,5%
dan menurut McClure dan Hall {2000), £ coli dapat
bertahan hidup selama 60 hari pada kombinasi NaCl
12% dan asam laktat 0,2%.

Stabilitas ekstrak bunga kecombrang terhadap
pemanasan

Pengaruh suhu dan waktu pemanasan terhadap
aktivitas antibakteri ekstrak efil asetat bunga kecombrang
dapat dilihat pada Tabel 1. Ekstrak efil asetat bunga
kecombrang setelah pemanasan masih menunjukkan
aktivitas terhadap B. cereus, dan E. coli. Hal ini
menunjukkan kestabitan ekstrak etil asetat terhadap
pemanasan pada suhu 80 dan 100°C selama 10, 20 dan
30 menit dan 121°C selama 10 menit, namun pada suhu
121°C sefama 20 dan 30 menit sudah tidak menunjukkan
aktivitas antibakteri (data tidak ditampilkan).

Tabel 1. Pengaruh suhu dan wakiu pemanasan terhadap aktivitas anlibakteri ekstrak etil asetat bunga kecombrang

Jenis bakteri Diameter penghambatan {mm) pada pemanasan (*Cimenit)
80110 80/20 80130 100110 100120 100/30 12110
B.cereus 17,65 18,35 14,75 14,65 14,62 19,50 16,58
E.coli 15,10 16,25 12,70 12,33 13,80 13,07 12,33
Tabel 2. Pengaruh suhu dan wakiu pemanasan terhadap akfivitas antibakteri ekstrak efanol bunga kecombrang
Jenis bakteri Diameter penghambatan (mm) pada pemanasan (°Cfmenit)
80110 80/20 80/30 100/10 100/20 10030 121110
B.cereus 15,37 18,47 17,57 16,70 . 18,93 16,67 13,88
E.coli 13,10 17,72 20,77 17,15 17,30 15,18 12,33
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Pada Tabel 2 terlihat bahwa ekstrak etanol
bunga kecombrang juga masih menunjukkan adanya
aktivitasnya setelah pemanasan 80°C dan 100°C selama
10, 20 dan 30 menit dan 121°C selama 10 menit. Pada
bakteri uji 8. cersus dan E. coli aktivitas ekstrak semakin
menurun dengan semakin meningkatnya suhu dan waktu
pemanasan. Hal ini sesuai dengan faporan penelitian
Ewald et al., (1999) dimana pemanasan kuersefin dan
kaemfenikol dari’ golongan flavonoid pada suhu 60°C
selama 2 jam akan menurunkan akfivitas sebanyak 48
dan 68 %.

Ekstrak  bunga  kecombrang  seielah
pemanasan 121°C selama 10 menit masih menunjukkan
aktivitas antibakteri, hal ini berarti ekstrak bunga
kecombrang stabil pada pemanasan. Hurst dan Hoover
(1993) melaporkan bahwa antibakteri nisin tidak
kehilangan akbvitasnya setelah pemanasan dengan
otoklaf pada suhu 121°C. Nisin ditambahkan sebagai
pengawet pada produk kaleng, karena nisin dapat
menginakfifkan spora bakteri, dengan merusak protein
spora.

Aplikasi  antibakteri ekstrak otil asetat bunga
kecombrang dalam daging giling

Daging giling dipifth sebagai contoh sistem
pangan. Nitai MiC yang dipergunakan adalah 3 mg/mg
daging giling yang merupakan nilai MIC terendah dari
ekstrak efil asetat bunga kecombrang (Naufalin et al.,
2005).  Penghambatan pertumbuhan mikroba (log
CFUfg) disajikan pada (Gambar 5). Daging sapi segar
banyak mengandung komponen nutrisi yang diperlukan
oleh bakteri untuk pertumbuhan, sehingga bakteri akan
tumbuh baik di dalam daging segar dibandingkan dengan
apabila tumbuh dalam media agar saja. Cleh sebab itu
diperlukan  ekstrak  bunga  kecombrang  dengan
konsentrasi lebih tinggi agar dapat dipergunakan sebagai
bahan antimikroba atau pengawet,

Diameter penghambatan
(mm)

Pada daging sapi segar sebagai kontrol {tanpa
penambahan ekstrak) diperoleh jumtah total mikroba
awal sebesar 6 x 105 ¢fu/g. Standar daging sapi giling
adalah jumlah total mikrobanya tidak lebih dari 5,0x108
cfu/g (Schalch dan Beck 2000).

Penambahan konsentrasi 1 MIC ekstrak efil
asetat ke dalam daging giling setelah penyimpanan
selama 1 hari menyebabkan penurunan jumlah koloni
bakteri sebesar 1,27 log CFU/g, sedangkan pada
penyimpanan 3, 5 dan 7 hari terjadi penurunan sebesar
1,56 - 1,68 fog CFU/g namun setelah penyimpanan 9
hari hanya terjadi penurunan sebesar 0,75 log CFU/g
{Gambar 5). Sedangkan pada kontrol jumiah mikroba
sudah meningkat (1,72 log CFU/g) pada hari ke 1.

Penambahan konsentrasi 3 MIC ekstrak etil
asetat ke dalam daging giling dapat menghambat
pertumbuhan mikroba mulai hari ke 1, 3, 5 dan 7 dengan
penurunan jumiah koloni bakteri berkisar antara 1,32 -
1,78 log CFU/g, namun setelah penyimpanan 9 hari
hanya mengalami penurunan sebesar 0,68 log CFU/g.
Hasil ini menunjukkan bahwa dengan konsenfrasi 1 dan
3 MIC ekstrak efil asetat ke dalam daging giling dapat
menghambat pertumbuhan mikroba sampai
penyimpanan 7 hati.

Penambahan konsentrasi 5 MIC ekstrak efil
asetfat ke dalam daging setelah penyimpanan selama 1
hari mengalami penurunan jumizh koloni bakteri sebesar
1,87 log CFU/g, setelah penyimpanan dilanjutkan sampai
hari ke 3, 5 dan 7 hari terjaci penurunan berkisar antara
214 225 log CFUlg. Pada penyimpanan 9 hari
mengalami penurunan sebesar 1,65 log CFU/g. Hasil ini
menunjukkan bahwa dengan konsentrasi 5 MIC ekstrak
elil asetat dapat menghambat pertumbuhan mikroba
sampai penyimpanan 9 hari.

Konsentrasi NaCl (%)

iD B.cereus @ E.cofi

Gambar 5. Pengaruh konsentrasi ekstrak efil asetat pada berbagai MIC terhadap penurunan total mikroba (log cfu/g) pada daging giling

yang disimpan sampai hari ke-9
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpuian

Aktivitas antibakteri ekstrak efil dan etanol
asetat bunga kecombrang dipengaruhi oleh pH, NaCl
dan pemanasan. Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat
dan etanol bunga kecombrang pada pH asam {4) lebih
besar dibanding pH basa (8-9). Penambahan NaCl
sampat 4-3 % pada ekstrak etil asetat akan menunjukkan
aktivitas antibakteri lebih tinggi dibanding konsentrasi
ekstrak 1-3%. Ekstrak efil asetat dan etanol bunga
kecombrang masih menunjukkan aktivitas antibakkeri
setelah pemanasan pada suhu 80 dan 100 selama 10,
20, 30 menit dan 121°C selama 10 menit.  Penambahan
ekstrak etil asetat & MIC  dapat menghambat
pertumbuhan mikrgba pada daging giling yang disimpan
pada suhu refrigerasi sampai dengan 9 hari yaitu
menurunkan jumlah mikroba 1,65 log CFU/g.

Saran

Peru penelitian lebih lanjut mengenai aplikasi
ekstrak bunga kecombrang pada bahan pangan mentah
dan clahan,
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