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RINGKASAN

Uji  Aktivitas Antibakteri Fraksi dan Senyawa Aktif Daun Kardia
(Bellucia  pentamera  Naudin)  terhadap Escherichia  coli dan
Staphylococcus aureus.

Karya Tulis IImiah berupa Skripsi, Mei 2017.
Yunita Sari; dibimbing oleh Dr. Salni, M. Si. dan Dra. Nina Tanzerina, M. Si.

Antibacterial Activity Test of Fraction and Active Compounds of Kardia Leaves
(Bellucia  pentamera Naudin)  Against Escherichia  coli and
Staphylococcus aureus.

Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya, Indralaya.

x+44 halaman, 4 tabel, 10 gambar, 6 lampiran

Kasus infeksi yang terjadi di Indonesia cukup tinggi, yaitu menyumbang 10% dari
permasalahan penyakit infeksi di Asia Tenggara. Beberapa mikroba yang
menyebabkan infeksi adalah Escherichia coli pada saluran pencernaan dan
Staphylococcus aureus pada kulit. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas  antibakteri Fraksi dan Senyawa Aktif dari daun Kkardia
(Bellucia pentamera Naudin) terhadap E. coli dan S. aureus. Penelitian dilakukan
pada bulan November sampai Desember 2016. Metode yang digunakan pada
penelitian ini adalah ekstraksi dengan maserasi, fraksinasi dengan FCC, aktivitas
antibakteri dengan metode difusi agar, dan isolasi senyawa aktif dengan
kromatografi kolom. Bakteri uji yang digunakan yakni Escherichia coli ATCC
25922 dan Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Hasil penelitian diperoleh fraksi metanol air dapat menghambat pertumbuhan
E. coli dan S. aureus. Konsentrasi Hambat Minimum terhadap E. coli adalah
125 pg/ml dan S. aureus adalah 500 pg/ml. Hasil pemurnian senyawa aktif
didapatkan isolat Mis yang diduga merupakan senyawa tanin dengan nilai Rf
0,125. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dari senyawa aktif terhadap E. coli
adalah 62,5 pg/ml dan terhadap S. aureus adalah 62,5 pg/mi

Kesimpulan daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin) memiliki senyawa
antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan E. coli dan S. aureus. Diduga
senyawa antibakteri yang terkandung adalah tanin.

Kaca Kunci : Daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin), Antibakteri,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, KHM.
Kepustakaan : 55 (1986-2017).
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SUMMARY

Antibacterial Activity Test of Fraction and Active Compounds of Kardia Leaves
(Bellucia pentamera Naudin) Against Escherichia  coli and
Staphylococcus aureus.

A paper’s scientific in the form a Skripsi, May 2017.
Yunita Sari; supervised Dr. Salni, M. Si. and Dra. Nina Tanzerina, M. Si.

Uji  Aktivitas Antibakteri Fraksi dan Senyawa Aktif Daun Kardia
(Bellucia  pentamera  Naudin)  terhadap  Escherichia  coli  dan
Staphylococcus aureus.

Departement of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Science, Sriwijaya
University, Indralaya.

x+44 pages, 4 tables, 10 pictures, 6 attachments.

Cases of infection occur in Indonesia is quite high, which accounted for 10% of
the problems of infectious diseases in Southeast Asia. Some of the microbes that
cause infections are Escherichia coli in the digestive tract and
Staphylococcus aureus of the skin. This research aims to determine the
antibacterial activity of Fraction and Active Compounds from Kardia’s leaves
(Bellucia pentamera Naudin) against E. coli and S. aureus. This research has been
held on November and December 2016.

The method in this research applied extraction by maceration, fractionation by
liquid fractionation (FCC), antibacterial activity using agar diffusion method, and
the isolation of the active compound by column chromatography. Bacteria used in
this research were E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 25923.

The results of this reseach showed the ability of the methanol water fraction that
can inhibit the growth of E. coli and S. aureus. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) from fraction of methanol water on E. coli was 125 pg/ml
and S. aureus was 500 pg/ml. The result of the purification of the active
compound obtained Mis isolate thought to be tannins compound with Rf value
was 0,125. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of active compounds on
E. coli was 62,5 pg/ml and S. aureus was 62,5 pg/ml.

The  conclusion of  this research was leaves of  Kardia
(Bellucia pentamera Naudin) has antibacterial compounds which could inhibiting
the growth of E. coli and S. aureus. Allegedly contained antibacterial compounds
are tannins.

Keyword . Bellucia pentamera Naudin, Antibacterial, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, MIC.
Cititations : 55 (1986-2017)
X
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara berkembang yang memiliki masalah kesehatan
yang cukup tinggi. Salah satu masalah kesehatan yang dominan di Indonesia
adalah penyakit infeksi dan diikuti oleh penyakit degeneratif yang dipengaruhi
oleh gaya hidup. Penyakit infeksi disebabkan oleh mikroba, baik mikroba yang
merupakan strain lama maupun mikroba strain baru (Soebandrio, 2012).
Permasalahan kasus infeksi terjadi di seluruh dunia, namun 10% permasalahan
penyakit infeksi di Asia Tenggara diperoleh oleh Indonesia (WHO, 2005). Infeksi
merupakan suatu proses masuknya mirkoorganisme dalam tubuh, baik yang
patogen maupun non-patogen yang berhasil melakukan invasi serta hidup di
dalamnya (Bauman, 2012).

Mikroorganisme penyebab penyakit infeksi yakni bakteri, virus, jamur, dan
protozoa. Beberapa contoh bakteri yang menyebabkan penyakit infeksi yaitu
Clostridium  botulinum, Corynebacterium diphteriae, Escherichia coli,
Salmonella typhii, Shigella flexneri, Shigella shigae, Staphylococcus aureus,
(Suriawiria, 1986). Penggunaan antibiotik sudah umum dalam mengatasi infeksi,
hanya saja penggunaan yang tidak sesuai membuat beberapa mikroorganisme
menjadi resisten. Salah satu contohnya yaitu bakteri Staphylococcus aureus
menjadi resisten terhadap hampir semua antibiotik atau dikenal sebagai MRSA
yang dalam pengobatannya hanya terbatas pada 3 antibiotik yaitu vancomycin,
linezolid, dan daptomycin (Crossley, 2009).

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus merupakan flora normal yang
terdapat pada manusia, namun dapat menyebabkan penyakit infeksi.
Staphylococcus aureus umumnya dapat dijumpai pada lapisan luar epidermis,
hidung, dan tenggorokan. Staphylococcus aureus dapat menyebabkan infeksi
karena menghasilkan enterotoksin serta menyebabkan pembentukan nanah pada
luka sehingga sering ditemui pada kulit, selaput lendir, bisul-bisul, dan luka.

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk basil yang terdapat
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pada kolon manusia namun dapat menyebabkan infeksi pada saluran kemih, kram
perut, dan diare (Irianto, 2006).

Antibiotik umumnya digunakan dalam mengatasi infeksi oleh bakteri.
Namun, penggunaan antibiotik dapat menimbulkan efek samping seperti
menyebabkan bakteri menjadi resisten sehingga penggunaan antibiotik akan
menjadi tidak efektif. Antibiotik alternatif terus dicari dan dikembangkan untuk
menghadapi bakteri yang resisten. Selain itu, pencarian antibiotik alternatif ini
diharapkan akan mendapatkan senyawa antibiotik lainnya yang memiliki
efektivitas yang lebih baik (Rinawati, 2010).

Bakteri yang resisten terhadap antibiotik tertentu akan menyebabkan
meningkatnya angka kesakitan dan angka kematian sehingga diperlukan antibiotik
lain untuk mengatasinya. Antibiotik ini kemungkinan mempunyai efek samping
yang lebih banyak serta biaya yang lebih mahal. Tumbuhan memiliki beberapa
senyawa yang bersifat antibakteri dan dapat digunakan sebagai antibiotik
(Rinawati, 2010). Penggunaan antibiotik dalam pengobatan untuk manusia sudah
dimulai sejak tahun 1940. Selama 63 tahun, penggunaan antibiotik semakin luas
dan mengakibatkan meluasnya potensi resistensi bakteri. Sebagai contoh bakteri
yang mengalami resisten terhadap antibiotik adalah Meticillin Resistant
Staphylococcus Aureus (MRSA) (Amin, 2013).

Penelitian terhadap tumbuhan yang mengandung senyawa antibakteri
banyak dilakukan. Hal ini dilakukan dalam rangka mencari antibiotik alternatif
yang dapat digunakan dalam mengobati penyakit infeksi akibat bakteri.
Tumbuhan yang dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh masyarakat umumnya
memiliki khasiat dalam mengobati penyakit-penyakit tertentu sehingga dapat
dikatakan tumbuhan tersebut memiliki potensi menghasilkan senyawa antibiotik.
Selain itu, sebagian besar masyarakat Indonesia masih menggunakan obat
tradisional dalam pengobatannya. Menurut data WHO (2013), banyak negara di
Asia tetap menggunakan obat tradisional sebagai pencegahan penyakit hingga
pengobatan penyakit kronis meskipun pengobatan allopathic tersedia.

Obat tradisional cenderung menggunakan bagian-bagian tumbuhan yang
dianggap memiliki khasiat untuk mengobati penyakit. Padahal, hanya zat-zat

tertentu pada tumbuhan tersebut yang memiliki khasiat sebagai obat, termasuk
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pula senyawa antibakteri. Senyawa aktif yang terdapat dalam tumbuhan tersebut
dapat diketahui dengan melakukan proses pemisahan yang diawali dengan proses
fraksinasi atau ekstraksi cair-cair. Fraksinasi ini dilakukan untuk memisahkan
senyawa berdasarkan polaritasnya. Cara pemisahan ini menggunakan dua macam
pelarut yang tidak bercampur, contohnya air (polar) dengan heksana atau
kloroform (nonpolar) atau dengan pelarut organik lain (Hanani, 2016).

Fraksi dinamakan berdasarkan pelarut yang digunakan dalam proses
fraksinasi. Pelarut yang digunakan dalam fraksinasi mewakili beberapa sifat
polaritas, seperti n-heksana (nonpolar), etil asetat (semipolar), serta metanol dan
air (polar). Fraksi yang mengandung senyawa antibakteri berbeda-beda pada tiap
tumbuhan. Menurut penelitian Purwanto (2015), fraksi aktif daun senggani
(Melastoma malabathricum L) terhadap Escherichia coli yakni fraksi etil asetat
dan fraksi metanol. Sedangkan pada penelitian Niswah (2014), fraksi etil asetat
buah parijoto (Medinilla speciosa) mempunyai daya hambat lebih besar terhadap
Staphylococcus aureus dibandingkan dengan fraksi n-heksana dan fraksi metanol.

Pemanfaatan senyawa antibakteri dari tumbuhan juga belum sepenuhnya
efektif karena selain dalam penggunaannya belum diketahui secara jelas senyawa
golongan apa yang berkhasiat sebagai antibakteri, besarnya nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) senyawa yang berkhasiat sebagai antibakteri juga
belum diketahui. Senyawa antibakteri yang akan digunakan sebagai antibiotik
harus terlebih dahulu diketahui nilai KHM-nya. Hal ini dilakukan untuk
menghindari kekebalan mikroorganisme terhadap antibiotik tertentu. Karena hal
ini pula yang membuat para peneliti mencari jenis antibiotik baru (Irianto, 2006).

Tumbuhan dapat menghasilkan metabolit sekunder seperti alkaloid, steroid,
flavonoid, terpenoid, tanin, dan sebagainya yang dapat memiliki fungsi sebagai
antibakteri. Salah satu tumbuhan yang digunakan sebagai obat tradisional untuk
penyakit infeksi adalah daun kardia (Bellucia pentamera Naudin). Tumbuhan
kardia ini banyak digunakan oleh masyarakat Etnis Meranjat Desa Bangun Jaya
Kecamatan Tanjung Batu, Ogan llir sebagai obat infeksi atau penurun panas.

Tumbuhan kardia termasuk ke dalam famili Melastomataceae. Tumbuhan
dari famili Melastomataceae banyak yang digunakan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat di beberapa daerah. Menurut Albertus et al. (2015), tumbuhan obat
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dari famili Melastomataceae yang dimanfaatkan di Desa Mandong vyaitu

cengkodok (Melastoma malabathricum) sebagai obat tekanan darah tinggi dan

luka serta jambu monyet (Anacardium occidentale) yang digunakan sebagai obat

sakit maag. Selain itu, menurut Suryaningsih et al. (2010), daun senggani

(Melastoma candidum D. Don.) yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap

pertumbuhan Bacillus licheniformis.

1.2.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas maka dapat dirumuskan beberapa

permasalahan yaitu sebagai berikut:

1.

1.3.

Jenis fraksi manakah dari ekstrak daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)
yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus ?

Berapa nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) fraksi aktif dan senyawa
aktif dari ekstrak daun Kardia dalam menghambat pertumbuhan
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus?

Golongan senyawa antibakteri manakah yang terdapat dalam fraksi aktif daun
Kardia yang dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus ?

Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

Mengetahui fraksi dari ekstrak daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)
yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

Mengetahui nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dari fraksi aktif dan
senyawa aktif daun Kardia terhadap pertumbuhan Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

Mengetahui golongan senyawa antibakteri yang terdapat dalam fraksi aktif
daun Kardia yang dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus.
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1.4. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai fraksi dan senyawa aktif antibakteri dari ekstrak daun Kardia
(Bellucia pentamera Naudin) serta Konsentrasi Hambat Minimun (KHM) dari
ekstrak sehingga dapat dijadikan sebagai sumber senyawa antibakteri yang baru

dan dapat diaplikasikasikan dalam bidang fitofarmaka.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tumbuhan Kardia (Bellucia pentamera Naudin)

Tumbuhan kardia (Bellucia pentamera Naudin) merupakan tumbuhan yang
termasuk dalam famili Melastomataceae. Tumbuhan kardia merupakan pohon
yang dapat mencapai 3-8 meter dan diameternya dapat mencapai 20 cm. Kulit
batang berwarna coklat keabu-abuan sampai kehitaman yang beralur dan bertajuk
renggang dengan cabang dan ranting yang ramping dan melengkung membentuk
payung (Renner, 1986). Daun kardia berupa daun tunggal yang letaknya
berhadapan, permukaan daunnya kasar, berbentuk elips dengan ujung meruncing,
pertulangan daun melengkung (curnvinervis), helai daun berukuran panjang +35
cm dan lebar +25 cm, serta mempunyai tepi daun yang bergerigi Kkecil
(Tjitrosoepomo, 2012).

Bunga kardia merupakan bunga banci berbentuk lonceng dengan kuncup
bunga berukuran £20 mm dengan lebar £14 mm dan kelopak yang pangkalnya
berlekatan membentuk tabung. Kelopak berbentuk segitiga dengan ukuran 6-7
mm, jumlah daun kelopak sama dengan jumlah mahkota, mahkota berwarna
putih, benang sari berjumlah 2 kali jumlah daun mahkota dengan kepala sari yang
besar seperti sabit berwarna kuning dan berbaris membentuk lingkaran, putik
dengan tangkai berwarna putih dan tampak di atas barisan kepala sari
(Renner, 1986).

Menurut Nurainas (2016), klasifikasi tumbuhan kardia

(Bellucia pentamera Naudin) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Myrtales

Famili : Melastomataceae

Genus : Bellucia

Spesies : Bellucia pentamera Naudin
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Tumbuhan kardia disebut juga jambu tangkalak memiliki beberapa nama
daerah, diantaranya jambu marekan di Kalimantan Barat (lwan, 2010) dan

jamolok di Jawa Barat.

Gambar 2.1 Tumbuhan Kardia (Bellucia pentamera Naudin)
(Dokumen pribadi 2016);Coronado, 2016)

Tumbuhan kardia termasuk dalam famili Melastomataceae. Tumbuhan yang
tergolong dalam famili Melastomataceae pada umumnya berpotensi sebagai
antibakteri, misalnya harendong bulu (Clidemia hirta), seperti penelitian yang
telah dilakukan oleh Fendiyanto et al., (2014), ekstrak etanolnya memiliki
kemampuan antibakteri terhadap Salmonella typhii dan Staphylococcus aureus.
Selain itu, pada penelitian Sari et al. (2015), ekstrak etanol batang
Melastoma malabathricum mampu menghambat pertumbuhan Bacillus cereus
dan Salmonella typhii sehingga menjadi alternatif antibakteri dalam menangani
penyakit gangguan pencernaan.

Bagian tanaman harendong bulu yang sering digunakan sebagai obat adalah
daunnya. Daun harendong yang diremas dan ditempelkan pada bagian yang sakit
dapat digunakan untuk mengobati penyakit luka atau borok sehingga dapat
dikatakan daun harendong memiliki kemampuan antibakteri terhadap
Streptococcus aureus (Permana, 2009).

Tumbuhan dari genus Bellucia yang telah dijadikan subjek penelitian
fitokimia yaitu Bellucia pentamera dan Bellucia grossulariodes. Kedua tanaman
ini digunakan sebagai obat tradisional sebagai obat cacingan, keputihan, dan
peradangan akibat penumpukan nanah. Dalam penggunaannya sebagai obat
tradisional, belum ada laporan yang mengatakan efek toksisitas dari penggunaan

Bellucia sehingga tumbuhan ini tetap digunakan dalam pengobatan tradisional.
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Selain itu, kayu Bellucia sangat berguna untuk konstruksi dan peralatan furniture.
Buah dari Bellucia umumnya dimakan oleh manusia maupun hewan-hewan
pemakan buah (Martins et al., 2016).

2.2. Penyakit Infeksi

Infeksi merupakan proses invasi dan multiplikasi mikroorganisme ke dalam
suatu jaringan tubuh, di mana mikroorganisme tersebut menggunakan sarana yang
dimiliki inang untuk memperbanyak diri. Infeksi terjadi bila parasit itu sanggup
mengadakan penetrasi atau melalui pertahanan inang dan hidup di dalamnya.
Mikroorganisme ini dapat berupa bakteri, jamur, protozoa, maupun virus. Sumber
infeksi dapat berupa faktor biotik dan abiotik, dimana patogen pada kondisi sesuai
mampu hidup dan bermultiplikasi dapat berasal dari manusia, hewan, air, tanah,
maupun dari makanan. Penyakit infeksi diderita oleh masyarakat di seluruh dunia
baik penyakit ringan seperti penyakit influenza, diare, gatal-gatal, hingga penyakit
mematikan seperti sifilis, herpes, gonorrhea, dan masih banyak lagi (Harti, 2012).

Penyakit infeksi dapat terjadi karena terjadinya pemindahan mirkoorganisme
ke tubuh inangnya. Hal ini dapat terjadi karena terjadinya kontak langsung atau
dengan bantuan vektor luar seperti bahan (makanan, air, susu), benda (tangan,
tempat tidur, mainan, alat makan), atau arthropoda tertentu yang terkontaminasi
atau mengandung bahan infeksi tersebut. Perpindahan mikroorganisme di luar
tubuh inangnya mengalami banyak hambatan seperti sinar matahari, kekeringan.
Mikroorganisme dapat mengadakan infeksi dengan mencari tempat masuk yang
sesuai pada tubuh inang dan inang tersebut harus sensitif terhadapnya
(Irianto, 2006).

Infeksi dari patogen ke tubuh inangnya dapat melalui beberapa cara, yaitu
melalui membran mukosa, kulit, dan parenteral. Infeksi pada membran mukosa
dapat terjadi melalui penetrasi pada membran mukosa dari saluran nafas, saluran
cerna, saluran urogenital, dan conjunctiva. Infeksipada kulit dapat melalui bagian
terbuka dari kulit seperti folikel rambut, kelenjar rambut seperti infeksi cacing
tambang atau infeksi jamur. Infeksi melalui parenteral contohnya tusukan, infeksi

gigitan, luka, atau pembedahan (Harti, 2012).
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2.3. Escherichia coli
Klasifikasi Escherichia coli menurut Brenner et al. (2005) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

Escherichia coli termasuk dalam genus Escherichia yang terdiri dari 4
spesies, dimana ada yang berwarna dan ada yang tidak serta bersifat saproba.
Escherichia coli terkenal sebagai penghuni usus tebal (kolon) dan merupakan
salah satu parameter biologis pencemaran air. Escherichia coli termasuk dalam
famili Enterobacteriaceae yang memiliki bentuk basil, bergerak dengan
menggunakan flagel peritrika dan ada juga yang tidak bergerak, merupakan
bakteri Gram negatif. Bakteri dari famili Enterobacteriaceae dapat menguraikan

glukosa dengan menghasilkan gas (Irianto, 2006).

Acc.V'  Spot Magr; Det WD
30.0kv 30 6836x SE 84 3

A

Gambar 2.2 Escherichia coli (Carr, 2016)

Escherichia coli berbentuk batang dengan panjang 2,5 um dan diameter 0,8
um, dengan ujung melengkung berbentuk hemispherical. Escherichia coli
memiliki organel eksternal yakni filamen yang lurus dan tipis yang disebut fili
yang dapat menangkap susbstrat yang spesifik serta filamen heliks panjang dan

tebal yang disebut flagela yang memungkinkannya untuk berenang. E. coli hidup
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di usus hewan homoiterm, termasuk manusia, dapat hidup dengan atau tanpa
oksigen dan dapat bertahan hingga menemukan inangnya (Berg, 2003).
Escherichia coli termasuk flora normal tubuh manusia khususnya berada
didalam usus bagian bawah. Escherichia coli tidak berbahaya didalam usus tetapi
bila memasuki kandung kemih akan menyebabkan sistitis, yakni suatu peradangan
pada selaput lendir kandung kemih. Escherichia coli umumnya berada di dalam
usus menghasilkan kolisin yang dapat melindungi saluran pencernaan dari bakteri-

bakteri usus yang patogenetik (Bauman, 2012).

2.4. Staphylococcus aureus
Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut Brenner et al. (2005) adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Baciliales

Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri berbentuk kokus, Gram positif
yang tertata dalam gerombolan seperti anggur. Staphylococcus aureus bersifat
nonmotil, bersifat aerobik dan anaerobik fakultatif. Staphylococcus aureus dapat
menghasilkan koagulase. Bakteri ini merupakan flora normal yang ada pada
manusia, khususnya terdapat pada kulit sehingga bakteri ini dapat dijumpai pada
selaput  hidung, kulit, kantung rambut, bisul-bisul, dan luka-luka.
Staphylococcus aureus umumnya membentuk koloni pada permukaan sel-sel yang
mati (Irianto, 2006).
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Gambar 2.3 Staphylococcus aureus (Carr, 2016)

Staphylococcus aureus termasuk dalam genus Staphylococcus yang
memiliki diameter 0,7-1,2 um. Bakteri genus Staphylococcus tumbuh dengan
cepat pada kondisi aerob dan terdapat CO,. Koloni dari Staphylococcus aureus
merupakan f-hemolitik, yakni dengan memproduksi a-toksin, B-toksin, y-toksin,
dan &-toksnin (Crossley et al, 2009). Staphylococcus aureus termasuk famili
Micrococcaceae dengan ciri sel tunggalnya berbentuk bola, tidak berspora. Genus
Staphylococcus terdiri dari dua spesies, kelompok berupa untaian dan berwarna
kuning serta bersifat saproba atau patogen (Bauman, 2012).

2.5. Senyawa Antibakteri Tumbuhan Genus Bellucia

Penelitian tentang senyawa yang terkandung dalam tumbuhan genus
Bellucia belum banyak ditemukan. Salah satu penelitian diketahui bahwa senyawa
yang terkandung dalam tumbuhan genus Bellucia yakni flavonoid, terpenoid,
tanin terkondensasi, dan tanin terhidrolisis (Serna dan José, 2015). Bagian kulit
batang tumbuhan genus Bellucia terdapat tanin. Salah satu tumbuhan dari genus
Bellucia yakni Bellucia grossularioides diketahui buahnya dapat dimanfaatkan
sebagai obat cacingan dan daunnya dapat dimanfaatkan sebagai obat keputihan.
Tanaman yang mengandung tanin dalam Ayuverda digunakan untuk penyakit

leukorea, rinorea, dan diare (Hanani, 2016).
2.5.1. Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang secara alami terdapat pada

produk tumbuhan sebagian besar fenol dalam keadaan bebas atau terikat dengan
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glikosida. Flavonoid biasanya mengandung warna kuning (flavous dalam bahasa
latin berarti warna kuning). Menariknya, lebih dari 2000 kandungan kimia yang
telah diisolasi, diidentifikasi, dan dilaporkan berasal dari tumbuhan. Struktur
kimianya memiliki dasar C6-C3-C6 rantai karbon dengan cincin piran atau
kroman yang melekat pada cincin benzen kedua yang berada pada posisi C-2, C-3
atau C-4. Di alam dapat ditemukan berupa flavon, flavan, flavonol, isoflavon, dan
antosianidin (Kar, 2007).

2.5.2. Terpenoid

Terpenoid umumnya didefinisikan sebagai produk yang terdapat secara
alami dimana strukturnya dianggap terbagi menjadi beberapa unit isoprene, oleh
karena itu senyawa ini selalu disebut sebagai isoprenoid. Beberapa referensi lama
menyebut terpenoid sebagai terpen. Setiap unit dasar terpen memiliki lima karbon
dengan dua ikatan tak jenuh dan memiliki rantai bercabang. Terpenoid biasanya
memiliki jumlah unit isopren yang bergabung di bagian kepala ke arah ekor.
Terpenoid umumnya diklasifikasikan berdasarkan jumlah unit isopren yang

terdapat dalam molekul terpenoid hidrokarbon tak jenuh (Kar, 2007).

2.5.3. Tanin

Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks, terdiri dari
senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, mengendapkan
protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut. Tanin dibagi
menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin
memiliki peranan biologis yang kompleks mulai dari pengendap protein hingga
pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi sebagai antioksidan biologis. Tanin
merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui mempunyai
beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, antidiare, antibakteri, dan antioksidan
(Malangngi et al., 2012).

2.6. Antibakteri

Antimikrobia meliputi golongan antibakteri, antifungal, antiviral,

antiprotozoan, dan antihelminthic. Antibakteri merupakan senyawa yang dapat
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mengendalikan pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. Antibakteri dapat
dibedakan berdasarkan cara kerjanya, yakni menghambat sintesis dinding sel
(penicillin, monobactam, cephalosporin), menghambat sistesis protein (tetrasiklin,
chloramfenikol, erytrhromycin), kerusakan membran plasma (polymixin B,
amphoterin B, neomycin), penghambatan sintesis asam nukleat (rifamycin,
quinolone, dan fluoroquinolone), atau penghambatan sintesis metabolit esensial

yaitu golongan sulfat (Harti, 2012).

2.7. Mekanisme Kerja Senyawa Antibakteri

Setiap senyawa antibakteri memiliki mekanisme kerja yang berbeda-beda.
Beberapa cara kerja antibakteri antara lain dengan penghambatan sintesis dinding
sel, penghambatan sintesis protein, penghambatan sintesis asam nukleat
(DNA/RNA), atau penghambatan sintesis metabolit esensial (Bauman, 2012).

Senyawa antibakteri yang memiliki sasaran dalam penghambatan sintesis
dinding sel terjadi pada tahap awal sintesis peptidoglikan. Peptidoglikan
merupakan makromolekul yang tersusun dari rantai polisakarida dengan N-
acetylglucosamine (NAG) dan N-acetylmuramicacid (NAM). Antara NAM dan
NAM dihubungkan oleh ikatan silang (cross-link) dan dapat dihambat oleh
senyawa antibakteri sehingga dinding sel bakteri lemah dan lisis. Selain itu, cincin
beta-lactam pada senyawa antibakteri dapat menyebabkan enzim menjadi
irreversible sehingga mengganggu pembentukan peptidoglikan, atau adanya
kesamaan bentuk dengan D-alanin yang mengakibatkan sel bakteri kehilangan D-
alanin dalam pentapeptida dari peptida (Irianto, 2006).
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Gambar 2.4. Mekanisme penghambatan sintesis dinding sel bakteri
(Bauman, 2012)
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Penghambatan sintesis protein oleh senyawa antibakteri dapat terjadi dengan
beberapa mekanisme seperti merubah bentuk subunit 30S yang menyebabkan
ketidakcocokan pasangan antara antikodon tRNA dengan kodon mMRNA;
memblokir situs docking tRNA (A site) pada subunit 30S sehingga mencegah
elongasi protein; memblokir aktivitas enzimatik pada subunit 50S sehingga
mencegah pembentukkan ikatan peptida antara asam amino; mengikat subunit 50S
sehingga mencegah pergerakan ribosom di sepanjang mRNA; asam nukleat
antisense mengikat mMRNA sehingga memblokir subunit ribosom; atau dengan
menghambat inisiasi translasi dimana tRNA antikodon harus sejajar dengan
kodon CUG (Bauman, 2012).
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Gambar 2.5. Mekanisme penghambatan sintesis protein sel bakteri
(Bauman, 2012)

Beberapa aktivitas enzimatik pada bakteri dapat dihambat secara kompetitif
oleh substansi (antimetabolit) yang mirip dengan substrat untuk enzim sehingga
sintesis substrat pada bakteri terhambat dan pertumbuhan terhenti. Contoh
penghambatan kompetitif antara antimetabolit sulfanilamide (golongan sulfa) dan
PABA (para-aminobenzoic acid) pada bakteri. PABA pada beberapa bakteri
merupakan substrat untuk reaksi enzimatik dalam sintesis asam folat, sebagai
vitamin yang berfungsi sebagai koenzim untuk sintesis basa purin dan pirimidin
dalam asam nukleat dan asam amino. Adanya sufanilamide menyebabkan enzim
yang mengubah PABA menjadi asam folat, berikatan dengan antibiotik sebagai

ganti PABA sehingga sintesis asam folat dan pertumbuhan berhenti (Harti, 2012).
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Antibakteri yang menghambat sintesis asam nukleat (DNA/RNA)
diantaranya dengan menghambat enzim yang berperan dalam menggulung atau
menguraikan DNA dalam replikasi DNA bakteri (DNA girase), atau dengan
mengikat dan menghambat kerja dari RNA polimerase dalam sintesis RNA dari
suatu DNA template. Selain itu dapat pula dengan menghambat replikasi dan
transkripsi bakteri (Bauman, 2012).

2.8. Ekstraksi, Fraksinasi, Kromatografi Lapis Tipis, Uji Bioautografi

Ekstraksi merupakan proses perpindahan massa dari komponen zat padat
yang terdapat pada simplisia ke dalam pelarut organik yang digunakan. Tujuan
dari ekstraksi adalah untuk menarik semua zat aktif dan komponen kimia yang
terdapat dalam simplisia. Pelarut organik akan menembus dinding sel dan
selanjutnya akan masuk ke dalam rongga sel tumbuhan yang mengandung zat
aktif. Zat aktif akan terlarut dalam pelarut organik pada bagian luar sel untuk
selanjutnya berdifusi masuk ke dalam pelarut. Ekstraksi dapat dilakukan dengan
berbagai metode dan cara yang sesuai dengan sifat dan tujuan ekstraksi itu sendiri
(Marjoni, 2016).

Maserasi adalah salah satu cara ekstraksi simplisia dengan merendam dalam
pelarut pada suhu kamar sehingga kerusakan atau degradasi metabolit dapat
diminimalisasi. Proses keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar dan di
dalam sel terjadi pada maserasi sehingga diperlukan penggantian pelarut secara
berulang. Selain itu terdapat pula pengembangan dari maserasi, diantaranya
kinetik dan digesti. Kinetik merupakan metode ekstraksi seperti maserasi yang
dilakukan dengan pengadukan, sedangkan digesti adalah cara maserasi yang
dilakukan pada suhu yang lebih tinggi dari suhu kamar, yakni 40-60°C
(Hanani, 2016).

Fraksinasi merupakan proses memisahkan ekstrak yang telah didapatkan ke
dalam fraksi yang memiliki polaritas dan ukuran molekul yang sama. Fraksinasi
dilakukan karena ekstrak yang didapatkan masih merupakan campuran dari
berbagai senyawa dan ekstrak sulit dipisahkan melalui teknik pemisahan tunggal
untuk mengisolasi senyawa tunggal. Fraksinasi dapat dilakukan dengan metode

ekstraksi cair-cair atau dengan kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi

Universitas Sriwijaya



16

kolom (KK), size-exclution chromatography (SEC), solid-phase extraction (SPE)
(Sarker et al., 2006).

Kromatografi didefinisikan sebagai prosedur pemisahan zat terlarut oleh
suatu proses migrasi diferensial dinamis dalam sistem yang terdiri atas dua fase
atau lebih. Salah satu fase bergerak secara bersinambungan dalam arah tertentu
dan di dalamnya, zat-zat terlarut menunjukkan perbedaan mobilitas yang
disebabkan oleh perbedaan adsorpsi, partisi, kelarutan, tekanan uap, ukuran
molekul, atau kerapatan muatan ion. Berdasarkan fase gerak yang digunakan,
kromatografi dapat dibedakan menjadi dua golongan besar, yaitu kromatografi gas
dan kromatografi cair (Harmita. 2015).

Kromatografi lapis tipis menggunakan sebuah silika lapis tipis atau alumina
yang ditempatkan pada sebuah lempeng gelas atau logam atau plastik yang keras.
Alumina ini berfungsi sebagai fase diam dan sering ditambahkan bahan-bahan
yang dapat berpendar pada sinar ultraviolet. Fase gerak untuk kromatografi lapis
tipis berupa pelarut atau campuran pelarut yang sesuai dengan bahan yang akan
dipisahkan. Keunggulan KLT yaitu mampu memisahkan campuran senyawa
menjadi senyawa murninya, waktu analisis cepat, memerlukan bahan yang sedikit,
dapat digunakan untuk mencari eluen untuk kromatografi kolom (Marjoni, 2016).

Bioautografi merupakan metode yang digunakan untuk mendeteksi
terdapatnya senyawa antibiotik dengan cara menanamkan lempengan
kromatogram ke dalam medium yang berisi biakan bakteri. Terdapatnya senyawa
antibiotik ditandai dengan terbentuknya zona hambat dari bakteri yang ditandai
dengan warna yang lebih cerah atau bening (Sherma dan Fried, 2003). Jarak
hambat senyawa pada kromatogram dinyatakan dengan nilai Rf (retardation
factor). Nilai ini diperoleh dengan mengukur jarak hambat senyawa dari titik awal
hingga pusat bercak dibagi dengan jarak rambat fase gerak hingga garis depan
(Hanani, 2016).

2.9. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
Konsentrasi Hambat Minimum merupakan konsentrasi terendah dari suatu
zat antibakteri yang masih mempunyai kemampuan menghambat pertumbuhan

suspensi bakteri. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum ada dua cara, yaitu
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pengujian dalam lempeng medium pembiakan (difusi agar) dan cara pengenceran
dalam tabung pembiakan (dilusi). Metode yang sering digunakan adalah metode
difusi agar. Metode difusi agar ini dilakukan dengan penanaman kertas cakram
pada medium agar yang telah diberi suspensi bakteri yang akan diuji, lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Konsentrasi terendah dari zat
antibakteri pada medium yang menunjukkan zona hambat adalah KHM dari zat
antibakteri terhadap bakteri yang diuji (Irianto, 2006).

Konsentrasi senyawa dan kekuatan senyawa berbanding terbalik dalam
pengujian KHM. Konsentrasi yang rendah yang didapat dalam pengujian KHM
menunjukkan semakin kuat senyawa tersebut. Konsentrasi senyawa berbanding
lurus dengan besarnya diameter zona hambat yang terbentuk. Kekuatan suatu
senyawa antibakteri juga dapat ditunjukkan dengan seberapa besarnya diameter
zona hambat yang terbentuk (Bailey dan Scott’s, 2007).

KHM ditujukan untuk menghindari terjadinya resistensi bakteri terhadap
senyawa antibiotik tertentu. Peningkatan nilai KHM menggambarkan tahap awal
bakteri menuju resisten. Resistensi adalah kemampuan bakteri untuk menetralisir
dan melemahkan daya kerja antibiotik. Hal ini dapat terjadi dengan beberapa cara,
yaitu merusak antibiotik dengan enzim yang diproduksi, mengubah reseptor titik
tangkap antibiotik, mengubah fisiko-kimiawi target sasaran antibiotik pada sel
bakteri. Selain itu dapat pula karena antibiotik tidak dapat menembus dinding sel,
akibat perubahan sifat dinding sel bakteri atau antibiotik masuk ke dalam sel
bakteri, namun segera dikeluarkan dari dalam sel melalui mekanisme transport
aktif keluar sel (Sedyaningsih, 2011).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2016 sampai dengan
Desember 2016. Pengambilan sampel dilakukan di Desa Bangun Jaya, Kecamatan
Tanjung Batu, Meranjat, Ogan Ilir. Penapisan, pengujian ekstrak, dan isolasi
senyawa antibakteri dilakukan di Laboratorium Genetika dan Bioteknologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas

Sriwijaya, Indralaya.

3.2. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoklaf, blender, botol selai,
botol vial, bunsen, cawan petri, corong gelas, erlemeyer, gelas beker, gelas ukur,
gunting, hair dryer, hot plate, inkubator, jangka sorong, jarum ose, jarum suntikan
(syiringe), kamera, kapas, kertas cakram, kertas saring, Kromatografi Kolom
Gravitasi Bumi (KKGB), label, labu pisah, lemari es, magnetic stirer, pinset, pipet
kapiler, pipet sirologis, pipet tetes, plat silica gel 60 F2ss, rak tabung reaksi, rotary
vacuum evaporator, spatula, spidol, tabung reaksi, timbangan analitik, tisu gulung
dan vortex.

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah Alkohol 70%,
alumunium  foil, aquades, biakan murni  Escherichia coli  dan
Staphylococus aureus, Etil Asetat, larutan DMSO (Dimetilensulfoksida), Metanol,
N-heksan, Nutrient agar (NA), Nutrient Broth (NB), dan simplisia daun Kardia

(Bellucia pentamera Naudin).

3.3. CaraKerja
3.3.1. Pembuatan Simplisia Daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)
Sampel berupa daun dari tumbuhan Kardia (Bellucia pentamera Naudin)

dipisahkan dari pengotornya kemudian dijemur hingga kering. Sampel daun
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selanjutnya dihaluskan dengan menggunakan blender hingga menjadi serbuk
hingga didapatkan ukuran serbuk simplisia yang sesuai.

3.3.2. Pembuatan Media

Medium NA sebanyak 20 gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu
dilarutkan dengan 1000 ml aquades. Medium NB sebanyak 13 gram dimasukkan
ke dalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan 1000 ml aquades (Merck, 1992).
Medium dipanaskan hingga mendidih di atas hot plate dan untuk
menghomogenkan dibantu dengan magnetic stirrer. Lalu medium disterilisasi
dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 15 Ibs selama 15

menit.

3.3.3. Peremajaan dan Persiapan Kultur Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus

Peremajaan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dilakukan secara
aseptis dengan cara diambil sebanyak satu ose, lalu diinokulasikan ke medium
NA miring, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Persiapan
kultur bakteri uji dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri uji dari medium
NA miring, lalu diinokulasikan ke dalam medium NB 5 ml, selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Irianto, 2013). Kultur bakteri yang
telah berumur 24 jam diukur turbiditasnya menggunakan spektrofotometer untuk
dicocokan dengan turbiditas 0,25 (sama dengan 25 x 10® CFU/mL)
(Yolanda, 2016) dengan panjang gelombang 600 nm untuk Escherichia coli
(Myers et al., 2013). Turbiditas diatur dengan cara menambahkan kultur bakteri

atau menambahkan medium NB.

3.3.4. Ekstraksi

Simplisia sebanyak 250 gram direndam dengan pelarut metanol selama
2 kali 24 jam dalam erlenmeyer, kemudian disaring dengan menggunakan corong
yang dilapisi dengan kertas saring. Ampas dari serbuk simplisia dimaserasi ulang
dengan pelarut metanol sampai ekstrak bening atau jernih (minimal diulangi

sampai 3 kali pengulangan). Hasil ekstraksi kemudian dimasukkan ke dalam labu
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penguap, untuk menguapkan pelarutnya dengan menggunakan rotary vacuum
evaporator pada suhu 50-60°C dan tekanan rendah sekitar 500-700 mmHg
(Mardiono, 2013).

3.3.5. Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan dengan metode FCC (fraksinasi cair-cair) dengan
pelarut n-heksana, etil asetat dan metanol secara berurutan dengan sifat kepolaran
pelarut yang berbeda-beda. Ekstrak dilarutkan dalam metanol dan air (1:1).
Ekstrak tersebut dimasukkan ke dalam labu pisah, dan ditambahkan n-heksana
sebanyak 250 ml (4 kali pengulangan), dihomogenkan secara perlahan-lahan,
setelah didiamkan terjadi pemisahan antara fraksi n-heksana dan methanol air.
Fraksi n-heksana dipisahkan dari fraksi metanol air. Fraksinasi dilanjutkan
menggunakan pelarut etil asetat dengan proses yang sama dengan n-heksana.
Fraksi n-heksana cair, fraksi etil asetat dan fraksi metanol air diuapkan dengan
rotary vacuum evaporator, sehingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental
diuapkan dengan menggunakan hair dryer sampai diperoleh fraksi kering. Ketiga

fraksi yang diperoleh diujikan aktivitas antibakterinya (Retnowati et al., 2015).

3.3.6. Pengujian Aktivitas Antibakteri Fraksi

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus dengan metode difusi agar. Fraksi yang telah didapatkan
masing-masing sebanyak 0,02 gram dilarutkan dalam pelarut DMSO sebanyak 1
ml. Biakan bakteri dimasukkan ke dalam cawan dan dimasukkan medium NA,
lalu dihomogenkan. Kertas cakram yang telah dicelupkan ke dalam masing-
masing fraksi diletakkan ke dalam cawan yang berisi biakan bakteri dan medium
sebanyak 3 kali pengulangan, kemudian diinkubasi selama 2 kali 24 jam.
Diameter zona bening diamati menggunakan jangka sorong (Sari et al., 2015).

3.3.7. Penentuan Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Fraksi Aktif
Fraksi aktif sebanyak 0,04 gram dibuat berbagai konsentrasi yang telah
ditentukan yaitu 4000 pug/ml, 2000 pg/mi, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125

png/ml, 62,5 pg/ml, sampai didapatkan konsentrasi hambat terkecil, dengan pelarut
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yang digunakan adalah DMSO. Suspensi bakteri yang telah disediakan
dimasukkan ke dalam cawan petri yang telah disterilisasi sebelumnya sebanyak
0.1 ml, kemudian ditambahkan medium NA 10 ml yang masih dalam keadaan
cair, lalu homogenkan dan didiamkan sampai membeku, selanjutnya kertas
cakram yang telah dicelupkan dalam konsentrasi fraksi aktif dimasukkan ke dalam
cawan petri yang berisi biakan bakteri uji, selanjutnya diikubasi pada suhu 37°C
selama 2 kali 24 jam. Kemudian diamati diameter hambat yang terbentuk, diukur
menggunakan jangka sorong. Konsentrasi terkecil yang masih dapat menghambat
pertumbuhan bakteri merupakan konsentrasi hambat minimum (KHM). Dilakukan
3 kali pengulangan (Tille, 2014).

3.3.8. Uji Bioautografi dan Penentuan Golongan Senyawa Aktif
Uji bioautografi dilakukan untuk mengetahui nilai Rf senyawa aktif
antibakteri dengan mengunakan kromatografi lapis tipis. Fraksi aktif ditotolkan
pada dua plat KLT kemudian dikembangkan dengan fase gerak yang sesuai untuk
pemisahan senyawa-senyawa yang terdapat dalam fraksi
(Sherma dan Fried, 2003). Kromatogram kemudian diletakkan dalam cawan petri
yang telah berisi biakan bakteri, bercak-bercak pada kromatogram dijiplak ke
cawan petri, kromatogram dibiarkan menempel pada medium selama 1 jam,
diangkat kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 2 kali 24 jam. Setelah 2 kali
24 jam diinkubasi, dapat dilihat bercak atau daerah yang berwarna bening
merupakan daerah senyawa aktif berada (Tarman et al., 2013).
Kromatogram yang lainnya disemprot dengan H>SOs 2%, kemudian
diletakkan di atas hot plate. Bercak warna yang muncul diamati dan dihitung nilai

Rf dari masing-masing bercak berwarna yang muncul.

3.3.9. Pemurnian Senyawa Aktif

Hasil uji bioautografi diketahui bercak yang menunjukkan ciri-ciri
senyawa aktif. Pemurnian senyawa aktif dari fraksi aktif dilakukan dengan
kromatografi kolom gravitasi dengan fase diam silica gel 60 F2ss5 sedangkan fase
geraknya adalah campuran etil asetat dan metanol yang kepolarannya dinaikkan

secara bertahap. Elusi dilakukan dengan fase gerak pelarut eluen yang sesuai
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dengan laju elusi 40 tetes per menit, dengan volume eluat yang ditampung adalah
10 ml. Eluat-eluat yang diperoleh kemudian diuji aktivitas antibakterinya untuk
mengetahui eluat yang mengandung senyawa antibakteri, kemudian senyawa
antibakteri yang diperoleh ditentukan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM)

nya.

3.3.10. Penentuan Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Senyawa

Aktif

Senyawa aktif hasil pemurnian dibuat berbagai konsentrasi yaitu 4000
pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/mi,
31,25 sampai didapatkan konsentrasi hambat terkecil, dengan pelarut yang
digunakan adalah DMSO. Kemudian suspensi bakteri yang telah disediakan
dimasukkan ke dalam cawan petri yang telah disterilisasi sebelumnya sebanyak
0.1 ml, kemudian ditambahkan medium NA 10 ml yang masih dalam keadaan
cair, lalu homogenkan dan didiamkan sampai membeku, selanjutnya kertas
cakram yang telah dicelupkan dalam konsentrasi senyawa aktif dimasukkan ke
dalam cawan petri yang berisi biakan bakteri uji, selanjutnya diikubasi pada suhu
37°C selama 2 kali 24 jam. Kemudian diamati diameter hambat yang terbentuk,
diukur menggunakan jangka sorong. Konsentrasi terkecil yang masih dapat
menghambat pertumbuhan bakteri merupakan konsentrasi hambat minimum
(KHM). Pengujian penentuan KHM dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan
(Tille, 2014).

3.3.11. Variabel Pengamatan
3.3.11.1. Diameter Zona Hambat

Diameter zona hambat diukur dengan menggunakan jangka sorong agar
tingkat keakuratanya lebih tinggi. Diameter zona hambat diukur dengan mengukur
diameter zona hambat terpanjang dan diameter zona hambat terpendek lalu dicari

rata-rata dan simpangan bakunya.
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3.3.11.2. Uji Bioautografi
Penentuan golongan senyawa aktif menurut Sherma dan Fried (2013)
dilihat dari pengujian dengan menggunakan plat silica gel 60 F2ss, berdasarkan

warna yang terbentuk, kemudian ditentukan nilai Retardation factor (Rf).

_ jarakyang ditempuh senyawa

Rf

jarak yang ditempuh pelarut

3.3.11.3. Penyajian Data

Data yang diperoleh dari penelitian berupa hasil pengukuran zona
hambat disajikan dalam bentuk tabel, sedangkan data berupa zona hambat, KHM,
serta Rf disajikan dalam bentuk gambar. Data berupa hasil pengukuran dibuat
dengan standar deviasi, dimana nilai standar deviasi berasal dari zona hambat
yang terbentuk dari hasil fraksinasi dan senyawa aktif yang diperoleh dengan 3

kali pengulangan perhitungan.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Ekstraksi Daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)

Ekstraksi daun kardia dilakukan dengan metode maserasi dimana simplisia
sebanyak 250 gram menghasilkan ekstrak dengan berat 83,3 gram dengan
persentase berat 33,32%. Setiap tumbuhan memiliki kadar ekstrak yang berbeda-
beda. Menurut Singh (2011), ekstrak tumbuhan yang didapat dari simplisia
berbeda-beda dalam komposisi, kualitas, dan aktivitasnya meskipun berasal dari
spesies yang sama, sehingga diperlukan standarisasi ekstrak untuk mengetahui
konsistensi senyawa yang terkandung dalam ekstrak tersebut yang nantinya
berguna untuk keperluan pembuatan obat tradisional.

Rendemen merupakan perbandingan antara ekstrak yang didapat dengan
simplisia yang digunakan. Rendemen yang didapatkan nantinya akan digunakan
sebagai acuan dalam standarisasi tumbuhan obat. Jumlah rendemen yang
didapatkan yaitu sebesar 33,32%. Jumlah rendemen ini tidak jauh berbeda dengan
penelitian Purwanto (2015) tentang daun senggani (Melastoma malabathricum L.)
dimana rendemen yang didapatkan sebesar 30,2%, berbeda dengan penelitian
menggunakan tumbuhan lain, seperti pada penelitian Rivai et al (2013) yaitu
rendemen daun sirsak (Annona muricata L.) yang didapatkan sebesar 19,3046%
dan penelitian Tarman et al (2013) tentang daun bakau hitam
(Rhizophora mucronata) dimana rendemen yang didapatkan sebesar 21,47%.

Jumlah ekstrak yang didapatkan dapat dipengaruhi oleh beberapa hal seperti
banyaknya simplisia yang digunakan, pelarut yang digunakan, dan kehalusan dari
simplisia. Kehalusan simplisia berhubungan dengan luas permukaan simplisia
yang bersentuhan dengan pelarut yang digunakan selama proses ekstraksi.
Menurut Sapri et al. (2014), semakin halus bahan yang digunakan maka semakin

luas bidang kontak antara bahan dengan pelarut sehingga semakin banyak
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rendemen yang dihasilkan pada proses ekstraksi. Ukuran bahan yang sesuai
akan menjadikan proses ekstraksi berlangsung dengan baik dan tidak memakan
waktu yang lama karena kecepatan mencapai kesetimbangan sistem juga semakin
cepat.

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dengan pelarut metanol.
Metode maserasi digunakan dilakukan dengan cara merendam simplisia dalam
pelarut pada suhu kamar sehingga kerusakan atau degradasi metabolit dapat
diminimalisasi. Metanol digunakan sebagai pelarut dalam maserasi karena
dianggap sebagai pelarut universal. Menurut Harborne (2006), alkohol adalah
pelarut serbaguna yang baik untuk ekstraksi pendahuluan karena dianggap dapat
menarik hampir semua komponen, baik yang bersifat polar, semi-polar, dan non-
polar. Menurut Hanani (2016), proses keseimbangan konsentrasi antara larutan di
luar dan di dalam sel terjadi selama maserasi sehingga diperlukan penggantian
pelarut secara berulang.

Senyawa-senyawa yang terdapat dalam simplisia akan larut dalam pelarut
selama proses maserasi karena aktivitas dari dari pelarut tersebut. Menurut
Purwanto (2015), pelarut yang digunakan selama ekstraksi akan menembus
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif sehingga
zat aktif akan larut, karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif

di dalam sel dengan pelarut sehingga larutan yang terpekat akan didesak keluar.

4.2. Fraksinasi Ekstrak Daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)

Fraksinasi dilakukan dengan menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran
yang berbeda-beda. Fraksinasi bertujuan untuk menarik semua senyawa-senyawa
kimia dalam tumbuhan berdasarkan kepolaran dari setiap senyawa. Fraksinasi
dilakukan karena ekstrak yang didapatkan masih berupa senyawa campuran.
Selain itu, tidak semua senyawa yang didapatkan memiliki aktivitas antibakteri.
Pelarut yang digunakan yaitu n-heksana (non-polar), etil asetat (semi polar), dan
metanol (polar). Hasil dari ekstraksi daun kardia berupa ekstrak cair digunakan
sebesar 150 ml untuk fraksinasi. Fraksinasi dilakukan dengan metode fraksinasi
cair-cair (FCC). Hasil fraksinasi setiap fraksi dapat dilihat pada Tabel 4.1 berikut.
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Tabel 4.1 Hasil Fraksinasi Ekstrak Daun Kardia (Bellucia pentamera Naudin)

No. Pelarut Berat Fraksi (gram) Persentase Berat Fraksi (%)
1. N-heksana 32,4 38,90
2. Etil asetat 27,6 33,13
3. Metanol air 23,3 27,97
Total 83,3 100

_ Berat fraksi
Keterangan: % Berat Fraksi = ————— (gram)

Berat total (gram)

Tabel 4.1. menunjukkan berat dari masing-masing fraksi yang diperoleh
berdasarkan dengan pelarut yang digunakan. Berat fraksi yang diperoleh sangat
dipengaruhi oleh pelarut yang digunakan. Pelarut yang digunakan dalam proses
fraksinasi berdasarkan urutan kepolarannya, dimulai dari pelarut n-heksana,
dilanjutkan dengan pelarut etil asetat dan metanol air. Fraksi n-heksana memiliki
nilai yang paling tinggi dari hasil fraksinasi daun kardia, yaitu sebesar 38,90%,
diikuti dengan fraksi etil asetat sebesar 33,13%, dan metanol air sebesar 27,97%.
Menurut Purwanto (2015), hasil fraksinasi yang diperoleh menunjukkan nilai
yang berbeda-beda dikarenakan perbedaan nilai kepolaran masing-masing
golongan senyawa Kimia.

Senyawa yang berasal dari tumbuhan memiliki kepolaran yang berbeda-
beda yang disebabkan oleh perbedaan struktur dan ikatan kimia yang dimilikinya.
Senyawa yang polar dapat diikat oleh pelarut polar dan semipolar seperti metanol
dan etil asetat, sedangkan senyawa nonpolar dapat diikat oleh pelarut seperti n-
heksana. Menurut Harborne (2006), senyawa fenol seperti flavonoid, tanin, lignin,
dan melanin mempunyai cincin aromatik yang mengandung satu atau dua
penyulih hidroksil sehingga bersifat polar, sedangkan senyawa terpenoid
umumnya mempunyai struktur siklik dan mempunyai satu gugus fungsi atau lebih
(hidroksil, karbonil, dll) sehingga bersifat non-polar dan dapat larut dalam lemak

atau senyawa non-polar seperti n-heksana dan kloroform.
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4.3. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Daun (Bellucia pentamera Naudin)

Terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

Pengujian aktivitas antibakteri fraksi metanol air, etil asetat, dan n-heksana
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dilakukan dengan
konsentrasi 4000 ug/ml. Pengujian aktivitas antibakteri dari fraksi ini dilakukan
untuk menentukan fraksi mana yang aktif dan dapat menghambat pertumbuhan
kedua bakteri uji. Untuk menentukan fraksi mana yang paling aktif maka
dilakukan pengujian aktivitas antibakteri dari setiap fraksi yang dapat dilihat pada
Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi-Fraksi Daun Kardia Terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

X Diameter zona hambat + sd (mm)

No. Fraksi Konsentrasi (%) :
E.coli S. aureus
1. N-heksana 4 - -
2.  Etil Asetat 4 - -
3.  Metanol Air 4 12,73+ 1,92 8,82 +0,72
4, Kontrol 0 - -

Keterangan: Paper disc yang digunakan berdiameter 6 mm

Escherichia coli Staphylococcuc aureus

Gambar 4.1 Perbedaan zona hambat dari fraksi daun Kkardia terhadap
Escherihia coli dan Staphylococcus aureus
Keterangan: (NH) N-heksana, (EA) Etil Asetat, (MA) Metanol Air, (K) Kontrol

Berdasarkan hasil Tabel 4.2. dapat diketahui bahwa fraksi yang memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus adalah

fraksi metanol air. Zona hambat yang dihasilkan fraksi metanol air terhadap
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Escherichia coli dan Staphylococcus aureus berturut-turut adalah 12,73 + 1,92
dan 8,82 £ 0,72. Semakin besar diameter zona hambat maka aktivitas antibakteri
semakin kuat. Menurut Nazri et al. (2011), bahwa kriteria kekuatan antibakteri
berdasarkan diameter zona hambat yaitu tidak ada (0 mm), lemah (0-9 mm),
sedang (10-14 mm), kuat (15-20 mm). Kekuatan antibakteri fraksi metanol air
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus berturut-turut adalah sedang
dan lemah.

Beberapa tumbuhan dari famili Melastomataceae juga telah diteliti dan
memiliki aktivitas antibakteri, seperti fraksi metilen klorida Miconia ligustroides
yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Bacillus cereus dan
Staphylococcus pneumoniae (Cunha et al., 2010), fraksi metanol air dari
Miconia cabucu dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus epidermidis,
Candida albicans, dan Staphylococcus aureus (Rodrigues et al., 2008). Selain itu,
fraksi petroleum eter Memecylon umbellatum mampu menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus, sedangkan fraksi eternya mampu menghambat
pertumbuhan Escherichia coli, dan fraksi kloroformnya mampu menghambat
Bacillus subtilis (Killedar et al., 2008).

Fraksi aktif yang didapat dari kardia termasuk dalam fraksi metanol air.
Beberapa penelitian menunjukkan fraksi aktif dari tumbuhan famili
Melastomataceae tidak hanya berupa fraksi metanol air. Berdasarkan beberapa
penelitian seperti Purwanto (2015), fraksi aktif Melastoma malabathricum L.
terhadap Escherichia coli adalah fraksi Etil Asetat dan fraksi Metanol air dengan
konsentrasi 8000 pug/ml dan diameter zona hambat masing-masing 21,00 mm dan
13,75 mm dimana fraksi Etil Asetat lebih baik dalam menghambat pertumbuhan
bakteri. Menurut Nono et al. (2014), ekstrak Etil Asetat Dissotis thollonii Cogn.
dengan konsentrasi 0,02 mg/pl memiliki aktivitas menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus dengan diameter 10 + 1,00 mm.

Fraksi metanol air memiliki jumlah yang paling sedikit diantara fraksi
lainnya namun justru fraksi metanol air yang memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, sedangkan untuk fraksi n-
heksana dan fraksi etil asetat tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri

yang diujikan. Hal ini menunjukkan bahwa jumlah fraksi yang didapatkan dari
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proses fraksinasi tidak berkaitan dengan kemampuan suatu fraksi sebagai
antibakteri. Senyawa aktif yang dimiliki oleh tiap tumbuhan berbeda-beda
jenisnya dan untuk tumbuhan kardia termasuk dalam senyawa yang polar

sehingga terdapat di fraksi metanol air.

4.4. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Fraksi Metanol-Air Terhadap

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

Fraksi metanol air mempunyai daya hambat terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus auerus berdasarkan pengujian aktivitas antibakteri sehingga
pengujian penentuan nilai KHM fraksi digunakan fraksi metanol air. Penentuan
KHM dilakukan untuk mengetahui sensitivitas dari bakteri terhadap senyawa
antibakteri dalam konsentrasi yang paling rendah agar tidak terjadi resistensi
bakteri terhadap senyawa antibakteri. Selain itu, konsentrasi yang paling rendah
juga lebih efektif dan ekonomis karena hanya memerlukan bahan senyawa aktif
dalam jumlah yang sedikit. Hasil dari pengujian penentuan nilai KHM fraksi

metanol air dapat dilihat pada Tabel 4.4. sebagai berikut:

Tabel 4.3 Hasil Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Fraksi
Metanol-Air Terhadap E.coli dan S.aureus

Konsentrasi Fraksi x Diameter Zona Hambat + sd (mm)
No. — -
(ng/ml) Escherichia coli Staphylococcus aureus

1 4000 11,37+ 1,41 10,34 + 0,76

2. 2000 11,21 £ 0,85 9,43+ 1,30

3. 1000 10,32 + 0,67 8,13 +0,90

4 500 8,64 £ 2,22 7,98+0,73

5 250 8,35+ 0,58 -

6 125 7,68 +0,89 -

7 62,5 - -

Keterangan: Paper disc yang digunakan berdiameter 6 mm
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Escherichia coli
Gambar 4.2 Perbedaan zona hambat dari konsentrasi fraksi metanol air terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
Keterangan : (1) 4000 pg/ml, (2) 2000 pg/ml, (3) 1000 pg/ml, (4) 500 pg/ml,
(5) 250 pg/ml, (6) 125 pg/ml, (7) O pg/mi

Staphylococcus aureus

Berdasarkan Tabel 4.4. dapat dilihat bahwa pada fraksi metanol air dari
ekstrak daun kardia dengan konsentrasi 4000 pug/ml mempunyai nilai diameter
zona hambat vyang paling besar terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus, sedangkan diameter zona hambat terkecil pada
konsentrasi 125 pg/ml untuk Escherichia coli dan konsentrasi 500 pg/ml untuk
Staphylococcus aureus. Konsentrasi fraksi yang digunakan berbanding lurus
dengan aktivitas dari senyawa antibakteri. Menurut Tille (2014), terdapat
beberapa faktor yang dapat mempengaruhi diameter zona hambat, yaitu
konsentrasi zat antibakteri, jenis mikroorganisme, jumlah mikroorganisme, suhu,
kompenen media, pH, dan waktu inkubasi.

Hasil dari Tabel 4.4, konsentrasi 125 pug/ml merupakan nilai KHM terhadap
Escherichia coli dan konsentrasi 500 pg/ml merupakan nilai KHM terhadap
Staphylococcus aureus. Nilai KHM fraksi metanol air dari ekstrak daun kardia
terhadap bakteri Escherichia coli mempunyai aktivitas antibakteri kuat dan
terhadap Staphylococcus aureus mempunyai aktivitas antibakteri lemah. Menurut
Holetz et al. (2002), nilai KHM senyawa antibakteri <100 pg/ml termasuk
senyawa antibakteri sangat kuat, nilai KHM 100-500 pg/ml termasuk senyawa
antibakteri kuat, nilai KHM 500-1000 pg/ml termasuk senyawa antibakteri lemah
dan nilai KHM >1000 pg/ml dianggap tidak memiliki senyawa antibakteri.

Universitas Sriwijaya



31

Escherichia coli termasuk dalam bakteri Gram negatif sedangkan
Staphylococcus aureus termasuk dalam bakteri Gram positif. Salah satu
perbedaan dari kedua bakteri ini yang dapat mempengaruhi nilai dari KHM yaitu
susunan dinding selnya. Menurut Harti (2012), dinding sel bakteri Gram negatif
lebih kompleks dibandingkan dengan bakteri Gram positif karena terdiri dari 2
lapisan. Komposisi dinding sel bakteri Gram positif yaitu peptidoglikan (40-50%),
protein (10%), lipid (2%), dan asam teikoat; sedangkan komposisi dinding sel
bakteri Gram negatif adalah peptidoglikan (5-20%), protein (60%), lipid (20%),
dan lipopolisakarida.

4.5.  Uji Bioautografi dan Penentuan Senyawa Aktif

— > Tanin

Gambar 4.3. Hasil uji bioautografi fraksi metanol air

<

Keterangan : (—) menunjukkan jarak yang ditempuh senyawa
( ) menunjukkan yang ditempuh pelarut

Gambar 4.3 menunjukkan hasil uji bioautografi dari fraksi metanol air dan
penentuan senyawa antibakteri yang terkandung dalam daun kardia. Hasil uji
bioautografi menunjukkan adanya zona hambat yang terbentuk pada kultur
bakteri. Terbentuknya zona hambat ini menjadi bukti bahwa fraksi metanol air
mengandung senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri. Besarnya zona hambat
ini kemudian akan diukur untuk diketahui nilai Rf dari senyawa aktif dari fraksi
metanol air daun kardia. Golongan senyawa yang dikandung oleh daun kardia ini
dapat diketahui dengan menyemprotkan plat KLT dengan H2SOs 2% kemudian
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dipanaskan. Senyawa yang ditemukan berwarna coklat kekuningan yang
menunjukkan senyawa tersebut termasuk golongan tanin dengan Rf 0,125.

Penyemprotan plat KLT menggunakan H>SOs 2% dilakukan untuk
mempertahankan warna senyawa yang terbentuk pada plat KLT dikarenakan
warna bercak mudah hilang. Penyemprotan dan dilanjutkan dengan pemanasan
plat ini dapat memutuskan ikatan dari senyawa yang terdapat pada KLT sehingga
tidak terjadi perubahan warna lagi. Bercak yang didapatkan berwarna coklat
kekuningan. Menurut Harmita (2015), cara umum pengamatan atau deteksi bercak
dapat dilakukan dengan penyemprotan menggunakan asam sulfat pekat kemudian
dilanjutkan dengan pemanasan. Pemanasan akan membuat bercak menjadi hitam
(destruktif).

Senyawa tanin yang didapatkan dari fraksi metanol air daun kardia
merupakan senyawa yang bersifat polar yang umumnya memiliki sifat sebagai
antioksidan. Selain itu, senyawa tanin pada tumbuhan digunakan oleh tumbuhan
sebagai pertahanan diri dari hewan herbivora karena memiliki rasa yang sepat.
Menurut Singh (2011), terdapat senyawa tanin terhidrolisis yang tidak biasa dan
terdapat pada tumbuhan dari famili Melastomataceae, yaitu Nobotanin B yang
dikembangkan sebagai anti-HIV, Prosianidin B-2 dan Kastalagin yang digunakan
sebagai penurun tekanan darah pada penderita hipertensi.

4.6. Isolasi dan Uji Aktivitas Senyawa Aktif

Isolasi senyawa aktif dari fraksi metanol air daun kardia dilakukan dengan
kromatografi kolom gravitasi yang menggunakan silica gel sebagai adsorben.
Eluen yang digunakan adalah etil asetat:metanol (9:1) bertahap hingga
perbandingan (0:10). Fraksi metanol air kemudian dimasukkan di atas silica gel
pada kolom. Eluen diteteskan dengan laju elusi 30-40 tetes per menit. Eluat
ditampung dengan botol vial masing-masing dalam botol 15 ml dan diperoleh 29
botol. Uji aktivitas dilakukan untuk mengetahui dimana senyawa aktif berada.

Hasil uji aktivitas dari eluat fraksi metanol air dapat dilihat pada Tabel 4.4.

Universitas Sriwijaya



33

Tabel 4.4. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Eluat Hasil Kromatografi Kolom
Terhadap Escherichia coli

No. Botol X Diameter Zona Hambat (mm)
1-14 -
15 11
16 13
17 10,85
18 6,65
19 9,8
20 9,275
21-29 -

Keterangan: Paper disc yang digunakan berdiameter 6 mm

Gambar 4.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Eluat Hasil Kromatografi Kolom
terhadap Escherichia coli

Berdasarkan Tabel 4.4., eluat pada botol dengan nomor 15, 16, 17, 18, 19,
dan 20 masing-masing menunjukkan adanya zona hambat. Dikarenakan keenam
botol tersebut memiliki warna yang sama, maka dapat digabungkan dan diuji
aktivitas antibakterinya. Hasil penggabungan keempat botol disebut sebagai isolat
Mss. Isolat Mis sebanyak 0,02 gram dilarutkan dengan pelarut metanol.
Kromatografi dilakukan kembali dengan menggunakan Isolat M1s yaitu diteteskan
pada kromatografi lapis tipis dan disemprot dengan H>SOs, hasilnya kembali
menunjukkan warna coklat kekuningan sehingga dapat diindikasikan golongan
senyawa tanin.

Hasil dari pengujian aktivitas antibakteri eluat pada botol dengan nomor 15,
16, 17 memiliki diameter zona hambat lebih dari 20 mm namun lebih kecil 20 mm
sehingga dapat dikategorikan sebagai antibakteri dengan kriteria sedang,

sedangkan eluat pada botol nomor 18, 19, dan 20 memiliki diameter zona hambat
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kurang dari 10 mm namun lebih dari 5 mm dan dapat dikategorikan sebagai
antibakteri dengan kriteria lemah. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Nazri et al. (2011), bahwa kriteria kekuatan antibakteri berdasarkan diameter zona
hambat yaitu tidak ada (0 mm), lemah (0-9 mm), sedang (10-14 mm), kuat
(15-20 mm).

4.7. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Senyawa Aktif

Penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM) dari isolat Mis dilakukan
dengan metode difusi agar. Tabel 4.5. menunjukkan hasil uji aktivitas antibakteri
senyawa aktif dari isolat Mzis terhadap Escherichia coli  dan

Staphylococcus aureus.

Tabel 4.5. Hasil Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum dari Senyawa Aktif
Terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

Konsentrasi x Diameter Zona Hambat + sd (mm)

No. Iiﬂg}m'\f)ls Escherichia coli Staphylococcus aureus
1. 2000 10,93+ 1,39 9,85+1,13

2. 1000 9,46 £1,94 8,25+ 1,05

3. 500 8,34 £1,82 7,55+1,32

4, 250 7,51 +£1,05 7,33+1,63

5. 125 6,88 £ 1,53 6,68 £ 1,64

6. 62,5 6,40 £ 1,72 6,12+ 1,98

7. 31,25 - -

Keterangan: Paper disc yang digunakan berdiameter 6 mm
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S

Escherichia coli - Stéphj/lbcoccus aureus

Gambar 4.5 Perbedaan zona hambat yang terbentuk dari konsentrasi senyawa
aktif ~ (isolat Mis) terhadap  Escherichia  coli  dan
Staphylococcus aureus

Keterangan : (1) 2000 pg/ml, (2) 1000 pg/ml, (3) 500 pg/ml, (4) 250 pg/ml,

(5) 125 pg/ml, (6) 62,5 pg/ml, (7) 31,25 pg/mi

Tabel 4.5, menunjukkan isolat Mis dari daun kardia memiliki aktivitas
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan nilai konsentrasi
hambat minimum yang sama, yakni terdapat pada konsentrasi 62,5 pg/ml,
sedangkan konsentrasi 31,25 pg/ml tidak menunjukkan zona bening. Diameter
zona hambat yang terbentuk pada Escherichia coli lebih besar dibandingkan
dengan diameter zona hambat pada konsentrasi yang sama pada
Staphylococcus aureus. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa antibakteri yang
terdapat pada daun kardia lebih efektif terhadap bakteri Gram negatif
dibandingkan dengan bakteri Gram positif.

Senyawa antibakteri yang didapatkan dari daun kardia berasal dari fraksi
metanol air yang bersifat polar. Senyawa yang bersifat nonpolar umumnya lebih
efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif, sebaliknya senyawa
yang bersifat polar cenderung lebih efektif untuk menghambat pertumbuhan
bakteri Gram negatif. Hal ini dikarenakan perbedaan penyusun dari dinding sel
antara bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Menurut
Brenen dan Davidson (2005), aktivitas antimikroba yang lebih hidrofobik
(nonpolar) memiliki efektivitas yang terbatas untuk menghambat pertumbuhan
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bakteri Gram negatif dikarenakan membran terluar bakteri Gram negatif terdiri
dari lipopolisakarida.

Dinding sel bakteri merupakan bagian terluar dari bakteri sehingga
umumnya suatu senyawa antibiotik menyerang bagian dinding selnya terlebih
dahulu. Mekanisme kerja senyawa antibiotik yang menyerang dinding sel bakteri
yaitu dengan menghambat sintesa dinding sel. Menurut Harti (2012),
penghambatan sintesa dinding sel oleh antibiotik dapat terjadi yaitu dengan
hambatan aktivitas enzim transpeptidase (inhibisi kompetitif), atau dengan adanya
kesamaan bentuk (rumus bangun dengan D-alanin yang mengakibatkan sel
kehilangan D-alanin dalam pentapetida dari peptida), atau dengan hambatan tahap
awal sintesa peptidoglikan sehingga dinding sel lemah dan lisis.

Senyawa aktif yang didapat dari kardia berasal dari fraksi metanol air dan
termasuk dalam senyawa tanin berdasarkan uji KLT. Beberapa penelitian
menunjukkan senyawa aktif dari tumbuhan famili Melastomataceae tidak hanya
berupa senyawa tanin.  Berdasarkan  beberapa  penelitian  seperti
Suryaningsih et al. (2010), senyawa aktif Melastoma candidum D. Don. terhadap
Bacilus licheniformis adalah senyawa flavonoid dengan konsentrasi 0,2 g/ml dan
diameter zona hambat 15,40 mm. Menurut Alnaja et al. (2012), senyawa
flavonoid dari tumbuhan Melastoma malabathricum memiliki aktivitas yang
tinggi dalam menghambat pertumbuhan S. aureus dan S. agalactiae dengan
diameter hambat masing-masing 11 + 0,3 mm dan 12 + 0,6 mm.

Senyawa tanin dikenal sebagai senyawa yang dapat mengendapkan protein
dan terdapat hubungan dalam mekanisme penghambatan pertumbuhan bakteri.
Menurut Scalbert (1991), aktivitas tanin terhadap bakteri terjadi dengan merusak
dinding sel bakteri sehingga dapat menembus membran sel bakteri. Target tanin
adalah polipeptida pada dinding sel sehingga dapat menghambat sintesis dinding
sel dan sintesis protein. Aktivitas tanin sebagai antimikroba terjadi melalui
mekanisme yaitu menghambat enzim antimikroba dan menghambat pertumbuhan
bakteri dengan cara menginvasi enzim-enzim esensial atau materi genetik.
Selanjutnya, senyawa tanin dapat membentuk komplek dengan protein melalui
interaksi hidrofobik sehingga terjadi denaturasi dan metabolisme sel terganggu.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan:

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, didapatkan beberapa kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Fraksi aktif dari daun kardia (Bellucia pentamera Naudin) adalah fraksi
metanol air.
. Nilai KHM fraksi aktif daun kardia terhadap Escherichia coli adalah 125 pg/ml

dan Staphylococcus aureus 500 pg/ml.
Senyawa aktif yang didapat dari daun kardia merupakan senyawa tanin yang
ditunjukkan dengan warna coklat kekuningan pada plat KLT dan nilai Rf isolat
M3s sebesar 0,125 dengan pelarut etil asetat:metanol (5:5).

Nilai KHM senyawa aktif daun kardia terhadap Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus yaitu pada konsentrasi 62,5 pug/ml.

5.2. Saran:

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diberikan beberap saran

sebagai berikut:

1.

Perlu dilakukan pengujian ulang terhadap hasil yang memiliki diameter zona
hambat dengan standar deviasi yang cukup besar.

Dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai potensi daun kardia sebagai
antioksidan dikarenakan kandungan tanin yang didapatkan sebagai senyawa
aktif.

Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut tentang kandungan fitokimia bagian-
bagian lain dari kardia seperti akar, batang, bunga, dan buah karena belum

banyaknya penelitian yang ditemukan mengenai tumbuhan ini.
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LAMPIRAN

1. Ekstraksi

Penghalusan daun kardia Maserasi simplisia

2. Fraksinasi

Fraksinasi mengunaan n-heksana Fraksinasi mehgguhakan etil asetat
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3. Uji Aktivitas Fraksi dan KHM Fraksi Aktif

Uji  aktivitas fraksi kardia terhadap  Escherichia coli (a) dan
Staphylococcus aureus (b)
Keterangan: K : Kontrol

NH : Fraksi n-heksana

EA : Fraksi Etil Asetat

MA : Fraksi Metanol air

4. Uji Bioautografi dan Penentuan Senyawa Aktif

Plat KLT yang telah ditotol fraksi Salah satu plat KLT diletakkan pada medium
aktif kardia dicelupkan dalam wadah  yang telah diberi biakan bakteri, plat lainnya
berisi eluen [etil asetat:metanol (5:5)] setelah disemprot H2SO4 2% dan dipanaskan di

atas hotplate
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Kromatografi kolom fraksi metanol air Eluat hasil kromatografi kolom
daun kardia menggunakan pelarut fraksi metanol air daun kardia
dengan perbandingan yang bertingkat

Uji aktivitas eluat hasil kromatografi kolom terhadap Escherichia coli (a) dan
Staphylococcus aureus (b)
Keterangan : 1= Botol 1-10

2= Botol 11-20

3= Botol 21-29
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