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ABSTRACT

“Andafiman” spice is usually added as one of main spices in cooked fish and meaf. Andaliman seeds were extracted using
maceration method with nonpolar, semipolar and polar solvents. The result showed that the three kinds of andaliman exfract had antibacterial
activity on Bacillus cereus, especially during exponential phase (8 hour incubalion period). Ethyl-acetate extract of Andaliman showed the
highest antibaclerial activify toward B. cereus with MIC and MBC values being 0.2% and 0.8% respectively. The permeability of B. cereus was
observed at the dose of 2.5 MIC and 60.30% hydrophobicity leakage was obtained at 6% andaliman exiracled by ethyl-acetate.
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PENDAHULUAN

Andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC)
merupakan jenis rempah yang sering digunakan sebagai
bumbu pada beberapa masakan khas Sumalera Utara
khususnya masyarakat Tapanuli. Tumbuhan andaliman ini
banyak terdapat di kawasan pegunungan Danau Toba, dan
biasanya tumbuh secara liar.

Penelitian-penelitian antibakteri telah banyak
dilakukan terutama terhadap berbagai jenis tanaman
rempah-rempah. Rempah-rempah dan beberapa jenis
tanaman secara empiris mempunyai aktivitas antibakteri
dan secara iradisional banyak yang digunakan sebagai
pengobatan. Sediaan bentuk segar, ekstrak, dan minyak
atsiri digunakan sebagai obat anti radang, analgesik dan
sebagai obat antidiare (Winarno dan Sundarj 1998).

Beberapa diantaranya adalah sereh (Cepeda
2005), biji atung (Moniharopan 1998; Syamsir 2001,
Murhadi 2003), daun beluntas (Ardiansyah 2003), ekstrak
annalo (Cuspinera et al, 2003), ekstrak andaliman
{Ardiansyah 2001). Usaha untuk mencari sumber
antibakteri baru, terutama tanaman asli yang terdapat di
Indonesia terus dilakukan.

Hasil penelitan Parhusip et al, (1999)
melaporkan bahwa bubuk rempah andaliman sebanyak
10% (v/v) dengan waktu inkubasi 72 jam mampu
menghambat S. typhimurivm (2.7x108 clu/mi), S. aureus

24

(1.04108 cfu/ml}, V. cholerae ({1.0x107 cfufml) dan B.
sublilis (1.9x107 cfu/ml). Ekstrak etilasetat andaliman
menggunakan melode maserasi  memiliki  diameter
penghambatan tertinggi terhadap S. aureus sebesar 10.62
mm/0.05 gram ekstrak, sedangkan metode refluks diameter
penghambatannya lebih rendah yaitu sebesar 4.50
mm/0.05 gram ekstrak {Ardiansyah 2001). Analisis minyak
atsiri andaliman dengan GC-MS menghasilkan minimal 11
komponen dengan $ komponen utama adalah alfa-pinen,
limonen, geraniol, sitronela dan geranil asetat. Minyak atsiri
andaliman mampu menghambat B. cereus, S. aureus dan
Pseudomonas (Yasni 2001). Cosentino et al, 2003
melaporkan bahwa alfa-pinen dan fimonen merupakan
komponen yang memiliki antibakteri kuat.

Kebecoran sel bakleri dapat disebabkan karena
rusaknya ikatan hidrofobik komponen penyusun membran
sel seperti protein, fosfolipid serta larulnya komponen-
komponen yang berikalan secara hidrofilik. Hal ini berakibat
meningkatnya permeabilitas membran sel ‘sehingga
memungkinkan masuknya senyawa-senyawa feol dan ion-
ion organik daiam sel dan keluarmnya substansi sel seperti
protein dan asam nukleat yang berakibat kematian sel
(Ingram 1981). ‘

Penelitian ini berlujuan  untuk  mempelajari
pengaruh ekstrak andaiiman terhadap kerusakan membran
sel pada fase eksponensial dan fase stasioner serta
hidrolobisitas B. cereus.
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METODOLOGI

Bahan dan alat

Bahan yang digunakan adalah andaiiman yang
diperoleh dari Pusat Pasar Senen Jakara. Kullur Bacillus
cereus FNCC 134 dipercleh dari koleksi kultur Pusat Antar
Universitas Pangan dan Gizi Universitas Gadjah Mada
{UGM} Yogyakarlz, nuirient broth {NB) dan bahan kimia
lainnya kualitas pro-analisa. Aiat yang digunkan adalah
Double Beam Spectraphotometer Model U-2000 Hitachi
instruments, peralatan ekstraksi dan alat-alat gelas lain.

Metode

_ Ekstraksi {metode maserasi) (Harbone 1996)

Sebanyak 100 gram bubuk  andaliman
dimaserasi dengan 400 mi pelarut nenpolar (heksana) (1:4
wiv), kemudian disonikator seiama 15 menit dan inkubasi
bergoyang kecepatan 150 rpm pada suhu 379C selama 1
hari.  Selanjuinya campuran disaring, ampas bubuk
andaliman tersebut dimaserasi kembali sebanyak 2 kali
dengan perlakuan sama seperti diatas sedangkan filtrat
dipekatkan menggunakan evaporator pada suhu 45°C
dengan kecepatan 75 rpm sampai farutan menjadi kental.
Ekstrak yang diperoleh disebut ekstrak nonpolar. Ampas
andaliman kemudian dikeringkan dalam oven vakum pada
suhu 40°C selama 24 jam, dan dimaserasi kembali dengan
pelarui semipoiar (etilasetat) dan polar (metanol).
Rendemen exstrak dihitung dengan  menggunakan
persamaan:

Berat ekstrak yang diperoleh (g)
X 100%
Berat bahan yang di ekstraksi (g}

Rendemen ekstrak =

Penentuan fase pertumbuhan B. cereus (Lin et al.,
2000)

Satu ose dari agar miring Nulrient Agar (NA)
hiakan murni B. cereus dinokulasi ke dalam 10 mi Nulrien!
Broth (NB) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Selanjutnya diambil 10 yl suspensi sel yang diinokulasi
kembali ke dalam 10 ml NB dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 25 jam. Seliap

wakle inkubasi dilakukan penghitungan juentah seb dengan
melode Tolal Plale Count (TPC).
Penentuan  Nilai  MIC  (Minimum  Inhibitory

Concentration) dan MBC (M Bactericidal
Concentration) B. cereus (Kubo et al., 1993)

Dibuat seri pengujion sehanyak 14 tabung kecll,
masing-masing dibuat konsentrasi ckstrak 0.0, 0.2, 0.4, 0.8,
2008, 20, 24, 28, 3.2, 36, 4.0, 5.0, dan G.0% (wiw).
Total media caw uji per tabung adalah 3.00 ml. B. cereus
yang telah disegarkan dan diinkubasi selama 24 jam 37°C

25

lalu diencerkan 10 kali. Masing-masing 14 tabung tersebut
diinokuiasi 30 pl suspensi B. cereus, diinkubasi 37°C
setama 24 dan 48 jam. Pengamatan jumlah bakteri dengan
mefcde TPC setelah inkubasi 24 dan 48 jam. Nilai MIC (%)
ditetapkan berdasarkan konsentrasi terendah  ekstrak
andaliman  yang mampu menghambal pertumbuhar
{bakteristatik} B. cereus. Nilai MBC {%) adalah konsentrasi
terendah yang menunjukkan penurunan pertumbuhan 6.
cereus secara drastis {> 99.9 persen} setelgh dinkubasi
48 jam dibandingkan dengan jumlah B. cereus awal (no!
jam)

Pengaruh ekstrak andaliman terhadap hidrofobisitas
bakteri {Jones et al. ,{1991); Lee dan Yli {(1996)

Sebanyak 4.8 m! suspensi bakteri uji yang
mengandung 108 cfu/ml disentrifus dengan kecepatan 1900
rpm selama 15 menit. Supernatan dibuang dan pelet
bakteri ditambah 4.8 ml NB yang mengandung ekstrak
andaliman - 2%, 4% dan 6% (w/w). Kontrol distapkan
dengan penambahan 1.07 ml bufer fosfat dan 3.73 ml
media NB pada pelet bakter, sehingga volume akhir
menjadi 4.8 ml. Selanjutnya suspensi bakteri tersebut
diinkubasi pada 37°C selama 30 menit dan disentrifus pada
1900 rpm selama 15 menit. Pelet yang terbeniuk dicuci
dengan PBS (Phosphat Buffer Saline) dan diresuspensikan
dalam PBS menjadi 4.8 ml.

Setiap 4.8 ml suspensi ditambahkan n-oktana
dengan volume 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 dan 1.5 ml. Selanjutnya
divortex selama satu menit dan disefimbangkan pada suhu
xamar selama 15 menit, sehingga terjadi pemisahan. Fase
cair diambil secara perlahan menggunakan pipet pasteur,
selanjutnya diukur pada A 600 am.

Pengaruh ekstrak andaliman terhadap permeabilitas
sef (Bunduki et al., 1995)

Sebanyak 10 mi kultur 8. cereus disentrifus pada
10.00C rpm selama 1C menit, kerudian fillrat dibuang.
Selanjutnya pelet ditombahkan dengan ekstrak etilasetat
dan ekstrak metanol dengan konsentrasi 0.0, 0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5 MIC dan diinkubasi pada shaker bergoyang selama
24 jam. Selanjutnya suspensi disentrifus pada 10.000 rpm
selama 10 menit, supernatan yang diperofeh diukur pada
panjang gelombang 280 nm dan 260 nm. Panjang
gelombong 280 e untuk menenlukan nitrogen dan protein
sel, sedangkan panjang gelombang 260 nm digunakan
untuk menentukan nitregen dari asam nukleat sel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen ekstrak andaliman
Rendemen ekstrak bubuk andaliman
berdasarkan polaritas pelarut dapat dilihat pada Tabe! 1.
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Rendemen ekstrak paling tinggi diperoleh dari pelarut
heksana, dikuti etilasetat dan metanol,  berurut-turut
sebesar 6.30%, 4.15% dan 3.17%.

Tabel 1 Rendemen eksirak andaliman dengan meiode maserasi

Jenis pelarut Rendemen ekstrak (%)
Heksana 6.30
Elilasetat 415
Mztanocl 317

Menurut Houghton dan Raman (1998), ekstrak
heksana (nonpolar) mengandung  komponen yang bersifat
nonpolar seperti lilin, lemak dan minyak afsif, sedangkan
ekstrak etilasetat {semipolar) sebagian besar mengandung
senyawa-senyawa alkaloid, aglikon-aglikon, dan glikosida.
Ekstrak metanol (polar) terutama mengandung kefompok
senyawa gula, asam-asam amino, glikosida dan keiompok
senyawa yang juga larut dalam petrcleum eter, heksana,
kloroform, efilasetat, etancl dan air dalam jumlah dan
proporsi  berbeda-beda. Pengujian dilakukan terhadap
ekstrak  efilasetat dan ekstrak metanol, karena hasil
pengamatan aktivitas ekstrak heksana terhadap bakleri uji
dengan metode difusi sumur tidak menunjukkan adanya
penghambatan.

Penentuan fase pertumbuhan B..cereus {Lin et al.
2000)

Hasil pengamatan fase pertumbuhan bakieri B.
cereys dapat dilihat pada Gambar 1. Fase adaptasi B.
cereus terdapat pada interval waktu 1-3 jam, sedangkan
fase eksponensial berlangsung sekitar 9 jam mulai dari jam
ke 3 sampai dengan jam ke 12, sementara fase stasioner
berfangsung mulai dari jam ke 16 sampai dengan jam ke
25. Berdasarkan data tersebut ditetapkan bahwa untuk
mewakili fase adaptasi dipiih setelah 1 jam, fase
gksponensial dan fase stasioner masing-masing setelzh 8
jam dan 16 jam. '
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Gambar 1 Kurva pola pertumbuhan B, cereus
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Jumlah set B. cereus selama fase adaptasi belum
meningkat yaitu pada jam ke-3 sebesar 104 cfuiml. Fase
eksponensial muiai jam ke-3 sampai jam ke-12 meningkat
pesat sampai 108 cfu/ml dan setelah jam ke-16 sampai jam
ke-25 jumlahnya tetap {fase stasioner) vaitu 108 ¢fuiml.
Fase adaptasi 8. cereus beriangsung selama 3 jam dan
merupakan persiapan untuk fase berikutnya. Pada
peneiitian ini fase eksponensial berlangsung 3-12 jam.
Pada fase ini perfumbuhan bakteri sangat cepat, teratur,
dan semua bahan dalam sel berada dalam keadaan
(Jawet et al, 1996, Madigan et al.; 2000).
Jumlah sel B. cereus setelah 1 jam sebanyak 5.6x10¢
cfuiml, setelah & jam meningkat sampai 7.4x108 cfu/mi dan
mencapai jumiah tetap 3.4x108 cfu/ml selelah 16 jam.
Berdasarkan data diatas ditetapkan bahwa mewakili fase
adaptasi adalah 1 jam, fase eksponensial 8 jam dan iase
stasioner 16 jam.

Penentuan nilai MIC dan MBC ekstrak andaliman

Hasil pengujian MIiC dan MBC terhadap bakteri
B. cerus dapat diihal pada Tabel 2. Sel B . cereus lebin
peka terhadap ekstrak etilasetat dengan nilai MIC dan MBC
adalah 0.20% dan 1.20% dibandingkan terhadap ekstrak
metanol dengan MIC dan MBC yang lebih tinggi masing-
masing adalah 0.80% dan 1.60%.

Tabel. 2. Nitai MIC dan MBC ekstrak andaliman untuk  B. cereus.

Bakter uji Ekstrak uji MIC % MBC %
B. cereus Etilasetat 0.20 1.20
Methanal 0.80 1.60

1 Jumlah bakferi awal 108 cfufmi.

Bacilius cercus merupakan bakteri Gram paositif
dan paling peka terhadap ekstrak eftilasetat. Setiap zat
yang menghambat salah satu langkah dalam biosintesis
peptidogiikan akan menyebabkan dinding sel bakteri yang
tumbuh menjadi lemah dan sel akan mengalami lisis
(Jawetz et al, 1996). Komponen-komponen ekstrak
efitasetat dan metanol diduga berikatan dengan a-karboksil
residu alanin ujung dari satu raniai yang menghambat
sintesis  dinding  sel schingga  sel  akan  mengalami
kerusakan dan kisis.

Tingkat kepolaran mempengaruhi penghambatan
terhadap sel, semakin menurun polaritas (mendekati
nonpolar) akan semakin efeklif menghambat bakteri Gram
positif dibandingkan dengan bakteri Gram negatif
{Davidson dan Branen 1993). Had i sejalan dengan
hasil-hasil penclitian dari Farag et al, (1983) dan Kan et
al, (1995} yang membuxlikan bahwa komponen-
komponen minyak atsiri vang bersifat semipolar sampai
nonpolar, lebih kuat daya antibakterinya terhadap kelompok
bakteri Gram positif dibandingkan kelompok bakien Gram
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nagatif (Friedman et al, 2004). Bakieri Gram positif
mempunyat  kecenderungan lebih peka dibandingkan
bakten Gram negatif, hal ini disebabkan karena perbedaan
struktur dinding sel bakter. Pada bakteri Gram positif
sebagian besar dinding selnya terdiri dari lapisan
weptidegilkan dan asam teikoat, sedangkan pada bakteri
Gram negatif dinding selnya mempunyal lapisan
{membran) luar terdiri dari lipopolisakarida, profein dan
fosfolipid serta lapisan tipis peptidoglikan (Cano dan
Colome 1986). Membran luar bakteri Gram negalif ini akan
memberikan ketegaran yang iebih kuat dibandingkan
dengan bakteri Gram positif. Adanya ketiga senyawa ini
pada membran luar menyebabkan bakteri Gram negatif
mempunyai ketahanan terhadap senyawa antibakteri
{Friedman et ai,, 2002).

Mekanisme kerja metanol adalah  dengan
mendenaturasi dan mengkoagulasikan prolein bakteri dari
B. cereus. Selain itu metano! juga dapat merusak dinding
sel bakteri. Metanol menyerap air yang ada dalam sel
sehingga bakieri kekurangan air. Adanya perbedaan
konsentrasi cairan di dalam dan di luar sel menyebabkan
cairan di iingkungan juga akan masuk ke dalam sel,
sehingga sel kemudian membengkak, mengatami lisis dan
selanjutnya menyebabkan kematian bakteri {Anonim 2004).
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Peningkatan absorbansi supernatan sel diamati
sebagai indikasi terjadinya peningkatan bahan-bahan yang
dapat diserap pada panjang gelombang 260 nm dan 230
nr yang dikeluarkan oleh bakleri. Panjang gelombang 266
nm dan 280 nm masing-masing mengukur nilrogen dari
asam nukleat sel dan protein sel. Semakin meningkainya
dosis MIC padz ekstrak etilasetal maupun ekstrak metanol
yang digunakan akan mengakibatkan peningkatan
permeabilitas dan terjadi  kebocoran sel, yang dikuti
dengan keluarnya materi infraseluler dan  ditunjukkan
dengan fingginya nilai absorbansi. Hasil pengukuran
kebocoran sel B. cereus pada fase eksponensial dan
stasioner oleh ekstrak etilasetat dan metanol dagpat dilihat
pada Gambar 2 dan 3. Pada perlakuan dosis 2.5 MIC
memberikan pengaruh tertinggi pada pengukuran dengan
panjang gelombang 280 nm dari pada panjang gelombang
260 nm, Hal ini menunjukkan bahwa pengukuran nitrogen
yang disebabkan oleh kerusakan protein sel lebih tinggi
daripada nitrogen yang disebabkan kerusakan zsam
nukleat. Degradasi komponen asam nukleat lebih sulit
karena lebih banyak terdapat pada dinding sel, sedangkan
kerusakan protein banyak terdapat dari cairan sel saat
lisis.

Fase stasioner
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Gambar 2 Pengaruh ekstrak efilasetat terhadap kebocoran sel B. cereus pada fase (a) eksponensial dan (b} stasioner
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Gambar 3 Pengaruh ekstrak metanol terhadap kebocoran sel B. cereus pada fase (a) eksponensial dan {b) stasioner
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Senyawa-senyawa antibakteri yang bereaksi
dengan membran sitoplasma dapat menyebabkan
peningkatan permeabilitas membran serta kebocoran sel
dan keluarnya metabolit-metabolit intraseluer. Senyawa
fenolik dilaporkan dapat bereaksi dengan membran
sitoplasma  mengakibatkan peningkatan permeabilitas
membran atau menyebabkan perubahan nyata dengan
terlepasnya kemponen komponen membran sel (Davidsen
1997).

Beberapa  senyawa  antibakteri  seperti
alilisotiosianat {Lin et at., 2000}, bulylated hydroxyanisole
{BHA) (Degre dan Sylvestre 1983), bulylated

hydroxytoluena (BHT), asam p-kumarat dan asam kafeat
{Nychas 1995), benzaldehida fenolik dan asam benzoat
{Friedman et al., 2003} juga dapat merusak membran sel
dan menyebabkan kebocaran metabolit seluler. Gangguan
pada membran sel mengakibatkan terganggunya proses-
proses metabolisme dalam membran sel seperti
penyerapan nutrien, produksi energi dan fransport etekiron
(Nychas 1995).

Pengaruh ekstrak terhadap
hidrofobisitas B. cereus

Hasil pengukuran hidrofobisitas sel E cereus
oleh ekstrak etilasetat dan ekstrak metancl dapat dilihat
pada Gambar 4, memberikan respon positif terkadap n-
oktana. Ekstrak efilasetat dan ekstrak metanol andaliman
pada konsentrasi 2, 4, dan 6 persen {(w/w) memberikan nilai
hidrofobisitas kuat terhadap B. cereus masini-masing
dengan kisaran 73.01-79.58 persen dan 58.92-55.96
persen, Hidrofobisitas B. cereus tertinggi diperoieh pada
konsentrasi ekstrak etilasetat dan ekstrak metanol masing-
masing 6 persen. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak
andaliman maka hidrofobisitas terhadap sel B. cereus juga
semakin tinggi. Hal ini menggambarkan bahwa B. cereus
tersebut tergolong pada bakteri hidrofobik kuat, sesuai
dengan pernyataan Lachica (1990). Analisis hidrofobisitas
secara BATH (Bacterial Adherence to Hidrocarbons)
menurut kiiteria Santos et al., {1990), menunjukkan bahwa
nifai hidrefobisitas bakteri lebik besar dari 50 persen dapat
digolongkan bakteri hidrofobik kuat, nilai hidrofobisitas 20-
50 persen digolongkan hidrofobik moderat, dan nilai
hidrofobisitas kurang dari 20 persen digolengkan hidrofobik
lemah.

andaliman
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Gambar 4 Pengaruh konsentrasi dan ekstrak (a) etifasetat dan (b) metanol andaliman ferhadap hidrofobisitas B. cereus
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Semakin tinggi jumlah n-oktana dan konsentrasi
ekstrak  andalmarn  yang  difambahkan  maka
hidrofobisitasnya terhadap sel B. cereus juga semakin
tinggi. Gugus metit dari n-oktana mampu berkatan dengan
gugus fosfat dari dinding sel 8. cereus (Marin et al.,1997),
dimana semakir tinggi jumiah n-okiana yang ditambahkan
akan semakin banyak yang berikatan dengan gugus medil
dan fosfat dari dinding sel bakteri. Sifat hidrofobisilas
bakteri berhubungan dengan komponen dinding sel seperti
fosfolipid, lipopolisakarida dan komponen luar sel seperti
pifi, fimbrie dan kapsul. Komponen ini mempunyai fungsi
penempelan pada sel inang dengan membentuk interaksi
hidrofobik (Finlay dan Falkow 1997). Sifat hidrofobik B.
cereys diekspresikan oleh adanya fimbrie (Lachica 1990)
yang dimediasi oleh adanya protein 20.5 kDalton dan
protein ini mengandung asam amino polar {iisin) dan asam
amino nonpolar (leusin dan isoleusin).

KESIMPULAN

Ekstrak etilasetat dan ekstrak metanol andaliman
dapal menghambat pertumbuhan B. cereus. Bakieri ini
peka terhadap eksirak andaliman terutama adalah ekstrak
etilasetat. Nilai MIC ekstrak etilasetat terhadap 8. cereus
adalah 0.2% dan MBC adalah 1.20%. Semakin
meningkatnya dosis MIC balk ekstrak etilasetat maupun
ekstrak metancl yang digunakan akan meningkatkan
permeabilitas dan terjadi kebocoran sel yang menyehabkan
keluamya materi intraseluler. Hidrokarbon n-oktana pada
konsentrasi 2, 4 dan 6% (w/w) dapat meningkatkan nilai
hidrofobisitas B. cereus terhadap ekslrak etilasetat sebesar
73.01-79.58%, sedangkan ekstrak metanol sebesar 58.92-
65.96%.
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