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Abstrak
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui diameter daya hambat air rebusan daun sirih terhadap bakteri penyebab mastitis. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. daun sirih yang digunakan adalah daun sirih hijau yang banyak tumbuh di Pulau Timor. Rancangan penelitian yang digunakan adalah faktorial 3 x 3 di mana ada 3 waktu perebusan (30, 45 dan 60 menit) dan 3 konsentrasi (12.5%, 25% dan 50%) dengan 3 pengulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa air rebusan daun sirih hijau belum mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Air rebusan daun sirih konsentrasi 50% dengan waktu perebusan 45 menit menunjukkan hasil penghambatan paling besar. Air rebusan daun sirih mampu menghambat bakteri Staphylococcus aureus namun belum mampu menghambat bakteri Escherichia coli.
Kata kunci : uji antibakteri, rebusan air daun sirih, Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Abstract.
The aim of this study is to determine the inhibition of betel leaf decoction water against bacteria that caused mastitis. The bacteria used in this study are Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The betel leaves used are not fragrant green betel leaves which are widely grown on Timor Island. The design used was a 3x3 factorial pattern in which there were 3 boiling times (30, 45 and 60 minutes) and there were 3 concentrations of boiled water (12.5%, 25% and 50%) with replications 3 times. The results showed that the betel leaf decoction water was not able to inhibit the growth of Escherichia coli bacteria. Betel leaf decoction water concentration of 50% with a boiling time of 45 minutes has the greatest inhibitory power. Betel leaf decoction water has been proven to be able to inhibit the Staphylococcus aureus bacteria but has not been able to inhibit Escherichia coli bacteria.
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Pendahuluan
Mastitis merupakan penyakit radang ambing yang sangat merugikan peternak sapi perah, karena secara signifikan akan menurunkan produksi dan kualitas susu. Salah satu cara yang efektif untuk mencegah dan meminimalisir timbulnya mastitis adalah dengan melakukan celup puting setelah pemerahan. Celup puting biasanya menggunakan larutan kimia komersial yang dapat menimbulkan residu dalam susu. Daun sirih (Pipper bitle L) merupakan salah satu tanaman herbal yang dipercaya memiliki antibakteri alami.
Daun sirih banyak tumbuh di daratan pulau Timor, Nusa Tenggara Timur. Sudah menjadi tradisi orang Timor untuk mengkonsumsi buah dan daun sirih. Selain untuk keperluan adat, mengkonsumsi buah dan daun sirih juga dipercaya dapat menghilangkan bakteri di dalam mulut dan memperkuat gigi. Banyak manfaat yang bisa didapatkan dari daun sirih, namun pemanfaatan daun sirih sebagai antibakteri alami untuk ternak masih minim.
Daun sirih mengandung 4.2 % minyak atsiri sehingga dapat digunakan sebagai antibakteri (Sastroamidjojo, 1997). Secara umum daun sirih mengandung minyak atsiri 1-4,2% yang terdiri dari hidroksikavikol, kavikol, kavibetol, metal eugenol, karvakol, terpena, seskuiterpena, fenilpropana, tannin, enzim diastasae 0,8- 1,8%, enzim katalase, gula, pati, vitamin A, B dan C (Rostiana et al., 1991). Sebesar 82,8% komponen penyusun minyak atsiri daun sirih terdiri dari senyawa-senyawa fenol, dan hanya 18,2% merupakan senyawa bukan fenol (Koesmiati, 1966). Hasil uji in vitro menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih mempunyai efektivitas sebagai antibakteri terhadap Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis yang diisolasi dari susu sapi penderita mastitis subklinis (Poeloengan et al., 2005). Ekstrak daun sirih telah teruji dapat menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Mengekstrak daun sirih membutuhkan biaya yang mahal dan alat yang modern dan tidak semua peternak dapat melakukannya. Merebus daun sirih menjadi alternatif lain untuk mendapatkan khasiat antibakteri dari daun sirih.

Materi dan Metode
3.1	Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan mulai bulan Mei 2019 di Laboratorium Kimia, Universitas Widya Mandira, Kupang. 

3.2	Alat
Alat yang digunakan untuk membuat rebusan air daun sirih adalah panci, kompor dan penyaring. Alat yang digunakan untuk uji daya hambat adalah cawan petri, pipa besi ukuran 6 mm dan ose. Alat yang digunakan untuk uji CMT adalah paddle. Alat yang digunakan untuk uji alkohol tabung reaksi dan gelas ukur. Alat yang digunakan untuk pengukuran pH adalah pH meter. Alat yang digunakan untuk celup puting adalah dipper.

3.3	Bahan
Bahan yang digunakan untuk membuat rebusan air daun sirih adalah daun sirih dan aquadest. Bahan yang digunakan untuk uji daya hambat adalah bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli, media BHIA dan rebusan air daun sirih. Bahan yang digunakan untuk uji CMT adalah reagen CMT dan susu segar. Bahan yang digunakan untuk uji alkohol adalah susu segar serta alkohol 70%. Bahan yang digunakan untuk pengukuran pH adalah susu segar, larutan buffer pH 7 dan aquadest. Bahan yang digunakan untuk celup puting adalah rebusan air daun sirih.

3.4	Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) pola Faktorial 3x3 dengan perlakuan lama perebusan (30 menit, 45 menit dan 60 menit) dan kadar air rebusan (12,5%, 25% dan 50%) dengan pengulangan 3 kali. Parameter yang diamati meliputi uji daya hambat, uji California Mastitus Test (CMT), uji titrasi keasaman, uji alkohol dan uji pH.
3.5	Populasi dan Sampel
Parameter yang diamati meliputi diameter daya hambat rebusan daun sirih terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Eschrerichia coli, hasil deteksi mastitis sebelum dan sesudah pencelupan puting, uji alkohol pada susu sebelum dan setelah pencelupan puting, uji pH pada susu sebelum dan setelah pencelupan puting.

3.6	Pengumpulan Data
Pelaksanaan uji daya hambat bakteri
Pelaksanaan uji daya hambat bakteri dilakukan secara antiseptik dengan metode sumuran menurut Cavalieri (2005). Bakteri yang digunakan adalah Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang berumur kurang dari 18 sampai 24 jam. Bakteri diinokulasikan ke cawan petri yang telah diberi media BHIA. Setelah itu dibuat lubang dengan diameter ±6 mm. Ke dalam lubang tersebut diberi larutan kontrol (aquadest), rebusan air daun sirih konsentrasi 50% (yang direbus selama 30 menit, 45 menit dan 60 menit), rebusan air daun sirih konsentrasi 25% (yang direbus selama 30 menit, 45 menit dan 60 menit) dan rebusan air daun sirih konsentrasi 12,5% (yang direbus selama 30 menit, 45 menit dan 60 menit) sebanyak 50 µL. Cawan petri diinkubasi pada suhu 35°C selama 20 sampai 24 jam. Daerah bening di sekitar lubang menunjukkan uji positif, kemudian diameter daerah bening di setiap lubang diukur menggunakan jangka sorong.

3.7	Analisis Data
Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) pola Faktorial 3x3 dengan perlakuan lama perebusan (30 menit, 45 menit dan 60 menit) dan kadar air rebusan (12,5%, 25% dan 50%) dengan pengulangan 3 kali.

Hasil dan Pembahasan
Pengujian antibakteri dapat dilakukan dalam beberapa metode, salah satunya dengan metode difusi. Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan, metode difusi dapat dilakukan 3 cara yaitu metode silinder, lubang dan cakram kertas (Kusmayati dan Agustini, 2007). Pada penelitian ini, metode pengujian antibakteri menggunakan metode sumuran yaitu dengan cara membuat lubang pada agar padat yang sudah dibiakan bakteri yang kemudian akan diisikan larutan antbakteri. Hal ini sesuai dengan pendapat Kusmayati dan Agustini (2007) yang menyatakan bahwa metode sumuran yaitu membuat lubang pada agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian lubang diisi dengan larutan yang akan diuji. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang. 
 Uji antibakteri air rebusan daun sirih pada bakteri Staphylococcus aureus
Hasil uji antibakteri air rebusan daun sirih pada bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Tabel 1.
Dari tabel di atas terlihat bahwa rebusan air daun sirih konsentrasi 50% yang direbus selama 45 menit memiliki diameter daya hambat bakteri paling besar dibandingkan dengan yang lain. Ketika daun sirih direbus selama 60 menit, diameter daya hambat bakteri menurun. Waktu perebusan semakin lama menurunkan keefektifan senyawa yang terkandung di dalam suatu bahan alam. Hal ini sesuai dengan penelitian Farhana et al. (2015) yang menyatakan bahwa pemanasan yang terlalu lama dan suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan kandungan barzilin terdegradasi sehingga mengakibatkan aktivitas antioksidannya menurun. Hal ini didukung oleh Fellows (2000) yang menyatakan bahwa tinggi suhu dan lama perebusan dapat berpengaruh pada kandungan suatu senyawa.
Air rebusan daun sirih mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus yang merupakan bakteri Gram positif. Hal ini selaras dengan penelitian Lutviandhitarani et al. (2015) yang menyatakan bahwa bakteri Gram positif lebih sensitif terhadap zat antimikroba seperti tanin yang terdapat pada rebusan daun sirih. Sensitifitas bakteri Gram positif karena perbedaan struktur sel yang dimiliki bakteri Gram positif dan Gram negatif.
Uji antibakteri air rebusan daun sirih pada bakteri Escherichia coli
Hasil uji antibakteri air rebusan daun sirih pada bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada Tabel 2.
Dari tabel di atas diketahui bahwa air rebusan daun sirih belum mampu menghambat bakteri Escherichia coli. Hal ini mengindikasikan bahwa air rebusan lebih mampu menghambat bakteri Staphylococcus aureus di mana bakteri tersebut merupakan bakteri Gram positif daripada bakteri Escherichia coli yang merupakan bakteri Gram negatif. Respon yang berbeda dari dua golongan bakteri terhadap senyawa ini disebabkan karena adanya perbedaan kepekaan pada bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Bakteri Gram positif cenderung lebih sensitif terhadap komponen antibakteri. Hal ini disebabkan oleh struktur dinding sel bakteri Gram positif lebih sederhana sehingga memudahkan senyawa antibakteri untuk masuk ke dalam sel dan menemukan sasaran untuk bekerja, sedangkan struktur dinding sel bakteri Gram negatif lebih kompleks dan berlapis tiga, yaitu lapisan luar berupa lipoprotein, lapisan tengah yang berupa peptidoglikan dan lapisan dalam lipopolisakarida. (Pelczar  & Chan , 1986).
Dinding sel bakteri Gram negatif memiliki susunan kimiawi yang lebih kompleks/rumit bila dibandingkan dengan dinding sel bakteri Gram positif. Pada dinding sel bakteri Gram negatif selain terdapat lapisan peptidoglikan juga masih ada 3 lapisan polimer yaitu lipoprotein, selaput luar, dan lipopolisakarida, sehingga mempersulit senyawa aktif obat menembus dinding sel bakteri Gram negatif, yang berakibat dosis senyawa aktif obat sebagai anti bakteri menjadi lebih besar dibanding pada bakteri gram positif (Astuti, 2015).

Kesimpulan
Menurut hasil penelitian, rebusan air daun sirih belum mampu menghambat bakteri Escherichia coli. Rebusan air daun sirih yang direbus selama 45 menit konsentrasi 50% mampu menghambat bakteri Staphylococcus aureus paling baik diantara perlakuan yang lain.
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Tabel 1. Diameter daya hambat air rebusan daun sirih pada bakteri Staphylococcus aureus
	Waktu Perebusan (menit)
	Diameter Daya Hambat (cm)

	
	12,5%
	25%
	50%

	30
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	45
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2,87
	2,80
	2,76

	60
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1,57
	1,23
	1,64



Tabel 2. Diameter daya hambat air rebusan daun sirih pada bakteri Escherichia coli
	Waktu Perebusan (menit)
	Diameter Daya Hambat (cm)

	
	12,5%
	25%
	50%

	30
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	45
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	60
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0



