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ABSTRAK

Penelitian kandungan kimia dan bioaktivitas tanaman primitif Crypocarya
acuminafa belum pernah  dilakukan sebelumnya. Dari hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa ekstrak kulit batang crwocarya acuminata fraksi n-heksana
mengandung senyawa-senyawa golongan terppencid, steroid, dan flavanoid
melalui uji kualitatif terhadap beberapa pereaksi spesifik. Dari hasil uj
bioaktivitas terhadap semua fraksi n-heksana hasil fraksinasi dengan teknik
kromatografi menunjukkan aktivitas yang positif sebagai antibakteri dan bersifat
bakterisidal terhadap bakteri Escherichia coli.

Kata kunci : Antibakteri, Cryplocaryva acuminata, Escherichia coli, metabolit
sekunder.
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ABSTRACT

The research about the chemistry compoud and the bioaktivities of
Cryptocarva acuminala as a primitive plant have been not report berfore. The
phytochemical survey showed that the n-hexane extracts contain of terpenoid,
steroid, and flavanoid compounds by the kualitative test of some spesific reagents.
By the bioaactrivity assays, all of the fractions fractioned by chromatography
technique showed the positive activity as an antibacterial and bactericyed for
Escherichia coli.

Key words: Antibacterial, Crypiocarya acuminata, Escherichia coli, secondary
metabolite.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kerapaman havati secara biologis terdiri atas tiga tingkatan yaitu
keragaman pada tingkat genetis yang digambarkan pada variabilitas di dalam
jenis, keragaman jenis, dan keragaman ekosistem sebagai habitat jenis,
Keragaman hayati Indonesia menduduki peringkat kedua setelah Brasil dan salah
satu negara megadiversiti dunia. Sejauh ini, sekitar 1,75 juta jenis keragaman
hayati yang telah diidentifikasi. Lebih dari 1000 spesies tumbuhan dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku obat. Tumbuhan tersebut menghasilkan
metabolit sekunder dengan struktur melekul dan aktivitas biologik yang tersedia
beraneka ragam, memiliki potensi yang sangat baik untuk dikembangkan menjadi
obat berbagai penyakit (Radji, 2005). Di daerah tropika sendiri diperkirakan
terdapat sekitar 200 ribu jenis tumbuhan berbunga (Duivenvoorden, 2002) dan
sekitar 11 % dari jumlah tersebut terdapat di kepulauan Indonesia (Kophalindo,
1990},

Menurut Achmad dkk (1994), hutan tropika merupakan lahan sumber daya
organik, meskipun hanya 7 % dari luas muka bumi, namun lebih dari 50 % spesies
organisme terdapat di hutan tropika. Indonesia memiliki hutan tropika yang
cukup luas, yang memiliki sekitar 54 % spesies tumbuhan yang ada di muka bumi
ini (Joffe dan Thomas, 1989) dan di dalamnya terkandung beranekaragam sumber
daya genetik dan merupakan reservoir bahan—bahan kimia yang sangat prospektif

untuk diteliti dan dikembangkan menjadi bahan yang berguna untuk berbagai



keperluan seperti bahan obat—obatan, agrokimia dan bahan baku industri. Banyak
senyawa organik alam diketahui sangat potensial sebagai molekul rujukan untuk
menemukan atau mensintesis senyawa-senyawa kimia yang lebih prospekuf.
Keanekaragaman sumber daya genetik dan sumber daya organik yang melimpah
dalam hutan tropika Indonesia tersebut seharusnya dapat dikembangkan dan
dikembangkan sebapai aset nasional yang sangat strategis untuk menopang
pembangunan nasional. Hingga saat ini sebagian besar sumber daya alam yang
dimadsudkan di atas belum diteliti secara kimiawi. Oleh karena itu, Indonesia
adalah salah satu negara yang sangat prospektif untuk mengembangkan kimia
organik bahan alam, hal ini merupakan peluang dan tantangan bagi ilmuwan
kimia bahan alam Indonesia.

Senyawa kimia sebagai hasil metabolit sekunder atau metabolit sekunder
telah banyak digunakan zat wama, racun, aroma makanan, obat-obatan dan
secbagainya serta sangat banvak jenis tumbuh-tumbuhan berkhasiat dan
mengetahui senyawa kimia yang berfungsi sebagai obat (Lenny, 2006).

Dalam buku Manitto {1992), menyatakan bahwa kimia organik mengalami
kemajuan yang sejajar dengan kemajuan cara pemisahan dan penelitian bahan
alam. Pada pertengahan abad ke -18 telah dapat diidentifikasi beberapa senyawa
organik dari mahkluk hidup. Seorang ahli kimia Jerman, Karl Wilhelm Schele
berhasil memisahkan beberapa senyawa sederhana termasuk gliserol, dan asam-
asam oksalat, laktat, tartrat, dan sitrat dari berbagai sumber organik yang berasal
dari tumbuhan dan binatang. Frederich W. Sertuiner (1783-1841) berhasil

memisahkan morfina dari opium pada tahun 1806 dan Pelletier serta Caventou



berhasil memisahkan Strihnina, brusina, kinina, sinkonina, dan kafeina 15 tahun

kemudian.

Menurut Bisset (1955), Indonesia memiliki sekitar 20.000 spe;iés'--

tumbuhan tingkat tinggi dan baru 1500 spesies yang telah diselidiki kandungan
kimianya. Salah satu dari sekian banyak tumbuhan tingkat tinggi yang dimaksud
adalah famili Lauraceae.

Lauraceae merupakan tumbuhan Angiospermae yang paling primitif,
namun populasinya masih sangat tinggi, ini menunjukkan bahwa tumbuhan ini
adalah tumbuhan unggul, mampu beradaptasi di muka bumi dengan bak. Sejak
dahulu kelompok tumbuhan ini dikenal karena banyak dimanfaatkan untuk
berbagai keperluan antara lain sebagai bahan bangunan dan bahan obat
tradisional. Telah dilaporkan berbagai senyawa kimia yang terdapat pada famili
tumbuhan ini dan sebagian besar diantaranya diketahui mempunyai aktivitas
fisiologis yang sangat bermanfaat bagi manusia (Achmad, 2004). Berbagai
biomolekul yang telah ditemukan dalam tumbuhan famili Lawracege antara lain
alkaloid, terpenoid, flavonoid, steroid, dan finilpropanoid (Gottlieb, 1972).
Pengetahuan tentang molekul-molekul organik yang telah ditemukan pada famili
tumbuhan ini sangat berguna dalam rangka penyusunan pola kimiawi dan
kelompok molekul bahan alam tersebut, selanjuinya akan berguna dalam
pengembangan bidang kemotaksonomi dan bidang-bidang yang lainnya.

Cryptocarya adalah salah satu genus utama dari famili Lawraceae yang
mempunyai 478 spesies (Kostermans dalam Achmad, 2004). Sebagian besar
spesies Cryptocarya dapat ditemukan di kawasan timur Indonesia dan di wilayah

Wallaceae diduga banyak Cryptocarya yang hidup sebagai tanaman endemik dan



hanya terdapat di wilayah ini. C. acuminata adalah jenis Crypfocarya yang
ditemukan di kawasan hutan Sulawesi, wilayah Wallace.  Berdasarkan
literatur tumbuhan ini belum ditemukan di kawasan lain, kandungan kimianya pun
belum pemah dilaporkan. Hal tersebut menjadi pertimbangan utama

dilakukannya penelitian ini.

1.2 Rumusan Masalah

Cryptocarya acuminata merupakan tumbuhan primitif yang hanya tumbuh
di kawasan Timur Indonesia, terutama di Sulawesi Selatan dan belum pernah
diteliti kandungan kimianya, diduga tumbuhan ini mengandung molekul-molekul
kimia yang berguna. Apa kandungan kimia yang terdapat pada ekstrak kulit
batang C. acuminata dan bagaimana potensialnya sebagai antibakteri terhadap

bakteri E.coli?

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian
1.3.1 Maksud Penelitian

Penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui kandungan senyawa-
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada kulit batang tumbuhan C
acuminata yang berasal dari wilayah Sulawesi Selatan, serta mengetahui

bioaktivitasnya.

1.3.2 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Mengisolasi senyawa-senyawa metabolit sekunder dari kulit batang C.
acuminata vang berasal dari wilayah Sulawesi Selatan dengan

menggunakan pelarut n-heksana.



2. Melakukan uji bioaktivitas senyawa-senyawa metabolit sekunder yang

diperoleh terhadap bakteri Escherichia coli.

1.4 Manfaat Penelitian

Diharapkan  penelitian ini dapat memberikan gambaran mengena
kandungan senyawa kimia dan potensi aktivitas antibakteni dari batang kulit
tumbuhan C. acuminata dari Sulawesi Selatan dan memberikan konstribusi

terhadap pengembangan ilmu kimia khususnya kimia organik bahan alam.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

Puluhan ribu spesies tumbuhan tingkat tinggi yang terdapat di Indonesia
dari berbagai jenis bahan kimia alami dan merupakan salah satu aset yang belum
banyak dimanfaatkan (Ersam, 2001). Dimana, tanaman memiliki kemampuan
yvang hampir tidak terbatas untuk mensitesis subtansi aromatik, yang kebanyakan
dari subtansi tersebut adalah fenol (Anonim, 2005). Dari ratusan ribu spesies
tumbuhan yang ada di Indonesia, ada 99,6 % belum diselidiki kandungan
senyawa-senyawa kimianya padahal dari 25 % resep obat yang digunakan saat ini
mengandung bahan bioaktif yang berasal dari tumbuhan tingkat tinggi (Tukiran,
dkk, 1999).

2.1 Tinjanan Umum Famili Lauraceae

Lauraceae adalah salah satu tumbuhan paling primitif dan merupakan
tumbuhan berbunga Angiospermaecae (Kostemans, 1957 dalam Usman, 2006)
yang terdiri dari 61 genus dan lebih dari 2.000 spesies yang tersebar di muka
bumi, yang pada umumnya hidup di daerah tropik dan subtropik, terutama banyak
ditemukan di kawasan Asia Tenggara dan negara Brasil (Anonim, tanpa tahun).

Tumbuhan famili Lauraceae pada umumya memiliki akar, ranting, dan
bunga yang berbau sedap. Kebanyakan dari spesiesnya memiliki bunga yang
berukuran kecil, terdini dari 6 lembar mahkota bunga yang tersusun dalam 2 buah
lingkaran dan berwama kuning. Buahnya tersusun atas lapisan terluar atau kulit

yang keras dan bagian dalam atau daging buah yang lembut, dan hanya terdapat 1



buah biji dalam daging buah. Daun pada umumnya tersusun secara alternatif
(Watson dan Dallwitz, 1992).

Heyne (1987), melaporkan beberapa kegunaan dari tumbuhan Lauraceae
yang lain, seperti Cinnamomum cullilawan, kulitnya merupakan obat yang baik
untuk penyakit dalam. Cryprocarya camphora menghasilkan kamfer sebagai
bahan obat, Cryptocarya zeylanicium sebagai rempah-rempah, Litsae cassiaefolia
daunnya digunakan sebagai obat kudis, Cryptocarya crassinervia mempunyai
kavu yang keras, tidak mudah dimakan bubuk, tahan lama, sehingga baik untuk
bahan bangunan terutama papan.

Tanaman famili Lawraceae banyak mengalami pengembangan pesat
dewasa ini terutama dari sisi mediknya. Haryono (2007), dalam penelitiannya
memperoleh adanya aktivitas anti HIV, anti kanker, dan anti bakteri dari kulit
batang Litsea javanica. Muslikhati, dkk (1995), dalam penelitiannya memperoleh
bahwa adanva aktivitas antibakteri dan antifungi dari ekstrak kulit kayu dan daun
cinnamonum burmani, Litsea Cubeba, dan Cinnamomum champhora terhadap 14
spesies bakteri, dimana aktivitas paling kuat ditunjukkan minyak atsiri daun Litsea

cubeba.

2.2 Tinjauan Umum Genus Cryptocarya

Tumbuhan genus Cryptocarya termasuk dalam famili Lawraceae yang
terdiri dari 478 spesies. Tumbuhan ini tersebar luas di daerah tropika dan
subtropika dengan topologi berupa pohon tinggi dan oleh karenanya, sejak dahulu
kelompok tumbuhan ini banyak digunakan sebagai bahan bangunan dan bahan
paku pulp (Kostermans dalam Achmad, 2004). Beberapa spesies diantaranya

digunakan sebagai tanaman obat tradisional seperti Cryptocarya massoia



merupakan jenis tumbuhan yang selama ini sudah digunakan oleh masyarakat
Papua sebagai obat tradisonal dimana kulit yang diambil minyaknya digunakan
sebagai bahan jamu, obat cacing dan kejang perut, bahkan akhi-akhir ini beberapa
penelitian telah mengungkapkan bahwa Cryplocaryea mengandung senyawa-
senyawa kimia berguna terutama dar sisi mediknya. Collins (1990), melaporkan
bahwa sebagian besar spesies dari Cryprocarya mengandung molekul kimia anti
tumor. Pernyataan ini diperkuat oleh hasil penelitian dari kelompok peneliti kimia
bahan alam ITB terhadap beberapa spesies dan Cryplocarya yang menunjukkan
adanya aktivitas antitumor dan berbagai sifat bioaktifitas lainnya. Sebagai contoh
pada Cryptocarva Kamahar Teschn, ditemukan senyawa kamahar lakton yang
bersifat antitumor dan antimikroba, demikian pula pseudilinderadin dan lideradin
dari Crypitocarya densiphora yang telah terbukti menunjukan aktivitas antitumor
(Achmad, 2004).

Beberapa spesies dari cyprocarya dapat ditemukan di kawasan hutan timur
Indonesia timur, bahkan diantaranya diduga tumbuhan spesifik vang endemik
dikawasan ini. C. acuminata adalah jenis cryptocarya yang dapat ditemukan di
kawasan Sulawesi. Di Sulawesi, tumbuhan ini dikenal dengan nama Tarusu

(Bugis), Garate Borong (Makassar), Baga Tomombu (Keli).

Gambar 1. Morfologi C. acuminata



Adapun kalsifikasi dari tumbuhan C. acuminata adalah sebagai benikut:

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Anglospermae

Kelas : Dicotyledon

Ordo : Rosales

Famili : Lauraceae

Genus : Cryptocarya

Spesies : Crptocarya acuminafa (Usman, 2006)

2.3 Tinjauan Fitokimia

Tumbuhan famili Lawraceae dikenal sebagai tumbuhan sumber utama
alkaloid. Dari 31 genus yang telah diselidiki, 22 diantaranya mengandung alkaloid
(Bick dan Sinchai, 1978). Distribusi jenis alkaloid pada genus famili Lauraceae

dapat dilihat pada tabel 1:



Tabel 1. Distribusi jenis senyawa alkaloid pada genus famili Lawraceae
{Guinaudeau dalam Usman, 2006).

Jenis

Alkaloid

Bisbenzilisokuinolin

Dibenzopiroklin
Fenantrokuinolizidin

Fenetilamin

Indol

Kriptoleurospermin

Apofin
Benzilisokuinolin
Fenantren
Isokuinolin
Morfinan
Oksoaporfin
Pavin

Piridin
Proaporfin

Genus

Protoberberin

Sedamin

Sinomelin

=

Actinodaphne
Alseodaphne
Aniba A
Beilschmiedia
Cassytha
Cinnamomum
Cryptocarya
Laurus
Licaria
Lindera
Litceae
Machillus
MNectandra
MNeolitsea
Motaphoebe
Ocotea
Parabenzoin
Pehaasia
Persea

Phoebe
Ravensara
Umbellularia

o
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= = L
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Tumbuhan Cryptocarya memiliki kandungan alkaloid yang paling
bervariasi jika dibandingkan dengan tumbuhan famili Lawraceae lainnya. Hal ini
menunjukkan bahwa genus Crpfocarya mempunyal tingkat evolusi yang tinggi.
Hal ini dibenarkan oleh Hakim (2007) dalam penelitiannya terhadap beberapa

spesies Cryptocarya Indonesia dan telah menemukan beberapa jenis alkaloid
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mulai dari benzilisokuinolin dari Crypiocarya densiffora, aporfin yang diisolasi
dari Cryptocarya densiflora dan Cryptocarya crainervia, dan oksoaporvin yang

diperoleh dari Crypiocarya sirictifolia dan Cryplocarya velutinosa.

2.4 Metode Isolasi Bahan Alam

Isolasi adalah proses pemisahan komponen-komponen kimia yang terdapat
dalam suam ekstrak. komponen-komponen hasil isolasi tersebut kemudian
dimurnikan dengan cara kromatografi, rekristalisasi, atau penyaringan ulang,
Pemisahan melalui ekstraksi dan kristalisasi tergantung pada sifat kelarutan
masing-masing komponen yang ada dalam suato campuran sedangkan perbedaan
dalam kemampuan untuk terikat pada permukaan (adsorpsi) adalah dasar untuk

pemisahan kromatografi (Harbone, 1973).

2.4.1 Metode Ekstraksi Bahan Alam

Ekstraksi adalah suatu metode pemisahan yang mendasarkan prinsip
kerjanya pada perpindahan suata zat dari suatu fasa ke fasa yang lain. Tujuannya
adalah untuk menarik komponen kimia yang terdapat dalam sampel. Jika kedua
fasa tersebut adalah cairan yang tidak saling campur, maka metode ini dikenal
sehagai metode ekstraksi cair-cair. Pada ekstraksi cair-cair, suatu senyawa
terpartisi di antara dua pelarut yang keberhasilannya tergantung pada perbedaan
kelarutan senyawa tersebut dalam kedua pelarut (Zenta dan Kumanireng, 2002).

Secara umum ekstraksi metabolit sekunder dari seluruh bagian tumbuhan
seperti bunga, buah, kulit batang, dan akar menggunakan metode maserasi.
Maserasi adalah metode ekstraksi cair-padat yang digunakan pada suhu kamar

dengan cara merendam sampel dalam pelarut organik. Cairan akan menembus
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dinding sel dan masuk dalam rongga sel vang mengandung zat aktif, selanjutnya
zat aktif tersebut akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara |arutan
aktif di dalam dan di luar sel sehingga larutan sudah dipekatkan tersedak keluar.
Hal ini terjadi berulang-ulang hingga tercapai kesetimbangan konsentrasi antara
larutan di luar dan di dalam sel sampel. Selain dengan metode maserasi, ada juga
metode ekstraksi lainnya yang dapat dipunakan seperti destilasi, refluks, dan

sokletasi (Harbone, 1973).

2.4.2 Metode Kromatografi

Kromatografi adalah proses pemisahan kimia yang terjadi karena
komponen cuplikan bergerak dengan kecepatan berbeda yang disebabkan oleh
sufat pertisi, adsorpsi, dan distribusi dari komponen kimia yang dipisahkan di
antara dua fase, yakni fase diam (stasionary) dan fase bergerak (mobile). Teknik
kromatografi lapis tipis, kromatografi kolom, dan kromatografi gas
(Sastrohamidjojo, 1992).

Kromatografi lapis tipis adalah suatu teknik pemisahan komponen-
komponen campuran senyawa-senyawa yang melibatkan partisi suatu senyawa di
antara padatan penjerap (adsorben/fasa diam) yang dilapisi pada plat kaca atau
plastik kaku dengan suatu pelarut (fasa gerak) yang mengalir melewati adsorben.
Pengaliran pelarut dikenal dengan pengliran pelarut (elusi). Karena
kesederhanaannya dan kecepatan analisisnya, KLT mempunyai peranan penting
dalam pemisahan organik maupun anorganik (Zenta dan Kumanireng, 2002).

Perbandingan kecepatan bergerak pelarut pada permukaan penjerap
merupakan dasar idantifikasi komponen yang akan dipisahkan. Perbandingan

kecepatan ini dinyatakan dengan faktor retensi, RF (rate of flow).
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Jara itempuh zal vang ter
Rf= jarak tempuh pelarut

Harga Rf dipengaruhi oleh beberapa faktor yakni ukuran partikel, derajat
keaktifan penjerap, kemurnian pelarut, dan kejenuhan ruang elusi (Stahl, 1969),
Terjadinya pemisahan komponen-komponen pada KLT dengan Rf tertentu
dapat dijadikan sebagai panduan untuk memisahkan komponen-komponen kimia
tersebut dengan menggunakan kolom kromatografi, sebagai fasa diam dapat
digunakan silika gel dan eluen digunakan berdasarkan hasil yang diperoleh dari
KLT (Markham, 1988). Proses fraksinasi ini dapat digunakan kromatografi
kolom vakum (KKV), kromatografi kolom tekan (KKT), dan kromatografi kolom

grafitasi (KKG).

2.5 Uji Bioaktivitas
2.5.1 Tinjauan Umum Tentang Anti Mikroba

Antimikroba adalah obat pembasmi mikroba, khususnya mikroba yang
merugikan manusia. Obat yang digunakan untuk membasmi mikroba penyebab
infeksi pada manusia, ditentukan harus memiliki toksisitas selektif setinggi
mungkin, artinya obat tersebut haruslah bersifat sangat toksik untuk mikroba
tetapi relatif tidak toksik untuk hopes. Berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada
mikroba vang bersifat menghambat pertumbuhan mikroba, yang dikenal sebagai
aktivitas bakterisid (Ganiswara, dkk, 1995).

Antimikroba dapat berupa senyawa kimia sintetik atau produk alami.
Antimikroba sintetik dapat dihasilkan dengan membuat suatu senyawa yang

sifatnya mirip dengan aslinya yang dibuat secara besar-besaran, sedangkan yang

13



alam didapatkan langsung dari organisme yvang menghasilkan senyawa tersebut
dengan melakukan proses pengekstrakan (Setyaningsih, 2004).
2.5.2 Tinjauan Umum Escherichia coli

Bakiteri E. coli berbentuk batang, Gram negatif, fakultatif aerob, tumbuh
baik di media sederhana. Dapat melakukan fermentasi laktosa dan fermentasi
glukosa, serta menghasilkan gas. E coli merupakan flora normal dalam usus
manusia dan akan menimbulkan penyakit bila masuk dalam organ atau jaringan
lain. E. coli dapat menimbulkan pneumia, endocarditis, infeksi pada luka-luka
dan asbes pada berbagai organ. E. coli merupakan penyebab infeksi traktus
urunarius (pyelonephritis, crystisis) pada pasien yang dirawat di rumah sakit
(nosocomial infections) (Endjang, 2003). Adapun klisifikasi bakteri Escherichia
coli :

Kingdom : Procaryotae

Filum : Proteobacteria

Ordo : Entorobactericeae

Famili : Escherichia

Spesies : Escherichia coli (Escherich,1985)

Gambar 2. Morfologi bakteri Escherichia coll.
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Senyawa antibakteri sebagai salah satu bahan antimikroba memiliki 3
macam bentuk kerja, yaitu bakteriostatik, bakterisidal, dan bakterilitik.
Mekanisme kerja bakteriostatik adalah menghambat sintesis protein dengan
mengikatribosom, sedangkan bakterisidal mencegah pertumbuhan dan
meyebabkan kematian, namun tidak menyebabkan sel bakteri menjadi lisis.
Berbeda dengan bakterisidal, baktenlitik bekerja dengan cara membuat lisis sel-
sel bakteri, Proses lisisnya sel bakteri terlihat dari penurunan jumlah sel ataupun
kekeruhan setelah bahan tersebut ditambah (Brock dan Madigan, 1994). Kerja
senyawa antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain konsentrasi
senyawa antibakteri yang digunakan, jumlah dan spesies bakteri, suhuy,
keberadaan bahan organik lain, dan pH (Setyaningsih, 2004).

2.5.3 Tinjauan Metode Difusi Agar

Pada metode ini, kemampuan antimikroba ditentukan berdasarkan

hambatan yang terjadi. Beberapa modifikasi dari metode ini adalah :

1. Cara difusi dengan silinder pipih
Cara ini didasarkan atas perbandingan antara luas daerah hambatan yang
dibentuk larutan contoh terhadap pertumbuban mikroba dengan daerah
hambatan yang terjadi pada larutan pembanding.

2. Cara difusi dengan mangkuk pipih
Cara ini sama dengan silinder pipih, namun perbedaannya adalah disini
menggunakan alat berupa *Cup Plate™ yaitu lubang atau semacam mangkuk

yang langsung dibuat pada medium.
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3. Cara difusi dengan kertas saring
Cara ini menggunakan kertas saring yang dibuat dengan bentuk dan ukuran
tertentu, biasanya berbentuk bulat dengan garis tengah 0,1 - 0,7 cm, yang
nantinya akan dicelupkan pada larutan contoh dan larutan pembanding,
kemudian kertas saring tersebut dikeringkan dan diletakkan di atas medium
apar yang telah ditanami mikroba uji. Pengamatan dilakukan setelah waktu
inkubasi dengan melihat daerah hambatan yang terbentuk.

4. Cara difusi Kirby-Bauver
Cara ini menggunakan alat untuk meletakkan kertas saring dan cawan petri
yvang digunakan berukuran 150 x 15 mm (diameter x tebal), sehingga
langsung dapat langsung diuji dengan berbagai konsentrasi larutan contoh.

5. Cara difusi agar berlapis
Cara ini merupakan modifikasi cara Kirby Bauer. Perbedaannya pada cara
ini menggunakan dua lapis agar. Lapisan pertama based [ayer tidak
mengandung mikroba sedangkan seed layer mengandung mikroba (Depkes

RI, 1993).
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BAB I1I

METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penclitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain serbuk kulit
batang . gcuminata, larutan metanol teknis, n-heksana teknis, etil asetat tekms,
aseton teknis, n-heksana p.a., larutan NaCl, silika gel 60 (7733), silika gel 60
(7734), silika gel 60 (7731), plat KLT, dan Ce(SO04)2 2 % dalam HaSOs 2 N,
biakan mumni bakteri E. coli, medium NA (Nutrient Agar), medium MHA (Muller

Hinton Agar), DMSO (Dimetil Sulfoksida), kloramfenikol dan kapas.

3.2 Alat Penelitian

Alat-alat vang digunakan dalam penelitian ini antara lain alat gelas yang
umum digunakan di dalam laboratorium, rotary evaporator, timbangan digital,
perangkat destilasi Vigreux, kromatografi kolom vakum, kromatografi kolom
tekan, kromatografi kolom gravitasi, alat KLT (camber, pipa kapiler, pensil,
cutter, dan mistar), autoklaf, jangka sorong, ose, spoit, bunsen, paper disc, cawan

petri, inkubator, lampu UV Varian Conc 100,

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini mulai dilaksanakan pada bulan Juni — November 2008, di
Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika Dan Ilmu
Pengetahuan Alam, dan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Farmasi, Fakultas

Farmasi, Universitas Hasanuddm [0

17



3.4 Perlakuan dan Rancangan Penelitian
3.4.1 Pengumpulan Bahan Tumbuhan

Kulit batang C. acuminata diperoleh dan Desa Puncak Indah, Kecamatan
Malili, Kabupaten Luwu Utara. Spesimen tumbuhan diidentifikasi oleh

Herbarium Bogoriensis, LIPI Bogor.,

3.4.2 Ekstraksi

Pada penelitian ini kulit batang tumbuhan dalam bentuk serbuk diekstrak
dengan menggunakan cara maserasi yaitu sampel direndam dalam pelarut metanol
selama 3x24 jam kemudian dipartisi dengan pelarut n-heksana. Ekstrak n-heksana
lalu dikurangi pelaruinya menggunakan rotary evaporator kemudian dilihat

komponennya dengan kromatografi lapis tipis.

3.4.3 Isolasi
Pada fraksi-fraksi hasil partisi akan dilakukan proses pemisahan dengan
menggunakan alat kromatografi yaitu KKV dengan pelarut yang bervanasi.

Setiap hasil dari pemisahan akan dimonitor dengan analisis KLT.

3.44 Uji Golongan Senyawa

Metode identifikasi senyawa metabolit sekunder sebagai berikut:
a. Senyawa Alkaloid

Uji senyawa alkaloid menggunakan pereaksi Mayer. Pereaksi Mayer
dibuat dengan melarutkan 0,2 gram HgCl; dengan 6 ml aquades dan KI
sebanyak 0,5 gram dilarutkan dalam 1 ml aquades. Kedua larutan tersebut

dicampur. Cara kerja uji alkaloid, yaitu: sampel dilarutkan dengan asam klorida
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0,1 N kemudian dimaserasi selama 2 jam. Hasil maserasi tersebut ditambahkan

2-3 tetes pereaksi mever. Adanya warna kuning menandakan positif alkaloid.

b. Senyawa Terpenoid, steroid, fenolik dan flaveneid
Sampel dikocok kuat dengan kloroform lalu ditambahkan aquades,
biarkan sampai terbentuk dua lapisan.
1. Lapisan kloroform
Diteteskan pada plat tetes dan biarkan kering, tambahkan beberapa tetes
asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat (pereaksi Liebermann Burchard).
Terbentuknya wama merah atau pink menandakan positif untuk senyawa
terpenoid dan terbentuknya warna biru atau hijau positif untuk steroid.
2. Lapisan air
a. Beberapa tetes ditempatkan dalam tabung reaksi ditambahkan besi (III)
klorida, jika timbul warna hijau sampai ungu menandakan positif fenolik.
b. Beberapa tetes ditempatkan dalam tabung reaksi, ditambahkan asam
klorida pekat dan serbuk magnesium, jika timbul wama merah

menunjukkan adanya flavonoid.

1.5 Pengujian Aktivitas Mikroba
1.5.1 Pembuatan Medium
A. Pembuatan Medium NA (Nutrien Agar)

Komposisi medium NA (nutrient agar) vaitu ekstrak daging 3 gram,
pepton 5 gram, dan agar-agar 15 gram. Cara membuatnya yvaitu bahan ditimbang
sehanyak yang dibutuhkan kemudian dimasukkan ke dalam erlenmever dan

dilarutkan dengan aquades. Setelah larut, medium tersebut diatur pH-nya hingga
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7,0 kemudian disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121 °C. tekanan 2 atm
selama + 15 menit.
B. Pembuatan Medium MHA (Muller Hinton Agar)

Komposisi medium MHA (Muller Hinton Agar) yaitu meat infusion 300
gram, casein hidrolisatel 17,5 gram, starch 1,5 gram dan agar-agar 17 gram. Cara
membuatnya yaitu bahan ditimbang sebanyak yang dibutuhkan, kemudian
dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquades. Setelah larut,
medium diatur pH-nya hingga 7,0 kemudian disterilkan di dalam autoklaf pada

suhu 121 °C, tekanan 2 atm selama + 15 menit.

1.5.2 Pembuatan Larutan Kentrol
A. Larutan Kontrol Positif
Larutan kontrol positif vang digunakan adalah larutan kloramfenikol
dengan konsentrasi 30 ppm.
B. Larutan Kontrol Negatif
Larutan kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO (Dimetil

Sulfoksida).

1.5.3 Penyiapan Bakteri Uji
A. Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri E. coli yang berasal dan biakan murni, diambil sebanyak 1 ose lalu
digores pada medium NA (nutrien agar) miring kemudian diinkubasi pada suhu 37

°C selama 1 x 24 jam.
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B. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Bakteri yang telah diremajakan, diambil 1 ose lalu disuspensikan ke dalam

larutan NaCl 0,9 % kemudian dihomogenkan dan diukur kekeruhannya.

1.5.4 Uji Antibakteri

Pengujian daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri (E. coli) dilakukan
dengan metode difusi agar yang menggunakan paper disc. Medium MHA (Muller
Hinton Agar) steril yang telah dihomogenkan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dan ditambahkan 1 mL suspensi bakteri uji, dikocok hingga homogen lalu dituang
ke dalam cawan petri dan dibiarkan hingga membeku. Sementara itu, sampel uji
sebanyak 20 pL dipipet diatas permukaan paper disc hingga semuanya meresap
dan dibiarkan sampai kering. Setelah kering paper disc yang telah berisi sampel
uji diletakkan di atas medium MHA yang telah ditanami bakteri uji. Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam dan 48 jam. Daya hambat dari tiap
fraksi terhadap bakteri uji diamati dan diukur diameter zona hambatannya dalam

satuan millimeter.

3.6 Pengamatan
3.6.1 Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan dengan dua macam kromatografi kolom yaitu KKV,
dengan menggunakan eluen yang bervariasi. Hasil fraksinasi dianalisis dengan
KLT menggunakan eluen yang sesuai agar dapat menggabungkan fraksi-fraksi

yang sama.
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3.6.2 Analisis KLT

Analisis dengan KLT dilakukan menggunakan berbagai variasi pelarut.
sampel ditotolkan pada plat KLT yang memiliki silika gel sebagai adsorben lalu
dimasukkan ke dalam tabung vang berisi eluen. Noda dari hasil totolan pada base
line bergerak berdasarkan perbedaan kepolaran dan dihasilkan noda-noda. Sistem
ini dilakukan dengan prinsip trial and error guna mencari eluen yvang sesuai untuk
fraksinasi. Eluen yang digunakan dapat berupa campuran dua atau tiga pelarut.
Kromatogram yang baik ditandai dengan terpisahnya masing-masing noda. Dari

noda tersebut akan dihitung nilai Rf-nya,
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Proses Maserasi

Serbuk kulit batang C. acuminata sebanyvak 2 Kg dimaserasi dengan
pelarut metanol selama 24 jam pada suhu kamar sebanyak 3 kali, Hasil
penyaringan dilakukan analisis KLT untuk mengetahui distribusi komponen-
komponen kimia ke dalam pelarut methanol (lampiran 3a).

Ekstrak metanol kemudian dipartisi dengan pelarut n-heksana sebanyak 3
kali yang dimonitoring dengan analisis KLT (lampiran 3b), kemudian divapkan
manggunakan rotary evaporator sehingga dihasilkan ekstrak n-heksana dengan

berat kering 8,03 gram berwarna coklat kehitaman.

4.2 Proses Fraksinasi

Fraksi n-heksana dilakukan analisis KLT untuk menentukan eluen yang
sesual (lampiran 4a), dimana hasil anahisis KLT menunjukan pemisahan
komponen baik pada perbandingan eluen CHCly : n-heksana = 6 ; 4 yang akan
digunakan sebagai acuan pada proses fraksinasi menggunakan kromatografi
kolom wvakum, Pada proses fraksinasi fraksi n-heksana digunakan wvariasi
perbandingan eluen yang berada di sekitar perbandingan eluen yang didapatkan
dari eluen non polar hingga eluen polar dengan menambahkan CHCls, EtOAg, dan
MeOH. Pada fraksinasi imi dihasilkan fraksi-fraksi yang selanjutnya dianalisis
KLT (lampiran 4b), dimana fraksi-fraksi dengan Rf yang sama digabungkan
sehingga dihasilkan 11 fraksi utama yang kemudian dikeringkan dan didapatkan

berat kering masing-masing fraksi seperti pada tabel 2:
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Tabel 2. Fraksi utama n-heksana hasil fraksinasi dengan tekmk kromatografi

Fraksi | Gabungan dari Berat (mg) Warna
fraksi
A Ha -Hs 124.5 Kuning
B Ha 14,2 Kuning
C Hs-Hg 496,6 Kuning
D Hie 60,7 Kuning
E Hy-Hz 7.8 Kuning
F Hya-Hys 203,2 Kuning
G He-H 2 T17.5 Kuning kecoklatan
H Hzi - Hag 27412 Hijau pekat
I Hz7-Hayy 7797 Hijau pekat
] Hiz 181 Hijau pekat
K Hiy-Hiy 300,1 Hijau kekuningan

Fraksi utama F (203,2 mg) membentuk kristal jarum berwarna kuning
yang kemudian dilakukan kristalisasi dan direknstalisasi dengan menggunakan
pelarut n-heksana p.a. sebanyak 2 kali sehingga diperoleh kristal F dengan berat
1,6 mg berwamna kuning. Dari analisis KLT yang dilakukan terhadap kristal F
menunjukan noda tungeal pada 3 jenis sistem eluen yang mengindikasikan bahwa

kristal yang diperoleh merupakan senyawa murni dengan titik leleh 245 °C - 246

“C.




(a) (b) (c)
Gambar 3. Kromatogram kristal fraksi F dengan perbandingan eluen:
{2} CHCls : n-heksana =1 ;3 (Rf= 0,9 cm)
(b) EtOAc ; n-heksana=3 : 17 (Rf=26 cm)
(c) EtOAc : CHCl; =1 : 39 (Rf= 3,6 cm)

Fraksi G (717.5 mg) juga membentuk kristal berbentuk jarum dengan
warna kecoklatan yang kemudian dikristalisasi dan direkristalisasi menggunakan
pelarut n-heksana p.a. sebanyak 2 kali dan diperoleh kristal G berbentuk jarum
dengan berat 2,1 mg berwarna putih. Fraksi tersebut dianalisis KLT dan
memperlihatkan 2 noda yang mengindikasikan bahwa kristal vang terbentuk

belum murni namun tidak dapat dilakukan fraksinasi selanjutnya karena berat

kristal yang tidak mencukupi.

Gambar 4. Kromatogram Kristal fraksi G dengan perbandingan eluen EtOAc : n-

heksana=3:7
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4.3 Uji Golongan

Uji golongan warna dilakukan terhadap ke semua fraksi utama untuk

mengetahui kandungan kimia yang terdapat pada setiap fraksi yang meliputi uji

golongan senyawa alkaloida, terpenoida, steroida, fenolik, dan flavancida yang

dilakukan secara kualitatif melalui pengamatan perubahan warna setelah

direaksikan dengan pereaksi spesifik.

Tabel 3. Hasil uji golongan senyawa

Ui Golongan Senyawa

Fraksi Alkaloida Fenolik | Flavanoida | Steroida | Terpenoida
A - - ~ + :
B ) i - - +
C ) B - - +
D ) ) - - 4
E i ) + - +
Filtrat - : : G ?

F| Kristal - i g ¥ E
Filtrat - : g : :

G| Kristal : - - ¥ :
H . : i + =
I i - . -
J ” . - - +
K - + 2
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Dari hasil uji polongan terpencida, fraksi B, C, D, E dan J] memberikan
warna merah setelah penambahan asam asetat anhidrat dan H.SO4 p.a yang
menunjukkan hasil positif terhadap senvawa-senyawa golongan terpenoida.
Fraksi A, F, G, H, I, K, serta kristal yang F yang telah diisolasi memberikan warna
hijau muda setelah penambahan asam asetat anhidrat dan H;SO, p.a yang
menunjukkan hasil positif terhadap senyawa-senvawa golongan steroida.
Sementara fraksi E, selain memberikan hasil positif mengandung senyawa
golongan terpenoida, fraksi ini juga mengandung senyawa golongan flavanoida
dengan memberikan warna merah setelah penambahan HCI p.a dan serbuk Mg
yang menunjukkan hasil positif terhadap senyawa golongan flavanoida Secara
keseluruhan dapat dikatakan bahwa ekstrak kulit batang . acuminara
mengandung senyawa-senyawa kimia golongan steroida, terpenoida, dan

flavanoida.

4.4 Uji Bioaktivitas

Penelusuran potensial bioaktivitas ekstrak kulit batang C. acuminata
sebagai antibakteri dilakukan melalui pengujian daya hambat yang dilakukan pada
ke semua fraksi maupun isolat F dan G terhadap pertumbuhan bakteri £. coli
dengan metode difusi agar dengan menggunakan paper disc berdiameter 5 mm.
Pada media MHA (Muller Hilton Agar) sebelum dilakukan uji aktivitas terlebih
dahulu bakteri diinokulasi dalam tabung agar pada medium NA {(Nutnent Agar)
sebagai media. Inokulasi dimaksudkan untuk meremajakan kultur bakteri murni
supaya pertumbuhan dalam media uji dapat tumbuh dengan optimal. Pengamatan
dilakukan dengan mengukur diameter zona hambat tiap-tiap fraksi yang dilakukan

pada setelah selang waktu inkubasi 1%24 jam dan setelah selang waktu inkubasi
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2x24 jam, dimana besarnya diameter kedua selang wakiu pengamatan tersebut

digunakan sebagai acuan

untuk menentukan bentuk kerjanya terhadap

pertumbuhan bakteri £ cofi baik berupa bakteriostatik yang hanya menghambat

sintesis protein maupun berupa bakterisidal vang dapat mencegah pertumbuhan

dan dapat menyebabkan kematian sel bakerin L coli. Hasil data pengukuran zona

hambat tiap-tiap fraksi dapt dilihat pada table 4:

Tabel 4. Hasil pengukuran bioaktivitas fraksi A — F dan kristal F konsentrasi 5 %

terhadap bakten E. colf

Rata-rata Diameter Hambatan (mm)
No. Fraksi 1x24 jam 2x24 jam

L A 8,70 9,87

2. B 6,81 7.49

3. C 6,78 8,43

4. D 1.9 9.16

) E 5,83 9.83

&, Filtrat 6,05 7.23

3 Kristal 8,64 9,05

8 Kontrol + 16,74 16,96
e, Kontrol - - -
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(a) (B)

Gambar 5. Pengamatan potensial antibakteri fraksi A — F dan kristal F sebagai
bakteri L.coli dengan konsentrasi 5 % setelah selang wakiu inkubasi
1224 jam (a) dan 2224 jam,

Keterangan: A = Fraksi A F = Filtrat F
B = Fraksi B G = Kristal F
C = Fraksi C K (+) =Kontrol positif
D = Fraksi D K{-) = Kontrol negatif

E = Fraksi E

Dari tabel 4, pada konsentrasi sampel 5 % untuk setiap fraksi A — F dan
kristal F diperoleh bioaktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli paling besar
ditunjukkan oleh fraksi A dengan diameter zona hambat 8,70 mm pada selang
inkubasi setelah 1x24 jam maupun setelah 2%24 jam vaitu sebesar 9,87 mm. Jika
dibandingkan aktivitas daya hambat antara fraksi A terhadap kontrol positif,
maka diperoleh bahwa aktivitas daya hambat fraksi A sebesar 51,97 % pada
selang waktu inkubasi setelah 1%24 jam dan sebesar 58,19 % setelah 2%24 jam
dari aktivitas yang ditunjukkan oleh kontrol positif,

Jika data pengamatan pada tabel 4 diplotkan dalam bentuk histogram,

hasilnya dapat dilihat seperti pada gambar 6:
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Gambar 6. Histogram bioaktivitas Antibakteri Fraksi A —F dan kristal F
konsentrasi 5 % pada bakteri uji E coli selama 1%24 jam dan 2=24
jam.

Tabel 5. Hasil pengukuran bioaktivitas fraksi G - K dan kristal G konsentrasi 5 %
terhadap bakten E. coli

Rata-rata Diameter Hambatan (mm)

No. Fraksi 1x24 jam 2=24jam
I Filtrat 7,56 8,20
2. | G| Kristal 8,21 8,59
3. H 7.43 822
4. I 6,85 7.64
5. J 7,26 737
6. K 7,07 7,27
3 Kontrol + 16,61 16,91
8. Kontrol - - -
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(a) (b)

Gambar 7. Pengamatan potensial antibakteri fraksi G — K dan kristal G sebagai
bakteri L.coli dengan konsentrasi 5 % setelah selang waktu inkubasi

1%24 jam (a) dan 2%24 jam.
Keterangan: H = Filtrat G L = Fraksi J
1 - =Krstal G M = Fraksi K
i) = Fraksi H K (+) =Kontrol positif
K = Fraksi 1 K{-) =Kontrol negatif

Sementara itu, pada wadah inkubasi yang berbeda, diperoleh pula pada
konsentrasi sampel 5 % untu-k setiap fraksi G — K dan kristal G diperoleh
bioaktivitas antibakteri terhadap bakteri £ ecoli paling besar ditunjukkan oleh
fraksi G dengan diameter zona hambat 7,56 mm pada selang inkubasi setelah
124 jam maupun setelah 2x24 jam yaitu sebesar 8,20 mm, Jika dibandingkan
aktivitas daya hambat antara fraksi G dan kontrol positif, maka dapat diperoleh
bahwa aktivitas daya hambat fraksi G sebesar 45,51 % setelah selang waktu
inkubasi 24 jam dan sebesar 48,49 % setelah 2x24 jam dari aktivitas yang
ditunjukkan oleh kontrol positif.

Jika data pada tabel 5 diplotkan dalam bentuk histogram, hasiinya dapat

dilihat seperti pada gambar 8:
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Gambar 8. Histogram bicaktivitas Antibakteri Fraksi G - K dan kristal G
konsentrasi 5 % pada bakteri uji £. coli selama 1%24 jam dan 2=24
jam.

Pengujian daya hambat dilanjutkan dengan meningkatkan konsentrasi
fraksi-fraksi yang masth memiliki berat yang memungkinkan untuk
membandingkan potensial daya hambat fraksi-fraksi jika konsentrasi ditingkatkan

menjadi 15 %. Data pengukuran zona hambat tiap-tiap fraksi dapat dilihat pada

tabel 6:
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Tabel 6. Hasil pengukuran bioaktivitas fraksi A, D, F, G, H, 1, ], dan K
konsentrasi 15 % terhadap bakteri E. coli

Rata-rata Diameter Hambatan (mm)

No. Fraksi 1x24 jam 2%24 jam

1. A 9,21 10,18
2, D 8,71 9,17

3, F (filtrat) 7.47 8,51

4, G (Kristal) 8,35 8,42
5 H 7,22 9,14

6. I 7,70 9,20
7. ] 7.41 8,52

B. K 8,02 851

9, Kontrol + 12,63 13,30
10, Kontrol - - z

(a) (b)
Gambar 9. Pengamatan potensial antibakteri fraksi A, D, F, G, H, 1, J, dan K

sebagai bakteri E.coli dengan konsentrasi 15 % setelah selang waktu
inkubasi 1%24 jam (a) dan 2=24 jam.
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Keterangan: [ = Fraksi A P = Fraksi I
K = Fraks1 D Q = Fraksi J
L = Filtrat F R = Fraksi K
M = Fraksi G K (+) = Kontrol positif
N = Fraksi H K{-} = Kontrol negatif

Dari tabel 6, pada konsentrasi sampel 15 % diperoleh bioaktivitas
antibakteri terhadap bakteri £. cofi paling besar ditunjukkan oleh fraksi A dengan
diameter zona hambat pada selang inkubasi setelah 1%24 jam sebesar 9,21 mm
maupun setelah 2x24 jam yaitu sebesar 10,18 mm. Jika dibandingkan aktivitas
daya hambat antara fraksi A dan kontrol positif, maka dapat diperoleh bahwa
aktivitas daya hambat fraksi A sebesar 72,92 % setelah selang waktu inkubasi
1%24 jam dan sebesar 76,54 % setelah 2+24 jam darn aktivitas vang ditunjukkan
oleh kontrol positif. Dari data perbandingan diameter zona hambat antara fraksi-
fraksi dengan konsentrasi 5 % terhadap 15 % menunjukkan bahwa aktivitas daya
hambat terhadap pertumbuban bakteri FE.coli semakin meningkat dengan
meningkatnya konsentrasi sampel.

Jika data pada tabel 6 diplotkan dalam bentuk histogram, hasilnya dapat

dilihat seperti pada gambar 10:

3;i4'|

ili-i IFK"

BE 1

B q 4 pe ] B

BB EE p E B E ® setelah 24,
B - ' Bk I setelah 48
4] 3 l ; L {

24 i L E | B & B

| o L B KK KR BB

! A WY RV TR, e AR e T ik

AP

Gambarl0. Histogram bioaktivitas antibakteri Fraksi A, D, F, G, H, I, ], dan K
konsentrasi 15 % pada bakteri uji £ coli selama 124 jam dan 2x24
jam.
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Dari hasil semua pengukuran zona hambat setelah sefang waktu inkubasi
1%x24 jam dan 2x24 jam diperoleh bahwa semua fraksi menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri yang bersifat bakterisidal yang dibuktikan dengan adanya
pertambahan diameter zona hambat pada pengamatan setelah waktu inkubasi 2=
24 jam. Jadi ekstrak kulit batang fraksi n-heksana C. acuminata dapat mencegah

pertumbuhan dan menyebabkan kematian sel bakteri, namun tidak menyebabkan

sel baktert menjadi lisis.
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BABY

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan dari hasil penelitian yang dilakukan, maka dapat ditarik
kesimpulan bahwa ekstrak kulit batang C. acuminaia  fraksi n-heksana
mengandung senyawa-senvawa kimia yang merupakan turunan terpenoida,
steroida, dan flavanoida, dimana semua fraksi n-heksana hasil fraksinasi dengan
teknik kromatografi menunjukkan aktivitas yang positif sebagai antibakteri dan

bersifat baktensidal terhadap pertumbuhan bakten E.coli.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengisolasi senyawa-
senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan C. aeuminata secara tuntas tentang
kandungan senyawa-sényawa kimia serta dikarakterisasi potensi biocaktivitasnya

dalam bidang medik.
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Lamli';iran 1. Bagan Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Fraksi n-Heksana

Serbuk Kulit Batang (2 kg)

Dimaserasi dengan metanol 3 x 24 jam
Disaring
Dianalisis dengan KLT

v

Maserat Metanol

[

Residu

- Dipartisi dengan n-heksana

L 4

Fraksi n-Heksana

- dievaporasi
¥

Ekstrak n-heksana 8,03 g

Analisis KLT

v

Fraksi Metanol

Fraksinasi dengan KKV
Dianalisis KLT keseluruhan fraksi
Digabung fraksi-fraksi yang sama

L
! v v ' I ¥ « ' ' v
A B C D E F i H | I K
124.5 14,2 mg A6 6 Gl 7 mp L8 mg 03,2 TiTa 2741,3 7,7 121 mg aon,1
- Dikristalisasi dan rekristalisasi dengan n-
heksana p.a.
- Dianalisis KLT
Isolat tunggal
- Uji titik leleh
- Uji golongan
v
sterod




Lampiran 2. Bagan Kerja Fraksi G

Frakst G (717,5 mg)

- Dikristalisasi dan rekristalisasi dengan n-heksana p.a.
- Dianahsis KLT.

¥

Kristal jarum (2,1 mg)

- Dianalisis KLT
v
Isolat belum murn
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Lampiran 3a. Kromatogram hasil maserasi metanol

EtOAc - n-heksana=3: 7

Lampiran 3b. Kromatogram hasil ekstrak n-heksana

=
| ~

| a-toug @ 0000

=
=}

EtOAc : n-heksana=3 7
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Lampiran 4a. Kromatogram eluen yang sesuai untuk ekstrak kloroform

_a_.,.i 5 by 3 S W ..J._Ln'

CHCls : n-heksana= 3 :2

Lampiran 4b. Kromatogram hasil fraksinasi ekstrak n-heksana

EtOAc ' n-heksana=4 - 8
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Lampiran 5. Bagan Kerja Uji Antibakteri

Bakteri uji Escherichia coli

- Diremajakan pada medium NA miring dalam tabung reaksi

Koloni bakten

- Diambil sebanyak 1 ose, disuspensikan dalam larutan NaCl 0,9 % lalu
dihomogenkan

- Disamakan kekeruhannya dengan tabung standar 0,5 Mac Farland

- Diinkubasi pada cawan petri yang mengandung media MHA

¥
Media uji

- Diisi sebanyak 20 uL sampel uji, kontrol positif, dan kontrol negatif
. Diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 37 °C
- Diukur zona hambatan biakan bakteri dalam satuan milimeter

L J
Hasil yang teridentifikasi




Lampiran 6. Bagan kerja uji senyawa alkaloid

1. Pembuatan pereaksi Meyer.

0,2 g Raksa(ll) kloridaHgCl; 0,5 g Kalium lodida (K1)

Dilarutkan dalam 6 mL aquades Dilarutkan dalam 1 mL aquades

= Dcampur
» Diencerkan hingga 10 mL dengan aquades

Pereaksi Mayer

2. Uji kualitatif terhadap alkaloid

Sampel

» Dilarutkan ke dalam HCI 0,1 N
* Dimaserasi selama 2 jam

Maserat sampel

= Diaduk
.8 Ditambahkan pereaks: Mayer 2-3 tetes

Warna kuning
(Alkaloid)
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Lampiran 7. Bagan Kerja Uji Senyawa Terpenoida, Steroida, Fenolik, dan Flavonoida

Sampel

I:

Diekstraksi dengan kloroform

Ditambahkan aquades

|

Lapisan Kloroform

¥

'

Lapisan air

Dnteteskan pada plat tetes dan biarkan kering

Ditambahkan asam asetat anhidrat 2-3 tetes
Ditambahkan H38504 p.a (1-2 tetes)

]

I

Warna merah - merah ungu
(Terpenoid)

Warna hijau - hijau biru
(Steroid)

H

* Diteteskan pada plat tetes * Diteteskan pada plat tetes
* Ditambahkan FeCl,

* Ditambahkan HCl p.a dan
sebuk Mg

Warna hijau — ungu
(Fenaolik)

Warna merah
(Flavonoid)




Lampiran 8a. Foto hasil uji daya hambat fraksi A-F dan senyawa fraksi F
dengan konsentrasi 5 % pada masa inkubasi 1%24 jam,

Singplo:
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Lampiran 8b. Foto hasil uji daya hambat fraksi A - F dan senyawa fraksi F
dengan konsentrasi 5 % pada masa inkubasi 2%24 jam.

Singplo :

Duplo :




Lampiran 9a. Foto hasil uji daya hambat fraksi G - K dan isolat G dengan
konsentrasi 5 % pada masa inkubasi 1*24 jam.

Duplo :
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Lampiran 9b. Foto hasil uji daya hambat fraksi G - K dan isolat G dengan
konsentrasi 5 % pada masa inkubasi 2%24 jam.

Singplo:

Duplo:




Lampiran 10a, Foto hasil uji daya hambat fraksi A, F, D, G, H, I, J, K
dengan konsentrasi 15 % pada masa inkubasi 1% 24 jam

Singplo ;

Duplo :
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Lampiran 11a. Hasil pengukuran diameter daerah hambatan fraksi A — F
dan Kristal fraksi F dengan konsentrasi 5 % pada masa

inkubasi 124 jam.

Diameter hambatan (mm)

i TER Rlemep e Singplo Duplo | Total rata-rata
1 8,80 8,80
Z 8,65 8,50
L i K 8,63 8,80 ey
Rata-rata 8,70 5,70
] 6.60 6,05
2 6,65 7.00
2. - .
B 3 6.70 7,00 S
Rata-rata 6,65 6,98
1 6,80 6,75
2 6,90 700
% k. 3 7,00 7.00 6,78
Rata-rata 6,90 6,92
1 7.05 700
2 7.60 g.00
= - 3 8.10 T.90 120
Rata-rata 7.88 7.93
| 5,05 5,75
2 6,05 6,00
> E 3 6.10 6,00 283
Rata-rata 6,04 5,92
1 1.35 7.65
2 7.60 7.55
6. F (filtrat) : 735 790 1,56
Rata-rata 7.43 7,70
1 8,55 3 85
_ 2 8,70 8,45
2 F (kristal) 3 8.50 8.80 8. 64
Rata-rata 8,58 8,70
1 16,60 17.00
i 2 16,50 16,85
8. | Kontrol Positif 3 16,50 17.00 16,74
Rata-rata 16.53 16,95
- Kontrol o S i .
' Negatif
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Lampiran 11b. Hasil pengukuran diameter daerah hambatan fraksi Dy — Dy
dan senyawa fraksi C dengan konsentrasi 5 % pada masa

inkubasi 2x 24 jam.

. Diameter hambatan i,’_mm!
No. F . s
" k) Kowgan b Singplo Duplo Total rata-rata
| 9,70 0 80
2 9 80 095
1. & 3 095 10,00 2,87
Rata-rata 9,82 9,92
| 7,50 7,40
2 7.60 725
& B 3 780 7.40 L
H—ﬂm‘ma Tiﬁﬂ TJ'E
I 8,10 8,70
2 845 8.55
3 C 3 810 2.70 i
Rata-rata 8,22 8,65
| g 00 935
2 9.25 g.10
* o 3 5,10 9,10 "8
Rata-rata 9,12 0,18
] 9,80 9 80
2 9,65 9 85
. E 3 9.90 10,00 %83
Rata-rata 2,78 9.58
1 T.35 1,20
6. | F(ltrat) § ﬁg .ﬁg 7.23
Rﬂtﬂ‘-mﬁ T*ET 71.2-{'
1 0.00 9 00
7. F {I::r] stal} : g?g gﬁg Q.05
Rata-rata 9.03 9,07
1 16,90 17.00
- 2 17,00 17,03
8. | Kontrol Positif 3 16.90 17.05 16,96
Rata-rata 16,93 17,00
9 Kontrol - = = =
) Negatif
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Lampiran 12a. Hasil pengukuran diameter daerah hambatan fraksi G - K
dan isolat fraksi G dengan konsentrasi 5 % pada masa

inkubasi 1% 24 jam.

Diameter hambatan (mm)

fia Fraksi SURNAILE Singplo Duplo | Total raia-rata
| 7,35 7.03
2 7.60 71.55
j G (filtrat) 3 735 7.90 7,36
Rata-rata 7.43 7,70
] B.25 8,10
< 2 8,10 8,25
2. G (knistal) 3 %10 245 8,21
Rata-rata 8,15 3,27
1 7.35 1,70
2 7.42 7.50
3, " 3 720 7.40 743
Rata-rata 7,33 7,53
| 6,95 6,60
2 7.00 6,75
% E 3 7.00 6.80 b8
Rata-rata 6,98 6,72
1 725 7,55
2 7.10 7.30
. ! 3 7.00 735 i
Rata-rata 7,20 7,40
1 7.20 710
2 7.00 1.05
6. K 3 700 710 7,07
Rata-rata 7,07 7.08
1 16,80 16,70
i 2 16,60 16,50
8. | Kontrol Positif 1 16.50 16,60 16,61
Rata-rata 16,63 16,60
; Kontrol in _ _ 3
' MNegatif
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Lampiran 12b. Hasil pengukuran diameter dacrah hambatan fraksi G - K
dan isolat fraksi G dengan konsentrasi 3 %% pada masa
inkubasi 2% 24 jam.

Diameter hambatan (mm)
No. Fraksi Ulangan ke Singplo Duplo Total rata-rata
1 8,15 8,30
2 8.20 840
i : . 8,20
1 G (filtrat) 7 8,00 815 E
Rata-rata 8,12 8,28
| 8.30 8,80
. i 8.50 8,30
2. G (kristal) 3 860 250 8,59
Rata-rata 8,47 3,71
1 8.10 2,30
2 835 8,15
: it 3 8,35 B.05 Byt
Rata-rata 8,27 8,17
1 7.80 7.60
2 7.70 7.55
4. 1 3 7,70 7.50 %5
Rata-rata 7.73 7,55
1 .15 7.60
2 71.55 7,60
3 ! 3 7.20 7,65 Lt
Rata-rata 7,30 7.62
1 7,10 7.50
2 1.10 7.60
6 K 3 7.15 7.20 ekl
Rata-rata 7,12 7,43
1 16,90 16,85
ok 2 16,95 16,90
8. | Kontrol Positif 3 16,90 16,05 16,91
Rata-rata 16,92 16,90
7 Kontrol _ . _ _
: Negatif
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Lampiran 13a. Hasil pengukuran diameter daerah hambatan fraksi A, D, F,
G, H, 1, J, dan K dengan konsentrasi 15 % pada masa

inkubasi 1x 24 jam.

. Diameter hambatan (mm)
e i VAN o Singplo Duplo Total rata-rata
1 9.10 9,25
y 3 Q10 Q30
: : u
1 A 3 Q20 9.10 21
Rata-rata 9,13 9.30
1 8,60 8,80
2 8.80 8,70
# o 3 8,75 8,60 % H
Rata-rala 8,72 8.70
1 7 40 7.60
2 7.30 7.60
: : 7,47
3 F 3 740 750 *
Rata-rata 7,37 7,37
1 8,30 8,20
2 8.40 840
4 G 3 8 60 8,25 8,35
Rata-rata 3,43 8.28
1 7,20 1.25
2 7.30 7.30
2 H 3 715 7.10 Hit
Rata-rata 7,22 7,22
1 7.60 7.80
2 7,80 7.70
6. I 3 7.70 7.60 L0
Rﬂtﬂ-—rﬂlﬂ 71-?{. T1TE
1 7.20 7.40
2 1,30, T.70
& ] 3 7.40 T.45 14
Rata-rata 9,30 9,52
1 7.9 8 10
2 8,00 815
8 k 3 2.00 8,00 Al
Rata-rata 7.97 5,08
1 12.50 12,50
B 2 12,60 12,80
9. | Kontrol Positif 3 12,70 12,70 12,63
Rata-rata 12,60 12,57
10. | Kontrol negatif - - - -
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Lampiran 13a. Hasil pengukuran diameter daerah hambatan fraksi A, D, F,
G, H, 1, J, dan K dengan konsentrasi 15 % pada masa

inkubasi 2% 24 jam
. : Diameter hambatan (mm)
No. Fraksi Ulangan ke Singplo Duplo Total rata-rata
1 10,15 10,30
2 10,15 10,20
k % 3 10,20 10,10 10.JE
Rata-rata 10,17 10,20
1 2,10 9,30
2 9.15 g 20
3 D = 510 515 9,17
Rata-rata 9,12 9,22
1 2.40 2,60
2 8,20 8,55
o S 3 8,50 8,80 Bl
Rata-rata 8,37 8,65
] g 20 8.50
2 8,50 8,50
4, G 3 3.30 855 8,42
Rata-rata 8,33 8,52
l 9.10 9.10
2 9,15 9,30
5. = 3 5.10 9.10 %1
Rata-rata 9,12 9,27
1 9,10 9.30
2 930 8,25
6. 1 3 9.10 9.10 29
Rata-rata 9,18 9,22
1 8,90 8.95
2 8,80 %00
1. J = L
3 9,00 3,50 hse
Rata-rata 8,80 8,85
1 8,90 8,80
2 8,95 8.50
B = 3 9.00 8.70 8,81
Rata-rata 8,95 8,67
1 13,50 13,10
" 2 13,35 :
9. | Kontrol Positif 3 13.60 E g: 13,30
Rata-rata 13,48 13,30
10. | Kontrol negatif - - - =
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