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ABSTRAK

Hidroid, salah satu jenis hewan invertebrata laut, menghasilkan sejumlah
metabolit dengan bioaktivitas tertentu seperti: antivirus, antimikroba dan
antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi, identifikasi,
karakterisasi, dan pengujian bioaktivitas hidroid Aglaophenia cupressina
Lamoureoux pada fraksi diklorometan. Proses isolasi meliputi tahap-tahap
maserasi, partisi, dan fraksinasi dua tahap menggunakan kromatografi kolom
vakum dan tekan. Selanjutnya dilakukan pemurnian dan identifikasi menggunakan

kromatografi lapisan tipis dan teknik spekroskopi (FTIR, 1H-NMR c’dan13C-
NMR). Diperoleh hasil padatan seberat 9 mg dengan titik leleh 134-135 C, yang
berdasarkan data spektroskopi C dan H NMR diduga adalah senyawa [-sitosterol
asetat. Hasil uji bioaktivitas antibakteri menunjukkan bahwa senyawa tersebut

mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.

Kata kunci: Isolasi, identifikasi, Hidroid Aglaophenia cupressina lamoureoux, -
Sitosterol asetat, Antibakteri.



ABSTRACT

Hydroids, one type of marine invertebrates, produced several secondary
metabolites with certain type of bio-activity such as : antiviral, antimicrobial, and
anticancer. This research are aimed to isolate, identify, characterize, and test the
bioactivity of dichloromethane fraction of hydroid Aglaophenia cupressina
Lamoureoux. The isolation process including steps of maceration, partition, and
two step of fractionation undergoes vacuum and pressure column
chromatography.Moreover, a thin layer chromatography and sets of spectroscopy
techniques (FTIR, 1H-NMR, and 13C-NMR) was carried out to purify and
determine the structure which resulted in a B-sitosterol acetate approximately 9

mg and m.p 134-135 °C. Bioactivity test as an antibacterial agents against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli shown a positive sign of inhibition

Keywords: Isolation, identification, hydroid Aglaophenia cupressina
Lamoureoux, B-Sitosterol acetate, antibacterial.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 LatarBelakang

Keberadaan garis pantai sepanjang lebih kurang 81.000 km, menjadikan
Indonesia sebagai negara kepulauan dengan potensi kekayaan alam laut yang
sangat besar dan tingkat keragaman hayati yang sangat tinggi, diantaranya adalah
keanekaragaman jenis biota laut (Handayani dkk., 2008).

Lingkungan laut, selain merupakan sumber bahan pangan untuk
menunjang kehidupan manusia, juga merupakan tempat yang menyediakan
berbagai senyawa kimia, dengan beragam sifat dan khasiat farmakologi aktif
secara melimpah (Handayani dkk., 2008) serta sangat potensial untuk
dikembangkan menjadi bahan obat maupun bahan baku untuk sintesis obat baru
(Nursid dkk., 2006).

Hidroid, salah satu jenis invertebrata laut, sering ditemukan tumbuh
bersama organisme laut lainnya, misalnya: spons, karang laut, moluska,
arthropoda dan alga (Tseng dkk., 2014). Bentuk hidroid menyerupai tumbuhan
dan diketahui kaya akan kandungan senyawa aktif, seperti: steroid, terpenoid, -
carbolin, histamine, dan tridentatol A, suatu antioksidan kuat terhadap lipid
dengan potensi yang lebih besar daripada vitamin E (Johnson dkk., 1999).

Organisme laut seperti hidroid, yang tidak memiliki sistem pertahanan
fisik, menggunakan mekanisme kimiawi untuk pertahanan diri. Hal ini dilakukan
dengan mensintesis senyawa kimia seperti toksin, ataupun melakukan simbiosis

dengan organisme laut lain, misalnya mikroorganisme yang memiliki kemampuan



mensintesis senyawa tersebut yang dapat menghindarkan hidroid dari gangguan
pemangsa dan pesaing lain, ataupun melumpuhkan mangsanya (Haefner, 2003).
Senyawa aktif tersebut karena aktivitas farmakologinya memiliki prospek untuk
diisolasi dan dimanfaatkan dalam bidang pengobatan (Sardjoko, 1996).

Sejumlah senyawa dengan bioaktivitas tertentu telah berhasil diisolasi dan
diidentifikasi dari Hidroid. Senyawa 6-bromo-etil-p-carbolin, 6-bromo-1-metil-§3-
carbolin dan 6,8-dibromo-1-etil-p-carbolin adalah metabolit sekunder dari hidroid
Aglaophenia pluma Linnaeus yang diketahui aktif sebagai antivirus dan
antimikroba (Aiello dkk., 1987). Gymnangiamide yang dihasilkan dari hidroid
Gymnangium (Aglaophenia) regae aktif sebagai antikanker (Milanowsky dkk.,
2004) dan Tridentatol yang berperan sebagai antioksidan berhasil diisolasi
dari hidroid Tridentata marginata (Johnson dkk., 1999).

Selanjutnya, Aglaophenia cupressina L. diketahui menghasilkan metabolit
sekunder yang bersifat antibakteri yaitu senyawa asam heksadekanoat dan
senyawa Aglounhas (Johannes, 2008). Bendon (2013) berhasil mengisolasi isolat
fraksi etil asetat senyawa golongan alkaloid yang memiliki aktivitas antibakteri.
Pemilihan fraksi diklorometan mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh
Aeny (2017) yang mengisolasi metabolit sekunder fraksi diklorometan jintan
putih yang memiliki aktivitas antibakteri. Selanjutnya, Wetungu (2014)
mengisolasi fraksi diklorometan daun Tarchonanthus camphoratus yang memiliki
bioaktivitas sebagai antibakteri. Oleh karena itu, dalam penelitian ini digunakan
fraksi diklorometan dalam isolasi hidroid Aglaophenia cupressina L.

Hidroid Aglaophenia cupressina L. merupakan spesies yang banyak

dijumpai di perairan Pulau Samalona, Kepulauan Spermonde, diduga hidroid ini



memiliki banyak kandungan metabolit sekunder yang baru, namun belum ada
penelitian mengenai isolasi hidroid Aglaophenia cupressina L. menggunakan
fraksi diklorometan. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang potensi metabolit sekunder dari hidroid Aglaophenia cupressina L. pada

fraksi diklorometan serta sifat bioaktivitasnya sebagai antibakteri.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah yang diajukan dalam penelitian ini yaitu:
1. Metabolit sekunder apa yang terdapat pada fraksi diklorometan hidroid
Aglaophenia cupressina Lamoureoux?
2. Bagaimana struktur molekul metabolit sekunder yang terdapat dalam
fraksi diklorometan hidroid Aglaophenia cupressina Lamoureoux?
3. Bagaimanakah bioaktivitas senyawa metabolit sekunder dari fraksi

diklorometan hidroid Aglaophenia cupressina Lamoureoux?

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian

1.3.1 Maksud Penelitian

Penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder yang terdapat pada fraksi diklorometan Aglaophenia cupressina
Lamoureoux serta sifat bioaktivitasnya.
1.3.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengisolasi, mengidentifikasi, mengkarakterisasi, dan memurnikan

senyawa metabolit sekunder dari fraksi diklorometan hidroid

Aglaophenia cupressina Lamoureoux.



2. Mengidentifikasi struktur senyawa bioaktif dari fraksi diklorometan
Aglaophenia cupressina Lamoureoux.
3. Menguji bioaktivitas senyawa metabolit sekunder fraksi diklorometan

Aglaophenia cupressina Lamoureoux sebagai antibakteri.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat:

1. Memberikan informasi mengenai kandungan metabolit sekunder yang
terdapat dalam fraksi diklorometan Aglaophenia cupressina
Lamoureoux.

2. Memberikan informasi tentang senyawa bioaktif hidroid Aglaophenia
cupressina yang memiliki potensi sebagai antibakteri.

3. Sebagai awal dari eksplorasi obat antibakteri yang baru.

4. Memberikan pengalaman melakukan penelitian kepada peneliti untuk

kebutuhan dunia kerja dimasa depan.



BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kajian Biologi Hidroid

Filum cnidaria (sebelumnya coelenterata) merupakan filum hewan laut
dengan bentuk fisik simetrik radial. Badan cnidaria dapat dibedakan menjadi dua.
Bentuk pertama adalah polipoid, seperti pada hidra dan anemon laut, berbentuk
silinder dengan lubang oral menghadap ke atas dan lubang aboral melekat pada
dasar. Bentuk kedua adalah bentuk medusoid seperti pada ubur-ubur (Vilee,
1978). Ciri khas filum cnidaria adalah sel-sel penyengat yang disebut nematosit.
Nematosit merupakan sel penyengat yang unik yang ditemukan pada cnidaria,
dimana tiap nematosit terdiri atas organel yang dikenal sebagai nematosis yang
dilepaskan saat terjadi kontak dengan substrat asing yang sesuai (Lubbock, 1979).
Filum ini juga memiliki kemampuan mensintesis produk seluler yang sangat
kompleks yang disebut cnida (Daly dkk., 2007).

Cnidaria telah menjadi salah satu objek studi kimia yang penting untuk
mengisolasi sejumlah besar metabolit sekundernya. Sebagian besar penelitian
berfokus pada karang lunak, gorgonia dan hidroid laut (kelas: Hidrozoa)
(Milanowsky dkk., 2004). Dari semua senyawa 84 % cnidaria dikumpulkan dari
perairan tropis (sebagian besar dari Asia Tenggara dan Laut Karibia) dan sisanya
16 % sebagian besar menempati perairan beriklim (misalnya, negara-negara Eropa
dan Jepang) (Rocha dkk., 2011). Salah satu kelas dalam filum cnidaria adalah
hidrozoa. Hidroid merupakan anggota dari kelas Hidrozoa yang membentuk
koloni dan terdiri dari banyak individu polip yang bersama-sama hidup

membentuk organisme tunggal (Kambey, 2011).



2.1.1 Taksonomi Aglaophenia cupressina L.

Salah satu spesies hidroid adalah Aglaophenia cupressina L. dengan
morfologi seperti daun cemara dan memiliki ciri khas berupa cairan lendir
(mukus) gatal yang dikeluarkan sebagai pertahanan diri. Adapun taksonomi dari
Aglaophenia cupressina L. menurut Zipcodezoo (2009) adalah sebagai berikut:
Filum: Cnidaria
Kelas: Hydrozoa
Ordo: Leptothecata
Famili: Aglaopheniidae
Genus: Aglaophenia

Spesies: Aglaophenia cupressina L.

Gambar 1. Hidroid Aglaophenia Cupressina L.

2.1.2 Morfologi

Hidrozoa memiliki struktur polipoid maupun struktur medusoid, dan
beberapa spesies memiliki tahapan polipoid dalam siklus hidupnya (Rupert dan
Barnes, 1994). Kelas hidrozoa terdiri atas hidra dan banyak macam spesies
lainnya yang berkoloni yang dikenal sebagai hidroid. Hidrozoa tunggal seperti

hidra tidak memiliki kerangka, sedangkan beberapa koloni



hidroid di mana polipnya bertumbuh langsung dari dasarnya hanya memiliki
kerangka penahan. Namun kebanyakan hidroid dengan tinggi 3-10 cm memiliki
kerangka luar yang menyerupai kitin yang dihasilkan oleh epidermisnya (Vilee,
1978).

Hidroid mendiami semua habitat laut dari perairan dangkal dan dalam
yang memainkan peran penting dalam ekosistem laut. Hidroid sering ditemukan
tumbuh di organisme laut lainnya, termasuk spons, karang laut, moluska,

arthropoda dan alga (Tseng dkk., 2014).

2.2 Metabolit Sekunder

Proses biosintesis dan biodegradasi senyawa dalam organisme dengan
bantuan enzim dikenal sebagai metabolisme. Jalur biosintetik (biosynthetic
pathways) ini digunakan oleh makhluk hidup untuk memproduksi metabolit yang
penting bagi kelangsungan hidup dan pertahanan dirinya (Murniasih, 2005).
Metabolit sekunder merupakan bahan kimia alami yang ditemukan di alam dan
dijadikan sebagai rujukan untuk pengembangan obat-obatan.

Metabolit sekunder tidak berperan pada proses pertumbuhan dan
perkembangan kelangsungan organisme, namun memiliki fungsi strategis dalam
menjaga keberlangsungan hidup organisme tersebut (Mannito, 1981), misalnya
untuk proses evolusi (Bohlin dkk., 2009) dan sistem pertahanan diri (Wink, 2003).
Metabolit sekunder pada invertebrata laut diasumsikan sebagai bentuk pertahanan
kimiawi. Salah satu alasannya adalah adanya korelasi kuat antara tidak adanya
mekanisme pertahanan fisik pada invertebrata dan adanya produksi bahan kimia
unik dari mereka. Hewan laut dengan badan lembut dan tidak bergerak terbukti
memiliki lebih banyak metabolit sekunder daripada hewan laut yang memiliki

pelindung dan dapat bergerak bebas (Pawlik, 1993).



2.3 Senyawa Aktif Hidroid

Berbagai penelitian bahan alam laut berhasil mengisolasi senyawa-
senyawa yang memiliki prospek sebagai antikanker (Schwartsmann, 2000),
antibakteri (Blunt, 2005), antivirus (Goud dkk., 2003) dan antiinflamasi (Satari,
1996). Salah satu contohnya adalah tridentatol yang diisolasi dari hidroid,
T.marginata. Senyawa ini sangat penting dalam melindungi T.marginata dari
paparan radiasi UV yang mematikan (Johnson dkk., 1999).

Jenis senyawa lain yang juga telah diperoleh dari hidroid adalah steroid,
terpenoid jenis seskuiterpen (Blunt, dkk., 2007), turunan asam lemak, antimikroba
dan sitotoksik poliketida aromatik, B-carbolin, dithiocarbamat, dan piperidinol
yang mengandung metabolit dengan aktivitas antifeedant (Milanowsky dkk.,
2004).

Penelitian bahan alam laut saat ini difokuskan pada pencarian senyawa
obat baru, seperti antikanker dan sitotoksik. Pengujian sifat antikanker dan
sitotoksik dilakukan dengan pengujian isolat pada biakan sel kanker maupun
dengan metode sederhana dengan menggunakan brine shrimp (Corgiat, 1993).
Beberapa senyawa yang diisolasi dari organisme laut telah memberikan harapan
bagi pengembangan obat baru untuk penyakit yang kini belum dapat disembuhkan
(Fenical, 1996).

Data National Cancer Institute (NCI) Amerika Serikat, menunjukkan
bahwa invertebrata laut merupakan sumber bahan alam yang sangat baik dan
berpotensi untuk menghasilkan obat antikanker. Selama 40 tahun terakhir telah
banyak penemuan obat dari bahan alam laut yang telah uji klinis untuk kanker

(Rocha dkk, 2011).



Senyawa bioaktif adalah senyawa kimia bahan alam yang mempunyai
aktivitas biologi yang dapat dimanfaatkan untuk berbagai keperluan. Senyawa ini
terdapat secara luas di alam dan tidak terbatas, hingga saat ini penelusuran dan
pencarian masih terus dilakukan. Banyak senyawa bioaktif berhasil diisolasi dari
hewan maupun tumbuhan, berguna sebagai insektisida, peptisida, antifungi,
antibakteri, dan antikanker. Bahkan beberapa diantaranya telah dijadikan molekul
rujukan “lead compound” dalam industri pada dunia pertanian dan obat-obatan

(Rachmaniar, 2003).

2.3.1 Senyawa Aktif Dari Hidroid Aglaophenia cupressina L.

Aglaophenia cupressina L. adalah salah satu spesies hidroid yang banyak
di temukan di perairan Takalar dan kepulauan Spermonde Provinsi Sulawesi
Selatan, dan diketahui menghasilkan metabolit sekunder bersifat racun alami yang
dikenal sebagai marine toxin (Beress, 1982).

Johannes (2008) berhasil mengisolasi beberapa metabolit hidroid
Aglaophenia cupressina L. dari fraksi n-heksan yang bersifat antibakteri, tiga
golongan senyawa yang diperoleh yaitu:

1. Golongan asam karboksilat yaitu asam heksadekanoat berbentuk kristal putih
kekuningan, dengan titik leleh 43 °C - 44 °C yang memiliki 16 karbon dan 32
atom hidrogen, dengan sifat toksisitas sangat tinggi LCso sebesar 29,54

pg/mL dan bersifat antibakteri
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Gambar 2. Asam Heksadekanoat



2. Golongan senyawa alkaloid yaitu aglao E.Unhas, di duga senyawa baru.
Berbentuk kristal putih, titik lelenh 55 °C — 56 °C, yang memiliki 19 atom
karbon dan 39 atom hidrogen, satu gugus NH dalam cincin heterosiklik,
senyawa tersebut memiliki sifat toksisitas cukup tinggi dengan nilai LCso
sebesar 133 pg/mL dan bersifat antimikroba.

7N
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Gambar 3. Aglao E. Unhas

3. Golongan senyawa steroid yaitu B-sitosterol berbentuk Kristal putih (bening),

titik leleh 138 °C — 139 °C, tidak memiliki sifat antimikroba..

HO

Gambar 4. B-sitosterol

Selanjutnya Bendon (2013) berhasil mengisolasi metabolit sekunder dari
ekstrak etil asetat Aglaophenia cupressina L. sebanyak 3 mg. Hasil screening
fitokimia dan spektrum IR menunjukkan isolat K termasuk ke dalam golongan
senyawa alkaloid dan uji antibakteri menunjukkan isolat K cukup aktif terhadap
E. coli dibandingkan dengan kloramfenikol, dengan rata-rata diameter zona

hambat 13 mm.



Beberapa hidrozoa dari genus Aglaophenia juga telah berhasil diisolasi dan
menghasilkan metabolit sekunder alkaloid. Aglaophenia pluma diketahui
memiliki tiga jenis alkaloid dengan kerangka B-karbolin. Ketiga alkaloid tersebut
antara lain (1) 6-bromo-1-metil-p-karbolin, (2) 6-bromo-1-etil-p-karbolin, dan

(3) 6,8-dibromo-1-etil-p-karbolin (Aiello dkk, 1987).
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Gambar 5. Senyawa Murni yang Ditemukan dari Hidroid A. pluma

Hidroid Gymnangium (Aglaophenia) regae juga berhasil diisolasi dan
menghasilkan senyawa Gymnangiamide yang terbukti aktif sebagai antikanker

dengan nilai ICso sebesar 1,7 pg/mL (Milanowsky dkk., 2004).
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Gambar 6. Struktur Senyawa Gymnangiamide



Selanjutnya, Tridentatol juga berhasil diisolasi dari genus hidroid lain
yaitu hidroid Tridentata marginata yang berperan sebagai antioksidan dan lebih

potensial dari vitamin E (Johnson dkk., 1999).

SCH
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Gambar 7. Struktur Senyawa Tridentatol

2.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Bakteri adalah mikroorganisme bersel tunggal dengan konfigurasi seluler
prokariotik (tidak mempunyai selubung inti). Bakteri dapat diklasifikasikan
dengan berbagai cara. Salah satu klasifikasi yang paling sering digunakan adalah
dengan menggunakan pewarnaan gram. Pewarnaan gram adalah prosedur
mikrobiologi dasar untuk mendeteksi dan mengidentifikasi bakteri gram positif
maupun bakteri gram negatif. Pewarnaan gram ditemukan oleh H. C. J. Gram,
seorang histologis pada tahun 1884 (Harniza, 2009).

Antibiotik umumnya didefinisikan sebagai senyawa organik alami dengan
berat molekul kecil yang aktif melawan mikroorganisme pada konsentrasi yang
rendah (Demain, 1999). Deteksi kemampuan antibiotik menjadi salah satu cara

menguji bioaktivitas suatu metabolit sekunder. Antibiotik



yang aktif melawan bakteri disebut sebagai antibakteri. Antibakteri dapat
digolongkan menjadi dua jenis yaitu bakteriostatik yang hanya menahan
pertumbuhan koloni bakteri, dan bakteriosidal yang mampu membunuh koloni
bakteri sepenuhnya (Pankey dan Sabbath, 2004).

Salah satu metode standar untuk antibakteri adalah metode Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Lethal Concentration (MLC). MIC
umumnya didefinisikan sebagai konsentrasi terendah antimikroba untuk
menghambat pertumbuhan mikroorganisme setelah inkubasi (Andrews, 2001),
sedangkan MLC adalah konsentrasi minimum untuk membunuh inokulum yang
telah ditetapkan terlebih dahulu porsinya (biasanya 99,9 %) dalam waktu yang di
berikan (Harniza, 2009).

Pemakaian antibakteri yang berlebihan dapat menyebabkan mikroba
menjadi resisten. Oleh karena itu, senyawa antibakteri baru diperlukan untuk
mengatasi resisten bakteri tersebut. Disamping itu juga perlu pengembangan
antiseptik dan disinfektan baru yang lebih aman bagi kulit dan jaringan manusia
(Hostetmann, 1991).

Beberapa metode uji bioaktivitas antibakteri dari ekstrak dapat dilakukan
dengan tiga metode yaitu:

a) Metode difusi
Dengan metode difusi ini, ekstrak uji yang diserap dengan kertas
saring dimasukkan ke dalam silinder atau dimasukkan ke dalam lubang,
dikontakkan dengan media yang telah diinokulasi. Kemudian setelah
diinkubasi, diameter daerah bening disekitar reservoir diukur. Diameter
daerah bening ini merupakan daerah inhibisi dari ekstrak sampel terhadap

mikroba uji. Untuk menurunkan limit deteksi, sistem dibiarkan pada suhu



rendah selama beberapa jam sebelum diinokulasi, yaitu untuk
memberikan kesempatan kepada antibiotik untuk berdifusi sebelum
mikroba tumbuh.
b) Metode pengenceran
Pada metode pengenceran, sampel yang akan diuji dicampur dengan
medium yang cocok yang sebelumnya telah diinokulasi dengan mikroba
uji. Setelah diinkubasi, pertumbuhan mikroba dapat ditentukan
dengan cara visual atau dengan perbandingan turbidimetri dari kultur uji
dengan kultur kontrol. Kultur kontrol adalah kultur yang tidak diberi
sampel yang akan diuji bioaktivitasnya.
c) Metode bioautografi
Metode untuk menentukan tempat (posisi) senyawa yang mempunyai
aktivitas mikroba pada kromatogram. Caranya adalah dengan
memindahkan senyawa uji dari kromatogram lapis tipis atau kertas ke
medium agar yang sudah diinokulasi dengan mikroba uji. Daerah inhibisi
kemudian dilihat dengan cara yang sesuai.
Menurut David Stout ketentuan kekuatan antibakteri terhadap suatu senyawa

dapat dilihat pada Tabel 1 (Ardiansyah, 2005):

Tabel 1. Uji Daya Hambat Ekstrak Biota Laut Menurut Kategori David Stout

Zona Hambat Daya Hambat
<5mm Lemah
6-10 mm Sedang

11-20 mm Kuat

>20 mm Sangat Kuat




BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain Hidroid
Aglaophenia Cuppresina L. yang diperoleh dari Departemen Biologi dalam
bentuk spesimen yang sudah diidentifikasi secara taksonomi, bakteri uji
Eschericia coli, Staphylococus aureus, metanol p.a, DCM (diklorometan),
kloroform p.a, etil asetat p.a, n-heksana p.a, asam asetat anhidrat, H2SO4, akuades,
es batu, plastik wrap, aluminium foil, tissue roll, kertas saring Whatman no 42,

plat KLT, dimetilsulfoksida (DMSO), ampicilin, nutrien agar.

3.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain corong pisah, statif
dan klem, alat-alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium, alat destilasi,
chamber untuk wadah KLT, pipa kapiler untuk penotol, inkubator, jangka sorong,
spektrofotometer UV, jarum ose, autoklaf, inkubator, oven, penangas air,
mikropipet, pipet volumetri, spatula, botol semprot, batang pengaduk, sendok
tanduk, botol vial, alat-alat gelas yang biasa digunakan di Laboratorium
Mikrobiologi, stirrer, alat kolom kromatografi KKV, dan KKT untuk fraksinasi,
alat instrumentasi seperti lampu UV 254-365 nm, neraca analitik Ohaus AP-110,
alat evaporasi BUCHI Rotavapor R-200, alat penentuan titik leleh Melting Point

Apparatus, spektroskopi FTIR Prestige-21 Shimadzu dan NMR 300 MHz Br



3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2016 — Oktober 2017 di
Laboratorium Organik, Laboratorium Kimia Terpadu, Laboratorium Biokimia,
Jurusan Kimia Universitas Hasanuddin, Laboratorium Pengembangan Sains
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Hasanuddin,

Laboratorium SATREPS ITD Universitas Airlangga.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengolahan Sampel

Sampel yang digunakan adalah Hidroid Aglaophenia Cuppresina L. dari
pulau Samalona, yang selanjutnya dikeringkan hingga diperoleh Hidroid

Aglaophenia Cuppresina L. kering.

3.4.2 Ekstraksi dan Isolasi Hidroid Aglaophenia Cuppresina

Hidroid Aglaophenia Cuppresina ditimbang sebanyak 750 gram
diekstraksi dengan metanol selama 1 x 24 jam sebanyak 4 kali. Ekstrak tersebut

disaring dengan kertas saring Whatman No 42. Filtrat dari penyaringan ini di

pekatkan dengan rotary evaporator pada suhu rendah 40-50 °C maka akan

diperoleh ekstrak kental metanol.

3.4.3 Fraksinasi Ekstrak Diklorometan (DCM)

Ekstrak kental metanol di suspensikan dalam air dan diekstraksi dengan
diklorometan (DCM) 50 mL sebanyak 3 kali, untuk menghasilkan fraksi air dan
fraksi DCM. Fraksi DCM kemudian dikeringkan dan dilarutkan dengan MeOH 90
%. Selanjutnya diekstraksi dengan n-Heksan 50 mL sebanyak 3 kali dan

dipisahkan fraksi Heksan dan Fraksi metanol. Fraksi metanol kemudian



dikeringkan dan dilarutkan kembali dengan MeOH 50 %. Selanjutnya fraksi
MeOH 50 % ini diekstrak dengan DCM 50 mL sebanyak 3 kali untuk
menghasilkan dua fraksi yaitu fraksi methanol/air dan fraksi DCM. Fraksi DCM
yang diperoleh kemudian dicari eluen yang sesuai dengan menggunakan KLT.
Setelah diperoleh eluen yang sesuai kemudian difraksinasi KKV dan KKT dan

akan diperoleh fraksi DCM murni Hidroid Aglaophenia Cuppresina L.
3.4.4 ldentifikasi

Pada tahap ini senyawa murni yang diperoleh diuji kemurniannya dengan

mengukur titik leleh, uji golongan dan elusidasi struktur senyawa murni melalui

analisis data spektroskopi IR, 1H-NMR dan13C-NMR.

3.4.5 Pengujian Aktivitas Antibakter
3.4.5.1 Pembuatan Medium Nutrien Agar

Nurient agar ditimbang sebanyak 5,75 gram dalam gelas kimia dan
dilarukan dengan akuades hingga volume 250 mL kemudian dihomogenkan

dengan menggunakan stirrer diatas penangas air. Setelah itu dimasukkan kedalam

beberapa tabung reaksi. Posisikan rabung reaksi dalam posisi miring 45° dan di

sterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.

3.4.5.2 Penyiapan Biakan Bakteri Uji

Sebanyak 1-2 ose masing-masing bakteri uji E.coli dan S.aureus

diinokulasi ke dalam Nutrient Agar Miring secara aseptis, lalu diinkubasi dalam

inkubator pada suhu 37 °C selama 18-24 jam.



3.4.5.3 Pembuatan Larutan Kontrol
Larutan kontrol yang digunakan adalah ampicilin sebagai kontrol positif
yang diambil sebanyak 250 mg dan dilarutkan dalam 20 ml DMSO. DMSO

digunakan sebagai kontrol negatif.

3.4.5.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar, yaitu
dengan menggunakan media agar Nutrien Agar (NA). Media NA pada cawan
petri digoreskan bakteri uji. Selanjutnya, paper disc dengan diameter 5 mm
dicelupkan kedalam sampel kemudian dikibaskan hingga tidak ada cairan sampel
yang menetes. Perlakuan kontrol (kontrol positif; Ampicilin dan kontrol negatif:
DMSO) dikerjakan seperti sampel. Paper disc yang mengandung sampel, kontrol

positif, dan negatif diletakkan di atas permukaan media. Kemudian diinkubasi

dalam inkubator pada suhu 37 C selama 24, 48 dan 72 jam. Pengukuran

dilakukan pada ukuran zona bening yang terbentuk disekitar Paper disc dengan

menggunakan jangka sorong.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penyiapan dan Pengolahan Sampel
Sampel hidroid Aglaophenia Cuppresina L. dicuci dan dikeringkan untuk
mengeluarkan kandungan air dalam sampel dan ditimbang. Berat sampel yang

diperoleh sebanyak 750 gram. Sampel hidroid dapat dilihat pada Gambar 8.

Gambar 8. Hidroid Aglaophenia Cuppresina L.

4.2 Ekstraksi dan Fraksinasi

Sampel yang telah kering kemudian dimasukkan dalam wadah untuk
dimaserasi. Proses maserasi dilakukan dengan merendam sampel menggunakan
metanol selama 4x24 jam. Hasil maserasi disaring dan filtratnya ditampung dalam
sebuah botol dan selanjutnya diganti dengan metanol yang baru serta diulangi
sampai 4 kali. Filtrat yang dihasilkan kemudian diuapkan hingga menghasilkan
ekstrak kental metanol sebanyak 16,57 gram.

Ekstrak kental metanol ini selanjutnya di suspensikan dalam air dan
diekstraksi dengan diklorometan (DCM) 50 mL sebanyak 3 Kkali, untuk

menghasilkan fraksi airdan fraksi DCM. Selanjutnya fraksi DCM dikeringkan



dan dilarutkan dengan MeOH 90%, kemudian diekstraksi dengan n-Heksan 50
mL sebanyak 3 kali dan diperoleh fraksi Heksan dan Fraksi metanol. Fraksi
metanol selanjutnya dikeringkan dan dilarutkan kembali dengan MeOH 50%.
Fraksi MeOH 50% ini kemudian diekstrak dengan DCM 50 mL sebanyak 3 kali
untuk menghasilkan dua fraksi yaitu fraksi methanol/air dan DCM. Fraksi DCM
kemudian diuapkan dan diperoleh fraksi DCM kental berwarna coklat kehitaman

sebanyak 736,6 mg yang dapat di lihat pada Gambar 9.

Gambar9. Fraksi DCM hidroid Aglaophenia Cupressina L.

4.3 Isolasi

Tahapan isolasi diawali dengan proses kromatografi kolom yang sebelum
dimulai dilakukan proses kromatografi, dilakukam pemilihan eluen atau fase
gerak untuk proses pemisahan. Dalam penelusuran komposisi eluen digunakan
KLT Silika gel 60 F254 dan sebagai pelarut pengelusi adalahn-heksana, kloroform

dan etil asetat. Hasil penelusuran komposisi eluen dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Hasil Penelusuran Komposisi Eluen.
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10 terlihat bahwa dalam penelusuran komposisi

eluen digunakan tiga pelarut mulai dari yang bersifat nonpolar kemudian

dilanjutkan dengan yang lebih polar, serta kombinasi dari dua pelarut tersebut.

Selanjutnya dilakukan pemisahan dengan menggunakan KKV yang bertujuan

untuk memperoleh kelompok senyawa yang lebih sederhana. Pengelompokan



tersebut didasarkan pada perbandingan eluen yang telah dipilih. Tahap ini
menghasilkan 17 fraksi dan yang memiliki noda yang mirip atau hampir sama
pada plat KLT digabungkan. Setelah dianalisis menggunakan KLT diperoleh satu
isolat atau kelompok fraksi seberat 69,7 mg yang merupakan hasil gabungan dari
fraksi 5-9. Hasil analisis KLT fraksi 5-9 dari tahap KKV dapat dilihat pada

Gambar 11.

Gambar1l. Analisis KLT fraksi 5-9 dari tahap KKV

Pada fraksi 5-9 dielusi dengan eluen n-heksana kloroform dengan
perbandingan 7:3. Berdasarkan bentuk dan komposisi noda yang dihasilkan fraksi
5-9 memiliki kemiripan atau mempunyai pola noda yang hampir sama dan
dilakukan pemurnian lebih lanjut.

Isolat dari hasil KKV sebanyak 69,7 mg berbentuk amorf berwarna
kuning, dipurifikasi lanjutan menggunakan teknik kromatografi kolom tekan
(KKT) dengan n-heksana : kloroform sebagai eluen (100, 9:1, 8:2, 7,3, 6:4, 5:5,
4:6, 3:7, 2:8, 1:9). Fraksi-fraksi yang memiliki noda yang mirip atau hampir sama
pada plat KLT digabungkan. Setelah dianalisis dengan KLT diperoleh satu isolat
atau satu kelompok fraksi dengan berat 35,6 mg yang merupakan hasil gabungan
dari fraksi 6-9. Hasil analisis KLT fraksi 6-9dari tahap KKT dapat dilihat pada

Gambar 12.



Gambar 12.Analisis KLT fraksi 6-9 dari tahap KKT

Pada tahap selanjutnya dilakukan KLT preparatif dengan pelarut yang
sama Yaitu n-heksanakloroform (5:5). Hasil analisis KLT preparatif dapat dilihat

pada Gambar 13.

Gambar 13.Analisis KLT Preparatif.

Hasil dari KLT preparatif disaring dengan menggunakan pelarut kloroform
dan direkristalisasi. Kemudian disaring untuk mendapatkan kristalnya. Hasil

rekristalisasi dapat dilihat pada Gambar 14.

Gambar 14.Hasil rekristalisasi.



Kemudian dilakukan KLT lagi untuk memastikan kemurniannya, dan
didapatkan hanya ada satu nodayang tampak pada UV-longwave, berbentuk

padatan putih sebanyak 9 mg. Hasil KLT dapat dilihat pada Gambar 15.

Gambar 15. Hasil KLT Fraksi Menghasilkan Satu Noda Tunggal.

Uji kemurnian dilakukan dengan analisis KLT dua dimensi dan
pengukuran titik lelen. Adapun hasil dari KLT dua dimensi dapat dilihat pada

Gambar 16.

Gambar 16. Hasil KLT 2 Dimensi

Noda tunggalpada Gambar 15 diatas menunjukkan bahwa Kristal yang
dihasilkan merupakan isolat murni. Pengujian titik leleh terhadap kristal ini
menghasilkan titik leleh sebesar 134-135 °C. Dari data ini dapat dikatakan bahwa
kristal yang dihasilkan telah murni karena rentang nilai titik lelehnya hanya
berselisinl (satu) derajat. Isolat murni tersebut selanjutnya dinyatakan sebagai

senyawa 1.



4.4 ldentifikasi

Tahap identifikasi dilakukan dengan pengukuran titik leleh, uji

fitokimia dan analisis spektroskopi menggunakan instrumen FTIR, 1H-NMR
dan 13C-NI\/IR.
4.4.1 Uji Fitokimia

Senyawa 1 merupakan kristal berwarna putih dengan noda tunggal yang
tampak pada UV-longwave. Pada analisis golongan senyawa 1 memberikan warna
biru pekat setelah penambahan asam asetat anhidrat dan H2SO4
yang menunjukkan reaksi positif sebagai senyawa steroid seperti terlihat pada

Gambar 17.

Gambar 17.Hasil Uji Fitokimia Senyawa 1.

4.4.2Fourier Transform Infra Red (FTIR) Spectroscopy

Spektrum IR pada dasarnya bersifat spesifik untuk setiap senyawa organik
yaitu setiap senyawa akan memperlihatkan komposisi dan pola pita-pita serapan
yang berbeda bersadarkan perbedaan kandungan gugus fungsionalnya. Meski
demikian FTIR tidak dapat digunakan untuk menentukan struktur suatu molekul
tanpa dukungan instrumen lain. Spektrum IR lebih sering digunakan untuk

mengidentifikasi keberadaan gugus fungsi yang memiliki pita spesifik yang



menonjol, yaitu: C=0, O-H, N-H, C-O, C=C, C=N, dan NO2. Gambar 18

menunjukkan pola serapan FTIR gugus-gugus fungsi dari senyawal.
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Gambar 18. Hasil Identifikasi Spektrofotometer FTIR pada Senyawa 1.

Penyerapan pada spektrum FTIR di atas memperlihatkan pita serapan pada

daerah 2918,30 cm™ dan 2848,86 cm menunjukan adanya C-H alifatik yang
juga didukung oleh serapan pada 1465,90 cm_1 dan 1381,03 cm_1 masing-masing
adalah CH2 dan CHa. Selanjutnya serapan pada 1739,79 cm'1 yang menunjukkan

adanya C=0 dan 1174,650m_l menunjukkan adanya C-O.

4.4.3 Nuclear Magnetic Resonance Proton(lH NMR)

1H NMR digunakan untuk menentukan jumlah atom H dalam suatu

senyawa. Nilai pergeseran kimia, spin-spin splitting dan konstanta kopling
merupakan nilai-nilai yang harus dilihat. Nilai-nilai tersebut juga memberikan
petunjuk mengenai perbedaan lingkungan suatu atom hidrogen di dalam molekul.
Pada pengukuran suatu senyawa digunakan senyawa standar yang ditambahkan

dalam larutan senyawa yang akan diukur, dan frekuensi resonansi setiap proton



dalam cuplikan diukur relatif terhadap frekuensi resonansi dari proton-proton
senyawa standar. Salah satu senyawa standar yang digunakan adalah
tetrametilsilan (CHs)4Si yang disebut TMS. Senyawa ini dipilih karena proton-
proton dari gugus metil jauh lebih terlindungi bila dibandingkan dengan
kebanyakan senyawa cuplikan.

Inti atom yang mempunyai nilai geseran kimia (5) daerah rendah (dekat
TMS) disebut high shielded field (daerah medan magnet tinggi), sedangkan daerah
makin jauh dari TMS disebut low shielded field (daerah medan rendah).
Pergeseran kimia diberi simbol 8, yang menyatakan bilangan untuk menunjukkan

sejauh mana resonansi proton digeserkan dari standar atau TMS dengan satuan
ppm terhadap frekuensi spektrometer yang dipakai. Hasil spektrum 1H-NMR dari

senyawa 1 dapat dilihat pada Gambar 19.
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Gambar 19. Hasil Identifikasi Senyawa 1 dengan Menggunakan 1H-NMR

Spektrum 1H-NMR senyawa 1 memperlihatkan sinyal proton yang khas

diantaranya proton pada daerah 65,35 ppm (H-6, 1H, s) mengindikasikan adanya
gugus olefin (C=C) yang terikat dengan karbon kuartener, hal ini ditunjukkan dari
nilai geseran kimia yang lebih besar, sinyal proton pada 64,60 ppm (H-3, 1H, m)

mengindikasikan adanya proton yang berasal dari gugus oksikarbon (-OCH).



Selain itu sinyal proton pada & 2,01 ppm (H-31, 3H, s) mengindikasikan adanya

proton yang berasal dari karbon yang berikatan langsung dengan gugus karbonil.
Adapun perbandingan 1H-NMR senyawa 1 dengan 1H-NMR B-Sitosterol asetat

dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Perbandingan lH-NMR Senyawa 1 dengan 1H-NMR [B-Sitosterol Asetat

Posisi C BHsenyawa 1 o Pierre, 2015 8HPrakash, 2012 1 Chem NMR
1 - - - 1,05
2 - - - 1,52
3 4,60 (dt, 1H) 3,53 (m, 1H) 3,53 (tdd, 1H) 4,60
4 - - - 2.21
5 - - - 0
6 5,36 (s, 1H) 5,38 (s, 1H) 5,36 (t, 1H) 5,27
7 ] - - 1,94
8 - - - 1,27
9 - - - 1,17
10 - - - 0
11 - - - 1,38
12 - - - 1,31
13 - - - 0
14 - - - 1,04
15 - - - 1,90
16 - - - 19
17 - - - 1,24
18 0,86 (s, 3H) 0,89 (d, 3H) - 0,84
19 - - - 1,01
20 - - - 2,08
21 0,97 (d, 3H) 1,20 (d, 3H) 0,93 (d, 3H) 0,95
22 1,24 (t, 2H) - - 1,19
23 1,24 (t, 2H) - - 1,19
24 - - - 1,88
25 - - - 1,63
26 0,80 (d, 3H) 0,84 (d,3H) 0,83 (s, 3H) 0,83
27 - - - 0,83
28 - - - 1,44
29 1,01 (t, 3H) 1,04 (t, 3H) 1,01 (s, 3H) 1,01
30 - - - 0
31 2,01 (s, 3H) - - 2,02




4.4.4 Nuclear Magnetic Resonance Carbon(13C-NMR)

Spektroskopi 13C-NMR pada hakikatnya merupakan pendukung 1H-NMR
dan kombinasi kedua alat tersebut memberikan data yang lebih baik bagi proses
penentuan struktur. 13C-NMR memberikan petunjuk mengenai berbagai jenis C
yang memiliki pergeseran kimia yang berbeda satu sama lain. Selain itu karbon
juga dapat berinteraksi dengan proton yang terikat padanya dan menyebabkan

terjadinya spliting yang menunjukkan puncak (n + 1), n = jumlah H, oleh karena

itu sinyal masing- masing karbon dari:
1. Karbon metil (CHs-C) akan muncul 4 puncak
2. Karbon metilen (-CHz-) akan muncul 3 puncak

3. Karbon metil (-CH- ) akan muncul 2 puncak

Hasil analisis spektrum 13C-NMR dari senyawa 1 yang dapat dilihat pada

Gambar 20.
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Gambar20. Hasil Identifikasi Senyawa 1 dengan Menggunakan 13C-NMR

. 1 .
Analisis data spektroskopi 3C-NMR senyawa 1 memperlihatkan beberapa

sinyal karbon. Adapun geseran kimia, c (ppm) sinyal-sinyal karbon tersebut dapat

dilihat pada Tabel 3. Sinyal ini terdiri atas satu oksikarbon (C-O) pada



geseran kimia 673,76 ppm dan sinyal karbon sp2 pada geseran di atas 100 ppm

yang berasal dari 2 karbon alkena yaitu pada daerah 122,68 ppm dan 139,81 ppm.
Kemudian sinyal karbon (C=0) pada geseran kimia & 173,47 ppm.

Tabel 3. Perbandingan 13C-NMR Senyawa 1 dengan l?’C-NMR B-Sitosterol Asetat

oc
Posisi C Serl:ly“:VSa 1 PierrS,C2015 Prakasﬁt:, 2012 ChemaCN MR

1 37,08 36,72 37,5 37,2
2 31,93 29,71 31,9 31,7
3 73,76 71,97 72,0 71,6
4 42,38 42,35 42,5 41,8
5 139,80 140,94 140,9 140,8
6 122,67 121,32 121,9 121,8
7 32,02 31,71 32,1 32

8 31,93 29,24 32,1 31,8
9 50,08 50,03 50,3 50,8
10 36,68 36,16 36,7 37,7
11 21,11 24,32 21,3 21,1
12 39,79 39,82 39,9 39,9
13 42,38 42,1 42,6 43

14 56,76 56,9 57,1 56,9
15 25,16 24,32 26,3 26,4
16 28,32 28,9 28,5 28,6
17 56,18 56,03 56,3 56,4
18 11,94 12,06 12,0 12,0
19 19,42 19,06 19,0 19,3
20 36,26 36,82 36,3 36,1
21 19,42 19,06 19,0 19,3
22 34,8 34,0 34,2 33,9
23 25,15 26,3 26,3 26,4
24 50,01 46,26 46,1 46,1
25 29,80 30,01 294 30,4
26 21,11 21,12 20,1 21,0
27 21,11 21,12 19,6 21,0
28 23,91 23,32 23,3 23,2
29 11,94 12,06 12,2 12,2
30 21,11 - - 21,0
31 173 - - 171




Berdasarkan semua data yang diperoleh dari hasil identifikasi dengan

fitokimia, titik leleh, FTIR, 1H-NMR, dan 13C-NMR maka diduga bahwa struktur

senyawa yang telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi dari Hidroid Aglaophenia

Cuppresina L.fraksi Diklorometan dapat digambarkan seperti dibawabh ini.

Gambar 21. Struktur Senyawa [-sitosterol Asetat yang Telah Berhasil
Diidentifikasi dari Hidroid Aglaophenia Cuppresina L.

4.5 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengukuran diameter hambatan dari Senyawa 1 hasil isolasi ekstrak
diklorometan hidroid Aglaophenia Cuppresina L.terhadap bakteri E. coli dan S.
aureus setelah diinkubasi 3x24 jam menghasilkan data yang tercantum pada Tabel
4,

Tabel 4. Pengukuran Daya Hambat Senyawa 1, Kontrol Positif, dan Kontrol
Negatif Terhadap bakteri Uji.

Diameter Zona Hambat (mm)
Senyawal KN (-) KP (+)

Jenis Bakteri  Waktu Inkubasi

24 Jam 9,45 - 16,75

E. coli 48 Jam 10,25 - 17,45
72 Jam 11,50 - 18,25

24 Jam 6,25 - 15,25

S. aureus 48 Jam 7,40 - 16,31

72 Jam 8,15 - 17,10




Hasil pengukuran diameter zona hambatan terhadap bakteri uji E. coli dan
S. aureus menunjukkan bahwa bioaktivitas senyawa 1 setiap hari mengalami
peningkatan, hal ini dikarenakan masih terjadinya reaksi antara senyawa aktif dan
bakteri uji tersebut. Adapun zona hambat yang terbesar tampak setelah diinkubasi
selama 3x24 jam, yaitu menghasilkan diameter hambatan sebesar11,50 mm pada
bakteri uji E. coli dan 8,15 mm pada bakteri uji S. aureus. Zona hambatan dari

senyawa 1 dapat dilihat pada Gambar 22.

Gambar 22. Daya Hambat dari Senyawa 1Terhadap Bakteri Uji E. coli (kiri)
dan S.aureus (kanan) pada inkubasi 3x24 jam.

Adapun perbedaan aktivitas antibakteri senyawa 1 terhadap bakteri E. coli
dan S.aureus dikarenakan adanya perbedaan sifat sel. E. colisebagai bakteri gram
negatif dan S.aureus sebagai gram positif. Bakteri gram negatif dan gram positif
mempunyai dinding sel yang berbeda sensitifitasnya terhadap perlakuan enzim,
fisik dan antibiotik (Silvia dkk., 2015). Perbedaan besarnya zona hambat juga
dapat diakibatkan karena perbedaan reaksi antara bahan aktif dengan bakteri
tersebut. Pelczar dan Chan (1988) mengemukakan bahwa yang menyebabkan
terjadinya penghambatan oleh antimikroba karena adanya gangguan terhadap
membran sel mikroba, menghambat kerja enzim, mengganggu sintesis protein dan

asam nukleat, ataupun menghambat sintesis dinding sel. Savage (2002) juga



mengemukakan bahwa senyawa steroid dapat berinteraksi dengan membran
fosfolipid sel yang menyebabkan integritas membran menurun, morfologi

membran sel berubah dan akhirnya dapat menyebabkan membran sel rapuh.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Pada penelitian terhadap fraksi diklorometan dari hidroid Aglaophenia

Cuppressina L. telah berhasil diisolasi Senyawa 1, sebanyak 9 mg, berbentuk

kristal putih dan memiliki titik leleh 134-135 C, yang merupakan metabolit
sekunder golongan steroid. Dari hasil pengujian spektrospi (FTIR, 1H-N|\/IR, dan

13C-NMR), senyawa 1 tersebut diduga adalah B-Sitosterol asetat. Senyawa ini

diketahui mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan diameter zona

hambat sebesar 11,50 mm dan 8,15 mm terhadap bakteri uji E. coli dan S. aureus.

5.2 Saran
Diharapkan pada penelitian selanjutnya dapat menggunakan ekstrak dan
uji bioaktivitas yang lain seperti antikanker atau anti inflamasi serta analisis

spektroskopi NMR dua dimensi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Bagan Penyiapan Sampel

{ Sampel J

- Dicuci
- Dikeringkan

[ Sampel Kering J




Lampiran 2. Bagan Ekstraksi dan Isolasi Hidroid Aglaophenia cupressina L.

Hidroid Aglaophenia Cuppresina L. Kering
sebanyak 750 gram

- Dimaserasi dengan metanol selama
1 x 24 sebanyak 4 kali
- Disaring

Filtrat Residu

- Dievaporasi padasuhu 40-50 °c

Ekstrak kental metanol
16,57 gram




Lampiran 3. Fraksinasi Ekstrak Metanol dan diklorometan (DCM)

[ Ekstrak kental metanol J

- Disuspensikan dalam air dan diekstraksi
dengan DCM 50 mL sebanyak 3 kali

[ Fraksi air J [Fraksi DCM]

- Dikeringkan

- Dilarutkan dengan MeOH 90 %

- Diekstraksi dengan n-Heksan 50 mL
sebanyak 3 kali

J Fraksi MeOI-tI Fraksi n-heksan J

- Dikeringkan

- Dilarutkan dengan MeOH 50 %

- Diekstraksi dengan DCM 50 mL sebanyak
3 kali

[ Fraksi DCM 736,6 mg J Fraksi MeOH }

- Dianalisis KLT
- Difraksinasi dengan KKV dan KKT

Fraksi DCM murni Hidroid Aglaophenia
Cuppresina L.




Lampiran 4. Identifikasi

[ Senyawa murni J

- Pengukuran titik leleh
- Uji golongan
- Analisis spektroskopi

[ Struktur senyawa J




Lampiran 5. Uji Bioaktivitas

1. Pembuatan Medium Nutrien Agar Miring

Nutrien Agar

« Ditimbang sebanyak 5,75 gram dan dimasukkan
kedalam gelas kimia

 Dilarutkan dengan aquades hingga volume
250 mL dalam erlenmeyer.

« Dihomogenkan menggunakan stirer
diatas penangas air.

» Dimasukkan kedalam beberapa tabung reaksi.
 Disterilkan didalam autoklaf pada suhul21

°C selama 15 menit
 Diposisikan tabung reaksi dalam posisi miring.

Medium Nutrient Agar Miring

2. Penyiapan Biakan Bakteri Uji

Bakteri E. coli dan
S. aureus

» Sebanyak 1-2 ose masing-masing diinokulasi
kedalam Nutrient Agar Miring secara aseptis

» Diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37
°C selama 18-24 jam.

Bakteri uji yang telah
diinokulasi




3. Pembuatan Media dasar dan Media Pembenihan

Nutrien Agar

Ditimbang sebanyak 5,75 gram dan dilarutkan
dengan sedikit akuades dalam gelas kimia.
Dimasukkan dalam erlenmeyer dan
ditambahkan aquades hingga volume 250 mL
Dihomogenkan dengan stirer diatas penangas
air sampai mendidih.

Disterilkan dalam outoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit

Dibagi dua

Media pembenihan Bakteri
E. coli dan S. aureus

Media dasar

4. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif DMSO

DMSO

menggunak

Hasil

* Dipipet sebanyak 0,1 mL dengan

an pipet mikro

* Dilarutkan dengan akuades 10 mL

didalam erlenmeyer



5. Uji Bioaktivitas Antibakteri

Nutrien Agar

Digoreskan bakteri uji

Paper disc dengan diameter 5 mm

dicelupkan kedalam sampel

Perlakuan kontrol (kontrol positif; Ampicilin dan
kontrol negatif: DMSO) dikerjakan seperti sampel.
Paper disc mengandung sampel, kontrol positif,
dan negatif diletakkan di atas permukaan media.
Kemudian diinkubasi dalam inkubator pada

suhu 37 oC selama 3x24 jam.

Pengukuran dilakukan pada ukuran zona bening
yang terbentuk disekitar cakram Paper disc

dengan menggunakan mistar geser.

Hasil




Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

Keterangan:

(@) Maserasi

(b) Ekstraksi

(c) Fraksinasi KKV
(d) Fraksinasi KKT
(e) Evaporasi

(f) Kristal Murni



Lampiran 7. Hasil Spektroskopi IR
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4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Ekstrak DCM Hidroid ia Ci ina L 1/em
Peak | Intensity Corr. Intensity | Base (H) Base (L) Area Corr. Area
1 352.97 90.065 12.961 364.55 33947 0.569 0.915
2 72138 94,645 478 74838 702.09 0.531 0.418
3 802.39 97.136 2.191 83325 7696 0.422 0.238
4 920.05 98.718 1.363 939.33 900.76 0.089 0.102
5 962.48 96.902 2.699 983.7 939.33 0.309 0235
6 1014.56 96.08 3.421 1062.78 9837 0.69 0.543
7 1107.14 97.799 1.764 112257 1085.92 0.195 0.137
8 1174.65 81.951 17 1207 .44 1145.72 2628 2.344 -
9 1217.08 96.181 2725 1230.58 1207.44 0.254 0.146
10 1261.45 97.501 2677 1280.73 1244.09 0.173 0.201
1 1381.03 89.696 10.341 1402.25 1344.38 1.204 1272
12, [14659 83211 15.423 1500.62 1425.4 2459 1.997
13 1625.99 98.898 0.071 1637.56 1622.13 0.071 0.003
14 1739.79 70.567 29.356 178223 1703.14 2.931 2.901
15 2848.86 61739 16.82 2864.29 2748.56 5.892 1.495
16 29183 48.664 32.756 3116.97 2879.72 21.288 10.407
Comment; [ Date/Time; 6/7/2017 2:13:47 PM
Ekstrak DCM Hidroid Aglaophenia Cupressina L No. of Scans;
Resolution;

Apodization;




Lampiran 8. Data NMR
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ChemNMR "H Estimation

2m

ChemNMR 2C Estimation
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