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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI ASAP CAIR DARI CANGKANG BIJI
KARET (Hevea brasiliensis) TERHADAP Bacillus sp. DAN Escherichia coli
SERTA ANALISIS KOMPONEN KIMIANYA

Nailul Luthfiyah

Cangkang biji karet mengandung selulosa dan lignin, oleh karena itu cangkang
biji karet berpotensi untuk dijadikan sebagai bahan baku asap cair. Asap cair
mengandung asam laktat dan fenol, kedua senyawa ini bersifat antibakteri.
Tujuan penelitin ini yaitu menguji aktivitas antibakteri asap cair cangkang biji
karet terhadap Bacillus sp. dan E. coli, menentukan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM), serta identifikasi
senyawa kimia penyusunnya. Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan
metode dilusi sumur dengan konsentrasi 100%, 10% dan 2%. Penentuan nilai
KHM dan KBM menggunakan dilusi cair dengan konsentrasi 2%, 1%, 0,5%,
0,25% dan 0,125%. Identifikasi senyawa kimia menggunakan GC-MS. Data yang
didapat dianalisis secara deskriptif. Hasil dari penelitian ini yaitu asap cair
cangkang biji karet bersifat antibakteri terhadap Bacillus sp. dan E.coli, E. coli.
lebih peka dibandingkan Bacillus sp. KHM asap cair terhadap Bacillus sp. dan
E.coli adalah 1%. Konsentrasi 2% belum membunuh bakteri uji. Asap cair
cangkang biji karet terdiri dari 20 macam senyawa kimia, senyawa yang
mendominasi yaitu asam asetat, phenol, 2-methoxy, phenol,2-methoxy-4-methyl,
dan 2-furancarboxaldehyde dengan persentase masing-masing secara berturut-
turut yaitu 45,382%, 14,382%, 11,242%, dan 7,972%.

Kata kunci: Antibakteri, KBM, KHM, asap cair, cangkang biji karet
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Biji karet dilindungi oleh cangkang keras yang terdiri dari kandungan
selulosa dan lignin. Cangkang biji karet tersebut memiliki daya awet yang
tinggi sehingga tidak cepat membusuk meskipun berada di tempat terbuka.
Hal ini menunjukkan bahwa cangkang biji karet memiliki senyawa

antibakteri yang mampu menekan pertumbuhan jamur dan bakteri.

Kandungan selulosa dan lignin pada cangkang biji karet menyebabkan
apabila cangkang dibakar maka proses pembakarannya akan berlangsung
lambat sehingga menghasilkan banyak asap. Asap yang dihasilkan dari
cangkang biji karet memiliki kandungan senyawa aromatik dan mengandung
senyawa asam yang lebih banyak dibandingkan dengan kayu lunak
(Prasetyowati dkk., 2014). Oleh sebab itu cangkang biji karet berpotensi

untuk dijadikan sebagai bahan dasar pembuatan asap cair.

Asap cair merupakan campuran larutan dari dispersi asap kayu dalam air yang
dibuat dengan mengkondensasikan asap hasil pirolisis kayu (Karseno dkk.,
2002). Asap cair biasa digunakan dalam industri makanan sebagai bahan
pengawet dan pemberi rasa, sedangkan dalam bidang farmasi sebagai

antiseptik dan pencampur bahan kosmetik. Asap cair kebanyakan dibuat



dengan menggunakan bahan cangkang buah-buahan serta jenis kayu-kayuan
(Panagan dan Nirwan, 2009; Novita 2013; Rinaldi dan Aman, 2015; Ariyani,

2015).

Menurut penelitian Sholichah (2013), komponen utama asap cair adalah asam
organik seperti asam asetat dan asam propionat dan senyawa fenol dan
turunannya. Senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat pertumbuhan
bakteri. Hasil Penelitian Panagan dan Nirwan (2009) asap cair hasil pirolisis
kayu pelawan dapat menghambat pertumbuhan E. coli dan bersifat

antibakterisidal kuat.

Informai mengenai aktivitas antibakteri dan kandungan kimia asap cair dari
cangkang biji karet belum diketahui. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian mengenai aktivitas antibakteri asap cair cangkang biji karet
terhadap Bacillus sp. dan E. coli serta analisis senyawa kimianya

menggunakan GC-MS.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Mengetahui aktivitas antibakteri asap cair cangkang biji karet terhadap
Bacillus sp. dan E. coli.

2. Menentukan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) asap cangkang biji karet hasil

destilasi terhadap Bacillus sp. dan E. coli.



3. Mengetahui komponen kimia penyusus asap cangkang biji karet hasil

pemurnian.

C. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu

1. Memberikan informasi mengenai aktivitas antimikroba asap cair
cangkang biji karet terhadap Bacillus sp. dan E. coli.

2.  Memberikan informasi mengenai KHM dan KBM asap cair cangkang
biji karet terhadap Bacillus sp. dan E. coli.

3. Memberikan informasi mengenai senyawa penyusun asap cair cangkang

biji karet.

D. Kerangka Pemikiran

Cangkang biji karet mengandung selulosa dan lignin, apabila dipirolisis maka
kedua komponen tersebut akan terdegradasi menjadi senyawa-senyawa baru
yang tergabung dalam asap cair. Komponen Utama asap cair umumnya
terdiri dari asam organik seperti asam asetat dan asam propionat, senyawa
fenol dan turunannya serta senyawa keton (Sholichah, 2013), senyawa-
senyawa tersebut bersifat antibakteri. Asam asetat mampu menembus
dinding sel dan mampu menetralisir gradien pH transmembran. Senyawa
fenol mengganggu permeabilitas membran sel, inaktivasi enzim-enzim

esensial, dan perusakan atau inaktivasi fungsional material genetik.

Respon bakteri terhadap senyawa antibkateri berbeda-beda hal ini

dikarenakan komponen penyusun bakteri juga berbeda-beda. Bakteri Gram



positif umumnya mempunyai membran plasma tunggal yang dikelilingi
dinding sel tebal berupa peptidoglikan. Sekitar 90 % dari dinding sel tersebut
tersusun atas peptidoglikan sedangkan sisanya berupa molekul lain bernama
asam teikoat. Bakteri Gram negatif memiliki sistem membran ganda,
membran plasmanya diselimuti oleh membran luar permeabel. Bakteri ini
mempunyai dinding sel berupa peptidoglikan yang terletak di antara membran

dalam dan membran luar (Jawetz, 2001).

Bakteri Gram positif umumnya lebih tahan terhadap tekanan fisik
dibandingkan Gram negatif karena Gram positif memiliki lapisan peptoglikan
yang lebih tebal dan kuat (Jawetz, 2001). Bakteri Gram negatif umumnya
lebih tahan terhadap antibakteri dan desinfektan dibandingkan bakteri Gram
positif yang tidak bersporadikarenakan bakteri Gram negatif memiliki lapisan
lipopolisakarida pada membran selnya sehingga bisa menghalangi masuknya
antibakteri dan kedalam sel (McDonnell dan Russell, 2001). Penelitian ini
digunakan 2 jenis bakteri yaitu Bacilus sp. dan E. coli. Bacillus sp. mewakili

bakteri Gram positif sedangkan E. coli mewakili Gram negatif.

Penentuan aktivitas antibakteri asap cair biji karet menggunakan metode
difusi agar sumuran. Antibakteri diinjeksikan pada sumuran media yang telah
ditanami bakteri. Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati
untuk melihat ada tidaknya zona zernih disekitar sumuran. Zona jernih
mengindikasikan adanya penghambatan bakteri oleh asap cair. Faktor-faktor
yang mempengaruhi ukuran zona hambatan diantaranya yaitu kepadatan

Inokulum, waktu pemberian antibakteri, suhulnkubasi, waktu inkubasi,



ukuran petri, potensi/persentase antibakteri dan sensifitas bakteri (Saraswati,

2011).

Zona hambat hanya menunjukan zona penghambatan tapi belum
menunjukkan daya bunuh suatu antibakteri, oleh karena itu perlu dilakukan
uji lanjut dengan penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) menggunakan metode dilusi cair.

Komponen kimia asap cair dipengaruhi oleh bahan baku yang digunakan.
Analisis komponen kimia asap cair cangkang biji karet menggunakan alat
Gas Chromatography - Mass Spectroscopy (GC-MS). Metode analisa
menggunakan GC - MS dapat mengukur jenis dan kandungan senyawa
dalam suatu sampel baik secara kualitatif dan kuantitatif. Instrumen ini
merupakan perpaduan dari dua buah instrumen, yaitu Kromatografi Gas yang
berfungsi untuk memisahkan senyawa menjadi senyawa tunggal dan
Spektroskopi Massa yang berfungsi mendeteksi jenis senyawa berdasarkan

pola fragmentasinya.



E. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini yaitu:

1. Asap cair cangkang biji karet memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Bacillus sp. dan E. coli .

2. Asap cair cangkang biji karet memiliki Konsentrasi Hambat Minimum
(KBM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) terhadap Bacillus sp.
dan E. coli.

3. Asap cair cangkang biji karet mengandung senyawa kimia yang bersifat

anti bakteri.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tumbuhan Karet

Tanaman Karet (Hevea brasiliensis Willd ex A. de Juss.. Mull. Arg.),
termasuk dalam genus Hevea dari famili Euphorbiaceae, yang merupakan
pohon kayu tropis yang berasal dari hutan Amazon, Brazil. Di dunia,
setidaknya 2.500 spesies tanaman diakui dapat memproduksi lateks, tetapi
H. brasiliensis saat ini merupakan satu-satunya sumber komersial produksi
karet alam dikarenakan memiliki kualitas fisik dan kuantitas lateks yang
bagus (Cornish, 2001). Pohon karet merupakan tanaman industri yang
penting untuk produksi karet alam. Karet alam memiliki ketahanan sobek
dibandingkan dengan karet sintetis (De Fay & Jacob, 2010). H. brasiliensis

dibudidayakan secara intensif di Indonesia.

Klasifikasi tanaman karet adalah sebagai berikut:

Divisi . Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa . Euphorbiales
Suku . Euphorbiaceae
Marga . Hevea

Jenis : Hevea brasiliensis (NRCS-USDA, 2017).



Cangkang biji karet merupakan bagian pembungkus biji karet luar setelah
cangkang buah. Cangkang biji karet ini sangat keras seperti tempurung
kelapa. Cangkang biji karet yang keras banyak mengandung zat pembentuk
kayu-kayuan berupa serat alami. Menurut Hermanto dan Salman (2014),
persentase komposisi pada berbagai serat alami berbeda-beda. Umumnya
serat mengandung 60-80% selulosa, 5-20% lignin dan sisanya adalah kadar

air hingga 20%.

Gambar 1. Morfologi Buah Karet

Keterangan: (a) buah muda, (b) buah matang, (c) biji dalam
Tempurung/pericarp terbuka dan (d) kernel dan cangkang biji
karet (Shak dkk., 2015)

Pirolisis dan Destilasi

Pirolisis adalah proses pemanasan suatu zat dengan oksigen terbatas
sehingga terjadi penguraian komponen-komponen penyusun kayu keras.

Pada proses pirolisis energi panas mendorong terjadinya oksidasi sehingga



molekul karbon yang kompleks terurai sebagian besar menjadi karbon
atau arang. Istilah lain dari pirolisis adalah destructive distillation atau
destilasi kering, yaitu suatu proses yang tidak teratur dari bahan-bahan
organik disebabkan oleh pemanasan yang tidak berhubungan dengan

udara luar (Yaman, 2004).

Proses pirolisis terjadi beberapa macam reaksi yaitu dekomposisi, oksidasi,
polimerisasi, dan kondensasi. Penghilangan air dari kayu terjadi pada suhu
120-150 °C, pirolisis hemiselulosa pada suhu 200-250 °C, pirolisis selulosa
pada suhu 280-320 °C dan pirolisis lignin pada suhu 400 °C. Pirolisis pada
suhu 400 °C menghasilkan senyawa yang mempunyai kualitas organoleptik
yang tinggi. Penggunaan pada suhu yang lebih tinggi lagi menyebabkan
terbentuknya senyawa tar dan Polisiklis Aromatis Hidrokarbon (PAH)

(Girrard, 1992).

Degradasi selulosa dan hemiselulosa adalah sumber utama senyawa karbonil
dan asam karboksilat, sedangkan fenol diperoleh dari pirolisa lignin. Selain
kelas fungsional ini, ada produk lain seperti alkohol, lakton, dan hidrokarbon
(Ramakrishnan dan patrick, 2002). Dekomposisi masing-masing komponen
berbeda karena perbedaan struktur kimia masing-masing komponen dalam

bahan organik (Ardilla dkk., 2015).

Destilasi merupakan proses pemisahan berdasarkan perbedaan titik didih dari
komponen-komponen yang akan dipisahkan (Guillen dkk., 2000). Destilasi
asap cair dilakukan untuk menghilangkan senyawa-senyawa yang tidak

diinginkan dan berbahaya seperti PAH dan tar, dengan cara pengaturan suhu
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didih sehingga diharapkan didapat asap cair yang jernih serta bebas tar dan

benzopiren (Anggraini and Susy, 2013).

. Asap Cair

Asap cair adalah cairan yang berasal dari pengembunan asap dari proses
pembakaran (Anggraini and Susy, 2013). Asap diproduksi dengan cara
pembakaran yang tidak sempurna yang melibatkan reaksi dekomposisi
konstituen polimer menjadi senyawa organik dengan berat molekul rendah
karena pengaruh panas yang meliputi reaksi oksidasi, polimerisasi, dan
kondensasi. Komposisi dan sifat organoleptik asap cair sangat bergantung
pada sifat kayu, suhu pirolisis, jumlah oksigen, kelembaban kayu, ukuran

partikel kayu dan alat pembuatn asap cair (Girrard, 1992).

Ariyani dkk. (2015) menganalisis kandungan senyawa kimia asap cair dari

sekam padi, senyawa yang berhasil dianalisis terdiri dari 7 macam yaitu

sebagai berikut:

1. Asam organik dan turunannya : Asam Asetat, Asam PropanoatAsam 2-
metil-propanoat

2. Fenol: p-Guaiakol

3. Keton: Aseton, 1-hidroksi-2-propanon, 1-hidroksi-2-butanon, 2-butanon,
3,3-dimetil-2-butanon

4. Alkohol: 2-propen-1-ol, Tetrahidro-2-furanmetanol, Etilen glikol

5. Ester: Alil butanoat

6. Eter: Trans-2,3-dimetil-Oksiran dan 2,3-dihidro-1,4-Dioksin

7. Aldehid: 3-furaldehid dan Citronella
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Senyawa yang sangat berperan sebagai antimikrobial dalam asap cair adalah
senyawa fenol dan asam asetat, sifat antimikroba akan meningkat jika ada
asam organik bersama dengan senyawa fenol (Anggraini and Susy, 2013).
Selain dua senyawa tersebut, senyawa aldehid, aseton dan keton juga

memiliki daya bakteriostatik dan bakterisidal pada produk asap.

. Antibakteri

Antibakteri adalah zat yang dapat membunuh atau menekan pertumbuhan
bakteri. Mekanisme kerja antibakteri dapat dibagi menjadi lima cara (Liwa
dan Hyasinta, 2015), yaitu:

a. Penghambat sintesis dinding sel. Antibakteri dapat menghambat sintesis
dinding sel dengan cara mengganggu pembentukan peptidoglikan pada
dinding sel bakteri dengan begitu akan terjadi kerusakan sel akibat tidak
adanya lapisan pelindung. Kerja antibakteri ini dapat dilihat pada penisilin
dan sefalosporin.

b. Perusak membran sel. Antibakteri merusak membran sel dengan cara
mengganggu permeabilitasnya. Jika permeabilitas membran rusak maka
transport nutrien dari/menuju sel terganggu dengan begitu pertumbuhan sel
akan terhambat. Contoh dari antibakteri ini dapat dilihat pada polimiksin
dan tirosidin.

c. Penghambat sintesis protein. Antibakteri ini bekerja untuk mencegah
pembentukan polipeptida dengan cara menghambat pembentukan molekul

sederhananya berupa peptida, contohnya aminoglikosida dan tetrasiklin.
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. Penghambat sintesis asam nukleat. Dengan cara merusak enzim-enzim
penyintesis asam nukleat dengan menjadi Inhibitor DNA topoisomerase
dan Inhibitor sintesis RNA mikroba.

. Antimetabolit. Menghambat reaksi metabolisme sel bakteri dengan

menghasilkan inhibity enzim competition.

Anggraini and Susy (2013), mengemukakan bahwa dua senyawa utama

dalam asap cair yang diketahui mempunyai efek bakterisidal/bakteriostatik

adalah fenol dan asam asetat. Selain itu Milly dkk. (2008) mengemukaakan

senyawa aldehid juga memiliki kemampuan antiakteri sehingga berpengaruh

terhadap masa simpan produk pengasapan.

1. Fenol

Bentuk murni Senyawa fenol (C¢HsOH) adalah kristal halus, tidak
berwarna atau merah muda pucat atau kuning pucat dan berwarna gelap
dengan penyimpanan, berbau spesifik. Fenol Sangat larut dalam alkohol,
kloroform, eter, gliserol, air dan parafin cair. Fenol lebih aktif dalam

larutan asam. (Rappoport, 2003).

Golongan fenol mampu merusak membran sel, menginaktifkan enzim dan
mendenaturasi protein sehingga dinding sel mengalami kerusakan karena
penurunan permeabilitas. Perubahan permeabilitas membran sitoplasma
memungkinkan terganggunya transportasi ion-ion organik yang penting ke
dalam sel sehingga berakibat terhambatnya pertumbuhan bahkan hingga
kematian sel (Damayanti dan Suparjana, 2007). Dalam konsentrasi tinggi,

kandungan fenol menembus dan mengganggu dinding sel bakteri dan
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mempresipitasi protein dalam sel bakteri. Dalam konsentrasi yang lebih
rendah, fenol menginaktifkan sistem enzim penting dalam sel bakteri

(Oliver dkk., 2001).

Gambar 2. Rumus Struktur Fenol

2. Asam Asetat

Asam asetat (C,H;0,) merupakan cairan jernih tidak berwarna, dengan
bau menyengat dan rasa asam yang tajam. Dalam larutan, asam asetat
terionisasi lemah. Asam asetat merupakan pelarut yang baik untuk
senyawa organik, dapat bercampur dengan air, alkohol, glyserol dan
lemak. Tidak bereaksi dengan karbonat dan fosfat, titik didih 39°C, titik
cair -8,5°C. Asam asetat bersifat mampu menembus dinding sel dan
secara efisien mampu menetralisir gradien pH transmembran (Harmsen

dkk., 2010).

Gambar 3. Rumus Struktur Asam Asetat
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E. Antibakteri Pembanding (Asam Benzoat)

Asam benzoat/asam benzene karboksilat/asam phenil karboksilat (C;HgO-
atau CgHsCOOH) merupakan suatu senyawa kimia yang umum digunakan
sebagai bahan pengawet yang dianggap aman oleh FDA. Secara kimia asam
benzoat dapat dihasilkan melalui oksidasi fase cair dari toluena. Asam
benzoat memiliki bentuk serbuk kristal padat, tidak berwarna, tidak berbau,
sedikit terlarut di dalam air, tetapi larut dalam etanol dan sangat mudah larut

dalam benzena dan aseton (Hendra dkk., 2014).

Gambar 4. Rumus Struktur Asam Benzoat

Dalam bahan pangan benzoat terurai menjadi bentuk yang efektif yaitu
bentuk asam benzoat yang tidak terdisosiasi, namun, memiliki efek racun
pada pemakaian berlebih terhadap konsumen (Siaka, 2009). Batas
Maksimum asam benzoat pada setiap kategori makanan berbeda-beda, antara
250 mg/kg hingga 1000 mg/kg tergantung kategori makanan yang diawetkan

(Cahyadi, 2009).

Menurut Pujihastuti (2007), mekanisme kerja antibakteri senyawa benzoat
dan garamnya berdasarkan permeabilitas dari membran sel mikroba terhadap

molekul asam yang tidak terdisosiasi. Isi sel mikroba mempunyai pH yang
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selalu netral. Bila sel mikroba menjadi asam/basa maka akan terjadi gangguan
pada organ-organ sel sehingga metabolisme terhambat dan akhirnya sebagian

sel mati.

Bakteri Uji

1. Bacilllus sp.

Genus Bacillus merupakan kelompok bakteri berbentuk batang, tergolong
bakteri Gram positif, motil, bersifat aerob (beberapa spesies bersifat
anaerob fakultatif), katalase positif, dan oksidasibervariasi. Tiap spesies
berbeda dalam penggunaan gula, sebagian melakukan fermentasi dan
sebagian tidak. Bacillus menghasilkan spora yang tahan terhadap panas,
radiasi, desinfektan, dan kondisi lingkungan kering. Sebagian besar spesies
tidak memiliki potensi patogenik dan jarang dikaitkan dengan penyakit
pada manusia atau hewan lainnya, kecuali Bacillus anthracis
menyebabkan penyakit antraks, Beberapa spesies lainnya dapat
menyebabkan keracunan makanan dan Infeksi, dan strain Bacillus
thuringiensis bersifat patogen pada Invertebrata (Maughan dan Geraldine,

2011).

Kalsifikasi Bacillus sp menurut de Vos dkk. (2009) pada buku Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, adalah sebagai berikut:

Filum - Firmicutes

Kelas : Bacilli

Bangsa : Bacillales



16

Suku : Bacillaceae
Marga : Bacillus
Jenis : Bacillus sp.

. Escherichia coli

Simatupang (2006), menjelaskan bahwa Escherichia coli merupakan
bakteri famili Enterobactericeae yang merupakan bagian dari flora
normal, dengan morfologi mikroskopis yakni, Gram negatif, bentuk batang
pendek, susunan tidak teratur, tidak berspora, sebagian besar dapat
bergerak (flagel peritrik). Morfologi makroskopis pada medium padat
yakni berbentuk bulat dengan ukuran kecil hingga sedang, permukaan

konveks dan halus serta pinggiran yang rata.

Klasifikasi E. coli menurut Brenner dkk. (2005) pada buku Bergey's

Manual of Systematic Bacteriology adalah sebagai berikut:

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Bangsa : Enterobacteriales
Suku : Enterobacteriaceae
Marga : Escherichia

Jenis : Escherichia coli.

E. coli termasuk bakteri mesofilik dengan suhu optimum sekitar 37 °C.
E. coli dapat dibedakan dengan Enterobacteriaceae lainnya berdasarkan uji
gula-gula dan uji biokimia. Secara sederhana uji-uji untuk grup penting ini

disebut dengan indole, methyl red, Voges-Proskeur, citrate atau disingkat
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IMViC (Adams dan Moss 2008). Pelczar dan Chan (2007), menambahkan
bahwa bakteri ini termasuk ke dalam bakteri anaerobik fakultatif, yang
artinya bakteri ini secara terbatas dapat hidup dalam keadaan aerobik
ataupun anaerobik serta dapat bertahan hidup hingga suhu 60 °C selama 15

menit atau pada 55 °C selama 60 menit.
G. Metode Uji Antibakteri

1. Metode Difusi.

Metode difusi difusi (Harmita dan Maksum, 2008) adalah metode yang
sering digunakan untuk melihat aktifitas antimikroba. Metode ini terdiri
dari tiga macam yaitu meode silinder, metode sumuran dan metode
cakram. Area jernih yang terbentuk mengindikasikan adanya hambatan
pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba permukaan media

agar
a. Difusi Silinder

Metode ini menggunakan silinder yang terbuat dari gelas atau besi
tahan karat yang diletakkan diatas media yang telah di inokulasikan
dengan bakteri. Tiap silinder diisi dengan larutan uji kemudian
diinkubasi. setelah itu pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat

ada atau tidaknya daerah hambat diseeliling silinder.
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b. Difusi Sumuran

Metode ini diawali dengan membuat sumuran pada agar padat yang
sudah diinokulasikan dengan bakteri. Letak sumuran di sesuaikan.
kemudian sumuran diisi dengan larutan uji setelah itu diinkubasi.
Pertumbuhan bakteri dilihat dari ada atau tidaknya zona hambat

disekeliling sumuran.

c. Difusi Cakram

Metode ini menggunakan cakram yang terbuat dari kertas saring.
Cakram yang telah mengandung zat antimikroba di letakkan pada
permukaan media agar yang sudah diinokulasikan dengan bakteri,
letak cakram disesuaikan. setelah itu di inkubasi. Pertumbuhan
bakteri dilihat dari ada atau tidaknya zona hambat disekeliling

sumuran.

2. Metode Dilusi

a. Dilusi Cair

Metode dilusi atau metode pengenceran (Harmita dan Maksum,
2008) yaitu metode mengukur Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM), caranya dengan
membuat seri pengenceraan zat antibakteri pada medium cair
kemudian ditambahkan dengan bakteri uji. Media kultur yang berisi

Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat jernih
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tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai KHM.
Selanjutnya dikultur ulang pada media padat tanpa penambahan
mikroba uji ataupun agen antimikroba lagi, dan diunkubasi selama

18-24 jam. Media padat yang tidak ditumbuhi koloni bakteri

Olml. OlmL OImL

O0OOCO
gfwéoooc

Gambar 5. Metode Dilusi Cair

ditetapkan sebagai KBM.

0,1 mL

. Dilusi Padat

Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan
media padat (solid). Keuntungan metode ini adalah satu konsentrasi
agen antimikroba yang diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa

mikroba uji.
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Faktor-faktor yang mempengaruhi ukuran zona penghambatan (Saraswati,

2011) yaitu sebagai berikut:

1. Kepadatan inokulum. Inokulum yang terlalu sedikit, maka zona hambat
akan menjadi besar meskipun kepekaan organisme tidak berubah. Maka
secara relatif bakteri yang resisten mungkin dapat dilaporkan sebagai
peka.

2. Waktu pemberian antibakteri. Jika cawan petri setelah disemai dengan
bakteri yang akan diuji dibiarkan pada suhu kamar setelah kurun waktu
yang lebih lama dari standarnya maka perkembangbiakan inokulum akan
terjadi sebelum antibakteri diberikan. Hal ini menyebabkan turunnya
diameter zona dan dapat mengakibatkan bakteri yang peka dilaporkan
sebagai resisten.

3. Suhu inkubasi. Aktivitas antiakteri biasanya diinkubasi pada suhu
35-37 °C untuk pertumbuhan yang optimal. Jika suhunya dinaikkan
maka waktu yang diperlukan untuk pertumbuhan yang efektif merjadi
lebih panjang dan akan terbentuk zona yang lebih besar.

4. Waktu inkubasi. Kebanyakan teknik biasa memakai waktu inkubasi
antara 16-18 jam.

5. Ukuran petri. Memberi jarak yang benar pada cawan sangat penting
untuk mencegah zona hambat tidak tumpang tindih.

6. Potensi antibakteri. Semakin banyak konsentrasi antibakteri yang
digunakan maka zona hambat yang terbentuk akan semakin besar.

7. Sensifitas bakteri terhadap antibakteri. Perbedaan sensifitas bakteri

disebabkan oleh perbedaan komponen penyusun bakteri.



21

H. Gas Chromatrography dan Mass Spectrometry (GC-MS)

GC-MS terdiri dari dua bagian yaitu gas chromatography (GC) dan mass
spectrometry (MS) yang masing-masing mempunyai fungsi berbeda. GC
berfungsi untuk memisahkan senyawa-senyawa dalam sampel. Pemisahan
terjadi pada bagian kolom. Prinsip pemisahan berdasarkan perbedaan tingkat
volatilitas dari senyawa dan juga berdasarkan interaksi dengan fase diam
(stationary phase). Pada kolom diberlakukan gradien suhu dan holding untuk

mengoptimalkan proses pemisahan senyawa tersebut (Hermanto, 2008).

Senyawa-senyawa yang sudah terpisah pada kolom GC, akan memasuki MS.
MS terdiri dari tiga bagian yaitu sumber ion, mass analyzer dan detektor.
Senyawa yang masuk ke MS akan mengalami ionisasi dan fragmentasi
menjadi ion-ion fragmen. lonisasi terjadi karena adanya elektron yang

berasal dari sumber ion (Hermato 2008).

Mekanismenya ionisasi dapat bermacam-macam, misalnya pengurangan atau
penambahan elektron, protonasi atau deprotonasi, penambahan atau
pengurangan nukleofil, penambahan atau pengurangan elektrofil dan
pembentukan gugus fungsional. Mekanisme-mekanisme tersebut

menyebabkan pembentukan ion (Stashenko dan Jairo, 2014).



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakulas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampug dan Laboratorium Terpadu
dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung, Bandar Lampung,

Lampung pada bulan Februari — April tahun 2017.

B. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu kondensator asap cair
sederhana (tanpa merk) untuk produksi asap cair, Gas Chromatography -
Mass Spectrofotomeer (GC-MS) untuk analisis kandungan asap cair, alat
destilasi untuk pemurnian asap cair, shaker incubator, peralatan gelas,
autoklaf, tabung reaksi, labu ukur, oven, vortex, laminar air flow, jarum
ose, cawan petri, mikropipet, bunsen, timbangan analitik, oven, gelas
beaker, kertas saring, kertas cakram, spatula, kain kasa, kapas dan alat-alat

standar lainnya yang digunakan di laboratorium.
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2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu, cangkang biji karet
1 kg sebagai bahan dasar asap cair yang sudah dikecilkan ukurannya
diperoleh dari salahsatu perkebunan di Kabupaten Way Kanan. Bakteri uji
yang digunakan yaitu bakteri Bacillus sp. dan E. coli. Bacillus sp.
Diisolasi dari tanah dan E. coli dari WC. Antibakteri pembanding yang
digunakan adalah Asam benzoat. Media yang digunakan yaitu Nutrien
Agar (NA) dan Natrium Broth (NB). Bahan kimia yang digunakan yaitu

Aguades, alkohol, dan NaCl 0,9 %.

C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan post test only control
group design. Sampel pada penelitian eksperimental ini adalah asap cair
cangkang biji karet yang sudah dimurnikan sedangkan bakteri uji yang
digunakan adalah Bacillus sp. dan E. coli. Penelitian terdiri dari 3 tahap,
yaitu uji aktivitas anti bakteri asap cair cangkang biji karet, penentuan nilai
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) asap cair cangkang biji karet dan uji komponen kimia asap cair

cangkang biji karet menggunakan GC-MS.

Uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi agar sumuran, kelompok
perlakuan dengan konsentrasi asap cair 100%, 10%, dan 2%, dan dua
kelompok kontrol yaitu kontrol positif menggunakan asam benzoat 1000 ppm

dan kontrol negatif menggunakan aquades. Aktivitas antibakteri ditentukan
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dengan melihat ada atau tidaknya zona hambat yang terbentuk di sekitar

sumuran. Pengujian ini dilakukan 7 kali ulangan.

Pengujian aktivitas antibakteri digunakan bakteri Bacillus dan E. coli,
Bacillus adalah bakteri Gram positif sedangkan E. coli adalah bakteri Gram
negatif. Penggunakaan dua bakteri ini mewakili masing-masing Gram untuk
mengetahui spektrum antibakteri asap cair dari cangkang biji karet.
Dikatakan spektrum luas apabila dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Gram positif dan Gram negatif, sedangkan spektrum sempit apabila hanya

menghambat pertumbuhan dari salah satu jenis bakteri tersebut.

Penentuan nilai KHM dan KBM menggunakan metode dilusi cair. Kelompok
perlakuan terdiri dari 5 konsentrasi asap cair berbeda sedangkan kelompok
kontrol terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif dan kontrol media.
Penentuan KHM dilakukan dengan cara melihat kejernihan secara visual dan
penentuan KBM dilakukan dengan cara melihat ada atau tidaknya koloni
yang tumbuh setelah kultur bakteri pada dilusi cair digoreskan pada media

padat dan di inkubasi selama 24 jam.

Uji kandungan asap cair cangkang biji karet menggunakan GC MS untuk
melihat komponen kimian seperti fenol dan asam asetat pada asap cair

cangkang biji karet yang sudah dimurnikan.
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D. Prosedur Kerja

1. Produksi Asap Cair

Berikut tahapan-tahapan dalam memproduksi asap cair:

a. Persiapan bahan baku

Bahan baku cangkang biji karet didapatkan dari salahsatu
perkebunan karet di Kabupaten Way Kanan. Biji karet yang masih
utuh di pecah dan dipisahkan bagian isi dan cangkangnya. kemudian

cangkang-cangkang dibersihkan setelah itu ditimbang sebanyak 2 kg.

b. Pembuatan asap cair cangkang biji karet

Pembuatan asap cair cangkang biji karet menggunakan alat produksi
asap cair sederhana yang dibuat sendiri (tanpa merk). Alat ini terdiri

dari tabung pembakaran, corong asap, dan kotak kondensator.

Balok Es

T

Pipapengarah .
Lapisan untuk

menyimpan asap cair

B ™
\ Aliran asap
Tabung Pembakaran Asap ke atas
Cangkang biji karet Asap
Lubangudaara terkondensasi
\ J

Gambar 6. Skema Alat Produksi Asap Cair Sederhana
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Cangkang biji karet sebanyak 2 kg dimasukkan ke dalam tabung
pembakaran hingga penuh. Pembuatan bara api dilakukan dengan
menyulutkan api pada cangkang biji karet di bagian bawah tabung
pembakaran. Setelah terbentuk bara api dan keluar asap dalam
jumlah yang banyak, tabung pembakaran ditutup menggunakan
corong penangkap asap untuk disalurkan ke wadah penampung asap.
Plastisin direkatkan pada bagian yang menghubungkan pipa penyalur
asap dengan wadah penampungan serta bagian-bagian yang
memungkinkan asap keluar dari ruang kondensator. Balok es
diletakkan di atas penampung asap, sehingga terbentuklah ruang
kondensator asap. Setelah proses kondensasi selesai, bagian penutup
kondensator dibuka. Asap cair yang terbentuk dimasukkan ke dalam
botol penampung asap cair dengan menggunakan sendok dan corong
kemudian diukur pHnya menggunakan pH meter dan dihitung
rendemennya dengan rumus berikut.

Persen Rendeman (%) = Asap cair yang dihasilkan x 100%
Asap baha yang dipirolisis

c. Pemurnian Asap Cair Cangkang Biji Karet

LN

s

Gambar 7. Alat Rotatory Evaporator
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Asap cair dimurnikan dengan cara destilasi vakum menggunakan alat
rotatory evaporator. Asap cair dimasukkan ke labu destilasi
kemudian dipanaskan di atas water bath. Hasil proses pemurnian
didapat dua fraksi yaitu fraksi suhu <65 °C dan fraksi suhu >65 °C,
asap cair masing-masing fraksi ditampung dalam erlenmeyer yang

berbeda.

Fraksi yang digunakan dalam pengujian antibakteri adalah fraksi >65
°C, fraksi ini kandungan air lebih sedikit dibandingkan fraksi <65 °C.
Dasar pemilihan Fraksi suhu destilasi dipilih untuk menghilangkan

kandungan air pada asap cair (Luditama, 2006).

Pembuatan Media Bakteri

Media yang digunakan pada penelitian ini yaitu media Nutrient Broth
(NB) dan Nutrient Agar (NA). NA digunakan untuk peremajaan bakteri,
uji aktivitas antimikroba dan penentuaan nilai KBM sedangkan NB
digunakan untuk menentukan nilai KHM. Prosedur pembuatan media

adalah sebagai berikut:

a. Medium Nutrient Broth (NB)

NB ditimbang senganyak 2,3 Gram kemudian dilarutkan dalam 1
liter aquades, diaduk menggunakan Hot Plate Magnetik Stirer tanpa
pemanas hingga homogen. Setelah itu disterilisasi dengan autoklaf

pada suhu 121 °
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°C selama 15 menit. Media dapat disimpan dalam lemari pendingin

apabila belum digunakan.
b. Medium Nutrient Agar (NA)

NA ditimbang senganyak 8 Gram kemudian dilarutkan dalam 1 liter
aquades, diaduk dan dipanaskan menggunakan Hot Plate Magnetik
Stirer. Setelah itu disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C
selama 15 menit. Media dapat disimpan dalam lemari pendingin

apabila belum digunakan.

3. Peremajaan Bakteri Uji dan Pembuatan Suspensi Bakteri.

Peremajaan bakteri dilakukan pada media NA miring dengan cara
menggoreskan satu ose biakan bakteri dari stok ke media NA miring
yang baru kemudian diinkubasi dalam suasana aerob pada suhu 37 °C

selama 24 jam.

Isolat murni yang didapat kemudian dibuat suspensi bakteri. Pembuatan
suspensi bakteri dilakukan dengan cara diambil sebanyak 1 - 2 ose biakan
murni bakteri uji kemudian disuspensikan dalam larutan NaCl 0,9 %
pada tabung reaksi steril kemudian dihomogenkan. Kekeruhan bakteri
ditentukan hingga diperoleh kekeruhan sesuai larutan Mc Farland 0,5

(Victor, 1980) sebanding dengan 10° CFU/ml.
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Uji Aktivitas Antibakteri Asap Cair Cangkang Biji Karet

Asap cair hasil destilasi pada suhu >65 °C dilarutkan kedalam aquades
steril sesuai konsentrasi yang dibutuhkan yaitu pengenceran 100 %, 10 %

dan 2 % (Anisah, 2014).

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi agar dengan
sumuran. Metode ini diawali dengan bakteri uji diinokulasikan pada
media NA steril dengan cara pour plate. Setelah memadat dibuat
sumuran-sumuran dengan diameter 9,6 mm menggunakan mikrotip 1 ml.
Kemudian sumuran diisi dengan larutan uji yaitu asap cair konsentrasi
100 %, 10 %, dan 2 %, kontrol Positif diguanakan Asam Aseat 1000 ppm
dan kontrol negatif digunakan aquades steril. Setelah itu diinkubasi pada

suhu 37 °C selama 24 jam.

Aktivitas antibakteri ditentukan dengan mengukur diameter zona hambat
pertumbuhan bakteri disekeliling sumuran. Pengujian ini dilakukan
sebanyak 7 kali ulangan. Selanjutnya dipilih kosentrasi asap cair
terendah yang mampu menghambat bakteri kemudian dijadikan sebagai
acuan penggunaan konsentrasi yang akan digunakan dalam penentuan

nilai KHM dan KBM.

Penentuan nilai KHM dan KBM Asap Cair Cangkang Biji Karet

Penentuan nilai KHM dan KBM menggunakan metode dilusi cair

(Wardani dkk., 2012) dengan ketentuan 5 tabung sebagai perlakuan, 1
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tabung sebagai kontrol positif, 1 tabung sebagai kontrol negatif, dan 1

tabung sebagai kontrol media.

a. Perlakuan uji

Tabung perlakuan (5 tabung) diisi medium NB sebanyak 5 ml.
Tabung 1 ditambahkan 5 ml asap cair dari fraksi >65 °C dengan
konsentrasi 4 % kemudian dihomogenkan menggunakan vortex.
Campuran asap cair dan media pada tabung 1 diambil 5 ml
dipindahkan dalam tabung kedua kemudian dihomogenkan.
Campuran pada tabung 2 diambil 5 ml dipindahkan dalam tabung 3
kemudian dihomogenkan. Campuran pada tabung 3 diambil 5 ml
dipindahkan dalam tabung 4 kemudian dihomogenkan. Campuran
pada tabung 4 diambil 5 ml dipindahkan dalam tabung 5 kemudian

dihomogenkan. Campuran pada tabung 5 diambil 5 ml dan dibuang.

Masing-masing tabung (tabung 1 - 5) diambil larutannya 0,1 ml
kemudian dibuang setelah itu ditambahkan 0,1 ml suspensi bakteri 1
x 108 CFU/ml sehingga volume total masing-masing tabung adalah 5

ml.

b. Kontrol negatif

Tabung 6 diisi NB sebanyak 4,9 ml kemudian ditambahkan 0,1 ml
suspensi bakteri 10% CFU/ml, setelah itu dihomogenkan (wardani

dkk., 2012).



31

c. Kontrol positif

Tabung 7 diisi sebanyak 5 ml NB kemudian ditambahkan 5 ml
larutan stok asam bezoat 2000 ppm dan dihomogenkan. 0,1 ml dari
larutan stok tersebut di buang kemudian ditambahkan 0,1 ml suspensi
bakteri 10% CFU/mI dan dihomogenkan kembali. Konsentrasi akhir

asam bezoat menjadi 1000 ppm (wardani dkk., 2012).

d. Kontrol media

Tabung 8 merupakan kontrol media berisi media NB sebanyak 1 ml.

Selanjutnya semua tabung (tabung 1-8) diinkubasi pada waterbath shaker
pada suhu 40 °C selama 24 jam. Kemudian diamati ada atau tidaknya
kekeruhan pada media kultur dan dibandingkan dengan kontrol.
Konsentrasi terkecil pertama yang menunjukan kejernihan ditetapkan
sebagai nilai KHM asap cair cangkang biji karet terhadap masing-masing

bakteri uji. Pengujian ini dilakukan sebanyak 3 ulangan.

Penentuan KBM dilakukan dengan cara media kultur pada masing-
masing tabung digoreskan pada media NA. Inkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam selanjutnya dilihat ada atau tidaknya koloni bakteri yang
tumbuh dan bandingkan dengan kontrol. Untuk lebih jelasnya cara kerja

penentuan KHM dan KBM dapat dilihat pada Lampiran 4 dan 5.
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6. Analisis Kimia Kandungan Asap Cair Cangkang Biji Karet
Menggunakan GC-MS
Asap cair yang dianalisis kimia merupakan asap cair yang sudah
dimurnikan pada suhu >65 °C. 50 pL asap cair dalam tabung reaksi
ditambahkan 1 ml etanol lalu dikocok. Diamkan selama 1 jam. Hasil
siap diinjek. GC-MS dioptimalkan pada suhu 50 °C dipertahankan
selama 3 menit, suhu kemudian ditingkatkan menjadi 280 °C dengan
kenaikan 10 °C/menit dan dipertahankan selama 5 menit. Suhu pada
sumber ion disetel pada 250 °C sedangkan suhu injektor disetel pada

230 °C (Anisah, 2014).

E. Analisis Data

Data yang didapat adalah data kualitatif yaitu dengan melihat ada atau
tidaknya suatu komponen dalam sampel dan disajikan dalam bentuk gambar.

Selanjutnya data dianalisis secara deskriptif.
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NA dan NB

|

Peremajaan
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'
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|

Analisis Data

v

Penetuan kadar KHM dan
KBM dengan metode dilusi

A 4

Analisis Data

Gambar 8. Diagram Alir Penelitian




V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

1. Asap cair cangkang biji karet memiliki aktifitas antibakteri terhadap
Bacilus sp. dan E. coli. E. coli. lebih peka terhadap antibakteri asap cair
cangkang biji karet dibandingkan Bacillus sp.

2. KHM Asap cair cangkang biji karet terhadap Bacillus sp. dan E. coli
adalah 1 % . Konsentrasi asap 2 % belum membunuh bakteri uji.

3. Komponen kimia Asap cair cangkang biji karet menggunakan GC-MS
terdeteksi terdiri dari 20 macam senyawa kimia. Senyawa yang paling
mendominasi adalah asam asetat, phenol, 2-methoxy, phenol,2-methoxy-
4-methyl, dan 2-furancarboxaldehyde dengan persentase masing-masing

secara berturut-turut yaitu 45,382 %, 14,382 %, 11,242 %, dan 7,972 %.

B. Saran

Adapun saran dari penelitian ini yaitu

1. Asap cair cangkang biji karet dapat digunakan sebagai antibakteri.

2. Asap cair cangkang biji karet 1% dapat digunakan sebagai pengawet
makanan dan antiseptik.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai 20 senyawa pada asap

cair cangkang biji karet yang memiliki sifat antibakteri.
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4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji aktifitas antioksidan,
uji toksisitas, dan pengujian antibakteri asap cair cangkang biji karet

terhadap mikroba patogen lain.
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