BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel Minyak atsiri Lada Putih (Piper nigrum Linn)

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah Lada Putih (Piper
nigrum Linn) yang telah mencapai usia panen. Lada putih dijemur dan
dikeringkan. Pengeringan dilakukan untuk menghilangkan kandungan air yang

masih terdapat dalam lada putih. Lada putih yang diperoleh adalah lada yang

sudah siap untuk digunakan.
r

Gambar 7. Lada putih yang sudah dikeringkan

Lada putih yang telah kering dihaluskan dengan blender dan diperoleh
465 gram simplisia lada putih dari 500 gram lada putih yang telah dikeringkan.
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Gambar 8. Simplisia Lada putih yang telah dihaluskan
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4.2 Ekstraksi Minyak atsiri Lada putih (Piper nigrum Linn)
Dalam penelitian ini, ekstrak minyak atsiri lada putih didapatkan dengan

merode destilasi.

Gambar 9. Ekstraksi Minyak Atsiri Lada putih dengan Metode Destilasi Air

Karena hasil minyak atsiri yang didapat belum murni, maka dilakukan
pemisahan minyak atsiri dengan menggunakan corong pisah. Hal ini merupakan
cara sederhana untuk memisahkan minyak atsiri lada putih yang didapat, karena
perbedaan berat jenis antara minyak atsiri dan air, terlihat adanya pemisahan yang
terjadi sehingga bisa dipisahkan dengan menggunakan corong pisah.

Volume minyak atsiri yang didapat adalah sebesar 6,3 ml dari 440 gram
simplisia lada putih yang digunakan. Dari hasil tersebut diperoleh kadar minyak
atsiri lada putih sebesar 1,43 % (v/b) dan bobot jenis minyak atsiri adalah sebesar
0,937. Dari penelitian sebelumnya yaitu berdasarkan hasil penelitian Muniarty
(2010) yang meneliti kandungan di dalam minyak atsiri lada putih dan lada hitam,
ternyata juga mendapatkan rendemen minyak atsiri dari lada putih sebesar 1,75 %
dan bobot jenis minyak atsiri sebesar 0,8671. Cara mendapatkan minyak atsiri
lada putih yang digunakan oleh Muniarty juga menggunakan metode destilasi.

Menurut Rusli (2010) kandungan minyak atsiri lada putih memiliki
rendemen sebesar 5,5 — 5,9 %. Sedangkan hasil yang didapat hanya memiliki
rendemen sebesar 1,43 %. Hasil rendemen yang sangat kecil ini kemungkinan
disebabkan selama proses destilasi banyak minyak atsiri yang menguap. Hal ini
dikarenakan minyak atsiri yang mempunyai sifat mudah menguap pada suhu

kamar tidak disimpan dengan baik. Seharusnya minyak atsiri yang sudah didapat,
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disimpan dalam wadah yang tertutup dan ditempatkan pada ruang atau tempat

yang gelap untuk mencegah penguapan dan oksidasi terjadi.

4.3 Uji Fitokimia

Untuk melihat masih ada tidaknya kandungan senyawa metabolit sekunder
pada ekstrak minyak atsiri Lada putih ini dilakukan uji fitokimia. Uji fitokimia
yang dilakukan adalah uji alkaloid, uji terpenoid, uji steroid, uji flavonoid, uji

saponin dan uji fenolik. Hasil dari pengujian ini adalah sebagai berikut :

Table 4. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Minyak Atsiri Lada putih (Piper nigrum Linn)

Hasil dan pengamatan

Uj

Alkaloida  Flavonoid Saponin Terpenoid Steroid Fenolik
Minyak Terbentuk Adawarna Tidakada Adawarna Tidakada Adawarna
Atsiri endapan hijau busayang merahbata warna biru hijau
coklat kekuningan timbul / hijau kehitaman
Kesimpulan + + - + - +

Dari hasil yang di atas, dapat diketahui bahwa minyak atsiri lada putih
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yaitu alkaloid, flavonoid,
terpenoid, dan fenolik. Sedangkan saponin dan steroid tidak menunjukkan hasil

yang positif dari uji fitokimia yang dilakukan.

4.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian ini bertujuan untuk melihat efektivitas ekstrak minyak atsiri
Lada putih sebagai antibakteri Bacillus cereus. Uji aktivitas antibakteri ini
dilakukan dengan metode cakram. Cakram yang digunakan dibuat dari kertas
saring watmann No.1. Masing-masing cakram yang telah steril akan diletakkan
pada media padat yang telah diinokulasi oleh B.cereus yang kemudian ditetesi
ekstrak minyak atsiri lada putih. Setiap cawan diberi perlakuan dengan
konsentrasi yang berbeda. Dengan menggunakan metode cakram, nantinya akan
terlihat zona bening yang merupakan zona hambat dari ekstrak yang digunakan.
Hubungan konsentrasi ekstrak dengan diameter zona bening dapat dilihat dari

grafik di bawah ini.
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Grafik Hubungan konsentrasi vs diameter
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Gambar 10 Grafik Hubungan Konsentrasi Ekstrak Lada Putih dengan Diameter Zona Bening

Konsentrasi 20 %

Konsentrasi 25 % Konsentrasi 30 % Konsentrasi 35 %

Gambar 11 . Perbandingan diameter zona bening setiap konsentrasi
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Pada grafik tersebut, perlakuan kontrol ditunjukkan oleh konsentrasi 0%
yang tidak menunjukkan adanya diameter zona bening. Kontrol yang digunakan
menggunakan dua kontrol. Yaitu kontrol negatif dan kontrol positif. Dimana
kontrol negatif merupakan media yang tidak diberi bakteri dan kontrol positif
adalah media yang diberi bakteri tetapi tidak ditambahkan ekstrak minyak atsiri.
Kontrol negatif untuk menunjukkan bahwa media yang digunakan adalah media
steril sehingga tidak ada bakteri lain yang tumbuh selain bakteri yang diinginkan.
Sedangkan kontrol positif untuk membandingkan atau melihat zona bening yang
tampak pada biakan yang diberi perlakuaan dengan penambahan ekstrak minyak
atsiri dan biakan yang tidak diberi perlakuan penambahan ekstrak minyak atsiri.

Pada perlakuan 1, yaitu penambahan ekstrak minyak atsiri Lada putih
15% terlihat zona bening dengan diameter 6,44 + 0,36. Pada perlakuan 2, yaitu
menambahan ekstrak minyak atsiri lada putih 20% dihasilkan diameter zona
bening sebesar 7,12 + 0,72. Pada penambahan konsentrasi 25%, 30%, dan 35%
menghasilkan zona bening berturut-turut sebesar 7,48 mm + 0,78 , 8,8 mm £ 0,75,
dan 10 mm £ 0,75.

Arora dan Bhardwaj (Prawira, 2013) yang menghitung total diameter zona
hambat tanpa mengurangi diameter kertas cakram menyatakan bahwa aktivitas
antimikroba dikategorikan tingkat sensitifitas tinggi apabila diameter zona hambat
mencapai > 12 mm. Kategori tingkat sensitifitas sedang diberikan apabila ekstrak
mampu memberikan diameter zona hambat sekitar 9-12 mm. Kategori tingkat
sensitifitas rendah, apabila diameter berkisar antara 6-9 mm dan resisten apabila
<6 mm (tidak memiliki zona hambat).

Berdasarkan data yang diperoleh, diketahui bahwa ekstrak Minyak atsiri
Lada putih (Piper nigrum Linn) dapat digunakan sebagai antibakteri B.cereus
mulai dari konsentrasi 35% dengan diameter zona hambat sebesar 10 mm dan
dikategorikan tingkat sensitifitas sedang. Karena pada hasil penelitian yang
didapat, semakin besar penambahan konsentrasi minyak atsiri, zona bening yang
ditampakkan pun semakin besar. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
sebelumnya yang menyatakan bahwa semakin tinggi tingkat konsentrasi yang

digunakan maka akan semakin besar pula zona bening yan terlihat. Jika semakin
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besar diameter zona bening, maka semakin besar pula daerah yang bebas dari
pertumbuhan bakteri B.cereus. Hal ini berarti semakin efektif pula ekstrak Lada
putih  tersebut dalam menghambat pertumbuhan bakteri B.cereus. Selain itu
minyak atsiri lada putih juga dapat menjadi bakteriosida atau penghambat
pertumbuhan bakteri B.cereus sehingga dapat dijadikan bahan pengawet makanan
untuk menghambat kerusakan makanan atau keracunan makanan yang disebabkan
oleh bakteri B.cereus.

Terjadinya penghambatan terhadap pertumbuhan koloni bakteri
disebabkan karena kerusakan yang terjadi pada komponen struktural membran sel
bakteri. Senyawa golongan terpenoid dapat berikatan dengan protein dan lipid
yang terdapat pada membran sel dan bahkan dapat menimbulkan lisis pada sel
(Nursal, 2006). Rusaknya membran sel bakteri, akan mengganggu proses
transport nutrisi, sehingga sel akan mengalami kekurangan nutrisi yang
dibutuhkan dalam proses pertumbuhan.

Terpenoid bersifat lipofilik sehingga turut merusak membran sel bakteri.
Flavonoid memiliki kemampuan untuk membentuk kompleks dengan protein
ekstraseluler dan dinding sel bakteri, dengan terbentuknya kompleks tersebut
maka terjadi hambatan pada regulasi protein ekstraseluler dan dinding sel bakteri.
Alkaloid berfungsi menghambat sintesis DNA bakteri, melalui penghambatan
terhadap enzim topoisomerase. Enzim topoisomerase terklasifikasi menjadi 2 tipe
berdasarkan cleavage pattern yang dimiliki, antara lain: topoisomerase tipe 1 dan
topoisomerase tipe 2 (Muliana, 2010).

Topoisomerase tipe 1 berfungsi dalam perlekatan berbagai domain dalam
rantai DNA, sedangkan topoisomerase 2 berfungsi dalam replikasi kromosom
bakteri. Dengan demikian maka terjadi penghambatan perlekatan domain dan
replikasi kromosom dalam rantai DNA bakteri. Selain itu, piperin yang
merupakan salah satu unsur golongan alkaloid, zat aktif ini juga berpotensi
sebagai zat lemak. Dengan potensinya sebagai zat lemak, piperin menyebabkan
bakteri melepaskan enzim autolisis pada dinding sel bakteri tersebut. Saat bakteri
dalam keadaan normal (tidak diserang oleh zat lemak), terjadi aktivasi inhibitor

pada enzim autolisis tersebut sehingga bersifat melindungi bakteri. Namun saat
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diserang zat lemak, terjadi inaktivasi inhibitor pada enzim autolisis, sehingga pada
keadaan isotonik bakteri akan lisis sedangkan pada keadaan hipertonik, bakteri
akan berubah menjadi protoplas atau sferoplas yang hanya memiliki membran sel
yang rapuh. Maka baik dalam kondisi isotonik maupun hipertonik, bakteri tidak
dapat bertahan hidup (Muliana, 2010).

Setelah melalui serangkaian penelitian uji antibakteri, dilakukan analisisi
hasil menggunakan statistika. Untuk mengetahui apakah hasil penelitian memiliki
perbedaan yang signifikan sehingga dapat dikatakan bahwa sampel dapat
mewakili populasinya dilakukan uji One Way ANOVA (Analysis of Variance).
Berdasarkan hasil perhitungan uji ANOVA, diperoleh F hitung sebesar 91,99.
Sementara F table (gs)5,12) adalah 3,33. Dikarenakan F hitung > F table, maka H,
ditolak, artinya terdapat perbedaan yang signifikan dari pengaruh konsentrasi
terhadap diameter zona bening. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak minyak atsiri
lada putih, maka semakin besar zona hambat dari pertumbuhan bakteri Bacillus
cereus.

Penelitian lain yang turut menunjukkan adanya potensi antibakteri dari
lada adalah penelitian yang berjudul ‘“Pemanfaatan Ekstrak Etanol Buah Lada
Hitam (Piper nigrum) sebagai Antibakteri Terhadap Methicillin Resistant
Staphylococcus aereus (MRSA) No.lsolat M.2036. T Secara In-vitro”. Dimana
ekstrak buah lada hitam merupakan hasil ekstraksi etanol 96% dengan ekstraksi
multi tahap secara refluks. Hasil penelitian ini menunjukkan adanya potensi
antibakteri terhadap bakteri MRSA. Dengan menggunakan metode dilusi,
menunjukkan Konsentrasi Hambat Minimun (KHM) diperoleh pada konsentrasi
ekstrak lada hitam 55% (v/v) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) pada

konsentrasi 60% (v/v).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat ditarik kesimpulan
sebagai berikut:

1. Adanya pengaruh penambahan ekstrak minyak atsiri lada putih (Piper
nigrum Linn) terhadap tingkat pertumbuhan bakteri Bacillus. Semakin
tinggi konsentrasi ekstrak minyak atsiri lada putih (Piper nigrum Linn)
yang digunakan, maka semakin efektif terhadap tingkat pertumbuhan
bakteri Bacillus cereus

2. Konsentrasi ekstrak yang digunakan pada penelitian ini dimulai dari 15%,
20%, 25%, 30%, dan 35% dengan diameter zona hambatnya masing-
masing berturut turut adalah 6,44 mm, 7,12 mm, 7,48 mm, 8,82 mm, dan
10 mm. Dari hasil yang didapat konsentrasi yang paling berpengaruh
terhadap tingkat pertumbuhan bakteri Bacillus cereus pada penelitian ini
adalah konsentrasi sebesar 35% dengan diameter zona hambat nya adalah
10 mm. Hal ini ditunjukkan dengan pengujian menggunakan uji One Way
ANOVA (Analysis of Variance). Berdasarkan hasil perhitungan uji
ANOVA, diperoleh F hitung sebesar 91,99. Sementara F table (gs)s,12)
adalah 3,33. Dikarenakan F hitung > F table, maka ekstrak minyak atsiri

dapat digunakan sebagai antibakteri Bacillus cereus.

5.2 Saran

Dari kesimpulan diatas maka saran untuk mengadakan perbaikan di masa
mendatang adalah pastikan semua alat dan bahan yang digunakan dalam keadaan
steril untuk mencegah adanya bakteri lain yang tumbuh dalam media biakan yang
telah dibuat. Metode yang digunakan dalam pengambilan minyak atsiri harus
benar-benar tepat. Sesuaikan dengan karakteristik dari sampel yang akan

digunakan.
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