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ABSTRACT

Propolis is one of the natural products from Trigona sp. containing flavonoid
compounds which have antimicrobial, antifungal, and antioxidant activity. The pur-
pose of this research was to determine the ethanol concentration, extraction methods,
and characteristics of propolis extract that can inhibit the growth of Escherichia coli
bacteria. The method used was a randomized block design with 6 treatments in 3 rep-
lications. The treatments consisted of extraction methods and ethanol concentrations
of 50%, 70%, and 90%. The best results of this study were extraction of propolis by
maceration method at 70% ethanol concentration. This propolis extract had a value of
antimicrobial activity against Escherichia coli of 4.65 mm, brownish-black color, typ-
ical aroma of strong propolis, bitter taste, and had a minimum effective value of grow-
ing bacteria of 0.20% extract.

Keywords: antimicrobial, Escherichia coli, extraction, propolis

ABSTRAK

Propolis adalah salah satu produk alami dari lebah 7rigona sp., yang mengandung
senyawa flavonoid yang berperan sebagai antimikroba, antifungal, dan antioksidan.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan konsentrasi etanol, metode ekstraksi
serta karakteristik ekstrak propolis yang dapat menghambat pertumbuhan Escherichia
coli. Metode rancangan acak kelompok dilakukan dengan 6 perlakuan dalam 3 kali
ulangan. Perlakuan terdiri dari metode ekstraksi dan konsentrasi etanol 50%, 70% dan
90%. Hasil terbaik penelitian ini adalah ekstraksi propolis dengan metode maserasi pada
konsentrasi etanol sebesar 70%, yang menghasilkan propolis dengan nilai aktivitas anti-
mikroba terhadap Escherichia coli sebesar 4.65 mm, berwarna hitam kecoklatan, aroma
khas propolis kuat, rasa pahit, dan memiliki nilai efektifitas minimum tumbuh bakteri pa-
da 0.20% ekstrak.

Kata kunci : antimikroba, ekstraksi, Escherichia coli, propolis

PENDAHULUAN propolis, royal jelly, dan beepollen. Jenis
Lebah di Indonesia antara lain Apis mallif-

Lebah tidak hanya dikenal sebagai era, A.andreniformis, A. dorsata, Trigona
penghasil madu, melainkan mampu sp. (Mahani et al., 2011). Lebah Trigona
menghasilkan produk lebah lainnya seperti  sp. dikenal sebagai lebah asli Asia dan
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lebah klenceng pada beberapa daerah di
Indonesia. Ciri dari lebah ini tidak mem-
iliki sengat namun memiliki senjata berupa
perekat untuk melindungi dirinya.

Lebah Trigona sp umumnya ter-
dapat di Pulau Jawa, Sumatera, Kalimantan
dan Maluku. Pada wilayah Jawa, sebagian
besar terdapat di wilayah Jawa Barat yaitu
Kuningan, Majalengka, Sumedang, Tasik,
Garut, dan Ciamis (Departemen Kehu-
tanan, 2007).

Lebah Trigona sp. disebut sebagai
lebah  propolis. Lebah ini  mampu
memproduksi  propolis lebih  banyak
dibandingkan dengan produksi madu. Po-
tensi lebah Trigona sp. sebagai produksi
propolis sebesar 500 gram/ koloni selama
waktu produksi 3 bulan, sedangkan
produksi madu hanya sebesar 250 gram/
koloni (Riendriasari dan Krisnawati, 2017).

Propolis merupakan produk yang
dihasilkan oleh lebah pekerja dari sumber
tumbuh-tumbuhan. Komponen resin dan
lilin mendominasi komponen pada propolis
yaitu 50% untuk resin dan 30% untuk kom-
ponen lilin dan asam lemak. Sisa pada
komponen propolis diantaranya minyak
esensial, pollen, dan senyawa organik min-
eral (Pasupuleti ef al., 2017).

Komponen resin pada propolis
mengandung flavonoid, fenol dan berbagai
asam. Jenis flavonoid pada propolis antara
lain pinocembrin, akasetin, krisin, rutin,
katekin sebagai senyawa antimikroba, anti-
jamur, dan antioksidan. Senyawa fenol dan
asam berperan sebagai antibiotik pada
propolis(Anjum ef al., 2018).

Komponen suatu bahan dapat
diekstrak dengan menggunakan pelarut dan
metode ekstraksi yang sesuai. Ekstraksi
komponen propolis terdapat dalam tiga
tahap yaitu pencampuran pelarut, maserasi,
dan pemekatan ekstrak propolis (Mahani et
al., 2011).

Menurut Sutton et al (2000),
ekstrak komponen bioaktif bergantung pa-
da pelarut yang digunakan. Pelarut
ekstraksi propolis yang umum digunakan
antara lain etanol, propilen glikol, dan air.

Ekstraksi dengan menggunakan konsentra-
si etanol yang berbeda akan menghasilkan
jumlah komponen aktif yang berbeda. Pel-
arut etanol dibedakan tingkat polaritasnya
berdasarkan nilai konstanta dielektrik yaitu
semakin tinggi konstanta dielektrik, maka
pelarut akan semakin polar (Anjum et al.,
2018).

Metode ekstraksi umumnya dengan
maserasi, refluks, dan perkolasi. Masing-
masing metode ekstraksi memiliki perbe-
daan suhu, pelarut, dan lama ekstraksi.
Komponen yang teresktrak pada sampel
dipengaruhi oleh lama ekstraksi (Wijaya et
al., 2018).

Berdasarkan uraian diatas, maka
penelitian mengenai kajian konsentrasi eta-
nol, metode ekstraksi propolis serta
pengaruh ekstrak propolis terhadap daya
hambat pertumbuhan bakteri E.coli perlu
dilakukan.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan antara
lain propolis mentah lebah Trigona sp.
(Bogor, Indonesia), bakteri uji Escherichia
coli 0157 (LIPI, Indonesia), etanol 50%,
etanol 70%, etanol 90%, propilen glikol,
media agar Mueller-Hinton (Oxoid, UK),
media agar EMB (Merck, USA).

Peralatan yang digunakan antara
lain rotary evaporator (R-300, Buchi, Chi-
na), inkubator, dan autoklaf.

Metode Penelitian

Penelitian  dilakukan  dengan
Rancangan Acak Kelompok (Randomized
Blok Design) yang terdiri dari enam perla-
kuan dalam tiga kali ulangan. Data hasil
penelitian dianalisis dengan one way
ANOVA dan diuji lanjut Duncan Multiple
Range Test dengan taraf nyata 5%
menggunakan IBM SPSS (Statistical Pack-
age for The Sosial Science) 23.

Data  pengujian  antimikroba,
rendemen, dan pengujian konsentrasi daya
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Gambar 1. Diagram proses ekstraksi propolis

hambat minimum  dianalisis  secara
deskriptif.
Perlakuan pada

terdiri dari:

A = Ekstraksi Propolis dengan etanol 50%
Metode Maserasi

B = Ekstraksi Propolis dengan etanol 70%
Metode Maserasi

C = Ekstraksi Propolis dengan etanol 90%
Metode Maserasi

D = Ekstraksi Propolis dengan etanol 50%
Metode Modifikasi maserasi

E = Ekstraksi Propolis dengan etanol 70%
Metode Modifikasi maserasi

F = Ekstraksi Propolis dengan etanol 90%

Metode Modifikasi maserasi

penelitian  ini

Pengujian meliputi rendemen prop-
olis, karakteristik inderawi, aktivitas anti-
mikroba terhadap FEscherichia coli, dan

konsentrasi hambat tumbuh minimum
(KHTM) ekstrak  propolis  terhadap
Escherichia coli.
Ekstraksi propolis

Ekstraksi ~ propolis  dilakukan

dengan metode maserasi dan modifikasi
maserasi, dengan berbagai konsentrasi eta-
nol sesuai perlakuan (Gambar 1).

Rendemen Ekstrak Propolis
Propolis mentah yang telah
dipotong-potong ditimbang dan direndam
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dalam pelarut sesuai perlakuan. Per-
bandingan propolis mentah:pelarut = 1:3
(b/v).

Ekstrak propolis yang dihasilkan
kemudian ditimbang, dicatat, dan dihitung
dengan  membandingkan antara berat
esktrak propolis (g) terhadap berat propolis
mentah (g).
Karakteristik Inderawi Ekstrak
Propolis

Pelaksanaan penilaian karakteristik
inderawi dilakukan oleh panelis ahli pada
ekstrak propolis. Deskripsi karakteristik
inderawi meliputi warna, aroma, dan rasa.
Pendeskripsian dilakukan dengan
pengujian skoring terhadap kesan yang
didapat. Penilaian yang diberikan yaitu
skor 0 hingga 10 dengan analisis semakin
tinggi skor maka makin baik mutu dari
ekstrak propolis.

Karakteristik ekstrak propolis pada

inderawi warna, skor tertinggi yaitu
bewarna coklat kehitaman dan skor
terendah cokelat muda-bening.

Karakteristik rasa dengan skor tertinggi
yaitu pahit yang kuat dan skor terendah
etanol kuat. Karakteristik aroma dengan
skor tertinggi adalah khas propolis yang
sangat kuat dan skor terendah yaitu aroma
propolis kurang kuat dan tercium aroma
etanol.

Pengujian Aktivitas Antimikroba

Aktivitas antimikroba dilakukan
pengujian dengan metode difusion paper
disc (Modifikasi Cappucino dan Sherman,
2001).

Kultur murni bakteri Escherichia
coli diinokulasi pada media agar miring
NA selama 2-3 hari pada suhu 37°C. Bak-
teri Escherichia coli diusapkan pada per-
mukaan agar Muller-Hinton. Paper disk
direndam pada ekstrak propolis selama + 7
menit dan diletakkan di atas permukaan
media agar Muller-Hinton. Media diinku-
basi pada suhu 37°C selama 2-3 hari.
Aktivitas antimikroba ditandai dengan
terbentuknya area bening pada media agar

di sekeliling paper disk.

Pembuatan  Ekstrak Propolis untuk
Pengujian KHTM

Ekstrak propolis kental
(konsentrasi 100%) diencerkan dengan

propilen glikol dengan perbandingan 1:2
yaitu 1 ekstrak propolis dengan 2x propilen
glikol. Ekstrak propolis konsentrasi 50%
dengan perbandingan 1:4. Seterusnya dil-
akukan pengenceran ekstrak propolis pada
konsentrasi yang diinginakan (50%; 25%;
12,5%; 6,25%; 3,13%; 1,56%; 0,98%;
0,39%, dan 0,20%.  Ekstrak propolis
kemudian dihomogenkan dengan vortex.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen Ekstrak Propolis

Perlakuan konsentrasi etanol dan
metode ekstraksi berpengaruh nyata ter-
hadap rendemen ekstrak propolis. Hasil uji
lanjut terhadap rendemen ekstrak propolis
perlakuan C dan F menghasilkan rendemen
ekstrak tertinggi, sedangkan perlakuan A
dan D menghasilkan ekstrak terendah
(Gambar 2).

Hasil rendemen dipengaruhi oleh
kepolaran pada konsentrasi etanol yang
digunakan (Hasan et al., 2011). Kepolaran
suatu pelarut dapat dinilai dengan angka
konstanta elektrik pelarut tersebut. Konsen-
trasi etanol 90% memiliki nilai konstanta
dielektrik 35, menunjukkan nilai kepolaran
yang rendah. Menurut Bankova et al
(2014), komponen fenolik, flavonoid, dan
asam venolik merupakan komponen bioak-
tif bersifat polar. Pada ekstraksi propolis
menggunakan pelarut polar yang rendah
mengakibatkan senyawa-senyawa selain
komponen bioaktif ikut terekstrak. Hal ini
ditunjukkan dengan hasil rendemen ekstrak
propolis yang cukup tinggi.

Karakteristik Inderawi Ekstrak Propolis
(Warna, Aroma, dan Rasa)

Perlakuan konsentrasi etanol dan
metode ekstraksi propolis berpengaruh
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Gambar 3. Aktivitas Antimikroba Ekstrak Propolis Terhadap Echerichia coli

nyata terhadap warna, aroma, dan rasa.

Tabel 1 menunjukkan bahwa untuk
karakteristik warna, perlakuan yang mem-
iliki skor tertinggi (coklat kehitaman) ada-
lah A dan B. Demikian pula perlakuan ter-
baik untuk karakteristik rasa (pahit yang
kuat) dan aroma (khas propolis yang kuat).

Menurut Krell (1996), warna prop-
olis ditentukan dengan asal resin,
umumnya berwarna kuning hingga coklat
tua. Selain itu, warna yang dihasilkan dari
ekstrak propolis pada penelitian ini di-
pengaruhi oleh proses ekstraksi yang
digunakan. Warna propolis yang semakin
gelap menunjukkan adanya kandungan fla-
vonoid pada propolis (Bankova et al.,
2014).

Propolis memiliki rasa khas yang
pahit. Rasa pahit ditimbulkan oleh adanya
senyawa flavonoid, triterpenoid dan tanin
(Saricoban and Yerlikaya, 2016).

Propolis mengandung zat aromatik

dan mineral. Aroma propolis timbul karena
adanya resin dari getah pohon yang diambil
oleh lebah. Resin pada propolis mengan-
dung minyak esensial kurang lebih sebesar
10% senyawa flavonoid, asam fenolat, dan
ester (Krell, 1996). Metode ekstraksi
mempengaruhi banyaknya senyawa yang
terekstrak, sedangkan konsentrasi etanol
mempengaruhi ~ jenis  senyawa  yang
terekstrak (Cottica et al., 2011).

Aktivitas Antimikroba Ekstrak Propolis
Terhadap Escherichia coli
Perlakuan berbagai konsentrasi
etanol dan metode ekstraksi berpengaruh
nyata terhadap aktivitas antimikroba. Ak-
tivitas antimikroba ekstrak propolis dari
berbagai konsentrasi etanol dan metode
ekstraksi terhadap E.coli dapat dilihat pada
Gambar 3.
Perlakuan A, B, D, dan E
menghasilkan ekstrak propolis yang tidak
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Tabel 1. Hasil Uji Karakteristik inderawi Warna, Rasa dan Aroma

Perlakuan Warna Rasa Aroma
A Maserasi Etanol 50% 9.00 *® 9.20% 8.20 %
B Maserasi Etanol 70% 9.20°% 9.20°% 9.00?
C  Maserasi Etanol 90% 6.60° 6.60° 5.80 %
D  Modifikasi maserasi Etanol 50 % 3.204 4.80 5.40 %
E Modifikasi maserasi Etanol 70% 6.00 ¢ 6.40 *° 5.60"%
F  Modifikasi maserasi Etanol 90% 4.40 3.20¢ 3.40°¢
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Gambar 4. Konsentrasi Hambat Tumbuh Minimum (KHTM) Berbagai Konsentrasi
Ekstrak Propolis Terhadap Escherichia coli

berbeda nyata terhadap aktivitas antimikro-
ba terhadap bakteri E.coli, dan lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan C dan F.
Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan ma-
serasi lebih baik dibandingkan perlakuan
modifikasi maserasi. Pada perlakuan ma-
serasi, waktu kontak pelarut etanol dan
propolis lebih lama (16 hari) sehingga
komponen antimikroba yang terekstrak
lebih banyak.

Konsentrasi etanol yang berbeda
memberikan pengaruh terhadap kandungan
ekstrak propolis. Hal ini disebabkan karena
masing-masing konsentrasi etanol mem-
iliki nilai kepolaran yang berbeda. Nilai
kepolaran merupakan kemampuan pelarut
polar yang digunakan untuk mengekstrak
senyawa bioaktif yang juga bersifat polar

(Kubiliene et al., 2015). Konsentrasi etanol
50 dan 70% menghasilkan aktivitas anti-
mikrobia yang lebih tinggi daripada kon-
sentrasi  90%. Senyawa flavonoid,
polifenol dan tanin merupakan senyawa
bioaktif pada propolis yang berperan se-
bagai senyawa antimikroba dan bersifat
polar (Bankova et al., 2014).

Mekanisme flavonoid yaitu dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan
merusak permeabilitas membran sel,
mikrosom dan lisosom. Penghambatan per-
tumbuhan bakteri ditunjukkan dengan
adanya area zona bening (Kubiliene et al.,
2015) .

Propolis mampu menghambat per-
tumbuhan Echerichia coli dengan beberapa
cara yaitu mengganggu pembelahan pada
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bakteri, merusak dinding sel dan membran
sitoplasma sehingga bakteri tidak dapat
berkembang (Naher et al., 2011).

Konsentrasi Hambat Tumbuh Minimum
(KHTM) Ekstrak Propolis Terhadap
Escherichia coli

Konsentrasi hambat tumbuh mini-
mum merupakan metode yang digunakan
untuk mengetahui konsentrasi ekstrak
propolis terkecil yang mampu menghambat
tumbuh bakteri Escherichia coli. Konsen-
trasi etanol 70% dengan metode maserasi
(perlakuan B) dipilih dalam pengujian kon-
sentrasi  hambat  minimum, Kkarena
menghasilkan antimikroba dan rendemen
tertinggi serta karakteristik inderawi ter-
baik.

Gambar 4 menunjukkan bahwa
KHTM pada E.coli adalah 0,20%.
Penelitian Hasan et al. (2011) menunjuk-
kan bahwa KHTM terhadap E.coli adalah
0.7812%. Hal ini dipengaruhi oleh
perbedaan keadaan dan asal sumber
propolis menentukan komponen pada
propolis (Alencar et al., 2007; Anjum et
al., 2018).

KESIMPULAN

Metode maserasi dengan etanol
70% menghasilkan ekstrak propolis terbaik
dengan aktivitas antimikroba terhadap
Escherichia coli dan rendemen tertinggi.
Karakteristik inderawi ekstrak propolis ter-
sebut yaitu warna coklat kehitaman, rasa
pahit kuat, dan aroma khas propolis sangat
kuat, serta mempunyai konsentrasi hambat
tumbuh minimum sebesar 0,20%.
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