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RINGKASAN

JOKO TRIMULYONO, (0610830055). Aktivitas Anti Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli Ekstrak Excoecaria agallocha (Dibawah Bimbingan
Ir. Darius, M.Biotech dan Dr. Ir. Muhamad Firdaus, MP)

Keracunan pangan merupakan penyebab kematian kedua terbesar
setelah Infeksi Saluran Pernafasan Atas atau ISPA. World Health Organization
(WHO) mendefinisikan kejadian luar biasa keracunan pangan atau dikenal
dengan istilah “foodborne disease”. Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
merupakan bakteri patogen yang sering ditemukan pada kasus-kasus keracunan
makanan. Antibiotik untuk penyakit keracunan makanan akibat bakteri patogen
ialah antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen tersebut.
Bahan antibakteri dapat disintesis dari bahan organik maupun anorganik.
Antibakteri anorganik biasa disintesis dari bahan-bahan kimiawi, sedangkan
antibakteri organik disintesis dari bahan alam atau tumbuhan, seperti mangrove.

Bagi masyarakat pesisir, ekstrak dan bahan mentah dari mangrove
banyak dimanfaatkan untuk obat-obatan alamiah. Mangrove merupakan vegetasi
pantai yang banyak sekali bermanfaat bagi kehidupan manusia, mulai ekologis
sampai sumber pangan dan obat. Mangrove kaya metabolit sekunder yaitu
alkaloid, terpenoid, saponin, alkana, alkohol rantai panjang, dan fitosterol. Salah
satu metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antibakteri, yaitu terpenoid, juga
terdapat dalam komposisi senyawa mangrove. Excoecaria agallocha telah
digunakan secara tradisional untuk mengobati luka, dan borok. Uji klinis
dilakukan pada tanaman ini menunjukkan potensi anti-HIV, antikanker,
antibakteri dan antivirus. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan
senyawa-senyawa bioaktif yang terkandung dalam E. agallocha, mendapatkan
aktivitas antibakeri ekstrak E. agallocha terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli, dan mendapatkan senyawa yang paling kuat aktivitas anti S.
aureus dan E.coli yang terkandung di dalam ekstrak E. agallocha.

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2010 - Februari 2011, di
Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, Universitas
Brawijaya Malang, Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan
dan limu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang, dan Laboratorium Mikrobiologi,
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang. Prosedur penelitian untuk
aktivitas anti S. aureus dan E. coli dari E. agallocha secara umum terbagi 9
tahapan, yaitu persiapan bahan, uji fitokimia, ekstraksi, uji antibakteri dari
ekstrak, fraksinasi, uji antibakteri dari fraksi, partisi, uji antibakteri dari partisi, dan
identifikasi senyawa aktif dengan ultraviolet dan inframerah.

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode deskriptif
merupakan metode penyelidikan yang menuturkan dan mengklasifikasikan data
yang diperoleh dari berbagai teknik pengambilan data. Tujuannya adalah untuk
memaparkan secara sistematik, faktual, dan akurat mengenai fakta serta sifat
dari suatu populasi tertentu.

Hasil analisis uji fitokimia dapat diketahui bahwa E. agallocha
mengandung senyawa metabolit sekunder antara lain alkaloid, tanin, saponin,
fenolik, flavonoid, triterpenoid, dan glikosida.

Hasil penelitian ini menunjukkan, bahwa bioaktif E. agallocha dapat
digunakan sebagai anti S. aureus dan E. coli, terutama pada bagian kulit yang
diekstraksi dengan metanol. Ini ditunjukkan dengan adanya zona hambat oleh
ekstrak kulit E. agallocha dengan metanol pada S. aureus dan E. coli, yaitu rata-
rata sebesar 14,63 + 5,10 mm untuk zona hambat S. aureus dan 14,45 *+ 2,75
mm untuk zona hambat E. coli.



Identifikasi dari senyawa bioaktif E. agallocha sebagai anti S. aureus dan
E. coli, yaitu bersifat polar, karena sebagian besar senyawa bioaktif E. agallocha
terlarut dalam metanol yang merupakan pelarut polar. Hasil identifikasi dengan
spektrofotometer ultraviolet dan inframerah senyawa bioaktif ekstrak metanol
kulit E. agallocha adalah triterpenoid. Hasil ini diperkuat dengan uiji fitokimia,
yang menunjukkan triterpenoid terdeteksi dalam senyawa - senyawa yang
terkandung pada kulit E. agallocha. Hasil tersebut menunjukkan senyawa yang
paling berpotensi sebagai antibakteri pada kulit E. agallocha, merupakan
triterpenoid.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keracunan pangan merupakan penyebab kematian kedua terbesar
setelah Infeksi Saluran Pernafasan Atas atau ISPA. World Health Organization
(WHO) mendefinisikan kejadian luar biasa keracunan pangan atau dikenal
dengan istilah “foodborne disease” sebagai suatu kejadian dimana terdapat dua
orang atau lebih yang menderita sakit setelah mengkonsumsi pangan yang
secara epidemiologi terbukti sebagai sumber penularan (WHO,2005).

Bahan makanan merupakan sumber gizi bagi manusia dan sumber
makanan bagi mikroorganisme. Pertumbuhan mikroorganisme dalam bahan
pangan dapat mengakibatkan perubahan fisik atau kimia yang tidak diinginkan,
sehingga bahan pangan tersebut tidak layak dikonsumsi. Mikroba pembusuk
dapat menyebabkan pembusukan bahan pangan (Siagian, 2002).

Mikroba pembusuk merupakan mikroba yang dapat menguraikan bahan
sehingga menjadi busuk. Mikroba patogen adalah mikroba yang dapat
menimbulkan penyakit pada manusia. Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus dapat menghasilkan racun yang akan membahayakan kesehatan
manusia. Kedua jenis bakteri berada di tempat-tempat persiapan bahan pangan
melalui bahan baku, tangan, permukaan alat-alat, tempat-tempat masakan dan
peralatan masak lainnya kemudian masuk ke makanan yang telah dimasak
(Buckle, et al.,, 2007). Dalam bahan pangan kedua bakteri tersebut sangat
berbahaya sehingga perlu dikaji penggunaan antibakteri yang baik untuk
membunuh atau menghambat bakteri tersebut.

Bahan antimikroba adalah komponen alam semisintesis atau sintesis
yang mengganggu metabolisme dan menghambat pertumbuhan atau membunuh

mikroba. Bahan antimikroba dapat berupa senyawa kimia sintesis yang berasal



dari tumbuh-tumbuhan ataupun bahan-bahan kimiawi lainnya (Pelczar dan Chan,
1988).

Antibiotik yang paling sering digunakan sebagai agen antimikroba
memberikan efek samping antara lain alergi, toksisitas, hingga terjadinya
resistensi pada penggunaan jangka panjang (Yunita et al.,, 2009). Maka
diperlukan alternatif antimikroba yang lebih aman dan ekonomis.

Salah satu alternatif yang menjanjikan, baik dari segi keamanan maupun
ekonomi, adalah penggunaan bahan alam mengingat Indonesia merupakan
negara kepulauan terbesar di dunia, dengan keanekaragaman hayatinya nomor
dua di dunia (Litbang-Deptan, 2009).

Mangrove merupakan vegetasi pantai yang banyak sekali bermanfaat
yang bersinggungan langsung dengan kehidupan manusia, mulai ekologis
sampai sumber pangan dan obat. Mangrove mengandung metabolit sekunder
yaitu alkaloid, terpenoid, saponin, alkana, alkhohol rantai panjang, dan fitosterol
(Basyuni, 2008 dan Agoramoorthy, 2008). Senyawa tersebut digunakan sebagai
obat anticacing, antimikroba, antivirus, antijamur, antikanker, antitumor, antidiare,
antioksidan, dan racun ikan. Salah satu spesies mangrove yang memiliki sifat
antimikroba adalah Excoecaria agallocha.

Excoecaria agallocha telah digunakan secara tradisional untuk mengobati
luka, dan borok. Uji klinis dilakukan pada tanaman ini menunjukkan potensi anti-
HIV, antikanker, antibakteri dan antivirus. Penyelidikan fitokimia sebelumnya
pada spesies ini mengungkapkan adanya diterpenoid, triterpenoid, flavonoid, dan

forbol ester (Varahalarao et al., 2009).



1.2 Rumusan Masalah
Excoecaria agallocha adalah salah satu spesies mangrove yang
mengandung bioaktif. Bioaktif yang dihasilkan oleh mangrove telah banyak
diketahui manfaatnya antara lain adalah anti-HIV, antikanker, antibakteri, dan
antivirus (Varahalarao et al., 2009). Studi sebelumnya ditemukan informasi
tentang kandungan bioaktif E. agallocha dan belum diketahui data-data
mengenai pemanfaatan bioaktif mangrove E. agallocha sebagai antibakteri S.
aureus dan E. coli, sehingga pemanfaatannya masih memerlukan kajian yang
meliputi :
1. Senyawa apa saja yang terkandung pada bagian daun, akar, batang,
kulit, dan bunga E. agallocha ?
2. Apakah bioaktif mangrove E. agallocha dapat sebagai anti S. aureus dan
E. coli ?
3. Senyawa bioaktif E. agallocha apa yang paling kuat aktivitas anti

S. aureus dan E.coli ?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :
1. Mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif yang terkandung dalam
E. agallocha.
2. Mendapatkan aktivitas antibakteri ekstrak E. agallocha terhadap
S. aureus dan E. coli.
3. Mendapatkan struktur senyawa yang paling kuat aktivitas anti S. aureus

dan E.coli yang terkandung di dalam ekstrak E. agallocha.



1.4 Kegunaan
Hasil dari penelitian ini diharapkan :
1. Memberikan informasi kepada masyarakat, lembaga, dan institusi lain
mengenai manfaat bioaktif yang ada pada E. agallocha.
2. Masyarakat dapat memanfaatkan E. agallocha sebagai alternatif

antibakteri alami.

1.5 Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Dasar,
Fakultas Perikanan dan Illmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang,
Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan,
Universitas Brawijaya Malang, dan Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada bulan Juli 2010- Februari 2011.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Excoecaria agallocha

Tumbuhan mangrove di Indonesia merupakan paling banyak di dunia,
baik dari segi kuantitas area (+ 42.550 km?) maupun jumlah spesies (+ 45
spesies). Mangrove mempunyai banyak sekali manfaat yang bersinggungan
langsung dengan kehidupan manusia di daratan, mulai dari manfaat ekologi
sampai dengan sebagai sumber pangan dan obat. Spesies Excoecaria agallocha
banyak ditemukan diperairan Asia (Purnobasuki, 2004).

Excoecaria agallocha tersebar di sepanjang pantai India selatan dan Sri
Lanka sampai Burma (Myanmar), Indo-Cina, Cina, Taiwan, Kepulauan Ryukyu,
Thailand, seluruh Malaysia termasuk Indonesia, kemudian ke Australia utara dan

Pasifik. Menurut Rao (1998), Klasifikasi E. agallocha adalah sebagi berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Malpighiales

Famili : Euphorbiaceae
Genus : Excoecaria

Spesies : Excoecaria agallocha

E. agallocha memiliki nama lokal buta-buta, madengan, menengan,
kalibuda, kayu buta-buta, betuh, bebutah, dan warejit. Tinggi E. agallocha
mencapai 15 m. Bentuk akar tanpa pneumatophora. Susunan daun sederhana
dan bersilangan, berbentuk elip dan memiliki ujung yang runcing dengan ukuran
daun 6 - 9 cm. E. agallocha tidak memiliki biji. Buah berdiameter 0,7 cm,
bercuping 3, berwarna hijau, dan berbuah pada bulan Januari hingga Maret. E.

agallocha memiliki getah lateks pada batang berwarna putih yang mengandung



racun dan berbahaya jika terkena mata dan kulit. E. agallocha tumbuh di tepi
hutan mangrove, ke arah daratan pada tanah pasir atau berlumpur (Setyawan et

al., 2002). Excoecaria agallocha dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Excoecaria agallocha a. Tumbuhan Utuh,
b. Daun, c. Batang, dan d. Akar

E. agallocha digunakan sebagai wangi-wangian, obat kudis, kejang perut,
dan borok pada kaki. Getah dipergunakan sebagai racun ikan. Dalam dosis kecil
dipakai sebagai obat kuat laki-laki (afrodisiaka). E. agallocha memiliki kandungan
kimia antara lain : 2,4 - dimetoksi - 3 (Y, Y - diometil alil sinnamoil ), Piperidide

Pulcherol , Excocarianin , Excocarinin A, Excocarinin B.



2.2 Senyawa Bioaktif

Produk bioaktif alami adalah senyawa-senyawa kimia yang diproduksi
oleh organisme hidup yang memiliki efek biologi terhadap organisme lain. Dalam
beberapa kasus, produk bioaktif alami ini adalah produk sekunder yang
diproduksi oleh organisme tetapi memiliki aktivitas yang tidak berhubungan
dengan sistem biologi (Coligate dan Molyneux, 2008).

Identifikasi dan pengelompokan mangrove dapat dilihat dari keberagaman
metabolit, struktur kimia dan perbedaan kelas kimianya. Senyawa kimia yang
biasa ditemukan dalam mangrove, antara lain asam dan alkohol alifatik, asam
amino dan alkaloids, karbohidrat, karotenoid, hidrokarbon, asam lemak bebas
termasuk polyunsaturated fatty acid (PUFA), lipid, feromon, forbol ester, fenolik,
dan kandungan yang berhubungan, steroid, triterpenoid, dan glikosida, tanin,
terpen dan yang berhubungan, dan sejenisnya (Bandaranayake, 2002).

Mangrove merupakan salah satu biota penyusun ekosistem pesisir pantai
yang berfungsi sebagai tempat berlindung larva ikan dan biota lain dan juga
penahan ombak, dan lain-lain. Berdasarkan hasil penelitian pada tanaman
mangrove disebutkan bahwa, selain mengandung tanin sebagai metabolit
sekunder utama, juga mengandung steroid, triterpen, saponin, flavonoid, dan
alkaloid (Agoramoorthy, et al., 2007). Senyawa metabolit sekunder dalam
tumbuhan tersebar merata ke seluruh bagian tumbuhan tetapi dalam kadar yang
berbeda-beda.

Mangrove mengandung senyawa seperti alkaloid, flavonoid, fenol,
terpenoid, steroid dan saponin. Golongan senyawa ini merupakan bahan obat-
obatan modern (Eryanti, et al., 1999). Ditambahkan Effendi (1998), dari kajian
awal yang telah dilakukan, diketahui bahwa beberapa spesies mangrove memiliki

efek antimikrobial.



2.3 Fitokimia

Fitokimia secara umum diartikan sebagai kandungan kimia atau nutrien
dalam tumbuhan. Biasanya fitokimia digunakan untuk merujuk pada senyawa
tumbuhan yang tidak dibutuhkan untuk fungsi normal tubuh, tapi memiliki efek
yang menguntungkan bagi kesehatan atau memiliki peran aktif bagi pencegahan
penyakit. Senyawa fitokimia tidak termasuk kedalam zat gizi karena bukan
berupa karbohidrat, protein, lemak, vitamin, mineral maupun air. Menurut
Harborne (2006), kandungan kimia tumbuhan dapat digolongkan berdasarkan
asal biosintesis, sifat kelarutan dan adanya gugus fungsi tertentu.

Senyawa fitokimia memberikan aroma khas, rasa dan warna tertentu bagi
tanaman dalam berintegrasi dengan lingkungan. Fitokimia mempunyai pengaruh
biologis sebagai antioksidan yang pengaruh untuk menghambat pertumbuhan
kanker, mempunyai sifat menghambat pertumbuhan bakteri, menurunkan
kolesterol, menurunkan kadar glukosa darah, bersifat antibiotik, dan
menimbulkan pengaruh peningkatan kekebalan tubuh. Fitokimia yang telah
diketahui adalah sekitar 30.000 jenis dan sebanyak 5.000-10.000 jenis terdapat
dalam bahan pangan serta hampir 400.000 jenis tanaman mengandung fitokimia
(Andriana, 2009).

Fitokimia yang merupakan hasil metabolit sekunder tumbuhan
digolongkan, menjadi alkaloid, antrakuinon, kumarin, minyak esensial (sebagian

terpenoid dan fenilpropanoid), flavonoid, steroid, dan terpenoid (Channel, 1998).

2.3.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan sekelompok senyawa yang memiliki struktur dasar
flavon atau flavan (Lemmens dan Wulijarni, 1991). Salah satu turunan flavonoid
yaitu katekin, ditemukan pada apel, anggur, pear dan teh. Secara invitro mampu

menghambat Vibrio cholera, Streptococcus dan Shigella. Sifat antibakteri



flavonoid disebabkan karena kemampuannya membentuk kompleks dengan
dinding sel bakteri, serta protein ekstraseluler (Cowan, 1999). Flavonoid memiliki
rumus kimia CisH;00, dengan berat molekul 222,24 g/mol (Metacyc, 2011).
Struktur flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.

OH

OH

OH

OH
Gambar 2. Struktur Flavonoid (Pract, 2006)

Senyawa yang begitu mencolok seperti flavonoid memberikan kontribusi
keindahan dan kesemarakan pada bunga dan buah-buahan di alam. Flavin
memberikan warna kuning atau jingga, antosianin memberikan warna merabh,
ungu atau biru, yaitu semua warna yang terdapat pada pelangi kecuali warna
hijau. Secara biologis, flavonoid memainkan peranan penting dalam Kkaitan
penyerbukan pada tanaman oleh serangga. Sejumlah flavonoid memiliki rasa
pahit hingga dapat bersifat menolak sejenis ulat tertentu. Flavonoid adalah
senyawa yang mengandung C;s terdiri atas dua inti fenolat yang dihubungkan
dengan tiga satuan karbon. Cincin A memiliki karakteristik bentuk hidroksilasi
phloroglusinol atau resorsinol, dan cincin B biasanya 4, 3, 4 atau 3, 4, 5-

terhidroksilasi (Sastrohamidjojo, 2007).

2.3.2 Tanin

Tanin merupakan fenol polihidrid kompleks, bersifat larut dalam air
(Lemmens dan Wulijarni, 1991). Ada dua jenis tanin yaitu tanin hidrolisis, dan
tanin kondusi, yang mana keduanya memiliki daya antibakteri. tanin hidrolisis

adalah tanin yang dapat dihidrolisi dengan asam, alkali atau enzim menjadi
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senyawa-senyawa yang lebih sederhana seperti gula dan asam tanat (asam
galat dan asam elaganat). Galotanin adalah contoh tanin hidrolisis, yang mana
molekulnya tersusun dari asam galat dan gula, sedangkan elagitanin adalah
tanin hidrolisis yang molekulnya tersusun dari asam elagat dan gula (Hagerman
2002). Menurut Nangude (2007), rumus kimia tanin adalah CsHs5,046 dan

memiliki berat molekul sangat besar yaitu 1700 g/mol. Struktur tanin dapat dilihat

pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur Tanin (Nangude, 2007)

Menurut Cowan (1999), tanin dapat membentuk kompleks dengan protein
transmembran, enzim-enzim pada permukaan membran, dan protein pili
(adhesin), melalui ikatan hidrogen sehingga dapat mengganggu kehidupan
bakteri. Ikatan hidrogen antara tanin dan protein terjadi melalui interaksi antara

gugus hidroksil pada tanin dengan gugus karbonil pada protein.

2.3.3 Terpenoid

Terpena merupakan senyawa hidrokarbon yang mempunyai struktur
umum CyoHy6, dan terdapat dalam bentuk diterpena, triterpena, tetraterpena serta
sesquiterpena, berturut-turut dengan Cyy, Csg, Cao, Cs, dan Cis. Terpena yang

mengandung elemen lain (biasanya oksigen) disebut terpenoid (Cowan, 1999).
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Terpena dan terpenoid mempunyai daya antimikroba terhadap bakteri, kapang,
virus, dan protozoa (Hill, 1993). Terpenoid memiliki berat molekul sebesar 464,6

g/mol (Cruz, 2007). Struktur terpenoid dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Struktur Terpenoid (Thoennissen et al., 2009)
Terpenoid mempunyai daya antimikroba terhadap bakteri, kapang, virus
dan protozoa. Mekanisme panghambatannya diduga melalui perusakan

lipibilayer membran sel akibat gugus hidrofobik yang dimilikinya (Cowan, 1999).

2.3.4 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa organik yang memiliki cincin heterosiklik
dengan atom nitrogen yang bersifat basa. Alkaloid memiliki struktur kimia
C,1H20N203.HNOs dan berat molekulnya sebesar 411,41 g/mol (Druglead, 2009).

Struktur alkaloid dapat dilihat pada Gambar 5.

H3CO—_ -~ ]
"\ OH
o]
Gambar 5. Struktur Alkaloid (Dinda, 2008)
Beberapa alkaloid memiliki kemampuan menghambat mikroba dan

mekanismenya diduga karena dapat menyebabkan kerusakan DNA (Cowan,

1999).
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2.3.5 Fenolik

Menurut Cowan (1999), tumbuh-tumbuhan dapat mensintesa berbagai
jenis fenolik melalui metabolisme sekunder yang ditujukan sebagai mekanisme
pertahanan terhadap serangan mikroba, insekta, maupun herbivora. Asam
fenolat merupakan fenolik yang memiliki gugus karboksilat. Salah satu turunan
asam fenolat yaitu asam kafeat, yang dilaporkan memiliki daya hambat terhadap
bakteri, kapang, dan virus (Brantner, et al., 1996). Struktur fenolik dapat dilihat

pada Gambar 6.
OH OH

sije
Gambar 6. Struktur Fenolik (Freeman dan Gwyn, 2008)

Menurut Cowan (1999), sifat daya hambat fenolik terhadap mikroba
disebabkan karena gugus hidroksil yang dimilikinya dapat berinteraksi dengan
protein membran sel mikroba melalui ikatan hidrogen, sehingga protein tersebut
kehilangan fungsinya. Gugus hidroksil dapat menjadi donor hidrogen yang baik
untuk membentuk ikatan hidrogen dengan gugus karbonil pada protein
(Lemmens dan Wulijarni, 1991). Protein bersama fosfolipid merupakan senyawa
penting yang menyusun membran sel mikroba, yang sama protein disini
berfungsi sebagai pengatur keluar masuknya material dari dan ke dalam sel

(Black, 2005).

2.3.6 Glikosida

Glikosida adalah senyawa yang menghasilkan satu atau lebih gula
(glikon) diantara produk hidrolisisnya dan sisanya berupa senyawa bukan gula
(aglikon). Bila gula yang terbentuk glukosa maka golongan senyawa tersebut
disebut glukosida, sedangkan bila terbentuk gula lainnya disebut glikosida. Di

alam ada O-glikosida, C-glikosida, N-glikosida dan S-glikosida (Mustakim, 2008).


http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/topics/Article Images/defensesfig17.j
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Rumus glikosida adalah C;4H,30¢ dan berat molekul sebesar 292,37 g/mol

(Wikipedia, 2010). Struktur glikosida dapat dilihat pada Gambar 7.

HOCH,

OH ""CN
HO
OH
Gambar 7. Struktur Glikosida (Coffey, 2011)

2.3.7 Steroid

Steroid adalah triterpenoid yang mengandung inti siklopentana
perhidrofenantren vyaitu dari tiga cincin sikloheksana dan sebuah cincin
siklopentana. Dahulu sering digunakan sebagai hormon kelamin dan asam
empedu. Tetapi pada tahun-tahun terakhir ini makin banyak steroid yang
ditemukan dalam jaringan tumbuhan. Tiga senyawa yang biasa disebut fitosterol
terdapat pada hampir setiap tumbuhan tinggi yaitu: sitosterol, stigmasterol, dan
kampesterol (Harborne, 1987). Rumus kimia steroid adalah C,;H;9Ns dan berat
molekul sebesar 293,366 g/mol (Druglead, 2009). Struktur steroid dapat dilihat

pada Gambar 8.

Gambar 8. Struktur Steroid (Zulfikar, 2010)
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2.3.8 Saponin

Saponin adalah jenis glikosida yang banyak ditemukan dalam tumbuhan.
Saponin  memiliki karakteristik dapat membentuk buih, sehingga ketika
direaksikan dengan air dan dikocok maka akan terbentuk buih yang dapat
bertahan lama. Saponin mudah larut dalam air dan tidak larut dalam eter.
Saponin memiliki rasa pahit menusuk dan menyebabkan bersin serta iritasi pada
selaput lendir. Saponin merupakan racun yang dapat menghancurkan butir darah
atau hemolisis pada darah. Saponin bersifat racun bagi hewan berdarah dingin
dan banyak diantaranya digunakan sebagai racun ikan (Hartono, 2009). Rumus
saponin adalah C»;H4,05 (Chemical, 2010). Struktur saponin dapat dilihat pada

Gambar 9.

Gambar 9. Struktur Saponin (Wikipedia, 2011)

Saponin diklasifikasikan menjadi 2 yaitu: saponin steroid dan saponin
triterpenoid. Saponin steroid tersusun atas inti steroid (C,;) dengan molekul
karbohidrat. Steroid saponin dihidrolisis menghasilkan suatu aglikon yang dikenal
sebagai saraponin. Tipe saponin ini memiliki efek anti jamur. Pada binatang
menunjukkan penghambatan aktifitas otot polos. Saponin steroid diekskresikan
setelah konjugasi dengan asam glukoronida dan digunakan sebagai bahan baku

pada proses biosintesis dari obat kortikosteroid.
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2.4 lIsolasi

Isolasi adalah usaha untuk memisahkan senyawa yang bercampur
sehingga didapat senyawa tunggal yang murni. Dalam hal ini faktor yang paling
utama yang harus dipertimbangkan sebelum merancang sebuah prosedur isolasi
adalah sifat alami senyawa target yang terdapat dalam suatu ekstrak atau fraksi.
Gambaran sifat umum molekul yang akan diisolasi sangat membantu dalam
proses isolasi meliputi kelarutan (hidrofobisitas dan hidrofilisitas), sifat asam
basa, stabilitas, dan ukuran molekul. Jika mengisolasi suatu senyawa yang
sudah diketahui atau dari sumber yang baru, dapat dicari informasi dari literatur
mengenai sifat kromatrografi dari senyawa target tersebut, sehingga mudah
untuk menentukan metode isolasi yang sesuai. Penentuan prosedur isolasi untuk
ekstrak dengan kandungan senyawa yang belum sama sekali diketahui tipe
senyawanya dapat menimbulkan kesulitan. Oleh karena itu disarankan, untuk
dilakukan uji kualitatif untuk mengetahui tipe senyawa seperti: fenolik, steroid,

alkaloid, flavonoid, dan sebagainya (Sa’ad, 2009).

2.4.1 Ekstraksi Bioaktif

Ekstraksi diartikan sebagai proses pemisahan zat dari campurannya
dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Berdasarkan bentuk campurannya
yang diekstrak, ekstraksi dibedakan menjadi dua macam yaitu ekstraksi padat-
cair : campuran yang diekstrak berbentuk padat, dan ekstraksi cair-cair: cairan
yang diekstrak berbentuk cair. Ekstraksi bentuk padat cair paling sering
digunakan untuk mengisolasi zat yang terkandung dalam bahan alami. Sifat-sifat
seperti kepolaran dan kelarutan bahan alami yang diisolasi berperan penting
terhadap sempurnanya proses ekstraksi (Vogel, 1987).

Proses ekstraksi dibedakan menjadi dua fase, yaitu fase pencucian dan

fase ekstraksi. Pada fase pencucian terjadi penyatuan cairan ekstraksi, melalui
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rusaknya sel-sel zat yang diekstrak atau rusak akibat proses operasi
penghalusan, langsung kontak dengan bahan pelarut. Diharapkan komponen sel
yang terdapat dalam sel mudah diambil atau dicuci. Sedangkan yang dimaksud
dengan fase ekstraksi, peristiwanya lebih komplek, yaitu suatu peristiwa yang
memungkinkan terjadinya pelintasan bahan pelarut ke dalam bagian dalam sel.
Dengan mengalirnya bahan pelarut kedalam sel menyebabkan protoplasma
membengkak, dan bahan kandungan sel akan terlarut sesuai dengan
kelarutannya. Zat tersebut berpindah sejauh mereka terlarut molekular, mengikuti
difusi melalui ruang antar miselar (Voigt, 1995).

Metode ekstraksi dipilih berdasarkan beberapa faktor seperti sifat dari
bahan mentah obat, daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi
dan kepentingan dalam memperoleh ekstrak yang sempurna atau mendekati
sempurna (Ansel, 1989). Metode-metode ekstraksi yang sering digunakan
diantaranya :

v Maserasi

Maserasi merupakan cara ekstraksi yang paling sederhana. Bahan
simplisia yang dihaluskan sesuai dengan syarat farmakop (umumnya terpotong-
potong atau berupa serbuk kasar) disatukan dengan bahan pengekstraksi.
Selanjutnya rendaman tersebut disimpan terlindung dari cahaya langsung
(mencegah reaksi yang dikatalisis cahaya atau perubahan warna) dan dikocok
kembali. Waktu lamanya maserasi berbeda-beda antara 4 -10 hari. Secara
teoritis pada suatu maserasi tidak memungkinkan terjadinya ekstraksi absolut.
Semakin besar perbandingan cairan pengekstraksi terhadap simplisia, akan
semakin banyak hasil yang diperoleh (Voigt, 1995).

v' Perkolasi
Perkolasi dilakukan dalam wadah berbentuk silindris atau kerucut

(perkolator), yang memiliki jalan masuk dan keluar yang sesuai. Bahan
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pengekstraksi yang dialirkan secara terus-menerus dari atas, akan mengalir
turun secara lambat melintasi simplisia yang umumnya berupa serbuk kasar.
Melalui penyegaran bahan pelarut secara terus-menerus, akan terjadi proses
maserasi bertahap banyak. Jika pada maserasi sederhana, tidak terjadi ekstraksi
yang sempurna, karena akan terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan
dalam sel dengan cairan disekelilingnya, maka pada perkolasi melalui suplai
bahan pelarut segar, perbedaan konsentrasi tadi selalu dipertahankan. Dengan
demikian ekstraksi total secara teoritis dimungkinkan (praktis jumlah bahan
yang dapat diekstraksi mencapai 95%) (Voigt, 1995).
v’ Sokletasi

Sokletasi dilakukan dalam sebuah alat yang disebut soxhlet. Pelarut
diisikan pada labu, sampel diisikan pada tabung dari kertas saring, atau tabung
yang berlubang-lubang dari gelas, baja tahan karat, atau bahan lain yang cocok.
Pelarut dipanaskan hingga mendidih. Uap pelarut naik ke atas melalui pipa
samping, kemudian diembunkan kembali oleh pendingin tegak. Cairan turun ke
labu melalui tabung yang berisi sampel. Pelarut sambil turun melarutkan zat aktif.
Karena adanya sifon maka setelah cairan mencapai permukaan sifon, seluruh

cairan akan kembali ke labu.

2.4.2 Fraksinasi

Menurut Yuliasih, et al. (2010), fraksinasi adalah proses pemisahan fraksi
yang terkandung dalam suatu larutan suspensi yang mempunyai karakteristik
berbeda. Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan yang bertujuan untuk
memisahkan golongan utama kandungan yang satu dengan kandungan yang
lain. Senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar dan senyawa non

polar akan masuk ke pelarut non polar (Harborne, 1987).
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2.4.2.1 Kromatografi Kolom

Pemisahan komponen secara kromatografi kolom dilakukan dalam suatu
kolom yang diisi dengan fase diam dengan eluen sebagai fase gerak untuk
mengetahui banyaknya komponen contoh yang keluar melalui kolom. Pengisian
kolom dilakukan dengan memasukan fase diam dalam bentuk larutan (slurry),
dan partikelnya dibiarkan mengendap. Pemisahan komponen secara
kromatografi kolom bertujuan untuk mengetahui komponen-komponen senyawa
kimia yang dapat terpisah (Hayani, 2007). Kromatografi kolom dapat dilihat pada

Gambar 10.
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Gambar 10. Kromatografi Kolom (Chemistry, 2007)

Kecepatan bergerak dari suatu komponen tergantung pada berapa
besarnya komponen terhambat atau tertahan oleh penyerap di dalam kolom. Jadi
suatu senyawa yang diserap lemah akan bergerak lebih cepat daripada yang
diserap kuat. Akan terlihat bahwa jika perbedaan-perbedaan dalam serapan
cukup besar maka akan terjadi pemisahan yang sempurna (Sastrohamidjojo,
2001).

Partisi atau pemisahan kandungan senyawa bioaktif mangrove dilakukan
dengan menggunakan kromatografi kolom. Kromatografi kolom merupakan

metode untuk pemisahan campuran. Menurut Sastrohamidjojo (2007), prinsip
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kerja kromatografi kolom ialah kolom pemisah diisi dengan penyerap zat padat
seperti alumina (fasa tetap) dan dialiri dengan pelarut seperti benzena (fasa
bergerak).

Pemisahan komponen suatu campuran tergantung pada tingkat
kepolaran dari fase gerak dan senyawa yang terkandung dalam campuran
tersebut (Sa’ad, 2009). Kecepatan bergerak dari suatu komponen tergantung
pada berapa besarnya komponen terhambat atau tertahan oleh penyerap di
dalam kolom. Jadi suatu senyawa yang diserap lemah akan bergerak lebih cepat
daripada yang diserap kuat. Akan terlihat bahwa jika perbedaan-perbedaan
dalam serapan cukup besar maka akan terjadi pemisahan yang sempurna

(Sastrohamidjojo, 2001).

2.4.2.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis adalah cara pemisahan yang mendasarkan partisi
cuplikan antara fasa bergerak dan fasa diam dengan membutuhkan penyerap
dan cuplikan dalam jumlah yang sedikit dan noda-noda yang terpisahkan
dilokalisir pada plat seperti pada lembaran kertas.

Salah satu metode pemisahan yang sederhana adalah kromatografi lapis
tipis (KLT). KLT dapat dipakai dengan dua tujuan. Pertama, dipakai sebagai
metode untuk mencapai hasil kualitatif, kuantitatif, ataupun preparatif. Kedua,
dipakai untuk menjajaki sistem pelarut dan sistem penyangga yang akan dipakai
pada kromatografi kolom atau kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) (Gritter,
1991).

Mekanisme pemisahan dengan kromatografi kertas prinsipnya sama
dengan kromatografi kolom. Adsorben dalam kromatografi kertas adalah kertas
saring, yakni selulosa. Sampel yang akan di analisis ditotolkan ke ujung kertas

yang kemudian digantungkan dalam wadah. Kemudian dasar kertas saring
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dicelupkan kedalam pelarut yang mengisi dasar wadah. Fase mobil (pelarut)
dapat saja beragam. Kromatografi kertas dua dimensi (2D) menggunakan kertas
yang luas bukan lembaran kecil, dan sampel di proses secara dua dimensi
dengan dua pelarut (Mangatas, 2010).

Dalam kromatografi kertas satu tetes larutan cuplikan yang mengandung
campuran yang akan dipisahkan diteteskan atau diletakkan pada daerah yang
diberi tanda di atas sepotong kertas saring diaman ia akan meluas membentuk
noda yang bulat. Bila noda telah kering kertas dimasukkan dalam bejana yang
tertutup yang sesuai dengan satu ujung, dimana tetesan cuplikan ditempatkan,
tercelup dalam pelarut yang dipilih sebagai fase bergerak (Sastrohamidjojo,
2007).

Analisis dari KLT dapat membantu menentukan pelarut terbaik apa yang
akan dipakai dan berapa perbandingan antar pelarut yang akan digunakan
sebagai fase gerak pada kromatografi kolom. Menurut Widodo (2007), KLT
sangat berhubungan dengan kromatografi kolom, hal ini karena fasa-fasa
senyawa yang digunakan dalam teknik keduanya sama. Alumina dan silika gel
adalah fasa diam yang biasa digunakan, dan fase geraknya menggunakan eluen
yang sama. Walaupun demikian, tetap terdapat perbedaan antara KLT dan
kromatografi kolom. Fase gerak (cair) di dalam kromatografi kolom bergerak
turun, sedangkan dalam KLT bergerak naik.

KLT mempunyai beberapa keuntungan, diantaranya waktu yang
dibutuhkan tidak lama (2-5 menit) dari sampel yang digunakan hanya sedikit
sekali (2-20 pg). Kerugiannya dengan menggunakan KLT adalah tidak efektif
untuk skala industri. Walaupun lembaran KLT yang digunakan lebih lebar dan
tebal, pemisahannya sering dibatasi hanya sampai beberapa miligram sampel

saja (Mayo, 2000).
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Cara pemisahan dengan KLT, yaitu larutan cuplikan atau sampel
ditotolkan pada plat dengan pipet mikro atau injektor pada jarak 1-2 cm dari
batas plat. Setelah kering plat siap untuk dikembangkan dengan fase gerak
sampai pada batas tertentu. Proses pengembangan dikerjakan dalam wadah
tertutup yang diisi eluen dan telah dijenuhi uap eluen agar dihasilkan pemisahan
yang baik. Selanjutnya dapat diamati langsung untuk noda/bercak yang tampak,
atau diamati dengan lampu ultraviolet maupun pereaksi semprot penimbul warna

untuk noda/bercak yang tidak tampak (Anwar, 1994).

2.4.3 Spektrofotometri

Spektrofotometri adalah ilmu yang mempelajari tentang penggunaan
spektrofotometer. Spektrifotometer adalah alat yang terdiri dari spektrofotometer
dan fotometer. Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur
energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, atau
diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang. Spektrofotometer
menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu, dan
fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau yang
diabsorpsi (Setiawati, 2007).
2.4.3.1 Spektrofotometer Ultraviolet Visible (UV-Vis)

Spektrofotmeter UV-Vis adalah anggota teknik analisis spektoskopik yang
memakai sumber REM (radiasi elektromagnetik) ultraviolet dekat (190-380 nm)
dan sinar tampak (380 nm - 780 nm) dengan instrumen spektrofotometer.
Absorbsi cahaya ultraviolet mengakibatkan transisi elektronik, yaitu promosi
elektron-elektron dari orbital keadaan dasar yang berenergi rendah ke orbital
keadaan tereksitasi lebih tinggi. Energi yang terserap kemudian terbuang
sebagai cahaya atau tersalurkan dalam reaksi kimia. Absorbsi cahaya tampak

dan radiasi ultraviolet meningkatkan energi elektronik sebuah molekul, artinya
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energi yang disumbangkan oleh proton-proton memungkinkan elektron-elektron
itu mengatasi kekangan inti dan pindah keluar orbital baru yang lebih tinggi
energinya. Semua molekul dapat menyerap radiasi dalam daerah ultraviolet
karena mereka mengandung elektron, baik berkelompok maupun sendiri, yang
dapat dieksitasi ke energi yang lebih tinggi (Setiawati, 2007).

Pengujian spektrofotometer ini digunakan untuk mengetahui panjang
gelombang dan absorbansi sampel yang diamati, kemudian hasilnya digunakan
untuk menganalisa karakteristik bioaktif ekstrak mangrove. Di dalam analisa
kuantitatif dengan metode spektrofotometri, panjang gelombang sinar yang
digunakan harus dipilih terlebih dahulu, agar komponen yang dianalisa menyerap
sinar tersebut semaksimum mungkin. Jika bahan yang dianalisa mempunyai
warna tertentu, maka warna komplementernya merupakan bagian panjang

gelombang yang sesuai untuk analisa tersebut (Apriyantono, et al., 1989).

2.4.3.2 Spektrofotometer FT-IR (Fourier Transform Infra Red)
Spektrofotometri infra red atau inframerah adalah merupakan suatu
metode yang mengamati interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik yang
berada pada daerah panjang gelombang 0,75 — 1000 mikrometer atau pada
panjang gelombang bilangan 13.000-10 cm™ dengan menggunakan suatu alat
yaitu spektrofotometer inframerah. Spektrum peresapan inframerah merupakan
perubahan simultan darii energi vibrasi dan energi rotasi dari suatu molekul.
Kebanyakan molekul organik cukup besar sehingga spektrum peresapannya
kompleks. Konsep dasar dari spektra vibrasi dapat diterangkan dengan
menggunakan molekul sederhana yang terdiri dari dua atom dengan ikatan
kovalen. Dengan menggunakan hukum Hooke, dua atom tersebut dihubungkan

dengan sebuah pegas. Persamaan yang diturunkan dari Hukum Hooke
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menyatakan hubungan antara frekuensi, massa atom, dan tetapan kuatnya
ikatan (Setiawati, 2007).

Uji spektrofotometer inframerah dilakukan untuk mengetahui gugus
fungsional dari bioaktif ekstrak mangrove. Spektrofotometer inframerah
merupakan merupakan spektroskopi inframerah yang dilengkapi dengan
transformasi Fourier untuk mendeteksi dan analisis hasil spektrumnya. Spektrum
inframerah dihasilkan dari pentransmisian cahaya yang melewati sampel.
Spektra inframerah yang diperoleh, kemudian diplot sebagai intensitas fungsi
energi, panjang gelombang (um) atau bilangan gelombang (cm™). Analisis gugus
fungsi sampel dilakukan dengan membandingkan pita absorbansi yang terbentuk
pada spektrum inframerah menggunakan tabel korelasi dan menggunakan
spektrum senyawa pembanding yang sudah diketahui (Anam, et al., 2007).

Menurut Sastrohamidjojo (2001), daerah pada spektrum inframerah diatas
1500 cm™ menunjukkan pita spektrum atau gugus-gugus fungsi dalam molekul

kimia. Sedangkan daerah dibawah 1500 cm™ menunjukkan daerah sidik jari.

2.5 Pelarut

Pelarut merupakan salah satu faktor yang menentukan dalam proses
ekstraksi. Menurut Vogel (1987), pelarut yang baik dalam proses ekstraksi
adalah pelarut yang mempunyai daya melarutkan yang tinggi terhadap zat yang
diekstraksi. Daya melarutkan yang tinggi tersebut berhubungan dengan
kepolaran pelarut dan kepolaran senyawa yang diekstraksi. Terdapat
kecenderungan yang kuat bagi senyawa polar larut ke dalam pelarut polar dan
bagi senyawa nonpolar larut dalam pelarut nonpolar. Jenis-jenis pelarut yang
sering digunakan untuk mengekstrak berbagai jenis senyawa antimikroba dapat

dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Jenis-jenis Pelarut untuk Ekstraksi Komponen Aktif

Air Etanol Metanol Kloroform o Eter Aseton
Metanol
Antosianin Tanin Antosianin Terpenoid Terpenoid Alkaloid Flavonol
Pati Polipenol Terpenoid Flavonoid Terpenoid
Tanin Poliasetilen Saponin Coumarin
Saponin Flavonol Tanin Asam lemak
Terpenoid Terpenoid Xanthosillin
Polipeptida Sterol Totarol
Lectin Alkaloid Quassinoid
Propolis Lakton
Flavon
Phenone
Polifenol

Sumber : Cowan (1999)

Menurut Watson (2010), pelarut—pelarut yang digunakan dalam proses
ekstraksi memiliki indeks polaritas yang berbeda. Semakin polar suatu pelarut
atau campuran pelarut, semakin jauh pelarut tersebut akan menggerakan
senyawa polar. Indeks polaritas pelarut dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Indeks Polaritas Pelarut

Pelarut Indeks Polaritas

Heksan (C6H14) 0

Toluen (CoHg) 2,4
Dietileter (C4H100) 2,8
Diklorometan (CH,Cl,) 3,1
Butanol (C4HyOH) 3,9
Kloroform (CHCIs) 4,1
Etil Asetat (C,HsCOOCH;) 4,4
Aseton (CH;COCHs) 51
Metanol (CH3;OH) 51
Etanol (C,HsOH) 5,2
Asetonitril (CH3CN) 5,8
Asam Asetat ( CH;COOH) 6,2
Air (H,0) 9,0

Sumber : Watson (2010)

2.5.1 Metanol

Metanol juga disebut metal alcohol, wood alkohol atau spiritus senyawa
kimia dengan rumus kimia CH3;OH. Metanol ini merupakan bentuk alkohol yang
paling sederhana. Pada keadaan atmosfer, metanol ini berbentuk cairan ringan,

mudah menguap, tidak berwarna, mudah terbakar, dan berbau khas. Metanol ini
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biasa digunakan sebagai pendingin antibeku, pelarut, bahan bakar, dan sebagai
bahan aditif bagi metanol industri (Basri, 1996). Menurut Komara (1991), metanol
diproduksi secara alamiah dengan metabolisme anaerobik oleh bakteri. Hasil
proses tersebut adalah uap metanol (dalam jumlah kecil) di udara. Setelah
beberapa hari, uap metanol tersebut akan teroksidasi oleh oksigen dengan
bantuan sinar matahari menjadi karbon dioksida dan air. Metanol kadang juga
disebut wood alcohol karena dahulu merupakan produk samping dari destilasi
kayu. Sifat-sifat metanol dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Sifat-sifat Metanol

Karakteristik Metanol

Nama lain Hidroksi metana, metil alkohol, metil hidrat,
alkohol kayu dan karbinol

Rumus molekul CH3;OH

Sifat Mudah terbakar, tidak berwarna

Titik leleh -97°C

Titik didih 64.7 °C

Massa molar 32.04 g/mol

Densitas 0,7918 g/cm3, cair

Titik nyala 11°%C

Konstanta dielektrik 33

Sumber : Wikipedia (2009)

2.5.2 Kloroform

Kloroform adalah nama umum untuk triklorometana (CHCIs). Kloroform
dikenal karena sering digunakan sebagai bahan pembius, meskipun kebanyakan
digunakan sebagai pelarut non polar di laboratorium atau industri. Wujudnya
pada suhu ruang berupa cairan, namun mudah menguap. Kloroform mampu
menyerap kuat pada panjang gelombang 200 nm - 260 nm, sangat cocok untuk
mengukur spektrum pigmen tumbuhan, seperti karotenoid, di daerah spektrum
tampak. Kloroform biasa digunakan untuk memisahkan lipid dan terpenoid
(Harborne, 1987). Menurut Fatmawati (2009), kloroform disebut juga haloform
disebabkan karena brom dan klor juga bereaksi dengan metal keton, yang

menghasilkan masing-masing bromoform (CHBr3) dan Kloroform (CHCI3). Hal ini


http://id.wikipedia.org/wiki/Bius
http://id.wikipedia.org/wiki/Cair
http://id.wikipedia.org/wiki/Uap
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disebut CHX; atau haloform. maka reaksi ini sering disebut reaksi haloform.

Penggunaan CHCI; untuk pelarut lemak, dry cleaning dan obat bius.

2.5.3 Etil Asetat

Etil asetat adalah cairan tidak berwarna, transparan, berbau harum,
segar, seperi aseton, rasa aneh, dan membakar. Dapat bercampur dengan eter,
alkohol, minyak lemak, dan atsiri (Wilson dan Gisvold, 1982). Menurut Harborne
(1987) etil asetat merupakan pelarut semi polar dan dapat melarutkan senyawa

seperti flavonoid.

2.5.4 Heksan

Pelarut yang terbaik untuk ekstraksi adalah pelarut yang mempunyai daya
melarutkan yang tinggi. Hal ini berhubungan dengan kepolaran pelarut dan
kepolaran senyawa yang diambil. Terdapat kecenderungan kuat bagi senyawa
polar larut kedalam pelarut non polar (Vogel, 1987). Heksan merupakan pelarut
organik bersifat non polar. Pelarut heksan banyak digunakan untuk ekstraksi
senyawa polar (Channel, 1998). Heksan memiliki rumus molekul CgH,4, berat
jenis 0.6548 g/mL dalam keadaan cair, daya larut dalam air 13 mg/L at 20°C, titik
didih 69 °C (342 K), dan titik beku =95 °C (178 K).

Pada industri, heksan biasa digunakan sebagai formula lem sepatu,
produk kulit, dan atap. Selain itu, heksan juga digunakan untuk mengekstrak
minyak tumbuhan. Menurut Widiyoko (2010), heksan tidak hanya mengestrak
minyak tetapi juga terdapat senyawa lain yang terikut di antaranya fenolat,

aldehid, klorofil, riboflavin, dan keton.
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2.6 Bakteri
2.6.1 Staphylococcus aureus

Menurut Rachdie (2005), klasifikasi Staphylococcus aureus sebagai

berikut :
Divisio . Protophyta
Subdivisi . Schizomycetea
Kelas :  Schizomycetes
Ordo . Eubacteriales
Famili : Micrococcaceae
Genus . Staphylococcus
Spesies . Staphylococcus aureus
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Gambar 11. Staphylococcus aureus
(http://www.google.co.id/imglanding?g=staphylococcus+aureus)

S. aureus adalah bakteri aerob dan anaerob, fakultatif yang mampu
menfermentasikan manitol dan menghasilkan enzim koagulase, hialurodinase,
fosfatase, protease dan lipase. Staphylococcus aureus mengandung lisostaphin
yang dapat menyebabkan lisisnya sel darah merah. Toksin yang dibentuk oleh S.
aureus adalah haemolisin alfa, beta, gamma, delta, dan apsilon. Toksin lain ialah

leukosidin, enterotoksin, dan eksfoliatin (Belgis, 2008).


http://www.google.co.id/imglanding?q=staphylococcus+aureus
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S. aureus hidup sebagai saprofit di dalam saluran-saluran pengeluaran
lendir dari tubuh manusia dan hewan-hewan seperti hidung, mulut dan
tenggorokan dan dapat dikeluarkan pada waktu batuk atau bersin. Bakteri ini
juga sering terdapat pada pori-pori dan permukaan kulit, kelenjar keringat dan
saluran usus. Selain dapat menyebabkan intoksikasi, S. aureus juga dapat
menyebabkan bermacam-macam infeksi seperti jerawat, bisul, meningitis,
osteomielitis, pneumonia, dan mastitis pada manusia dan hewan (Belgis, 2008).

Foodborne Disease merupakan penyakit yang disebabkan kontaminasi
bahan pangan oleh mikroorgisme patogen. Foodborne Disease dapat
dikelompokkan menjadi 2 vyaitu: keracunan makanan (food poisoning) dan
Infeksi Makanan (food infectio). Keracunan makanan (food poisoning) itu sendiri
dapat disebabkan oleh memakan makanan yang mengandung toksin dimana sel
mikroorganisme yang ada dalam makanan tersebut belum tentu masih hidup,
sedangkan infeksi makanan (food infectio) timbul akibat memakan makanan
yang mengandung mikroorganisme patogen. S. aureus yang merupakan jenis
mikroorganisme patogen oportunis yang banyak ditemukan pada kulit dan
saluran pernapasan manusia, serta jenis mikroorganisme ini dapat menimbulkan
keracunan makanan (Asyhari, 2011).

S. aureus mengandung polisakarida dan protein yang bersifat antigenik.
Antigen ini merupakan kompleks peptidoglikan asam teikhoat yang dapat
menghambat fagositosit dan bagian ini yang diserang bakteriofaga. S. aureus
bersifat lisogenik, yaitu mengandung faga yang tidak berpengaruh pada dirinya

sendiri, tetapi menyebabkan lisis pada anggota dari spesies sama (Warsa, 1994).
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2.6.2 Escherichia coli

Menurut Rachdie (2005), klasifikasi E. coli adalah sebagai berikut :

Kingdom . Procaryota
Divisio . Gracilicutes
Class . Scotobacteria
Ordo . Eubacteriales
Family : Entobacteriaceae
Genus .  Escherichia
Species . Escherichia coli
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Gambar 12. Escherichia coli
(http://www.google.co.id/imglanding?g=escherichia+coli&um)

E. coli memproduksi lebih banyak asam didalam medium glukosa. Bakteri
ini memproduksi CO, dan H, dengan perbandingan 1:1 dan tidak dapat
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon. Sebaliknya Enterobacter aerogenes
memproduksi asam lebih sedikit daripada aseton, tetapi tidak membentuk indol.
Bakteri ini memperoduksi CO, dan H, dengan perbandingan 1:2 dan dapat
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon (Fardiaz, 1992).

Escherichia coli merupakan bekteri yang berasal dari kotoran hewan
maupun manusia. E. coli termasuk dalam golongan bakteri koliform fekal yang

digunakan sebagai indikator adanya polusi kotoran dan sanitasi yang tidak baik


http://www.google.co.id/imglanding?q=escherichia+coli&um
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terhadap bahan pangan. E. coli adalah bakteri gram negatif, bersifat fakultatif
anaerobik dan tidak berspora. Selnya memiliki panjang 2 um dan diameter 0,5

pm dengan volume sel 0,6 — 0,7 pm® (Kubitschek, 1990).

2.7 Mekanisme Kerja Antibakteri

Struktur sel Staphylococcus aureus adalah gram positif yang sangat
sensitif terhadap antimikroba yang mempunyai target menghambat sintesis
dinding sel. Pada gram positif dinding selnya tebal dan homogen (10 nm - 80nm),
komposisi kimianya terdiri dari peptidoglikan, asam teikoat, dan polisakarida.
Penghambatan pertumbuhan bakteri melalui mekanisme penghambatan sintesis
dinding sel melibatkan gangguan pada sintesis peptidoglikan. Padahal
peptidoglikan merupakan komponen utama dinding sel bakteri gram positif.
Peptidoglikan merupakan molekul besar yang disusun oleh senyawa gula dan
asam amino. Dua gula penyusunnya adalah N-acetyl glucosamin (NAG) dan N-
Acetymuramic Acid (NAM). Lapisan peptidoglikan tunggal saling berikatan
dengan lapisan lainnya melalui bagian rantai asam aminonya, sehingga
membentuk suatu ikatan silang yang kuat menutupi seluruh sel (Kurnia, 2010).

Masuknya antibakteri ke dalam sel dapat melalui beberapa cara antara
lain melaui asam teikoat yang hanya ditemui pada dinding sel dan membran
dinding sel dan membran sel dari gram positif, asam teikoat diketahui
mempunyai muatan negatif sehingga dapat membatasi macam substansi yang
akan diikat dan diteruskan dalam sel. Selain itu dapat melalui adsorbsi yang
mempengaruhi permeabilitas dan porositas dinding sel yang menyebabkan
terganggunya sintesis peptidoglikan sehingga pembentukan sel tidak sempurna
karena tidak mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi
membran sel. Keadaan ini menyebabkan sel bakteri mudah mengalami lisis, baik

berupa fisik maupun osmotik dan menyebabkan kematian sel (Kurnia, 2010).
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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 kedalam sel
dan menemukan sasaran untuk bekerja (Kusmiati dan Agustini, 2006). Susunan

struktur dinding sel bakteri gram positif dapat dilihat pada Gambar 13.

: Peptidoglikan
%7 Dpinding Sel
3o i Gram-Positif 0 —
- - =Xt
. ’ Dinding sel C L 3 -
ct o

Membran
plasma

Gambar 13. Struktur Dinding Sel Bakteri Gram Positif (Padli, 2010)

Protein

Struktur sel Escherichia coli adalah bakteri gram negatif lebih banyak
mengandung lipid, sedikit peptidoglikan, membran luar berupa bilayer (berfungsi
sebagai pertahanan selektif senyawa-senyawa yang keluar atau masuk sel dan
menyebabkan efek toksik). Membran luar terdiri dari fosfolipid (lapisan dalam),
dan lipopolisakarida (lapisan luar) tersusun atas lipid A, yang berisfat nonpolar
(Dewi, 2010). Susunan struktur dinding sel bakteri gram negatif dapat dilihat

pada Gambar 14.
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Gambar 14. Struktur Dinding Sel Bakteri Gram Negatif (Padli, 2010)




32

Menurut Fadhilla (2010), perbedaan struktur dinding sel bakteri gram
positif dan bakteri gram negatif, pada bakteri gram positif 90% dinding selnya
terdiri lapisan peptidoglikan, sedangkan bakteri gram negatif lapisan
peptidoglikan hanya sekitar 5 % - 20%. Senyawa antibakteri dapat mencegah
sintesis peptidoglikan pada sel yang sedang tumbuh, maka bakteri gram positif
umumnya lebih peka dibandingkan bakteri gram negatif. Fenol dapat bereaksi
dengan komponen fosfolipid dari membran luar sel sehingga menyebabkan
terjadinya perubahan permeabilitas membran dan akan mengakibatkan sel
mengalami kebocoran. Perubahan permeabilitas membran akan menyebabkan
keluarnya metabolit seluler selain protein, asam nukleat dan ion-ion logam (Ca*",
K*, dan Mg?*), dan perubahan morfologi.

Menurut Buck (2001), menyatakan dalam penelitiannya bahwa awal-awal
terjadinya interaksi mekanisme antimikroba pada bakteri gram negatif umumnya
senyawa antimikroba akan dihambat oleh membran luar berupa lipopolisakarida.
Kemudian terjadi akumulasi yang kemudian mengganggu ikatan-ikatan hidrofilik
membran luar. Secara selektif sebagian senyawa anti mikroba dengan ukuran

molekul kecil masuk melalui protein florin hingga menuju sitoplasma.



3. MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Bahan Penelitian

Bahan utama yang digunakan adalah mangrove Excoecaria agallocha
yang diperoleh dari muara sungai Porong, di daerah Sidoarjo, Jawa Timur, dan
biakan murni bakteri Escherichia coli O-157 dan Staphylococcus aureus 2212-P
dengan kepadatan 10° koloni/mL yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

Bahan lain yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : metanol pro
analisis (MeOH), Kkloroform pro analisis (CHCIs), etil asetat pro analisis
(CH3;CH,OC(O)CHy5), dan heksan pro analisis (CgH14) yang digunakan sebagai
pelarut. Bahan yang digunakan untuk media adalah MHA (Mueller Hinton Agar).
Bahan pembantu yang digunakan adalah akuades, kertas saring, tisu, kertas
label, kertas cakram (Paper disk) dengan diameter 5,25 mm, alumunium fail,
kapas, cotton swab, DMSO (Dimetil sulfoksida), streptomisin, Na-fis 0,9%, koran,

tali, pasir, dan silika gel 60 Fs,.

3.1.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : Erlenmeyer
250 mL, spatula, termometer, cawan petri, waterbath, corong, beaker glass 100
mL, gelas ukur 100 mL, blender, timbangan analitik, dan botol vial. Peralatan
yang digunakan untuk uji antibakteri antara lain : tabung reaksi, rak tabung
reaksi, cawan petri, pipet volume 10 mL, pipet serologis 1 mL, mikro pipet, jarum
ose, bunsen, autoklaf, beaker glass 100 mL, beaker glass 50 mL, erlenmeyer
250 mL, bottle sprayer, panci, kompor, incase, statif, mikrobiuret, makrobiuret,

gelas ukur 100 mL, spatula, botol vial 3 mL, kolom kromatrografi 50 cm
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erlenmeyer 100 mL, beaker glass 50 mL, timbangan analitik, spatula, statif,
corong, dan pipet tetes. Alat yang digunakan untuk identifikasi pola spektra

dengan spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1601, dan FTIR.

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada pelaksanaan skripsi ini adalah metode
exploratif dan deskriptif. Metode penelitian ini bersifat eksplorasi, karena
bertujuan untuk memberikan gagasan, wawasan, serta pemahaman sekaligus
pemecahan masalah atas permasalahan yang dihadapi oleh peneliti.

Menurut Surakhmad (1994), metode deskriptif merupakan metode
penyelidikan yang menuturkan dan mengklasifikasikan data yang diperoleh dari
berbagai teknik pengambilan data. Tujuan dari pelaksanaan metode deskriptif
adalah untuk memaparkan secara sistematik, faktual, dan akurat mengenai fakta
serta sifat dari suatu populasi tertentu. Pengumpulan data sesuai dengan tujuan

dan secara rasional kesimpulan diambil dari data yang berhasil dikumpulkan.

3.3 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian tentang aktivitas antibakteri dari ekstrak E. agallocha
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli melalui 3 tahapan antara lain : Tahap 1
yaitu persiapan sampel dan pengeringan di bawah sinar matahari yang yang
dimaksudkan untuk mendapatkan informasi mengenai rendemen pengeringan
dan uji fitokimia yang bertujuan untuk mendapatkan deskripsi kandungan
fitokimia dalam setiap bagian daun, akar, batang, dan kulit dari E. agallocha.

Tahap 2 yaitu proses ekstraksi dengan pelarut yang berbeda-beda
dimaksudkan untuk memperoleh hasil rendemen ekstrak. Uji antibakteri terhadap
ekstrak kasar yang dimaksudkan untuk mendapatkan informasi hasil zona

penghambatan dari ekstrak E. agallocha terhadap E. coli dan S. aureus.
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Tahap 3 yaitu proses pemisahan (partisi) dan uji antibakteri yang
bertujuan untuk mendapatkan beberapa fraksi dan memperoleh informasi
mengenai hasil fraksi terbaik dalam menghambat pertumbuhan S. aureus dan E.
coli. Identifikasi senyawa bioaktif E. agallocha yang dimaksudkan untuk
mendapatkan gambaran mengenai senyawa tunggal yang paling kuat

menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli.



3.4 Skema Kerja Penelitian
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Dalam penelitian ini dibagi menjadi 3 tahap yaitu :
341 Tahap1l
3.4.1.1 Persiapan Bahan

Mangrove yang digunakan adalah spesies E. agallocha yang diperoleh
dari muara sungai Porong yang teraliri buangan lumpur Lapindo, tepatnya di
Dusun Tegal Sari, Desa Kupang, Kecamatan Jabon, Kabupaten Sidoarjo. Setiap
bagian mangrove yang terdiri dari : daun, akar, batang, dan kulit diambil
sebanyak 1000 g. Cara pengambilan sampel yaitu dimulai dari daun, batang,
kulit, dan akar. Mangrove yang sudah didapatkan dibersihkan dari kotoran yang
menempel dengan air bersih. Semua bagian yang diambil dan ditimbang
sebanyak 500 g - 1000 g tergantung jumlah sampel yang terdapat dalam spesies
tanaman tersebut. Sampel yang sudah ditimbang dimasukkan kedalam kantung
plastik untuk mempermudah dalam pengangkutan. Sampel yang sudah didapat
dipotong kecil-kecil yang bertujuan untuk mempercepat proses pengeringan.
Metode yang digunakan untuk preparasi sampel mangrove kering berdasarkan
penelitian Ncube, et al. (2008), yaitu mangrove dibersihkan dari kotoran yang
menempel dengan air bersih, kemudian dikeringkan dan diangin-anginkan
dibawah sinar matahari hingga kadar air berkurang £ 10 % - 20%. Menurut Patra,
et al. (2009), sampel yang akan diekstraksi harus dikeringkan selama 15 hari dan
dihancurkan hingga menjadi bubuk menggunakan mortar dan blender. Tanaman
mangrove dicuci dan dikeringkan kemudian dipisahkan masing-masing bagian
dari tanaman (batang, akar, kulit, dan daun). Bagian mangrove yang akan di
analisis adalah daun, akar, batang, dan kulit. Mangrove dipotong kecil-kecil dan
diblender hingga halus. Menurut Harborne (2006), ekstrak kasar dapat diperoleh
dengan cara mengeringkan daun bakau, hal ini untuk menjaga agar bahan tetap

dalam keadaan baik untuk dianalisis. Setelah dikeringkan, sampel ditimbang
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sebanyak 25 g untuk mengetahui berat sampel setelah dikeringkan. Selanjutnya,

sampel dihaluskan menggunakan blender.

3.4.1.2 Perhitungan Rendemen Pengeringan

Rendemen adalah berat akhir setelah perlakuan. Perhitungan rendemen
dilakukan sebanyak 2 kali yaitu pada proses pengeringan sampel dan hasil
ekstraksi. Pada pengeringan sampel, perhitungan rendemen dilakukan untuk
mengetahui jumlah kadar air yang keluar (menguap) akibat proses pemanasan.
Adanya kadar air yang terlalu banyak pada sampel yang akan diekstraksi akan
membuat hasil ekstraksi kurang maksimal. Rumus perhitungan rendemen
pengeringan dan rendemen ekstraksi adalah :

berat akhir {setelah perlakuan)
Rendemen Pengeringan = 2erat awal [sebelum perlakuan)

% 10004

3.4.1.3 Uji Fitokimia

Analisis fitokimia identifikasi yang dilakukan adalah uji alkaloid, tanin,
polifenol, flavonoid, saponin, steroid, triterpenoid, dan glikosida. Uji alkaloid
menurut Culvenor (1963) yaitu sampel yang telah halus dilarutkan dalam
kloroform sebanyak 10 mL dan ditambahkan 10 mL amoniak 0,05 N serta
ditambahkan asam sulfat 2 N sebanyak 10 tetes kemudian ditambahkan pereaksi
Mayer, adanya alkaloid ditandai dengan munculnya endapan putih.

Untuk uji tanin, polifenol, flavonoid, dan glikosida dilakukan menurut
Harborne (2006) yaitu sampel didihkan kemudian disaring dan ditambahkan
FeCl;, adanya warna biru tua atau hitam kehijauan yang terbentuk menunjukan
adanya tanin. Uji polifenol sampel dilakukan dengan menambahkan gelatin dan

diamati endapan proteinnya
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Untuk uji flavonoid dilakukan menurut Harborne (2006) yaitu sampel
direndam dalam metanol selama 5 menit dan ditambahkan H,SO, sebanyak 5
tetes dan diamati adanya warna merah yang menunjukan kandungan flavonoid.

Pada uji glikosida dilakukan menurut Harborne (2006) yaitu sampel
ditambahkan etanol 80 % sebanyak 10 mL dan dicuci dengan heksan hingga
larutan heksan tidak berwarna, lalu ditambahkan FeCl; sebanyak 3 ml dan
ditetesi asam sulfat pekat. Adanya kandungan glikosida ditandai dengan
terbentuknya warna merah kecokelatan.

Pada analisa uji saponin, triterpenoid, dan steroid dilakukan menurut
Simes, et al., (1995) yaitu untuk uji saponin sampel halus didihkan dengan etanol
sebanyak 25 mL dan diuapkan, kemudian ditambahkan kloroform dan terbentuk
lapisan air dan kloroform. Lapisan air dikocok kuat-kuat sehingga terbentuk busa
yang menunjukan adanya saponin. Pada lapisan kloroform ditambahkan pereaksi
Liebermann-Burchard sehingga terbentuk warna merah yang menandakan

adanya terpenoid serta warna biru atau hijau yang menandakan adanya steroid.

3.42 Tahap 2
3.4.2.1 Ekstraksi

Metode ekstraksi yang digunakan ialah maserasi. Sampel E. agallocha
halus ditimbang sebanyak 25 gr. Kemudian dimasukkan ke dalam 4 jenis pelarut
yang berbeda tingkat polaritasnya, yaitu metanol, kloroform, etil asetat, dan
heksan. Perbandingan antara sampel dan pelarut adalah 1 : 3 (b/v). Selanjutnya
larutan didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang (27°C) untuk melepaskan
senyawa bioaktif terbebas dari bagian mangrove (akar, daun, batang, dan kulit).
Setiap 2 jam sekali, larutan digoyang-goyang untuk memaksimalkan senyawa
yang terekstraksi. Setelah perendaman, larutan disaring menggunakan kertas

saring untuk memisahkan filtrat (cair) dan residu (padat). Filtrat ditampung dalam
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erlenmeyer 250 mL dan ditimbang beratnya untuk mengetahui rendemen hasil
ekstraksi. Hasil penyaringan kemudian dituang dalam cawan petri dan diuapkan
dengan waterbath pada suhu + 30°C sampai larutan mengental dan tidak bau
pelarut sudah tidak tercium, hal ini bertujuan untuk menghilangkan pelarut yang
masih terjebak dalam senyawa aktif. Ampas hasil dimaserasi ulang selama 24
jam lagi dan disaring dengan kertas saring, ulangan dilakukan sampai tiga kali.
Filtrat pertama, kedua, dan ketiga digabung dan dievaporasi menggunakan rotary

evaporator hingga diperoleh ekstrak E. agallocha.

3.4.2.2 Perhitungan Rendemen Ekstraksi

Metode perhitungan rendemen berdasarkan Pambayun, et al., (2009),
yaitu rendemen ekstraksi adalah bahan terekstrak dibagi dengan bahan baku
dikalikan 100. Pada proses ekstraksi sampel, perhitungan rendemen dilakukan
untuk mengetahui jumlah kadar air yang keluar (menguap) akibat proses
ekstraksi dari pelarut yang berbeda-beda. Adanya kadar air yang terlalu banyak
pada proses ekstraksi akan membuat hasil ekstraksi kurang maksimal. Rumus

perhitungan rendemen Ekstraksi:

berat hasil ekstraksi
! x 100 o
Rendemen Ekstraksi = Perat sampel yang diekstraksi

3.4.2.3 Pembuatan Media

Dalam pembuatan media ini semua alat dan bahan yang digunakan di
strerilisasi terlebih dahulu dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C,
tekanan 1 atm selama 15 menit. Media yang dibuat adalah media MHA (Mueller
Hinton Agar). Mueller hinton agar biasanya digunakan sebagai prosedur kualitatif
untuk isolasi dan identifikasi organisme agar tumbuh lebih cepat. Cara membuat

media MHA adalah mueller hinton agar telah dibuat dipabrik dalam bentuk
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bubuk, dengan formula dalam 1 L akuades diperlukan 34 g bubuk MHA. Larutan
yang berada dalam erlenmeyer dididihkan sampai bubuk benar-benar larut,
kemudian dilakukan sterilisasi kedalam autoklaf selama 15 menit pada tekanan 1
atm dengan suhu 121°C. Komposisi MHA dalam 2 L akuades adalah: Beef

infunsion (300 g), pepton (17,5 g), starch (1,5 g), dan agar (17 g).

3.4.2.4 Uji Aktifitas Antibakteri Ekstrak Excocaria agallocha

Menurut Winarsih, et al. (2003), efektivitas antibakteri terhadap spesies
bakteri berbeda antara yang satu dengan yang lain. Sensitivitas setiap bakteri
patogen terhadap suatu antibakteri harus diuji dengan berbagai konsentrasi yang
menyebabkan pertumbuhan bakteri tersebut terhambat atau mati.

Prosedur pengujian antibakteri penelitian ini menggunakan metode
cawan agar difusi Kirby-Bauer. Prinsip uji ini adalah pada lempeng agar yang
telah disemai dengan mikroorganisme penguji ditempelkan cakram kertas yang
berisi berbagai antibiotik. Penghambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh
antibiotik terlihat sebagai wilayah jernih sekitar pertumbuhan mikroorganisme
(Lay, 1994).

Untuk mengetahui konsentrasi yang memberikan diameter daerah
hambatan terbesar dilakukan uji cakram, yaitu pengujian antibakteri dengan
mengukur diameter zona hambatan yang terjadi di sekitar kertas cakram yang
sudah mengandung bahan antibakteri sesuai dengan konsentrasi perlakuan.
Dengan demikian dapat diketahui efektifitas atau pengaruh perlakuan terhadap
diameter zona hambatan E. coli dan S. aureus. Kepadatan bakteri yang
digunakan sesuai dengan standart kepadatan McFarland 0,5 yaitu 10° koloni/mL.

Media MHA yang sudah disterilisasi dituang ke dalam cawan petri steril
dengan ketinggian 4 mm (60-70 mL media untuk cawan berdiameter 150 mm

dan 25-30 mL untuk cawan berdiameter 100 mm). Di dinginkan pada suhu ruang.



42

Media MHA yang telah beku disemai dengan S. aureus dan E. coli. Proses
penyemaian dilakukan dengan cara cotton swab steril dicelupkan kedalam
suspensi biakan uji dan disebarkan secara mendatar lalu perputaran 90° untuk
olesan kedua dan 45° untuk olesan ketiga. Kepadatan bakteri yang digunakan
sesuai dengan standart kepadatan McFarland 0,5 yaitu 10° koloni/mL. Lalu,
dibiarkan mengering selama 5 menit.

Kertas cakram dengan diameter 5,25 mm direndam dalam larutan
antibiotik, yaitu ekstrak E. agallocha dengan 4 konsentrasi berbeda (1 ppm, 10
ppm, 100 ppm, dan 1000 ppm), selama + 1 menit. Kemudian, Kertas cakram
yang telah direndam dalam larutan antibakteri ditempelkan pada lempeng MHA.
Inkubasi pada suhu 27°C, selama 24 jam. Zona hambat dapat diukur dengan

mengukur diameter zona bening menggunakan jangka sorong.

3.4.3 Tahap 3
3.4.3.1 Metode Pemisahan / Partisi (Kromatografi Kolom)

Partisi atau pemisahan kandungan senyawa bioaktif mangrove dilakukan
dengan menggunakan kromatografi kolom. Kromatografi kolom merupakan
metode untuk pemisahan campuran. Menurut Sastrohamidjojo (2007), prinsip
kerja kromatografi kolom ialah kolom pemisah diisi dengan penyerap zat padat
seperti alumina (fase tetap) dan dialiri dengan pelarut seperti benzena (fase
bergerak).

Metode kromatografi kolom dilakukan pengisian kolom dengan fase diam
silika gel F.s4. Bagian bawah kolom diisi dengan sedikit kapas dan pasir. Dibuat
bubur silika dengan mencampur silika gel. Kemudian dimasukkan bubur silika gel
60 F54, sambil diaduk agar tidak terdapat rongga udara dalam kolom. Panjang

timbunan bubur silika gel dalam kolom £ 15 cm.
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Setelah persiapan dengan pengisian kolom, dilakukan pemisahan dengan
kromatografi kolom. Mula-mula ekstrak E. agallocha dimasukkan ke dalam
kromatografi kolom, kemudian kran kromatografi dibuka. Ekstrak akan meresap
ke silika gel dalam kolom sampai batas atas silika gel. Selanjutnya, dimasukkan
pereaksi terus-menerus sambil kran kolom dibuka. Pelarut (fase gerak) yang
digunakan dalam pemisahan ini adalah eluen campuran polar dan non polar
dengan perbandingan 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5.5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1. Fraksi yang
terpisah ditampung dalam botol vial 3 ml sampai seluruh ekstrak terpisahkan.
Setiap fraksi yang terbentuk dianalisis dengan kromatografi lapis tipis (KLT).
Analisis KLT disini untuk memeriksa ketunggalan dari senyawa ekstrak E.

agallocha.

3.4.3.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatrografi lapis tipis (KLT) digunakan untuk mengetahui jumlah
minimal komponen dalam ekstrak kasar serta sistem pengelusi yang paling tepat
untuk kromatrografi kolom. Selain itu KLT juga digunakan untuk mengetahui
kecepatan pergerakan dari fraksi-fraksi hasil isolasi ekstrak kasar dengan
menggunakan kromatrografi kolom (Abianti, et al., 2010)

Dalam KLT, mula-mula dilakukan penjenuhan dalam bejana yang berisi
pelarut lalu ditutup rapat. Pelarut ini merupakan fase gerak dalam kromatrografi
dan dicari perbandingan terbaik untuk pemurnian ekstrak. Sementara itu,
dilakukan persiapan penotolan sampel ke fase diam KLT berupa plate KLT. Plate
KLT ini adalah lapisan tipis silika gel diatas lempengan alumunium. Plate
dipotong seukuran panjang 8 cm dan lebar 2 cm, lalu dibuat garis pada jarak 0,5
cm dari dasar plate sebagai garis origin, yaitu tempat sampel ditotolkan.

Sampel ditotolkan pada garis origin dengan mikropipet sehingga diameter

totolan hanya 1,5 mm. Setelah plate dipastikan kering, plate dimasukkan dalam
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bejana yang berisi pelarut sebanyak 10 mL. Selanjutnya bejana ditutup dan
dibiarkan sampai pelarut bergerak mendekati garis atas dan dan terbentuk
senyawa tunggal dengan hanya muncul satu titik di plate tersebut. Kemudian
diambil dengan pinset tanpa menyentuh garis atas pelat dan dikeringkan. Setelah
kering plate diidentifikasi di bawah lampu ultraviolet.

Tujuan dilakukan KLT adalah untuk mengetahui senyawa dalam ekstrak
E. agallocha sudah murni dan terbentuk senyawa tunggal. Ciri dari terbentuknya
senyawa tunggal yang sudah murni adalah hanya muncul satu titik dalam plate.
Setelah terpisah sampel ekstrak yang sudah murni ditambahkan Na,SO4
anhldrat sebanyak 1 g untuk mengikat senyawa H,O yang masih terikat pada
sampel ekstrak, setelah ekstrak berbentuk kristal kemudian dilakukan identifikasi

UV-Vis dan FT-IR.

3.4.3.3 Identifikasi Bioaktif E. agallocha
a). Pengujian Spektrofotometer Ultraviolet Visible (UV-Vis)

Pengukuran pola spektra sampel hasil isolasi dengan menggunakan
spektrofotometer ultraviolet. Identifikasi ini dipilih karena prosesnya sederhana
dan tidak perlu melakukan preparasi khusus. Larutan blanko berupa pelarut
dimasukkan dalam kuvet hingga tanda batas + 10 ml, kemudian dimasukkan
dalam spektrofotometer ultraviolet. Sampel hasil isolasi dimasukan pada kuvet
spektro hingga tanda batas, kemudian dimasukkan pada alat Ultraviolet Visible
Shimadu 1601 untuk dilakukan pembacaan pola spektra dan panjang
gelombang yang dihasilkan. Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang
gelombang (A) 200 nm — 800 nm untuk mengetahui absorbansi A maksimum.

Pengujian ini menggunakan alat spektrofotometer ultraviolet. Menurut
Fatimah, et al. (2009), cara analisa dengan alat spektrofotometer ultraviolet

adalah mula-mula alat di nolkan dengan cara larutan blanko dimasukkan ke
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dalam dua buah kuvet lalu ditekan “back correct” dan “run”. Setelah alat dalam
kondisi nol, salah satu blanko dikeluarkan dan diganti dengan ekstrak.

Kemudian, diatur panjang gelombang antara 200 nm — 800 nm.

b). Spektrofotometer FT-IR (Fourier Transform Infra Red)

Spektrofotometer Fourier Transform Infra Red digunakan untuk
mengetahui gugus fungsi suatu senyawa. Prosedur identifikasi inframerah yaitu
larutan blanko diteteskan pada plat NaCl yang transparan terhadap radiasi
inframerah menggunakan pipet tetes, kemudian dimasukkan dalam alat
spektrofotometer inframerah. Hasil pembacaan gugus fungsi dari blanko dengan
spektrofotometer inframerah dihilangkan agar pengujian sampel gugus fungsi
dari pelarut tidak terdeteksi. Setelah itu, sampel hasil isolasi berupa cairan
diteteskan pada plat NaCl dan pelarutnya dibiarkan menguap sehingga
membentuk film tipis. Sampel cair tersebut diukur serapannya pada daerah infra
merah A = 15,4 — 2,5 pm (600 — 4000 cm™).

Pengujian spektrofotometer FT-IR dilakukan di Laboratorium Kimia
Organik, Fakultas Matematika dan Ilimu Pengetahuan Alam, Universitas
Brawijaya, Malang. Uji spektrofotometer FT-IR dilakukan untuk mengetahui
gugus fungsional dari bioaktif ekstrak mangrove E. agallocha. Spektrofotometer
FT-IR merupakan merupakan spektroskopi inframerah yang dilengkapi dengan
transformasi Fourier untuk mendeteksi dan analisis hasil spektrumnya. Spektrum
inframerah dihasilkan dari pentransmisian cahaya yang melewati sampel.
Spektrum inframerah yang diperoleh, kemudian diplot sebagai intensitas fungsi
energi, panjang gelombang (um) atau bilangan gelombang (cm™). Analisis gugus
fungsi sampel dilakukan dengan membandingkan pita absorbansi yang terbentuk
pada spektrum inframerah menggunakan tabel korelasi dan menggunakan

spektrum senyawa pembanding yang sudah diketahui (Anam, et. al., 2007).
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Menurut Sastrohamidjojo (2001), daerah pada spektra inframerah diatas
1500 cm™ menunjukkan pita spektrum atau gugus-gugus fungsi dalam molekul

kimia. Sedangkan daerah dibawah 1500 cm™ menunjukkan daerah sidik jari.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Rendemen Pengeringan

Rendemen dihitung berdasarkan dry basis (berat kering) yaitu membagi
berat (gram) ekstrak yang diperoleh dengan berat (gram) bahan kering yang
diekstrak dikalikan 100 %. Perhitungan rendemen dilakukan sebanyak 3 kali yaitu
pada proses pengeringan sampel, proses penyaringan hasil ekstraksi dan
pemekatan hasil ekstraksi. Data hasil perhitungan rendemen sampel kering dan
ekstrak Excoecaria agallocha dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Rendemen Pengeringan berbagai bagian E. agallocha

Bagian Rendemen (%)
Daun 41,33 +1,53
Akar 64,08 + 1,77

Batang 72,33+ 1,15
Kulit 52,85 + 0,84

Tabel 4 menunjukkan rendemen pengeringan paling tinggi terdapat pada
batang sebesar 72,33 + 1,15%. Kadar air yang tersimpan dalam batang lebih
besar dikarenakan struktur batang yang keras, tebal, dan dinding sel yang tebal
sehingga membuat air yang ada dalam batang sulit menguap. Menurut Amraini,
et al. (2004), batang mempunyai struktur yang keras karena kadar selulosa yang
terdapat pada kayu keras lebih banyak dan juga memiliki lignin yang berfungsi
mempererat serat-serat menjadi satu sehinga air yang ada di dalam sulit untuk
keluar dikarenakan batang memiliki kandungan air yang cukup tinggi, sehingga
pada proses pengeringan di bawah sinar matahari kadar air dalam batang masih
tinggi.

Rendemen terendah pada proses pengeringan terdapat pada bagian daun
yaitu sebesar 41,33 + 1,53 %. Kadar air yang tersimpan dalam daun lebih sedikit
dibandingkan dengan bagian yang lain sehingga pada proses pengeringan daun

di bawah sinar matahari dapat menguap air secara optimal. Struktur daun yang
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kecil, dan tipis sangat berpengaruh dalam mempercepat proses pengeringan.
Menurut Supriyono (2003), luas permukaan bahan sangat berpengaruh terhadap
proses pengeringan. Air menguap melalui permukaan bahan, sedangkan air
yang ada ditengah merembes ke permukaan kemudian menguap. Umumnya
untuk mempercepat proses pengeringan bahan pangan yang akan dikeringkan
dipotong-potong sehingga permukaannya lebih kecil. Selain itu semakin tipis
bahan pangan, bahan yang dikeringkan semakin cepat pula proses
pengeringannya.

Hubungan kadar air bahan dan rendemen adalah berbanding lurus.
Menurut Hariyati (2006), kadar air dipengaruhi oleh derajat pengeringan. Derajat
pengeringan yang tinggi akan menghasilkan kadar air yang rendah. Jika kadar air
yang dihasilkan tinggi maka nilai rendemen akan tinggi juga. Hasil proses
pengeringan masing-masing bagian E. agallocha kemudian dilakukan pengujian

fitokima.

4.2 Analisis Uji Fitokimia
Hasil pengujian kandungan fitokimia yang terdapat pada bagian
akar, batang, kulit, daun, dan bunga Excoecaria agallocha dapat dilihat pada

Tabel 5.
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Tabel 5. Fitokimia Berbagai Bagian Excoecaria agallocha

Jenis Hasil
Pengujian Pengujian/Pemeriksaan
Uji fitokimia : Daun Akar Batang Kulit Bunga
- Alkaloid +++ +++ +++ ++ ++++
- Tanin - + - + +
- Saponin ++++ + - ++++ +++
- Fenolik + - - + -
- Flavonoid - - - +++ -
- Triterfenoid - - + +++ ++
- Steroid + - - - +
- Glikosida +++ + + ++ +++
Keterangan
- : Negatif
+ . Positif lemah
+ + . Positif
++ + . Positif kuat
++++ . Positif kuat sekali

Tabel 5 menunjukkan hampir seluruh bagian dari E. agallocha
mengandung alkaloid dan glikosida. Akan tetapi untuk tanin, saponin, fenolik,
flavonoid, triterfenoid, dan steroid hanya terdapat pada bagian tertentu saja.
Menurut Miles, et al. (1999), mangrove mengandung senyawa kimia antara lain
garam, asam organik, karbohidrat, benzokuinon, naptofuran, sesquiterpen,
triterpenoid, alkaloid, flavonoid, polimers, derivat sulfur, dan tanin. Dari sebagian
senyawa aktif yang terdapat pada mangrove, sebagian besar berfungsi sebagai
antibakteri.

Alkaloid positif kuat sekali terdapat pada bagian bunga, sedangkan pada
bagian kulit jumlah alkaloid sedikit atau positif. Bagian bunga E. agallocha
mengandung alkaloid yang cukup tinggi karena beberapa alkaloid mungkin
bertindak sebagai substansi cadangan untuk persediaan nitrogen, meskipun
banyak alkaloid ditimbun dan tidak mengalami metabolisme lebih lanjut walaupun
sangat kekurangan nitrogen. Selain itu, alkaloid dapat mengganti basa mineral
dalam mempertahankan kesetimbangan ion dalam tumbuhan dengan cara

pertukaran dengan kation karena sebagian besar alkaloid bersifat basa. Menurut
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Lenny (2006), semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom nitrogen
yang bersifat basa dan sebagian atom nitrogen ini merupakan bagian cincin
heterosiklik. Menurut Robinson (1995), pada bagian bunga alkaloid merupakan
substansi beracun untuk melindungi tumbuhan dari serangan serangga, parasit
atau pemangsa tumbuhan, dan penghambatan aktivitas enzimatik oleh alkaloid.

Tanin hasil analisis fitokimia E. agallocha hanya terdapat pada akar, kulit,
dan bunga. Sedangkan pada bagian daun dan batang tidak ditemukan tanin.
Tanin umumnya banyak ditemukan pada bagian tumbuhan yang berpembuluh
dan berkayu. Dari data hasil uji fitokimia tanin ditemukan pada bagian kulit, akar,
dan bunga. Menurut Najib (2010), kulit mengandung tanin cukup tinggi karena
tanin digunakan untuk membantu proses metabolisme yang digunakan sebagai
energi. Tanin tersebar dalam setiap tanaman yang berbatang. Tanin berada
dalam jumlah tertentu, biasanya berada pada bagian spesifik tanaman seperti:
bunga, akar, dan kulit. Salah satu fungsi utama tanin yaitu sebagai penolak
hewan pemakan tumbuhan karena rasanya yang sepat (Harborne, 2006). Tanin
juga mempunyai kemampuan sebagai antibakteri dimana gugus fenol yang ada
dalam tanin mempunyai sifat antiseptik yang dapat digunakan sebagai
antimikroba.

Menurut Cheeke (1999), saponin pada tanaman mangrove berfungsi
sebagai surfaktan, dimana saponin yaitu zat yang berkemampuan untuk
mengikat air dan lemak. Menurut Harborne (2006), saponin adalah kemampuan
pembentukan busa dari suatu ekstrak tumbuhan. Saponin mampu
menghemolisis sel darah. Dari data hasil uji fitokimia didapatkan senyawa
saponin paling banyak (positif kuat sekali) terdapat pada daun dan kulit, karena
daun dan kulit merupakan bagian tanaman yang berfungsi sebagai metabolisme
tanaman sehingga saponin sangat dibutuhkan untuk mengikat air dan lemak.

Pada bagian kulit dan daun apabila dirasakan terdapat rasa pahit, sepat, dan
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berbusa apabila dikocok dalam air. Menurut Robinson (1995), saponin
merupakan senyawa yang berasa pahit, berbusa dalam air, dan larut dalam air
dan alkohol dan tidak larut dalam eter. Saponin juga terdapat bagian akar dan
bunga. Dalam bunga saponin juga mempunyai rasa yang pahit, dan berbusa
apabila dalam air. Metabolit sekunder meskipun sangat berperan untuk
kelangsungan hidup dalam pertahanan, penarik seks, dan feromon (Manitto,
1992). Pada bagian batang E. agallocha tidak mengandung saponin dikarenakan
pada batang apabila dikocok dalam air tidak membentuk busa. Menurut
Harborne (2006), saponin adalah kemampuan pembentukan busa dari suatu
ekstrak tumbuhan. Kadar saponin yang tinggi dalam tumbuhan membuat ekstrak
alkohol-air sukar pekat. Saponin mampu menghemolisis sel darah.

Menurut Lattanzio, et al. (2006), tanaman memerlukan fenolik untuk
pigmentasi, pertumbuhan, reproduksi, resistensi terhadap bakteri patogen, dan
banyak fungsi lainnya. Hasil analisis fitokima E. agallocha, bahwa kandungan
fenolik hanya terdapat pada bagian kulit dan daun, dimana kedua bagian ini
bertujuan untuk membantu proses pigmentasi dan pertumbuhan dari tanaman
tersebut. Menurut Freeman dan Gwyn (2008), lignin terdiri dari ratusan atau
ribuan monomer fenolik dan komponen utama dari batang, karena lignin tidak
larut, keras, hampir tidak dapat dicerna, dan lignin memberikan pertahanan fisik
yang bagus terhadap serangan patogen. Pada bagian akar, batang, dan bunga
tidak mengandung senyawa fenolik. Pada bagian akar berfungsi sebagai alat
penyerap mineral, sehingga pada akar tidak mengandung fenolik karena dapat
menghambat fungsi dari akar mangrove. Pada bagian bunga tidak ditemukan
fenolik dikarenakan bunga tidak ditemukan adanya lignin dan umumnya lignin
ditemukan pada bagian yang berkayu. Menurut Michalak (2007), salah satu
fungsi dari fenolik membentuk lignin untuk mempertebal dinding sel yang

berfungsi untuk menghambat masuknya logam berat.
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Menurut Sriningsih, et al. (2010), flavonoid merupakan salah satu dari
sekian banyak senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh suatu tanaman,
yang bisa dijumpai pada bagian daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, bunga, dan
biji. Berdasarkan hasil analisis fitokimia didapatkan flavonoid hanya terdapat
pada bagian kulit. Pada kulit terjadi proses pigmentasi yang memberikan warna
mencolok terhadap bagian kulit itu sendiri. Menurut Freeman dan Gwyn (2008),
pigmen flavonoid yaitu antosianin bertanggung jawab untuk memberikan warna
mencolok dari banyak tanaman.

Triterpenoid terdapat pada bagian batang, kulit, dan bunga. Triterpenoid
paling banyak ditemui pada bagian kulit. Komponen triterpenoid terlibat dalam
interaksi antar tanaman, antar tanaman dan mikroorganisme, antar tanaman dan
serangga dan bertindak sebagai agen antibakteri yang banyak berfungsi di
bagian kulit E. agallocha. Menurut Kurniawan (2010), kandungan triterpenoid
banyak ditemukan pada kulit karena pada umumnya berfungsi sebagai pelindung
penolak serangga dan serangan mikroba. Kandungan triterpena banyak
terdapat dalam damar, kulit, batang, dan getah.Ttriterpenoid diketahui memiliki
aktivitas fisiologi tertentu, sebagai antijamur, antibakteri, antivirus, kerusakan
hati, gangguan menstruasi, dan mengatasi penyakit diabetes (Robinson, 1995).
Terpenoid atau sering disebut isoprenoid adalah hasil metabolisme sekunder
tanaman yang memiliki turunan paling banyak pada tanaman dan sedikit pada
invertebrata. Selain itu, triterpenoid juga terdapat pada bagian daun. Menurut
Basyuni (2009), triterpenoid pada daun berfungsi untuk mengatur tekanan kadar
garam. Triterpenoid juga terdapat pada bunga. Pada bunga terpenoid juga
bertindak sebagi pertahanan, penyembuhan luka, pengatur suhu tanaman pada
saat penyerbukan benih tanaman, memberikan aroma pada buah, dan
memberikan keharuman pada bunga. Menurut Sastrohamidjojo (2007%),

terpenoid pada bunga memiliki volatilitas sehingga berbau harum.
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Hasil analisis fitokimia juga menunjukkan adanya steroid pada bagian
daun dan bunga. Umumnya steroid tumbuhan berasal dari sikloartenol. Steroid
dapat digunakan sebagai bahan dasar pembuatan obat. Beberapa steroid
mempunyai aktifitas seperti sterol (a-spinasterol) sebagai anti inflamasi (Saleh,
2009).

Hasil analisis fitokimia juga menunjukkan adanya glikosida pada semua
bagian E. agallocha dan paling banyak terdapat pada bagian daun dan bunga.
Kebanyakan pada bagian daun dan bunga digunakan sebagai obat untuk
menyembuhkan penyakit, selain itu pada tumbuhan digunakan sebagai
perlindungan dari pemangsa. Menurut Mustakim (2008), glikosida berperan
dalam tumbuhan terlibat dalam fungsi pengaturan-pengaturan, perlindungan, dan
kesehatan.

Berdasarkan hasil pengujian fitokimia maka E. agallocha dapat
digunakan sebagai antibakteri karena mengandung berbagai senyawa bioaktif
yang bisa menghambat dan membunuh bakteri. Senyawa-senyawa bioaktif
seperti terpenoid, alkaloid, tanin, steroid, fenolik, glikosida, saponin, dan
flavonoid terdapat disemua bagian tanaman E. agallocha dengan kadar yang
berbeda-beda. Fungsi dari masing-masing bagian tanaman seperti akar, batang,
kulit, daun, dan bunga yang memiliki kemampuan untuk menghasilkan senyawa
bioaktif tersebut. Menurut Sastrohamidjojo (2007), faktor Iluar yang
mempengaruhi produksi metabolit sekunder ialah, seperti replikasi pertumbuhan,
pembungaan, musim, suhu, habitat, panjangnya siang hari, dan sebagainya.
Dan juga dipengaruhi oleh fungsi dari masing-masing bagian tanaman seperti
daun, akar, batang, kulit, dan bunga yang memiliki kemampuan untuk

menghasilkan senyawa bioaktif. .
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4.3 Ekstraksi dan Uji Antibakteri dari Excoecaria agallocha

Ekstraksi merupakan cara untuk mengisolasi senyawa bioaktif. Metode
ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi dengan
menggunakan 4 pelarut berbeda, yaitu metanol, kloroform, etil asetat, dan
heksan. Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam
karena dalam perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding
dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam sel dan di luar sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan. Perbedaan jenis pelarut dalam ekstraksi ini ialah
untuk mengetahui jenis pelarut terbaik dalam mengisolasi senyawa bioaktif E.

agallocha. Selain itu, perbedaan jenis pelarut juga untuk mengidentifikasi

senyawa bioaktif E. agallocha. Secara umum dapat dilihat pada Gambar 15.

Gambar 15. Warna Ekstrak Dalam: (a) Metanol, (b) Kloroform, (c) Etil
Asetat, dan (d) Heksan

Hasil maserasi dapat diketahui bahwa mangrove yang diekstrak dengan
metanol dan kloroform memiliki warna yang lebih gelap atau pekat, karena
metanol merupakan pelarut polar yang dapat memiliki kelarutan terhadap
senyawa fitokimia polar sangat tinggi. Etil asetat memiliki warna yang cenderung
lebih hijau karena etil asetat merupakan pelarut semi polar sehingga memiliki

kelarutan terhadap senyawa polar yang agak lebih rendah dari metanol dan
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kloroform. Metanol lebih polar terhadap senyawa polar fitokimia dibandingkan
dengan pelarut lainnya karena memiliki jumlah atom C yang lebih sedikit,
sehingga senyawa yang terikat oleh pelarut tersebut memiliki tingkat kepolaran
yang berbeda (List & Schmidt, 1989). Heksan tampak warna kuning yang agak
cerah dikarenakan heksan merupakan pelarut non polar sehingga memiliki
kelarutan terhadap senyawa bioaktif polar yang relatif lebih rendah dan hanya
dapat melarutkan senyawa non polar yaitu steroid. Hasil ekstraksi bagian E.
agallocha dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Warna dan rendemen ekstrak E. agallocha dalam berbagai pelarut

Bagian Warna ekstrak Rendemen ekstraksi (%)
Mangrove Metanol Kloroform Etil asetat Hexan Metanol Kloroform Etil asetat Hexan
E. agallocha
Daun Hijau pekat Hijau pekat Hijau Kuning 5,24 £0,17 2,75+ 0,20 1,13+0,28 0,6 £0,28
Kuning M Kuning |
Akar e Hijau pekat kuning 1,03 + 0,07 0,41 £ 0,33 0,21+0,14 1,29+ 1,24
Batan Jingga Kuning Kuning Kuning 0,60+0,05 046+030 056+056 0,11+0,11
g kemerahan OV = Uy 402 U, 00 x 0, , 11+ 0,
Kulit Cokelet Kuning Kuning Kuning  1,69+1,10 094015 128+004 0,29+ 0,40

kemerahan

Tabel 6 menunjukan adanya senyawa fitokimia yang terlarut pada
masing-masing bagian E. agallocha. Pada bagian daun diketahui hampir semua
jenis pelarut berwarna hijau, kecuali pada heksan. Berdasarkan hasil rendemen
ekstraksi (Tabel 6), dapat diketahui jenis pelarut yang paling baik dalam
mengisolasi senyawa bioaktif E. agallocha dan bagian E. agallocha yang paling
banyak menghasilkan senyawa bioaktif.

Data rata-rata rendemen ekstraksi tertinggi diperoleh rendemen ekstrak
tertinggi dengan metanol terdapat pada daun yaitu sebesar 5,24 + 0,17%.
Menurut Pratiwi (2010), secara umum metanol paling banyak digunakan dalam
proses isolasi senyawa bahan alam, karena dapat melarutkan hampir seluruh
golongan metabolit sekunder. Hasil rendemen ekstrak terendah dengan heksan

terdapat pada bagian batang sebesar 0,11 + 0,11%. Hal ini dikarenakan, sifat
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heksan yang mudah menguap menyebabkan rendemen ekstrak sangat sedikit.
Menurut Munawaroh dan Handayani (2010), heksan memiliki sifat stabil dan
mudah menguap dan selektif dalam melarutkan zat, mengekstraksi sejumlah
kecil lilin. Menurut Fadhilla (2010), menyatakan bahwa dalam proses ekstraksi
komposisi, warna, aroma, dan rendemen yang dihasilkan akan dipengaruhi oleh
jenis, ukuran, dan tingkat kematangan bahan baku, jenis pelarut, suhu, dan
waktu serta metode ekstraksi.

Berdasarkan perbandingan rata-rata rendemen ekstraksi pada setiap
bagian E. agallocha, diketahui bahwa bagian daun cenderung memiliki rata-rata
rendemen yang tinggi, diikuti kulit, akar, dan terendah batang. Perbandingan
rata-rata rendemen pada setiap jenis pelarut ekstraksi, kecenderungan hasil rata-
rata rendemen ekstraksi tertinggi terdapat pada metanol, diikuti kloroform, etil
asetat dan terendah heksan. Kandungan senyawa dalam 4 bagian E. agallocha
(daun, akar, batang, dan kulit) sebagian besar bersifat polar, sehingga senyawa
tersebut banyak terisolasi dalam metanol.

Perbedaan nilai rendemen bisa disebabkan oleh perbedaan jenis pelarut
yang digunakan. Pelarut yang berbeda akan melarutkan senyawa-senyawa yang
berbeda tergantung tingkat kepolarannya. Menurut Vogel (1987), terdapat
kecenderungan bagi senyawa polar akan larut ke dalam pelarut polar, sedangkan
senyawa non polar akan larut dalam pelarut non polar. Ditambahkan oleh
Watson (2010), bahwa semakin polar suatu pelarut, maka semakin jauh pelarut
tersebut dalam menggerakkan senyawa polar. Oleh karena itu, jumlah ekstrak
yang dihasilkan juga tergantung jenis pelarutnya.

Kepolaran suatu pelarut dapat diketahui melalui indeks polaritas dari
pelarut tersebut. Berdasarkan indeks polaritas, metanol merupakan pelarut
terpolar dari pada kloroform, etil asetat dan heksan. Heksan memiliki indeks

polaritas terkecil dari pada kloroform, etil asetat, dan metanol.
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Berdasarkan perolehan nilai rendemen yang tertinggi, maka metanol
dapat digunakan sebagai pelarut dalam mengekstraksi senyawa bioaktif E.
agallocha. Hal ini diperkuat dengan pernyataan Pratiwi (2010), bahwa secara
umum metanol banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa bahan alam,
karena dapat melarutkan seluruh golongan metabolit sekunder. Menurut
Ayuningrat (2009), metanol sebagai senyawa polar dapat disebut sebagai pelarut
universal karena selain mampu mengekstrak komponen polar, dapat juga
mengekstrak komponen non polar seperti lilin dan lemak..

Dari data hasil ekstraksi pada bagian daun memiliki kecenderungan
berwarna hijau. Hal ini dikarenakan daun banyak mengandung klorofil atau zat

hijau daun dimana klorofii merupakan kelompok pigmen fotosintesis yang

terdapat dalam tumbuhan, menyerap cahaya merah, biru dan ungu, serta
merefleksikan cahaya hijau yang menyebabkan tumbuhan memperoleh ciri
warnanya. Pada bagian batang dengan metanol didapatkan warna cokelat
karena pada batang terdapat pigmen karatenoid. Pada bagian kulit dan akar
semua jenis pelarut berwarna kuning. Menurut Susanto (2011), sebagian besar
klorofil terdapat dalam daun. Namun klorofil juga dapat dijumpai pada bagian-
bagian tanaman yang berwarna hijau, seperti akar, batang, buah, biji, dan bunga
dalam jumlah yang terbatas. Sedangkan menurut Sastrohamidjojo (1996), warna
kuning atau jingga pada tumbuhan disebabkan adanya flavin. Warna merah,
ungu, dan biru disebabkan kandungan senyawa antosianin. Ditambahkan oleh
Lenny (2006), bahwa zat warna merah, ungu, biru, dan sebagian zat warna
kuning pada tumbuhan merupakan senyawa flavonoid.

Senyawa fitokimia yang terlarut adalah golongan polar antara lain
alkaloid, tanin, saponin, triterpenoid, fenolik, flavonoid, dan glikosida, sedangkan
senyawa tidak terlarut yaitu steroid. Penggunaan pelarut yang berbeda

berpengaruh nyata terhadap rendemen. Metanol, kloroform, etil asetat, dan
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heksan akan melarutkan senyawa yang berbeda polaritasnya. Senyawa yang
terekstrak dalam pelarut berdifusi keluar akibat gaya yang ditimbulkan Karena
perbedaan konsentrasi didalam dan diluar sel. Prinsip like dissolve like
menerangkan, senyawa polar akan terlarut dalam senyawa polar atau sebaliknya
(Kristanti, 2008). Hasil ekstraksi menunjukkan kepekatan warna pada metanol
dan banyaknya rendemen yang dihasilkan dibandingkan dengan hasil ekstrak
pada heksan yang cenderung berwarna cerah atau bening. Pada bagian kulit
mengandung semua senyawa fitokimia. Berdasarkan hasil ekstraksi yang
dihasilkan yaitu adanya berbagai warna yang berbeda dari masing-masing
pelarut dengan rendemen yang hampir sama besar. Menurut Cowan (1999)
senyawa bioaktif yang terlarut dalam pelarut polar antara lain antosianin,
terpenoid, saponin, tanin, santhosilin, totarol, kuasinoid, lakton, flavon, fenon dan
polifenol, sedangkan senyawa yang larut dalam pelarut non polar adalah steroid
dan flavonol.

Setelah maserasi didapatkan rendemen ekstrak dimana hasil perhitungan
rendemen hasil ekstraksi untuk mengetahui banyaknya jumlah senyawa yang
terlarut oleh metanol, kloroform, etil asetat, dan heksan pada masing-masing

bagian.

4.4 Aktivitas Anti S. aureus dan E. coli Ekstrak E. agallocha

Uji aktivitas anti S. aureus dan E. coli pada ekstrak digunakan untuk
mengetahui bagian E. agallocha dan jenis pelarut terbaik dalam menghambat
pertumbuhan S. aureus dan E. coli. Hasil uji aktivitas anti S. aureus dan E. coli
dari ekstrak E. agallocha ditunjukkan dalam Tabel 4, yaitu berupa rata-rata zona
hambat dari 4 bagian E. agallocha (daun, akar, batang, dan kulit) dan 4 pelarut
(metanol, kloroform, etil asetat, dan heksan). Data zona hambat ekstrak E.

agallocha dapat dilihat pada Tabel 7.
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Tabel 7. Zona Hambat S. aureus dari Berbagai Bagian E. agallocha,
Pelarut, dan Konsentrasi
Zona Hambat (mm)
Sampel Pelarut
1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Metanol 5.48 £ 0,40 7,37 £1,25 6,55+1,25 10,07 +3,45
S Klorofom 528+0,06 5.50*0,43 8,97 + 5,27 9,15+5,51
Etil asetat 5,25 + 0,00 5,25 + 0,00 5,25 %+ 0,00 532+0,12
Heksane 5,25+ 0,00 5,68 £ 0,75 5,72+0,81 5,25+ 0,00
Metanol 7,03 £ 0,98 7,20+ 1,70 7,28+ 1,77 7,38 £1,98
Klorofom 5,25+ 0,00 5,25+ 0,00 5,25 £ 0,00 5,25 £ 0,00
>, Etil asetat 5,25+ 0,00 5,25 + 0,00 6,58 £ 2,31 7,65+ 4,16
Heksane 5,25 + 0,00 5,25 + 0,00 5,25 £ 0,00 5,25 £ 0,00
Metanol 6,28 = 0,96 5,68 £ 0,75 6,80 £ 1,41 8,82 +1,80
Batang Klorofom 525+0,00 5,25+0,00 525+0,00 5,25+0,00
Etil asetat 525+0,00 7,33+x191 8,08 2,40 8,33 + 3,26
Heksane 525+0,00 5,25+0,00 525+0,00 5,25+0,00
Metanol 6,17+159 8,08 +2,50 9,42 +3,73 14,63+5,10
T Klorofom 525+0,00 5,25+ 0,00 525+0,00 5,25+0,00
Etil asetat 525+0,00 6,17 +1,59 5,25+ 0,00 5,25 + 0,00
Heksane 525+0,00 5,25+0,00 525+0,00 5,25+0,00
Keterangan Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan
diameter kertas cakram (5,25 mm)

Tabel 7 menunjukkan rerata zona hambat ekstrak E. agallocha dengan
bakteri indikator gram positif S. aureus dengan 3 kali pengulangan didapatkan
hasil di atas. Dari hasil penelitian diketahui bahwa ekstrak E. agallocha memiliki
aktivitas anti S. aureus. Hal ini dapat diamati dari timbulnya zona bening disekitar
kertas cakram. Zona bening disekitar kertas cakram menandakan bahwa tidak
adanya bakteri yang mampu tumbuh setelah diinkubasi dikarenakan adanya
senyawa antibakteri pada daerah tersebut. Penggunaan pelarut yang berbeda
untuk mengekstrak senyawa antibakteri pada E. agallocha memberikan

pengaruh yang berbeda pula terhadap diameter zona hambat atau zona bening

yang timbul di sekitar kertas cakram. Selain itu didukung hasil dari uji fitokimia
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menunjukan bahwa di semua bagian E. agallocha mengandung senyawa
fitokimia yang beberapa diantaranya mampu menghambat pertumbuhan bakteri.

Rerata kisaran diameter zona hambat pada konsentrasi 1 sampai 1000
ppm didapatkan diameter zona hambat terkecil didapati pada bagian kulit dan
batang dengan heksan serta akar dengan kloroform. Didukung hasil uji fitokimia
pada bagian kulit menunjukan adanya alkaloid, tanin, saponin, fenolik, flavonoid,
triterpenoid, dan glikosida. Sedangkan pada bagian batang hanya menunjukkan
adanya alkaloid, triterpenoid, dan glikosida. Heksan hanya mampu melarutkan
senyawa non polar seperti steroid. Namun, jumlah steroid pada bagian kulit dan
batang tidak ada, sehingga aktivitas anti S. aureus kecil. Untuk bagian akar
dengan kloroform didapatkan pada hasil uji fitokimia menunjukkan adanya
alkaloid, tanin, saponin, dan glikosida dalam jumlah yang sedikit sehingga
aktivitas anti S. aureus juga kecil.

Dari data hasil rerata diameter zona hambat S. aureus dari 1 sampai
1000 ppm terbesar terdapat pada bagian kulit dengan metanol dari ppm terkecil
sampai terbesar berturut-turut 6,17 = 1,59 mm; 8,08 £ 2,50 mm; 9,42 + 3,73 mm;
dan 14,63 + 5,10 mm. Dari hasil uji fitokimia didapatkan pada bagian kulit
mengandung alkaloid, tanin, saponin, flavonoid, triterpenoid, fenolik, dan
glikosida. Semua senyawa tersebut larut dalam metanol. Menurut Agoramoothy,
et al. (2008), berdasarkan hasil penelitian pada tanaman mangrove disebutkan
bahwa selain mengandung tanin sebagai metabolit sekunder utama, juga
mengandung steroid, triterpen, steroid, saponin, flavonoid, dan alkaloid yang larut
dalam metanol. Menurut Sari (2008), ekstrak mangrove dengan metanol
memberikan zona hambat terhadap S. aureus. Banyaknya senyawa fitokimia
polar yang terlarut dalam metanol juga adanya sinergi antara senyawa bioaktif

tersebut dalam menghambat pertumbuhan bakteri menyebabkan diameter zona
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hambat pada bagian kulit sangat besar. Zona hambat S. aureus ekstrak metanol

kulit E. agallocha dapat dilihat pada Gambar 16.

Gambar 16. Zona Hambat S. aureus Ekstrak Metanol Kulit E. agallocha
(@a=1ppm,b =10 ppm, c =100 ppm, dan d = 1000 ppm)

Data hasil zona hambat ekstrak E. agallocha pada bakteri E. coli dapat

dilihat pada Tabel 8.
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Tabel 8. Zona Hambat E. coli dari Berbagai Bagian E. agallocha, Pelarut,

dan Konsentrasi

Zona Hambat (mm)

Sampel Pelarut
1 ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Metanol 6,93+1,05 7,15+1,81 7,42+224 823+344
o Klorofom  525+0,00 5,72+081L 525+0,00 8,92+5,03
Etil asetat 5,25+0,00 542+0,29 525+0,00 5,25+0,00
Heksan 525+0,00 5,35+0,17 5,420,29 6,12 + 1,03
Metanol 9,68+4,31 9,98+452 10,62+591 13,03+7,35
Klorofom  7,83+4,47 525+0,00 8,38%543 10,15+ 8,49
15 Etil asetat 9,92+455 525+0,00 10,38+5,05 11,68 5,94
Heksan 7,32+358 838+543 10,17+559 9,82+7,91
Metanol 525+0,00 525+0,00 7,23+281 7,18+261
S— Klorofom  525+0,00 5,25+0,00 525+0,00 5,25+ 0,00
Etil asetat 525+0,00 7,38+2,26 815+3,31 9,87 +5,53
Heksan 525+0,00 525+0,00 525+0,00 5,25+0,00
Metanol 8,75+2,63 10,95+1,06 13,72+1,54 14,45+275
Kulit Klorofom  588+1,10 5,25+000 7,50+390 10,23 +4,65
Etil asetat ~ 5,25+0,00 525+0,00 9,48+7,33 9,05+6,58
Heksan 525+£000 525+000 745+381 7,83+447
Keterangan Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan
diameter kertas cakram (5,25 mm)

Tabel 8 menunjukkan diameter zona hambat E. coli pada konsentrasi 1
sampai 1000 ppm adalah yang terkecil pada batang dengan kloroform dan
heksan. Dalam uji fitokimia pada batang didapatkan adanya alkaloid, triterpenoid,
dan glikosida dimana ketiga senyawa tersebut larut dalam pelarut polar serta
kloroform sebagian besar melarutkan triterpenoid dan flavonoid dimana dalam uiji
fitokimia flavonoid positiflemah sehingga kemampuan untuk menghambat bakteri
juga lemah. Diameter rerata zona hambat E. coli terbesar pada konsentrasi
antara 1 sampai 1000 ppm vyaitu pada kulit dengan metanol. Dari hasil uiji
fitokimia diketahui bahwa pada kulit mengandung senyawa fitokimia : alkaloid,
tanin, saponin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, dan glikosida. Metanol dapat

melarutkan alkaloid, tanin, saponin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, dan glikosida,
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sehingga zona hambat terhadap E. coli juga besar. Menurut Cowan (1999),
senyawa bioaktif yang terlarut dalam pelarut polar antara lain antosianin,
terpenoid, saponin, tanin, santosilin, totarol, kuasinoid, lakton, flavon, fenon dan
polifenol, sedangkan senyawa yang larut dalam pelarut non polar adalah steroid
dan flavonol. Menurut Naufalin (2005), ekstrak kloroform sebelum di fraksinasi
bersifat sinergis, sehingga meningkatkan daya antibakteri keseluruhan didalam
ekstrak asal. Zona hambat E. coli ekstrak metanol kulit E. agallocha dapat dilihat

pada Gambar 17.

Gambar 17. Zona Hambat E. coli Ekstrak Metanol Kulit E. agallocha
(@a=1ppm, b =10 ppm, c =100 ppm, dan d = 1000 ppm)
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4.5 Fraksinasi dan Uji Aktivitas Anti S. aureus dan E. coli Fraksi E.
agallocha

Fraksinasi adalah prosedur pemisahan yang bertujuan memisahkan
golongan utama kandungan yang satu dari golongan utama yang lain.
Pemisahan jumlah dan jenisnya senyawa menjadi fraksi yang berbeda yang
tergantung pada jenis tumbuhan. Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan
masuk ke pelarut polar, begitu pula senyawa yang bersifat non polar akan masuk
ke pelarut non polar (Harborne, 1987). Berdasarkan hasil antibakteri dengan
zona hambat terbaik maka dilakukan partisi untuk memisahkan senyawa polar
dan non polar dari masing-masing pelarut. Dari hasil uji antibakteri diketahui
bagian kulit E. agallocha merupakan bagian yang mampu menghambat
pertumbuhan S. aureus dan E. coli paling besar.

Ekstrak metanol kulit diuapkan pelarutnya dengan rotary evaporator lalu
dipisahkan senyawa polar dan non polar kemudian diujikan antibakteri terhadap
S. aureus dan E. coli. Ekstrak metanol kulit dipartisi dengan menggunakan
metanol : klorofom dengan perbandingan 5 : 5. Hal ini bertujuan untuk
memisahkan senyawa polar dan non polar yang masih terkandung dalam ekstrak
kulit. Senyawa polar hanya larut dalam pelarut polar, sedangkan senyawa non

polar hanya larut dalam pelarut non polar.

4.5.1 Fraksi Polar Terhadap S. aureus dan E. coli
Hasil pengujian antibakteri untuk ekstrak metanol kulit fraksi polar dapat

dilihat pada Tabel 9.
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Tabel 9. Zona Hambat Fraksi Polar Ekstrak Kulit E. agallocha terhadap S.
aureus dan E. coli

Konsentrasi Zona Hambat (mm)
Sampel

(ppm) S.a. S.a. E.c. E.c.

12000 7.35 9.55 9 8

10800 7 7 6.15 7
9600 6.65 6.55 7.55 6.55
8400 7.25 6.35 7.65 6.25
7200 8.35 6.25 7.45 6.25
Ekstrak Kulit E.. 6000 6.45 6.15 6.15 6.25

agallocha Fraksi

s 3000 715 725 815 865
1500 6 6.15 8.25 8.25

1200 8.95 7.25 7 8
750 6.25 7.55 8 7.45
120 8.85 6.15 8 8.45
12 9 6.15 6.65 8.95

Keterangan : Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan diameter
kertas cakram (5,25 mm)

Tabel 9 menunjukkan zona hambat terbesar pada ekstrak metanol kulit E.
agallocha fraksi polar yaitu sebesar 9,55 mm untuk S. aureus dan 9 mm untuk
zona hambat pada E. coli. Pada kulit mengandung senyawa fitokimia alkaloid,
tanin, saponin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, dan glikosida. Hampir semua
senyawa yang terdapat pada kulit merupakan senyawa metabolit sekunder polar
sehingga larut dalam metanol dan aktivitas antibakteri kulit mempunyai zona
hambat yang besar. Menurut Harborne (1987), senyawa kimia alam yang
terkandung dalam tumbuhan berupa senyawa metabolit sekunder yaitu
triterpen/steroid, flavonoid, tanin, saponin, kumarin, alkaloid, glikosida, dan lain
sebagainya. Triterpenoid / steroid merupakan senyawa yang larut dalam pelarut
non polar seperti heksan. Tanin dan flavonoid dapat larut dalam senyawa polar
yaitu metanol, etanol, etil asetat, dan pelarut polar lainnya. Zona hambat ekstrak

metanol kulit E. agallocha fraksi polar dapat dilihat pada Gambar 18.
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(@) (b)

Gambar 18. Zona Hambat Ekstrak Metanol Fraksi Polar Kulit (a). S aureus
(a= 12000 ppm, b= 10800 ppm, c= 9600 ppm, d= 8400 ppm, e=
7200 ppm, f= 6000 ppm), dan (b). E. coli (a= 12000 ppm, b=
10800 ppm, c= 9600 ppm, d= 8400 ppm, e= 7200 ppm, f= 6000
ppm)

Menurut Kanazawa et al. (1995), suatu senyawa yang mempunyai
polaritas optimum akan mempunyai aktivitas antibakteri maksimum, karena untuk
interaksi suatu senyawa antibakteri dengan bakteri diperlukan keseimbangan
hidrofilik-lipofilik ~ (HLB:hydrophilic lipophilic balance). Polaritas senyawa
merupakan sifat fisik senyawa antibakteri yang penting. Sifat hidrofilik diperlukan
untuk menjamin senyawa antibakteri larut dalam fase air yang merupakan tempat
hidup bakteri, tetapi senyawa yang bekerja pada membran sel hidrofobik
memerlukan pula sifat lipofilik sehingga senyawa antibakteri memerlukan
keseimbangan hidrofilik-lipofilik untuk mencapai aktifitas yang optimal (Branen
dan Davidson, 1993).

4.5.2 Fraksi Non Polar Terhadap S. aureus dan E. coli

Hasil pengujian antibakteri untuk ekstrak metanol kulit E. agallocha fraksi

non polar dapat dilihat pada Tabel 10.
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Tabel 10. Zona Hambat Fraksi Non Polar Ekstrak Kulit E. agallocha
Terhadap S. aureus dan E. coli

Konsentrasi Bakteri (mm)
Sampel

(ppm) S.a. S.a. E.c. E.c.
3000 6.15 7.75 6.55 6.25
2700 6.55 7 6.15 6.55

2400 6.25 7.15 6 6
2100 7.15 6.15 5.55 5.85
1600 6 7.15 5.65 5.85
Ekstrak Kulit E. 1500 7.25 6.65 6.15 7.65

agallocha Fraksi Non

ol 750 665 58 725 6
375 5.95 5.85 6.45 6.95
300 6.65 6.45 6.45 6.25
187.5 6.55 6 6.85 6.45

30 5.65 6.95 5.95 6
3 6.35 6.15 7.65 5.75

Keterangan : Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan diameter
kertas cakram (5,25 mm)

Ekstrak metanol kulit E. agallocha fraksi non polar diperoleh zona hambat
tertinggi pada S. aureus sebesar 7,75 mm dan untuk E. coli sebesar 7,65 mm.
Pada kulit mengandung alkaloid, tanin, saponin, fenolik, flavonoid, triterpenoid,
dan glikosida. Steroid yang bersifat non polar tidak ada dalam fitokimia E.
agallocha sehingga senyawa bioaktif yang bersifat non polar terlarut sangat
sedikit. Kemampuan antibakteri dari ekstrak metanol kulit E. agallocha dari fraksi
non polar memiliki daya hambat yang kecil. Zona hambat ekstrak metanol kulit E.

agallocha fraksi non polar dapat dilihat pada Gambar 19.
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@ (b)

Gambar 19. Zona Hambat Ekstrak Metanol Fraksi Non Polar Kulit
(a). S. aureus (a= 3000 ppm, b= 2700 ppm, c= 2400 ppm, d=
2100 ppm, e= 1600 ppm, f= 1500 ppm), dan (b). E. coli (a= 3000
ppm, b= 2700 ppm, c= 2400 ppm, d= 2100 ppm, e= 1600 ppm,
f= 1500 ppm).

4.6 Fraksinasi Kolom Kromatografi

Ekstrak kulit yang memiliki daya hambat antibakteri terbesar difraksinasi
kembali untuk memisahkan suatu campuran yang dibagi dalam beberapa jumlah
kecil atau fraksi-fraksi, sehingga diperoleh isolat murni yang kemudian di
identifikasi jenis senyawanya. Proses pemisahan senyawa yang terdapat pada
ekstrak kulit mangrove fraksi polar adalah dengan menggunakan kromatrografi
kolom dengan fase diam silika gel 60 F,s4. Pada penelitian ini sistem kromatografi
kolom yang digunakan adalah “normal phase”, yaitu fase diam yang digunakan
bersifat polar dan fase gerak bersifat lebih non polar, sehingga pigmen yang
bersifat non polar akan keluar terlebih dahulu (Jeffrey et al., 1997).

Isolasi senyawa bioaktif dari ekstrak kulit pelarut metanol fraksi polar ini
menggunakan berbagai macam perbandingan metanol, kloroform, etil asetat,
heksan dan akuades sehingga diperoleh perbandingan terbaik yang mampu
menurunkan senyawa bioaktif adalah perbandingan metanol : akuades (7:3).

Kromatrografi kolom ekstrak metanol kulit E. agallocha fraksi polar dilihat pada

Gambar 20.
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Gambar 20. Kromatografi Kolom Ekstrak Metanol Kulit E. agallocha Fraksi
Polar

Gambar 20 diatas memperlihatkan pita-pita pigmen berdasarkan warna
dan tingkat kepolarannya masing-masing. Warna yang tebentuk adalah warna
orange pekat dan orange. Dari hasil isolasi senyawa bioaktif diatas, kemudian
ditampung dalam botol vial. Perbandingan metanol : akuades (7 : 3) diperoleh 2
subfraksi dimana didapatkan botol vial 1-5 merupakan fraksi 1 dan botol vial 6-20

merupakan fraksi 2. Hasil isolasi kromatrografi kolom dapat dilihat pada Gambar

SR
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Gambar 21. Sub Fraksi Metanol : Akuades (7:3) Ekstrak kulit E. agallocha
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4.7 Pemurnian Senyawa Bioaktif Ekstrak Kulit E. agallocha dengan
Kromatrografi Lapis Tipis (KLT)

Pada pemurnian dengan KLT digunakan silika gel 60 F,s; yang sudah
diaktifkan dengan pemanasan dalam oven pada suhu 100°C selama 10 menit.
Pemurnian dilakukan pada ekstrak metanol kulit E. agallocha dari fraksi polar
yang sudah di isolasi dengan kromatrografi kolom dengan metanol:akuades
(7:3). Ekstrak ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan mikropipet
kemudian dikeringkan dan dielusi dengan fase gerak metanol:akuades (7:3),
kemudian ditunggu hingga garis batas. Noda yang terbentuk diperiksa dengan
lampu ultraviolet. Dengan menggunakan pelarut yang tepat maka noda yang
terbentuk tunggal sehingga senyawa tersebut sudah murni dan siap untuk
diidentifikasi dengan inframerah dan ultraviolet. Kromatografi lapis tipis ekstrak

kulit E. agallocha dapat dilihat pada Gambar 22.

Gambar 22. Kromatografi Lapis Tipis Ekstrak Kulit E. agallocha

Setelah diperoleh 2 fraksi kemudian kedua fraksi tersebut diuapkan
sampai terbentuk kristal yang dianggap senyawa tersebut murni. Fraksi
bercampur dengan air tersebut sulit menguap atau berbentuk kristal sehingga

diberi Na,CO, anhidrat sehingga diperoleh fraksi yang berbentuk kristal.
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4.8 ldentifikasi senyawa Anti S. aureus dan E. coli dari Ekstrak Kulit E.
agallocha

Bioaktif E. agallocha diidentifikasi menggunakan uji spektrofotometri
ultraviolet dan FTIR. Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri dari fraksi
ekstrak kulit E. agallocha dengan metanol, maka fraksi polar yang diidentifikasi
kandungan senyawanya
4.8.1 Uji Spektrofotometer Ultraviolet Visible (UV-Vis)

Hasil analisis isolat subfraksi dengan perbandingan metanol:akuades
(7:3) menggunakan spektrofotometer ultraviolet dalam metanol dengan panjang
gelombang 200 nm - 800 nm. Hasil identifikasi spektrofotometri ultraviolet

senyawa bioaktif dari ekstrak kulit E. agallocha dapat dilihat pada Gambar 23.

Gambar 23. Spektra UV-Vis Senyawa Bioaktif Ekstrak Kulit E. agallocha
Pengukuran pola spektra senyawa bioaktif hasil isolasi ekstrak kulit E.
agallocha dengan menggunakan spektrofotometer diperlukan untuk identifikasi
jenis senyawa yang potensial sebagai antibakteri. Identifikasi ini dipilih karena
prosesnya sederhana karena tidak perlu melakukan preparasi khusus. Sampel
dimasukan pada kuvet spektro kemudian diletakkan pada tempat khusus pada

alat kemudian alat akan melakukan pembacaan pola spektra dan panjang
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gelombang yang dihasilkan. Selain itu sampel yang digunakan untuk proses
identifikasi ini sangat sedikit £20 um. Keuntungan dari identifikasi menggunakan
spektrofotometer ultraviolet adalah cara yang sederhana dan konsentrasi larutan
yang sangat kecil (Adriana, 2009).

Berdasarkan hasil spektrofotometer ultraviolet diperoleh satu puncak
dimana pola serapan maksimum pada puncak dengan menggunakan metanol
memiliki bilangan gelombang 283 nm dengan absorbansi 2,7412 A. Dari hasil
ultraviolet tersebut sampel ekstrak metanol kulit fraksi polar dengan hasil
subfraksi metanol:akuades (7:3) adalah triterpenoid. Menurut Yusuf (2010), pada
serapan bilangan gelombang 283 nm menunjukan bilangan gelombang dari
triterpenoid. Ditambahkan pula oleh Santi (2009), Spektrofotometer ultraviolet
menunjukkan isolat memberikan serapan pada bilangan gelombang 254 nm, 283
nm, dan 342,7 nm yang merupakan triterpenoid.

Serapan yang dihasilkan oleh tritertepenoid terdapat pada rentang
panjang gelombang ultraviolet yaitu 180 nm - 380 nm karena triterpenoid
merupakan senyawa yang tidak berwarna. Triterpena terdapat dalam dammar
kulit, batang, dan getah (Harborne, 1987). Ditambahkan Yusuf (2010), pengujian
kristal dengan pereaksi Liebermann-Burchard terbentuknya warna triterpenoid
dengan warna merah jingga. Menurut Sastrohamidjoyo (2007), kebanyakan
terpenoid terdapat bebas dalam jaringan tanaman, tidak terikat dengan senyawa-
senyawa lain, tetapi banyak diantara mereka terdapat sebagai glikosida, ester
dari asam organik, dan dalam beberapa hal terikat dengan protein. Anggota yang
rendah (senyawa Cio dan C;s) sering dapat diperoleh dengan cara distilasi uap
dari tanaman yang segar atau kering, sedangkan anggota yang lebih tinggi (Cy
atau lebih) biasanya diisolasi dengan cara ekstraksi dengan pelarut kemudian

dipisahkan dan dimurnikan dengan cara kristalisasi, distilasi dan kromatografi.
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Menurut Fessenden (1999), dalam molekul yang memiliki ikatan rangkap
tak terkonjugasi, mengakibatkan penyerapan sinar ultraviolet terjadi pada
panjang gelombang yang lebih pendek dari pada yang dialami sistem
terkonjugasi. Makin banyak ikatan rangkap tak terkonjugasi, maka makin besar
energi yang diperlukan untuk mengalami transisi, sehingga absorbsi akan

semakin bergeser kepanjang gelombang yang lebih kecil.

4.8.2 Uji Spektrofotometer Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Hasil uji spektra inframerah pada penelitian ini digunakan untuk
mendukung data spektra ultraviolet dalam menentukan struktur kimia yang
terkandung dalam senyawa bioaktif ekstrak kulit E. agallocha. Pola spektra
inframerah senyawa bioaktif ekstrak kulit E. agallocha dapat dilihat pada Gambar
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Spektroskopi inframerah pada penelitian ini digunakan untuk mendukung
data spektra UV-Vis dalam menentukan struktur kimia yang terkandung dalam
ekstak kulit E. agallocha. Identifikasi menggunakan inframerah ini dipilih karena
dapat digunakan pada semua frekuensi dari sumber cahaya secara simultan
sehingga analisis dapat dilakukan lebih cepat, sensitifitas dari metode
spektrofotometer inframerah lebih besar daripada cara dispersi, sebab radiasi
yang masuk ke sistem detektor lebih banyak karena tanpa harus melalui celah
(Sastrohamidjojo, 2001).

Pita serapan pada daerah bilangan gelombang 3382,91 cm™
menunjukkan adanya vibrasi ulur gugus O-H yang menunjukkan pita serapan
yang kuat dan lebar untuk gugus alkohol. Pita serapan tersebut diperkuat oleh
serapan pada daerah bilangan gelombang 1112,85 cm™ yang kuat dan lebar
yang menunjukkan serapan —C—O-. Hal ini sesuai dengan Yusuf (2010), puncak
serapan pada daerah bilangan gelombang 3448,1 cm™ menunjukkan adanya
gugus fungsi alkohol (OH) dan diperkuat dengan puncak serapan 1105,0 cm™
yang merupakan analisa dari triterpenoid yang memiliki kerangka keton dengan
gugus pengikat alkohol. Ditambahkan Harborne (1987), triterpenoid berstruktur
siklik yang rumit kebanyakan berupa alkohol, aldehid, dan asam karboksilat.

Menurut Prihatiningtyas, et al. (2010), hasil spektra inframerah
menunjukan bahwa isolat bioaktif tumbuhan akar kuning (Fibraurea chloroleuca
Miers) menunjukan adanya puncak serapan karakteristik pada 3348, 2970,2916,
1743, 1685, 1373 dan 1230 cm™. Puncak serapan pada 3348 cm™ adalah
serapan gugus OH, puncak serapan 2916 cm™ dan 2970 cm™ merupakan
puncak serapan gugus C-H. Adanya gugus C=0O , CH; dan gugus C-O-C
menunjukan adanya golongan terpenoid. Ditambahkan Asih, et al., (2010),
berdasarkan hasil uji isolat dengan inframerah golongan terpenoid sejati bersifat

antiradikal bebas, dengan gugus fungsi OH, CH alifatik, C=0 dan C-O alkohol.
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Menurut Muharni (2010), ciri khas triterpenoid menunjukkan pita serapan alkohol
(3354), C-H alifatik (2943, 2856), C=C terisolasi (1639), gem dimetil (1380,1334),
dan C-O (1188). Gugus-gugus tersebut hampir sama dengan gugus fungsi yang
dimiliki senyawa fraksi kulit E. agallocha yaitu gugus fungsi O-H, C-O, C=C, dan
C-H alifatik. Maka isolat antibakteri fraksi kulit E. agallocha mengandung gugus

fungsi triterpenoid.

4.9 Mekanisme Anti S. aureus dan E. coli Terpenoid dari Ekstrak Kulit E.
agallocha

Berdasarkan hasil-hasil pengujian yang telah dipaparkan sebelumnya,
maka dapat diketahui karakteristik senyawa bioaktif yang berperan sebagai
penghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli dalam ekstrak metanol kulit E.
agallocha. Dari hasil uji antibakteri diketahui ekstrak metanol bagian kulit E.
agallocha merupakan bagian yang mampu menghambat pertumbuhan S. aureus
dan E.coli paling besar. Hasil analisis fitokimia diketahui bahwa pada bagaian
kulit memiliki kandungan senyawa bioaktif yang lebih kompleks dibandingkan
kandungan bioaktif bagian lainnya.

Hasil identifikasi ultraviolet dan inframerah diperoleh bahwa senyawa
yang mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli paling besar yang
terdapat pada bagian kulit E. agallocha adalah triterpenoid. Hasil tersebut
diperkuat dengan hasil uji fitokimia yang menunjukkan bahwa senyawa
triterpenoid positif kuat dalam kulit E. agallocha. Ditambahkan Varahalarao et al.
(2009), E. agallocha telah digunakan secara tradisional untuk mengobati luka,
sengatan dari hewan laut, dan borok. Getah susu pohon ini dapat menyebabkan
kebutaan sementara jika memasuki mata. Getah juga dapat menyebabkan lecet
kulit dan iritasi. Uji klinis dilakukan pada tanaman ini telah menunjukkan potensi

anti-HIV, antikanker, antibakteri dan antivirus. Penyelidikan fitokimia sebelumnya
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pada spesies ini mengungkapkan adanya diterpenoid, triterpenoid, flavonoid, dan
forbol ester.

Pada penelitian ini hasil ekstraksi terbaik adalah kulit dengan metanol, hal
ini dikarenakan metanol merupakan pelarut polar yang memiliki tingkat kelarutan
terhadap senyawa bioaktif yang tinggi. Menurut Cowan (1999), senyawa-
senyawa yang larut dalam metanol antara lain antosianin, terpenoid, saponin,
tanin, santosilin, totarol, kuasinoid, lakton, flavon, fenon, dan polifenol. Pada
penelitian ini pelarut yang digunakan untuk mengekstrak kulit adalah metanol,
sehingga senyawa yang diidentifikasi adalah terpenonoid. Selain itu adanya
pigmen warna orange pada hasil kromatrografi kolom menunjukkan senyawa
tersebut adalah triterpenoid. Menurut Simes (1995), pada analisis terpenoid,
sampel halus yang di didihkan dengan metanol dan diuapkan, kemudian
ditambahkan kloroform dan pereaksi Liebermann-Burchard sehingga terbentuk
warna merah yang menandakan adanya triterpenoid.

Beberapa hasil penelitian menunjukan senyawa triterpenoid memiliki
aktifitas sebagai antibakteri yaitu monoterpenoid, linalool, diterpenoid, harwicklic
acid, fitol, triterpenoid, saponin, dan triterpenoid glikosida (Gunawan et al., 2008).
Mekanisme antibakteri karena sifat triterpenoid cenderung lipofilik (Cowan,
1999). Kerusakan membran sel dapat terjadi ketika senyawa aktif antibakteri
bereaksi dengan sisi aktif dari membran atau dengan melarutkan konsituen lipid
dan meningkatkan permeabilitasnya. Membran sel bakteri terdiri dari fosfolipid
dan molekul protein. Akibat peningkatan permeabilitas, senyawa antibakteri
dapat masuk ke dalam sel. Ketika di dalam sel, senyawa tersebut dapat melisis
membran sel atau mengkoagulasi sitoplasma dari sel bakteri tersebut (Banwart,
1999).

Perbedaan bakteri positif dan bakteri gram negative yaitu pada bakteri

gram positif 90% dinding selnya terdiri lapisan peptidoglikan, sedangkan bakteri
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gram negatif lapisan peptidoglikan hanya sekitar 5 % - 20%. Senyawa antibakteri
dapat mencegah sintesis peptidoglikan pada sel yang sedang tumbuh, maka
bakteri gram positif umumnya lebih peka dibandingkan bakteri gram negatif.
Fenol dapat bereaksi dengan komponen fosfolipid dari membran luar sel,
sehingga menyebabkan terjadinya perubahan permeabilitas membran dan akan
mengakibatkan sel mengalami kebocoran. Perubahan permeabilitas membran
akan menyebabkan keluarnya metabolit seluler selain protein, asam nukleat, ion-
ion logam (Ca?**, M", dan Mg?®"), dan perubahan morfologi (Fadhilla, 2010).
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri terdapat kecenderungan untuk
zona hambat S. aureus lebih besar jika dibandingkan zona hambat E. coli. Hal
ini disebabkan bakteri gram positif, yaitu S. aureus, cenderung lebih sensitif

terhadap komponen antibakteri.



5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini, maka dapat disimpulkan bahwa:

1. Berdasarkan hasil analisa uji fitokimia didapatkan bahwa E. agallocha
mengandung senyawa metabolit sekunder antara lain alkaloid, tanin,
saponin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, dan glikosida.

2. E. agallocha dapat digunakan sebagai antibakteri S. aureus dan E. coli,
terutama pada bagian kulit yang diekstraksi dengan metanol. Pada ekstrak
metanol kulit E. agallocha ditunjukkan dengan adanya zona hambat paling
kuat terhadap S. aureus sebesar 14,63 + 5,10 mm dan 14,45 + 2,75 mm
terhadap E. coli.

3. Hasil identifikasi karakteristik ultraviolet dan inframerah dari bioaktif E.
agallocha sebagai anti S. aureus dan E. coli menunjukkan senyawa yang
paling kuat menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli merupakan
triterpenoid. Hasil ini diperkuat dengan uji fitokimia, yang menunjukkan
triterpenoid terdeteksi dalam senyawa yang terkandung pada kulit E.
agallocha Triterpenoid bersifat polar, karena sebagian besar senyawa bioaktif

E. agallocha terlarut dalam pelarut metanol yang merupakan pelarut polar.

5.2 Saran
Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai senyawa antibakteri ekstrak

kulit E. agallocha menggunakan metode identifikasi GC-MS dan NMR.
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Lampiran 1. Data Pengeringan Berbagai Bagian E.agallocha

Bagian Pengeringan 1 Pengeringan 2 Pengeringan 3

E.agallocha Basah (g) Kering (g) Basah (g) Kering (g) Basah (g) Kering
9)

Daun 1000 410 1000 430 1000 400

Akar 1000 660 400 250 800 510

Batang 1000 730 1000 710 1000 730

Kulit 950 510 500 260 700 370
Berat Akhir

* 10004
Rendemen = Berat Awal ‘

Berat kering
= Berat basan

10004

eRendemen 1 ® Rendemen 2 ® Rendemen 3
1. Daun 1. Daun 1. Daun
410 430 400
Rendemen=1ggg * 1?9%  Rendemen =1ggg * 1%9% Rendemen =7ggg * 199%
=41 % =43 % =40 %
2. Akar 2. Akar 2. Akar
660 250 510
Rendemen =7ggg * 199%  Rendemen =755 * 100%  Rendemen =ggp < 100%
=66 % =62,5% = 63,75 %
3. Batang 3. Batang 3. Batang
730 710 730
10004 0 0y
Rendemen =1000 B R Hemen =000 2| 1°2% ! [Rendemen =000 -~ At
=73% =71% =73%
4. Kulit 4. Kulit 4. Kulit
510 260 370
— x 10094

Rendemen =355 Rendemen =z ~ 100%  Rendemen =7gg * 100%

= 53,68 % =52% =52,86 %



Lampiran 2. Rendemen Pengeringan Berbagai Bagian E.agallocha
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. Rendemen (%) Rata-Rata  Standar
Bagian B
Rendemen 1 Rendemen 2 Rendemen 3 (%) Deviasi
Daun 41 43 40 41.33 1.53
Akar 66 62.5 63.75 64.08 1.77
Batang 73 71 73 72.33 1.15
Kulit 53.68 52 52.86 52.85 0.84
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Lampiran 3. Warna Ekstrak E. agallocha dalam Berbagai Pelarut

Bagian Pelarut

E. agallocha

Metanol Kloroform Etil Asetat

Daun

Akar

Batang

Kulit




Lampiran 4. Berat Ekstrak Berbagai
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Bagian E. agallocha (Rendemen

Ekstrak 1)
Bagian Wp W0 (9) Wcl (g)
E. agallocha (g) Met. Klor. Etil Heksan Met. Klor. Etil Heksan
asetat asetat
Daun 25 46,18 38,09 47,35 53,21 47,44 38,83 47,57 53,31
Akar 10 4491 48,81 44,13 45,96 45,02 48,42 44,15 45,99
Batang 25 42,25 38,9 39,03 40,23 42,41 38,96 39,1 40,29
Kulit 20 63,27 38,82 41,94 43,64 63,5 39,04 42,19 43,79
Keterangan : W, = berat sampel yang di ekstrak
W0 = berat cawan kosong
Wc.1 = berat cawan isi
(Wel - Wed)
Rendemen Ekstrak = Wp X 100 %
1. Ekstrak Daun 3. Ekstrak Batang
® Metanol ® Metanol
(47.44-4518) (42,41-4225]
— — x 100 % — w100 %
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = 5
=5,04 % =0,64 %
® Kloroform ® Kloroform
38,33-33.09] (38.26-38.5)
® 100 % 100 %4
Rendemen Ekstrak = 25 Rendemen Ekstrak = 25
=2,96% =0,24 %
@ Etil asetat ® Etil asetat
4757-47.35]) 100 0% 39.1-35.03 ] 100 %
b iy = 10
Rendemen Ekstrak = 5 ¢ Rendemen Ekstrak = 25
=0,88% =0,28%
® Heksan ® Heksan
53 E‘L-E-E.E‘L] (40,29-40,23
x 100 84 ———= w100 %
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = 5
=0,4% =0,24 %
2. Ekstrak Akar 4. Ekstrak Kulit
® Metanol ® Metanol
(45.02-44.91) (63.5-63,27])
— %100 %4 - x 1009
Rendemen Ekstrak = 10 Rendemen Ekstrak = z0
=1,1% =1,15%
® Kloroform ® Kloroform
-2'48.82--18.01] -:'EE'.III-I-EE.BZ]
— — x 100 % — =100 %
Rendemen Ekstrak = 10 Rendemen Ekstrak = z0
=0,1% =1,1%
® Etil asetat @® Etil asetat
-2'44.15---1-1.15] -:'-12.1'5'--11.'5'-1]
——= w100 % ——— w100 %
Rendemen Ekstrak = 10 Rendemen Ekstrak = 20
=0,2% =1,25%
® Heksan ® Heksan
-Z'-IE-.E'E'--IE-.E'E] -:'-15.?'5'--15.6-1]
: x 100 % : ®x100 %
Rendemen Ekstrak = 10 Rendemen Ekstrak = z0
=0,3% =0,75%
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Lampiran 5. Berat Ekstrak Berbagai Bagian E. agallocha (Rendemen
Ekstrak 2)
Bagian Wp W0 (g) W1 (g)
E. agallocha (g) Met. Klor. Etil Heksan Met. Klor. Etil Heksan
asetat asetat
Daun 25 47,67 48,98 46,83 46,43 49 49,62 47,19 46,66
Akar 25 58,17 56,37 48,78 38,78 58,91 56,46 48,87 39,55
Batang 20 42,45 50,52 44,09 42,22 42,56 50,59 44,13 42,23
Kulit 25 45,01 45,69 42,7 31,68 45,75 45,89 43,02 31,7
Keterangan : W, = berat sampel yang di ekstrak
W0 = berat cawan kosong
W.1 = berat cawan isi
(Wel-wWel)
Rendemen Ekstrak = Wp x 100 %
1. Ekstrak Daun 3. Ekstrak Batang
® Metanol ® Metanol
[(45-4767) {42,56-4245)
——— x 100 % —— 100 %
Rendemen Ekstrak = z5 Rendemen Ekstrak = z0
=5,32% = 0,55 %
® Kloroform ® Kloroform
(49,62-4393) (50,59-50,52)
- x 100 % x 100 %
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = Z0
=256 % =0,35%
® Etil asetat ® Etil asetat
(47.19-46,63 ] -:'-1-1-.15--1-1.0'5']
— %100 % — % 100%
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = z0
=1,44 % =0.2%
® Heksan ® Heksan
-2'46.66--16.-15] (42,23-4222
: X100 Gy : x 100 04
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = Z0
=0,92 % =0,05%
2. Ekstrak Akar 4, Ekstrak Kulit
® Metanol ® Metanol
{58.81-5817) {45,75-4501]
—  — x 100 % — — x 100 %
Rendemen Ekstrak = 25 Rendemen Ekstrak = z5
=0,96 % = 2,96 %
® Kloroform ® Kloroform
e6d6-56,3 F] -:'-15-.8'5'--15.69]
- x 100 % — %100 %
Rendemen Ekstrak = Z5 Rendemen Ekstrak = 25
=0,36 % =0,8%
@® Etil asetat ® Etil asetat
-2'48.8?--18.?8] -:'-IE.IIIE--IE.F]
— — x100% — — w1009
Rendemen Ekstrak = 25 Rendemen Ekstrak = 5
=0,36% =1,28%
® Heksan ® Heksan
-Z'EE'.E-E-EE!.?B] -:'51.?-51.68]
- x100 % — — w1009
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = 25
=2,68% =0,08 %



Lampiran 6. Berat Ekstrak Berbagai
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Bagian E. agallocha (Rendemen

Ekstrak 3)
Bagian Wp W0 (9) Wcl (g)
E. agallocha (g) Met. Klor. Etil Heksan Met. Klor. Etil Heksan
asetat asetat
Daun 25 38,83 38,76 41,07 38,82 40,17 39,44 41,34 38,94
Akar 25 37,85 41,48 47,7 42,87 38,11 41,67 47,72 43,09
Batang 25 39,96 39,09 44,49 53,21 40,11 39,29 44,79 53,22
Kulit 25 56,37 47,7 42,87 37,85 56,61 47,93 4372 37,86
Keterangan : W, = berat sampel yang di ekstrak
W0 = berat cawan kosong
Wc.1 = berat cawan isi
::‘i.'k"z: 1-wel)
Rendemen Ekstrak = Wp x 100 %
1. Ekstrak Daun 3. Ekstrak Batang
® Metanol ® Metanol
(4017-358.83) 00 0 (4011-39.88) ) W
_— % R _— W iR
Rendemen Ekstrak = z5 ¢ Rendemen Ekstrak = 5 <
=5,36 % =1,04 %
® Kloroform ® Kloroform
-2'59.44-58.?6] :'EE'.EE'-EE'.DE']
— — x100% : x 100 %
Rendemen Ekstrak = z5 Rendemen Ekstrak = 2
=272% = 00,76 %
® Etil asetat ® Etil asetat
41.34-41.07) (44.79-44497
— w100 %% —— w100 8%
Rendemen Ekstrak = 25 Rendemen Ekstrak = Z5
=1,08 % =1,12%
® Heksan ® Heksan
(36,54-3 8.82] (33 ZE-E-E.E‘L]
— =100 % - x 100 %
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = Z
=0,48 % = 0,04 %
2. Ekstrak Akar 4. Ekstrak Kulit
® Metanol ® Metanol
-2'58.11-5?.85-] Eonl- E-Eu.E'-]
—  — x100% x 100 %
Rendemen Ekstrak = z5 Rendemen Ekstrak = 5
=1,04% =0,96 %
® Kloroform ® Kloroform
(4157-4148) (47.03-47.7)
— %100 % - x 100 %
Rendemen Ekstrak = z5 Rendemen Ekstrak = z5
=0,76 % =0,92 %
® Etil asetat ® Etil asetat
(4772477 43,2-42,87 ]
—— =100 9% — w100 O
Rendemen Ekstrak = 25 Rendemen Ekstrak = 25
= 0,08 % =1,32%
® Heksan ® Heksan
{43.09-42.57] {37.86-37.85)
—— w100 % - x100 9%
Rendemen Ekstrak = 5 Rendemen Ekstrak = 5
=0,88 % =0,52%



Lampiran 7. Rendemen Ekstrak E. agallocha dalam Berbagai Pelarut

Rendemen 1 (%)

Rendemen 2 (%)

Rendemen 3 (%)

Bagian - - -
Met. Klor. ED Heksan Met. Kilor. R Heksan Met. Kilor. = Heksan
asetat asetat asetat
Daun 504 296 0.88 0.4 532 256 144 092 536 272 1.08 0.48
Akar 11 01 0.2 0.3 096 036 0.36 268 104 076 0.8 0.88
Batang 0.64 0.24 0.28 0.24 055 035 02 0.05 06 08 1.2 0.04
Kulit 115 1.1  1.25 0.75 296 08  1.28 008 09 092 1.32 0.052
Lampiran 8. Rata- Rata Rendemen Ekstrak E. agallocha dalam Berbagai
Pelarut
Rerata Rendemen Ekstraksi (%) Standart Deviasi
Bagian : -
Met. Klor. 2l Heksan Met. Klor. il Heksan
asetat asetat
Daun 5.24 2.75 1.13 0.6 0.17 0.20 0.28 0.28
Akar 1.03 0.41 0.21 1.29 0.07 0.33 0.14 1.24
Batang 0.60 0.46 0.56 0.11 0.05 0.30 0.56 0.11
Kulit 1.69 0.94 1.28 0.29 1.10 0.15 0.04 0.40




Lampiran 9. Skema Uji Cakram Metode Kirby-Bauer

Media MHA (Mueller Hinton Agar) Cotton Swab steril
\ \
Ditandai Nama, Tanggal dan Jenis Dicelupkan pada S. aureus dan E.coli dengan
Mikroorganisme OD: 0,1 CFU/mI
\
Diputar pada dinding tabung agar cairan tidak
menetes

Disebar bakteri pada media MHA secara merata

Dibiarkan mengering selama 5 menit

v

Ditempelkan kertas cakram yang sudah direndam DMSO 10 % dan ekstrak mangrove
dengan konsentrasi 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, dan 1000 ppm

v

Diinkubasi pada suhu ruang 28°C selama 18 jam

v

Dilihat zona hambatan yang muncul pada media MHA

!

Diukur diameter penghambatan dengan jangka sorong
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Lampiran 10. Pengenceran Bahan Uji

ul
Konsentrasi ppm = ml

1mi 1 ml 1 ml

9 ml DMSO 9 ml DMSO 9 ml DMSO 9 ml DMSO
10% 10% 10% 10%

m ‘\
—

100 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm
1000 il — — ,—\'
1 ml \/
Proses pengenceran bertingkat
Keterangan :

a = stok 1000 ppm yang telah diencerkan oleh DMSO 10 %



Lampiran 11. Zona Hambat S. aureus dari Berbagai Bagian E. agallocha , Konsentrasi Ekstrak, dan Pelarut
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Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

sampel  Pelarut 1ppm Rata- 10 ppm Rata- 100 ppm Rata- 1000 ppm Rata-
Pengulangan Rata Pengulangan rata Pengulangan rata Pengulangan rata
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Metanol 5.25 5.25 5.95 5.48 8.45 7.65 6 7.37 5.25 6.65 7.75 6.55 10 6.65 13.55 10.07
Daun Kloroform  5.25 5.25 5.35 5.28 5.25 5.25 6 5.50 15 6.65 5.25 8.97 6.75 15.45 5.25 9.15
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.45 5.32
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 6.55 5.68 5.25 5.25 6.65 5.72 5.25 5.25 5.25 5.25
Metanol 6 7.95 7.15 7.03 8 5.25 8.35 7.20 8.45 8.15 5.25 7.28 9.15 7.75 5.25 7.38
Akar Kloroform  5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 9.25 5.25 6.58 12.45 5.25 5.25 7.65
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
Metanol 5.25 6.45 7.15 6.28 5.25 5.25 6.55 5.68 7.15 5.25 8 6.80 10.85 8.15 7.45 8.82
Batang Kloroform  5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 9 5.25 7.75 7.33 7.95 10.55 5.75 8.08 11.75 5.25 8 8.33
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
Metanol 8 5.25 5.25 6.17 9 10 5.25 8.08 5.25  10.55 12.45 9.42 13 20.35 1055 14.63
Kulit Kloroform 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 8 6.17 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25




Lampiran 12. Zona Hambat E. coli dari Berbagai Bagian E. agallocha , Konsentrasi Ekstrak, dan Pelarut
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Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

Konsentrasi Ekstrak

Sampel  Pelarut i | Rata- e - Rata- R Rata- - Rata-rata
Ulangan Rata Ulangan rata ulangan rata Ulangan
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Metanol 7.95 7 5.85 6.93 8.85 5.25 7.35 7.15 10 6.25 6 7.42 12 5.25 7.45 8.23
Kloroform 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 6.65 5.25 5.72 5.25 5.25 5.25 525 1465 6.85 5.25 8.92
Daun etil 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.75 5.25 5.42 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.55 5.35 5.25 5.25 5.75 5.42 5.25 7.25 5.85 6.12
Metanol 13.85 9.95 5.25 9.68 14.25 5.25 1045 9.98 16.95 5.25 9.65 10.62 19.85 5.25 14 13.03
Akar Kloroform 13 5.25 5.25 7.83 5.25 5.25 5.25 525 1465 5.25 5.25 838 19.95 5.25 5.25 10.15
etil 14.35 10.15 5.25 9.92 5.25 5.25 5.25 525 1535 525 1055 10.38 16.95 525 12.85 11.68
Heksane 11.45 5.25 5.25 7.32 14.65 5.25 5.25 8.38 16.25 5.25 9 10.17 18.95 5.25 5.25 9.82
Metanol 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 525 1045 5.25 6 723 10.15 5.25 6.15 7.18
Batang Kloroform 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 9.75 7.15 5.25 7.38 11.75 7.45 5.25 8.15 16 5.25 8.35 9.87
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25
Metanol 9 6 11.25 8.75 11.75 11.35 9.75 10.95 14.75 1445 1195 13.72 17.15 11.65 14.55 14.45
Kulit Kloroform 5.25 5.25 7.15 5.88 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 12 7.50 11 525 14.45 10.23
etil 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 525 17.95 5.25 5.25 948 16.65 5.25 5.25 9.05
Heksane 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 5.25 525 11.85 5.25 5.25 7.45 13 5.25 5.25 7.83
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Lampiran 13. Zona Hambat E. coli Ekstrak Metanol, Kloroform, Etil asetat,
dan Heksan E. agallocha

Zona Hambat (mm)

Bagian
Tanaman ;
Metanol Kloroform Etil Asetat Heksan
[FIETANOL kloroeorm Bl HEKSAMNE
= ~ —
Daun
PAURN
EC
FETATOL HEksa
Akar
E.COLI
AKAR AKAR
[=ETATIOL HEksam:
Batang

HEKS‘AHG

Kulit
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Lampiran 14. Zona Hambat S. aureus Ekstrak Metanol, Kloroform, Etil
asetat, dan Heksan E. agallocha

Zona Penghambatan (mm)

Bagian
Tanaman Metanol Kloroform Etil asetat Heksan
HEKSATE
Daun
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Lampiran 15. Data Zona Hambat Ektrak Kulit E. agallocha Fraksi Non Polar

Sampel Konsa gk bm Zona Hambat (mm)
s.a. s.a. e.c. e.c.
3000 6.15 7.75 6.55 6.25
2700 6.55 7 6.15 6.55
2400 6.25 7.15 6 6
2100 7.15 6.15 5.55 5.85
Ekstrak Metanol 1600 6 7.15 5.65 5.85
Kulit Fraksi Non 1500 725 665 615  7.65
750 6.65 5.85 7.25 6
(= 375 595 585 645 695
300 6.65 6.45 6.45 6.25
187.5 6.55 6 6.85 6.45
30 5.65 6.95 5.95 6
3 6.35 6.15 7.65 5.75

Keterangan : Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan diameter

kertas cakram (5,25 mm)

Lampiran 16. Data Zona Hambat Ektrak Kulit E. agallocha Fraksi Polar

Zona Hambat (mm)

Sampel Konsentrasi (ppm) Y b oc. oc.
12000 7.35 9.55 9 8
10800 7 7 6.15 7
9600 6.65 6.55 7.55 6.55
8400 7.25 6.35 7.65 6.25
7200 8.35 6.25 7.45 6.25
Ekstrak Metanol 6000 645 615 615 6.25
Kulit Fraksi Polar 3000 7.15 7.25 8.15 8.65
1500 6 6.15 8.25 8.25
1200 8.95 7.25 7 8
750 6.25 7.55 8 7.45
120 8.85 6.15 8 8.45
12 9 6.15 6.65 8.95

Keterangan : Perhitungan diameter zona hambat termasuk dengan diameter

kertas cakram (5,25 mm)
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Lampiran 17. Zona Hambat Sub Fraksi Metanol : akuades (7 : 3) Ekstrak Kulit E. agallocha

Konsentrasi Zona Hambat (mm) Konsentrasi Zona Hambat (mm)
Sampel Sampel
(ppm) Sa. Sa Ec. E.c. (Ppm) S.a. S.a. E.c. E.c.
10.800 6,5 5,6 51 51 9000 53 5,2 53 51
8000 51 51 51 51 7500 51 5,2 51 51
5000 52 51 51 51 6750 51 51 51 51
4000 7 51 51 51 5625 51 51 51 51
SUB FRAKSI 1 2500 5,2 5,2 51 51 SUB FRAKSI 2 4500 51 51 51 51
Metanol : Akuades 1250 o6 6.9 1 v Metanol : Akuades 2250 02 51 p.1 51
(7 :3) 1000 5,6 5,3 52 51 (7 :3) 1125 51 51 51 51
725 55 51 52 51 900 51 51 51 51
428 53 51 52 51 562,5 51 5,2 51 51
250 5,2 7,4 52 51 90 51 51 51 51
100 6 5,6 51 51 9 51 51 51 51
10 6 6 51 51 0,9 51 51 51 51
DMSO 10%
Pelarut Konsentrasi S.a. E.c. Pelarut Konsentrasi S.a. E.c.
SUB FRAKSI 10-1000 5,2 51 SUB FRAKSI 0,9-1125 51 51
1 5,2 51 2 51 51
1250-10.800 51 51 2250-9000 51 51

51 51 51 5,1




Lampiran 13. Data Korelasi Spektra IR Beberapa Gugus Fungsi

103

Tipe Vibrasi Frzackmugl?& G egmggg W) Intensitas
C-H Alkana (Rentangan) 3000-2850 3,33-3,51 S
-CHs (Bengkokan) 1450 dan 1375 6,90 dan 7,27 m
-CH; (Bengkokan) 1465 683 m
Alkena (Rentangan) 3100-3000 3,23-3,33 m
E)?;;ﬁg;"” kelygy 1000-650 10,0-15,3 s
Aromatik (Rentangan) 3159-3050 3,17-3,28 S
E)?cf;ﬁg;"” LG 900-690 11,1-14,5 s
Alkuna (Rentangan) +330 +3,03 S
Aldehid 2900-2800 3,45-3,57 w
2800-2700 3,57-3,70 w
Cc=C Alken 1680-1600 5,95-6,25 m-w
Aromatik 1600-1475 6,25 dan 6,78 m-w
C=C Alkuna 2250-2100 4,44-4,75 m-w
C=0 Aldehid 1740-1720 5,75-5,81 S
Keton 1725-1705 5,80-5,87 S
Asam Karboksilat 1725-1700 5,80-5,88 s
Ester 1750-1730 5,71-5,78 s
Amida 1670-1640 6,00-6,10 s
Anhidrida 1810 dan 1760 5,62 dan 5,68 s
Asam Klorida 1800 5,56 S
Alkohol, Ester,
c-o Ef;rbo/?fsﬁg 1300-1000 7,69-10,0 s
Anhidrida
O-H Alkohol, Fenol
Bebas 3650-3600 2,74-2,78 m
Ikatan —H 3500-3200 2,86-3,13 m
Asam Karboksilat 3400-2400 2,94-4,17 m
Amin primer dan
N-H Sekunder dan (Rentangan) 3500-3100 m-s
Amida
(Bengkokan) 1640-1550 6,10-6,45 m-s
C-N Amin 1350-1000 7,4-10,0 m-s
C=N Imin dan Oksin 1690-1640 5,92-6,10 w-s
C=EN Nitril 2260-2240 4,42-4,46 m
Allen, Keten,
X=C=Y Isosianat, 2270-1950 4,40-5,13 m-s
Isotisianat
N=0 Nitro (R-NO,) 1550 dan 1350 6,45 dan 7,40 s
S-H Merkaptan 2550 3,92 w
S=0 Sulfoksida 1050 9,52 S
s N " 1375-1300 7,27-7,69
Sulfat dan dan S
Sulfon’amid 1200-1140 8,33-8,77
C-X Florida 1400-1000 7,14-10,0 s
Klorida 800-600 12,5-16,7 s
Bromid, lodida 667 15,0 S

Keterangan : s (strong) = intensitas kuat; m (medium) = intensitas sedang; w (weak) = intensitas lemah
Sumber: Sastrohamidjojo (1992) dan Pavia et al. (2001).
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Lampiran 19. Spektra Inframerah Sub Fraksi 1 Ekstrak E. agallocha

Bilangan Gelombang

Pada Pustaka

Pada (Sastrohamidjojo Bentuk Pita  Kemungkinan Gugus Fungsi
Spektra , 1992: Pavia et
al., 2001)
3382,91 3650-3200 melebar alkohol (O-H)
2362,64 - tajam -
2270-1950 melebar allen, keten, |sos?niit, dan isotisianat
2129,27 (X=C=Y)
2250-2100 melebar alkuna (C=C)
2086,84 2270-1950 M £ allen, keten, |505|_aniit, dan isotisianat
(X=C=Y)
1750-1730 tajam Ester (C=0)
1733,89 . .
1740-1720 tajam aldehid (C=0)
bengkokan amin primer dan sekunder
1629, 74 1640-1550 melebar dan amida (N-H)
1680-1600 melebar alken (C=C)
1506,30 - tajam -
1454,23 - tajam -CH; (melingkar)
1400-1000 tajam florid (C-X)
1369,37 . sulfon, sulfonil, klorid, sulfat, dan
1375-1300 tajam sulfanid (S=0)
1400-1000 melebar florid (C-X)
1112.85 1350-1000 melebar amine (C-N)
alkohol, eter, ester, asam karboksilat,
1300-1000 melebar dan anhidrat (C-O)
997,13 1000-650 tajam alken (serapan keluar bidang) (C-H)
823,55 1000-650 melebar alken (serapan keluar bidang) (C-H)
785-540 tajam klorid (C-X)
677,32 i )
1000-650 tajam alken (serapan keluar bidang) (C-H)
<667 tajam Bromida, dan iodida (C-X)
619,11 i )
785-540 tajam klorid (C-X)
<667 tajam Bromida, dan iodida (C-X)
540, 03 - .
785-540 tajam klorid (C-X)
474,46 <667 tajam Bromida, dan iodida (C-X)




