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ABSTRAK

ANNISA RIFDAH MAGHFIRA. Isolasi Senyawa Kimia dari Ekstrak Etil Asetat
Alga Coklat (Sargassum polycystum) serta Uji Bioaktivitas sebagai Antibakteri
dan Antiinflamasi (dibimbing oleh Nunuk Hariani Soekamto dan Herlina Rasyid).

Latar Belakang. Sargassum polycystum merupakan alga coklat yang memiliki
khasiat dalam mengobati berbagai jenis penyakit. Senyawa dalam ekstrak etil asetat
genus Sargassum diketahui memiliki bioaktivitas yang beragam, diantaranya
sebagai antibakteri dan antiinflamasi. Penelitian yang ditemukan saat ini masih
berfokus pada pencarian efektivitas dari ekstrak sampel, sedangkan penelusuran
isolat yang potensial masih sangat jarang dilakukan. Tujuan. Penelitian ini bertujuan
mendapatkan isolat dari ekstrak etil asetat Sargassum polycystum yang diuiji
bioaktivitasnya sebagai antibakteri dan antiinflamasi. Metode. Penelitian ini
dilakukan melalui tiga tahapan, yakni ekstraksi dengan teknik maserasi bertingkat,
evaporasi, fraksinasi, dan pemurnian isolat; identifikasi isolat melalui analisis
fitokimia, titik leleh, dan spektroskopi FTIR; serta pengujian bioaktivitas sebagai
antibakteri terhadap Escherichia coli dan Vibrio parahaemolyticus dengan metode
difusi cakram, dan pengujian antiinflamasi secara in vitro melalui metode
penghambatan denaturasi protein. Hasil. Ekstrak etil asetat yang dihasilkan memiliki
rendemen sebesar 0,50% dan positif mengandung golongan senyawa steroid,
flavonoid, dan saponin. Senyawa asam palmitat berhasil diisolasi dari ekstrak etil
asetat Sargassum polycystum yang termasuk golongan asam lemak jenuh dengan
titik leleh 56-58°C. Ekstrak etil asetat dan asam palmitat menghasilkan zona hambat
sebesar 7,21 dan 8,54 mm pada konsentrasi 1000 ppm, sedangkan uji terhadap
Vibrio parahaemolyticus tidak menunjukkan adanya zona hambat. Ekstrak etil asetat
dan asam palmitat memiliki aktivitas antiinflamasi dengan nilai 1Cso berturut-turut
sebesar 151,94 dan 85,16 ppm. Kesimpulan. Ekstrak etil asetat dan asam palmitat
yang diisolasi dari Sargassum polycystum memiliki potensi yang tergolong sedang
sebagai antibakteri terhadap Escherichia coli, namun tergolong lemah terhadap
Vibrio parahaemolycticus. Uji antiinflamasi ekstrak etil asetat tergolong sedang,
sementara asam palmitat memiliki aktivitas antiinflamasi yang kuat.

Kata kunci: asam palmitat; denaturasi protein; difusi cakram; Sargassum
polycystum



ABSTRACT

ANNISA RIFDAH MAGHFIRA. Isolation of Chemical Compound from
Ethyl Acetate Extract Brown Algae (Sargassum polycystum) and
Its Bioactivity as Antibacterial and Antiinflammatory (supervised by
Nunuk Hariani Soekamto and Herlina Rasyid).

Background. Sargassum polycystum is brown algae that have potential in treating
several diseases. Compounds in the ethyl acetate extract of Sargassum are found to
be valuable for different types of diseases, including antibacterial and
antiinflammatory. Previous research focuses on finding the effectiveness of the
extract, while the search for potential isolates is rarely done. Aims. This study aims
to obtain isolates from ethyl acetate extract of Sargassum polycystum that are
examined for their antibacterial and antiinflammatory. Methods. This research was
conducted through three stages, namely extraction with gradual maceration
techniques, evaporation, fractionation, and compound purification; 2) isolate
identification was carried out by phytochemical, melting point, and FTIR spectroscopy
analysis; and antibacterial tests against Escherichia coli and Vibrio parahaemolyticus
by the disc diffusion method, and antiinflammatory tests through in vitro analysis
using the protein denaturation inhibition method. Results. Ethyl acetate extract
obtain a yield of 0,50% and positively contained steroid, flavonoid, and saponin
compunds. Palmitic acid successfully isolated from the ethyl acetate extract of
Sargassum polycystum belong to saturated fatty acids by melting point 56-58°C.
Ethyl acetate extract and palmitic acid showed inhibition zones of 7.21 and 8.54 mm
at a concentration of 1000 ppm, while the test against Vibrio parahaemolyticus
showed no inhibition zone. Ethyl acetate extract and palmitic acid showed
antiinflammatory activity with ICso of 151,94 and 85,16 ppm, respectively.
Conclusion. Ethyl acetate extract and palmitic acid isolated from Sargassum
polycystum have moderate antibacterial against Escherichia coli, but relatively weak
against Vibrio parahaemolycticus. The antiinflammatory test of ethyl acetate extract
was moderate, while palmitic acid had strong antiinflammatory activity.

Keywords: palmitic acid; protein denaturation; disc diffusion; Sargassum polycystum
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia dikenal sebagai negara dengan sumber daya alam maritimnya yang
melimpah, salah satunya adalah alga coklat (Natsia dan Jabar, 2021). Alga coklat
merupakan salah satu bahan alami yang sering digunakan baik dalam industri
pangan, kosmetik, dan farmasi (Sampulawa dan Bahalwan, 2022). Nilai produksi dan
budidaya dari alga coklat pada tahun 2022 menembus angka yang sangat tinggi
sebesar 2.224.478 Ton (KKP, 2022). Selain keunggulannya dari segi produksi dan
budidaya, alga coklat juga kaya akan zat gizi serta berbagai senyawa yang dapat
diaplikasikan sebagai obat untuk berbagai kondisi dan penyakit, baik dalam bentuk
makanan maupun suplemen untuk pencegahan penyakit serta pemeliharaan
kesehatan (Cardoso et al., 2015; Ganesan et al., 2019).

Salah satu dari jenis alga coklat yang jumlahnya melimpah dan mudah dipanen
di Indonesia adalah Sargassum. Sargassum merupakan genus dari alga coklat
dengan biodiversitas terbanyak yang mana dari 28 spesies alga coklat yang
diidentifikasi di Indonesia, 14 diantaranya termasuk ke dalam genus Sargassum
(Isnansetyo et al., 2015). Sargassum polycystum (S. polycystum) merupakan salah
satu spesies dari genus Sargassum yang diketahui memiliki nilai ekonomis yang
cukup tinggi karena kandungan alginat dan iodin yang digunakan pada industri
pangan, farmasi, kosmetik, dan tekstil. Selain itu, S. polycystum juga mengandung
senyawa aktif, seperti senyawa dari golongan steroid, alkaloid, fenol, dan triterpenoid
yang berfungsi sebagai senyawa antimikroba baik terhadap jamur dan bakteri
(Pakidi dan Suwoyo, 2016).

Potensi fitokimia S. polycystum telah mendapat perhatian para peneliti dari
berbagai bidang. Analisis fitokimia dari Sargassum polycystum mengonfirmasi
adanya kandungan senyawa golongan tanin, saponin (Mulyadi et al., 2019),
terpenoid, polisakarida, polifenol, gliserida (Johnson et al.,, 2019), fukoidan,
fukosantin, fukosterol, dan florotanin (Liu et al., 2020). Analisis fitokimia tersebut bisa
berbeda tergantung pada pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi komponen
senyawa tersebut. Hal ini disebabkan karena kepolaran dari masing-masing
komponen senyawa yang berbeda-beda. Komponen senyawa yang terkandung
akan terekstraksi pada pelarut yang memiliki kepolaran yang sama (Sampulawa dan
Bahalwan, 2022). Komponen senyawa fitokimia pada S. polycystum telah dilaporkan
memiliki berbagai bioaktivitas, diantaranya sebagai antioksidan (Santiyoga et al.,
2020), antidiabetes (Puspantri et al., 2020), antitumor (Saetan et al., 2021),
antiinflamasi (Saraswati et al., 2019), gastroprotektif, osteoprotektif, serta
antimikroba terhadap bakteri patogen (Meinita et al., 2021).

Bakteri patogen diketahui dapat menyebabkan berbagai kasus infeksi pada
manusia. Infeksi oleh bakteri patogen menjadi salah satu penyebab kematian di
dunia dengan jumlah kasus sebesar 7,7 juta jiwa sepanjang tahun 2019. Escherichia



coli (E. coli) adalah salah satu bakteri patogen penyebab kematian pada bayi dengan
persentase hingga 40% (Bai et al., 2012; Ramadhani et al., 2020). Bakteri ini
umumnya menginfeksi saluran pencernaan, sehingga dapat menyebabkan penyakit
diare dan pendarahan pada usus manusia (Dewi et al., 2020; Sitepu et al., 2020).
Selain infeksi pada saluran pencernaan, bakteri tersebut dapat menyebabkan
penyakit ekstraintestinal (infeksi di luar saluran pencernaan), seperti infeksi saluran
kemih, infeksi panggul, pneumonia, bakteremia, dan meningitis (Long et al., 2022;
Yu et al., 2022). Penanganan pada kasus infeksi E. coli dilakukan dengan pemberian
antibiotik ciprofloxacin, namun ciprofloxacin memiliki efek samping berupa kulit
kemerahan, gatal, pusing, dan bengkak (Jerry, 2017).

Bakteri lain yang juga diketahui bersifat patogen bagi manusia, yakni Vibrio
parahaemolyticus (V. parahaemolyticus). Bakteri gram negatif ini dapat
menyebabkan gastroenteritis, septikemia, dan kematian (Chen et al, 2023;
Valez et al., 2023). Penelitian oleh Plaza et al. (2024) menyimpulkan bahwa bakteri
V. parahaemolyticus menyebabkan disfungsi mitokondria yang mengakibatkan
kematian sel usus manusia (sel HT-29). Selain itu, bakteri ini juga dapat
menyebabkan sepsis atau kegagalan fungsi organ tubuh, sehingga dapat menjadi
kondisi darurat yang mengancam nyawa (Gyawali et al., 2019). Penanganan pada
kasus infeksi V. parahaemolyticus dilakukan dengan pemberian antibiotik
kloramfenikol, namun memiliki efek samping berupa neurotoksisitas dan gangguan
pada darah (Dinos et al., 2016). Infeksi dari bakteri E. coli dan V. parahaemolyticus
timbul disertai dengan gejala, salah satunya adalah peradangan atau inflamasi.

Inflamasi merupakan respon pertahanan tubuh terhadap zat asing yang
dianggap berbahaya yang ditandai dengan timbulnya ruam disertai nyeri, rasa
terbakar, gatal, dan kesemutan (Akrom dan Hidayati, 2021). Proses inflamasi dapat
berefek lebih jauh, seperti dapat menimbulkan penyakit rhinitis vasomotor,
rheumatoid arthritis, dan arterosklerosis atau radang sendi (Aditya, 2015).
Pengobatan yang diberikan dalam menangani inflamasi dan sering diresepkan oleh
dokter adalah obat dari golongan Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drug (NSAID),
yakni natrium diklofenak. Natrium diklofenak berperan sebagai antiinflamasi melalui
penghambatan enzim siklooksigenase, sehingga sintesis prostaglandin menjadi
terhambat (Zahra dan Carolia, 2017). Efek samping dari penggunaan NSAID
diantaranya, seperti gangguan fungsi ginjal, edema, hipertensi, dan pendarahan
pada gastrointestinal (Lovell dan Ernst, 2017).

Penelitian terkait aktivitas antibakteri dan dari genus Sargassum menjadi daya
tarik bagi banyak peneliti untuk mencari alternatif pengobatan sebagai upaya
mengurangi efek samping penggunaan obat sintetik. Beberapa penelitian terkait
ekstrak etil asetat dari genus Sargassum menunjukkan aktivitas antibakteri yang baik
terhadap E. coli. Ekstrak Sargassum cinereum dengan pelarut etil asetat memiliki
aktivitas antibakteri terbaik daripada ekstrak lainnya (n-heksana dan metanol)
dengan zona hambat sebesar 5,08 mm (Alamsyah et al., 2014). Aktivitas antibakteri
terhadap E. coli yang dilakukan oleh Naibaho (2011) menyimpulkan bahwa ekstrak



etil asetat S. polycystum memiliki kemampuan penghambatan yang baik dibanding
ekstrak n-heksana dan etanol pada konsentrasi 50 mg/mL dengan diameter zona
hambat sebesar 14,78 mm. Selain terhadap bakteri E. coli, ekstrak etil asetat dari
genus Sargassum juga memiliki aktivitas antibakteri yang baik terhadap bakteri dari
genus Vibrio. Penelitian yang dilakukan oleh Riyanto et al. (2014) menyimpulkan
bahwa ekstrak etil asetat S. polycystum memiliki aktivitas terhadap bakteri Vibrio
harveyi yang paling baik dibanding ekstrak lainnya (ekstrak n-heksana dan metanol)
dengan diameter zona hambat sebesar 1,67 mm.

Ekstrak etil asetat dari genus Sargassum juga dilaporkan memiliki aktivitas yang
baik sebagai antiinflamasi. Penelitian terkait ekstrak etil asetat Sargassum wightii
diketahui memiliki aktivitas antiinflamasi terbaik dibanding ekstrak n-heksana dan
metanol pada konsentrasi 50 pg/mL dengan nilai penghambatan albumin sebesar
70,8% (Pramitha dan Kumari, 2016). Penelitian lainnya menunjukkan aktivitas
antiinflamasi dari ekstrak etil asetat Sargassum vulgare dengan persen
penghambatan terhadap enzim COX-1 dan COX-2 secara berturut-turut sebesar
77,89 dan 88,35% (Shreadah et al., 2018).

Penelitian-penelitian yang telah dilaporkan menunjukkan bahwa genus
Sargassum memiliki aktivitas yang potensial, baik sebagai antibakteri maupun
antiinflamasi khususnya pada ekstrak etil asetat. Efektivitas ekstrak etil asetat
disebabkan karena pelarut ini mampu menarik senyawa-senyawa dengan berbagai
polaritas karena tergolong ke dalam pelarut semi polar. Pelarut semi polar seperti etil
asetat mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid, glikon, dan glikosida
(Hidayah et al., 2016).

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan
senyawa tunggal (isolat) dari ekstrak etil asetat S. polycystum. Bioaktivitas dari etil
asetat S. polycystum dan isolat diuji sebagai antibakteri terhadap E. coli dan
V. parahaemolyticus, serta uji antiinflamasi secara in vitro. Penelitian ini bertujuan
memaksimalkan pemanfaatan bahan alam khususnya S. polycystum untuk
penelusuran kandidat obat baru yang efektif.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang ditemukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. bagaimana profil fitokimia dari ekstrak etil asetat S. polycystum?

2. bagaimana karakteristik isolat yang didapatkan dari ekstrak etil asetat
S. polycystum berdasarkan analisis data spektroskopi?

3. bagaimana aktivitas antibakteri dari ekstrak etil asetat dan senyawa kimia
yang diisolasi dari ekstrak S. polycystum terhadap bakteri E. coli dan
V. parahaemolyticus?

4. bagaimana aktivitas antiinflamasi dari ekstrak etil asetat dan senyawa kimia
yang diisolasi dari ekstrak S. polycystum?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini, yaitu:

1.
2.

menentukan profil fitokimia dari ekstrak etil asetat S. polycystum.
mengidentifikasi isolat yang didapatkan dari ekstrak etil asetat
S. polycystum melalui data spektroskopi.

menganalisis aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat
yang didapatkan berdasarkan diameter zona hambat.

menganalisis  aktivitas  antiinflamasi  dari  ekstrak etil asetat
S. polycystum dan isolat yang didapatkan berdasarkan nilai I1Cso.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini, yaitu:

1.

menginformasikan terkait golongan senyawa apa saja yang terkandung
dalam ekstrak etil asetat S. polycystum.

menginformasikan terkait karakteristik senyawa kimia yang berhasil diisolasi
dari ekstrak etil asetat S. polycystum berdasarkan data spektroskopi.
memberikan data terkait kemampuan ekstrak etil asetat S. polycystum dan
isolat sebagai antibakteri pada Escherichia coli dan Vibrio parahaemolyticus
dalam bentuk nilai diameter zona hambat.

memberikan data terkait kemampuan ekstrak etil asetat S. polycystum dan
isolat sebagai antiinflamasi dalam bentuk nilai ICso.



BAB Il
METODE PENELITIAN

2.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu alga coklat S. polycystum yang
berasal dari Kepulauan Selayar, n-heksana teknis, etil asetat teknis, aseton teknis,
metanol teknis, reagen Meyer (Nitra Kimia), reagen Wagner (Nitra Kimia), reagen
Dragendorff (Nitra Kimia), FeCls 10%, serbuk magnesium (Merck), HCI pekat
(Merck), Pb(CHsCOO)s (Merck), kloroform p.a (Merck), larutan CeSO4, aluminium
foil, plat kromatografi lapis tipis (KLT) (Merck Kieselgel 60 F2s4 0,25 mm), silika gel
60 (Merck, No. Katalog 7730), pipa kapiler, kertas saring Whatman No. 42,
CH3COOH glasial (Merck), NaCl (Merck), bakteri E. coli, bakteri V. parahaemolyticus,
Tris Base (Merck), Bovine Serum Albumin (BSA) (Merck), natrium diklofenak
(Generik), paper disk diameter 6 mm, Nutrient Agar (NA) (Merck), Nutrient Broth
(Merck), ciprofloxacin (Generik), kloramfenikol (Generik), Mueller Hinton Agar
(Merck), spiritus, BaClz 1%, plastik wrapped, DMSO (Merck), dan tisu.

2.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu peralatan gelas yang umum
digunakan di laboratorium, rotary evaporator (Hanshin), timbangan, neraca analitik
(Ohauss), chamber, toples kaca, corong Buchner, pompa vakum, seperangkat alat
destilasi fraksinasi, lampu UV 245 dan 365 mm, alat melting point, ayakan 60 mesh,
tabung reaksi, ose, pipa kapiler, penotol, petri disk, mikropipet, tip mikropipet, jangka
sorong (Mitoyoto CNC, 0-150 mm), pinset, oven (Memmert), inkubator (Memmert),
water bath, hot plate, magnertic stirrer, magnetic bar, autoklaf, Laminar Air Flow,
spektrofotometer Fourier Transform Infra-Red (FTIR, Shimadzu 8501), densitometer
McFarland (Biosan, DEN-1B), oven (Memmert), seperangkat alat Kromatografi
Kolom Vakum (KKV), seperangkat alat Kromatografi Kolom Tekan (KKT),
seperangkat alat Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG), plat kaca 20 x 20 cm, pH
meter (OneMed), dan Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), .

2.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dimulai pada bulan Desember 2023 dan berakhir pada bulan Juli 2024
bertempat di Laboratorium Kimia Organik, Fakultas Matematika lImu Pengetahuan
Alam, Universitas Hasanuddin. Pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Escherichia coli dilakukan di Laboratorium Penelitian dan Pengembangan Sains
(LPPS), Fakultas Matematika Iimu Pengetahuan Alam, Universitas Hasanuddin.
Pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri Vibrio parahaemolyticus dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi, Balai Besar Laboratorium Kesehatan (BBLK), Kota
Makassar. Pengujian aktivitas antiinflamasi dilakukan di Laboratorium Biokimia,
Fakultas Matematika lImu Pengetahuan Alam, Universitas Hasanuddin. Analisis
FTIR dilakukan di Laboratorium Terpadu Departemen Kimia, Fakultas Matematika
llmu Pengetahuan Alam, Universitas Hasanuddin.



2.4 Prosedur Penelitian
2.4.1 Preparasi dan Identifikasi Sampel

Sampel alga coklat dari genus Sargassum sebanyak 20 kg yang diperoleh dari Dusun
Boneria, Desa Barat Lambongan, Kecamatan Bontomatene, Kabupaten Kepulauan
Selayar pada titik koordinat 5°54'59,45°LS dan 120°26'43,98“BT. Sampel tersebut dicuci
dengan air mengalir hingga bersih yang selanjutnya disisihkan sedikit untuk pengiriman
identifikasi sampel. Sampel yang tidak termasuk dalam pengiriman identifikasi spesimen
dilanjutkan untuk dikering-anginkan, lalu dihaluskan menggunakan blender. Serbuk
kasar yang didapatkan diayak menggunakan ayakan 60 mesh hingga diperoleh serbuk
halus.

2.4.2 Ekstraksi Sampel

Sampel Sargassum polycystum (S. polycystum) dalam bentuk serbuk diekstraksi
dengan metode maserasi bertingkat menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat
yang dilakukan beberapa kali selama 1 x 24 jam sambil sesekali diaduk, kemudian
disaring menggunakan corong Buchner dengan bantuan pompa vakum, sehingga
diperoleh filtrat dan residu (Arel dan Ningsih, 2022). Penggantian pelarut atau
penghentian proses ekstraksi dengan metode maserasi dilakukan dengan kontrol
KLT, yaitu ketika filtrat hasil maserasi berulang (maserat) memiliki noda yang tak
berarti atau membandingan noda hasil KLT maserat pada hari pertama, kedua, dan
seterusnya. Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan alat rotary
evaporator pada suhu 40°C hingga kering. Ekstrak kering yang diperoleh kemudian
dianalisis dengan KLT untuk memilih ekstrak yang tepat yang akan digunakan pada
tahap fraksinasi.

2.4.3 ldentifikasi Golongan Senyawa Kimia
a. Uji Alkaloid

Ekstrak dimasukkan ke dalam 3 tabung reaksi masing-masing sebanyak 1 mL.
Tabung | ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendorff, tabung Il ditambahkan 2-3 tetes
reagen Mayer, dan tabung lll ditambahkan 2-3 tetes reagen Wagner. Campuran
tersebut dihomogenkan, lalu diamati perubahan yang terjadi. Hasil positif apabila
tabung | terbentuk endapan putih, sementara tabung Il serta Il terbentuk endapan
merah bata (Khafid et al., 2023).

b. Uji Flavonoid

Ekstrak sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan serbuk
magnesium sebanyak 0,05 mg dan HCI pekat sebanyak 1 mL, kemudian
dihomogenkan secara cepat dan kuat. Hasil positif dari uji ini ditandai dengan adanya
perubahan warna menjadi merah, jingga, atau hijau (Putri dan Lubis, 2020).



c. Uji Tanin

Larutan FeCls 10% ditambahkan 2-3 tetes ke dalam tabung reaksi yang berisi 1 mL
ekstrak. Hasil positif ditandai dengan adanya warna hijau kebiruan atau hijau gelap
(Monongko et al., 2020).

d. Uji Triterpenoid, Steroid, dan Terpenoid

Ekstrak sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 mL
kloroform, ditambahkan 0,5 mL anhidrida asetat, ditambahkan 2 mL H2SOa4. Hasil
positif ditandai dengan terbentuknya cincin ungu pada perbatasan dua pelarut
menunjukkan adanya triterpenoid, warna hijau kebiruan menunjukkan adanya
steroid, sedangkan warna merah menandakan terpenoid (Goa et al., 2021).

e. Uji Saponin

Ekstrak sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Ekstrak tersebut lalu
ditambahkan akuades (1:1) sambil dikocok kuat selama 30 detik. Hasil positif jika
busa yang terbentuk stabil dengan ketinggian kurang lebih 1 cm (Yuda et al., 2017)

2.4.4 Fraksinasi dengan Kromatografi Kolom

Ekstrak dipisahkan komponen senyawanya menggunakan kromatografi kolom
vakum (KKV) dan Kromatografi kolom tekan (KKT). Eluen yang digunakan adalah
eluen yang diperoleh melalui metode trial and error uji KLT terhadap fraksi
etil asetat. Hasil elusi ditampung sebagai fraksi-fraksi. Fraksi-fraksi ini kemudian diuji
KLT untuk mengetahui komponen di dalam fraksi-fraksi tersebut. Fraksi yang
memiliki profil KLT yang sama kemudian digabungkan menjadi fraksi yang sama.

2.4.5 Pemurnian

Isolat hasil fraksinasi dengan kromatografi kolom tekan dimurnikan dengan
menggunakan metode rekristalisasi hingga diperoleh kristal murni. Kristal dikatakan
murni apabila hanya menunjukkan satu noda pada uji KLT.

2.4.6 Karakterisasi Senyawa

a. Penentuan Titik Leleh

Penetapan titik leleh dengan alat melting point dilakukan dengan mengikuti prosedur
yang telah dilakukan oleh (Amalia et al., 2020) dengan cara kristal dimasukkan ke
dalam pipa kapiler yang salah satu ujungnya tertutup, kemudian diketuk-ketuk hingga
kristal mampat. Pipa kapiler dijatuhkan secara vertikal dengan ujung terbuka
menghadap ke atas menggunakan pipa kaca hingga isolat memadat pada ujung pipa
kapiler bagian bawah yang tertutup. Pipa kapiler kemudian dimasukkan ke dalam
alat melting point dan suhu dinaikkan perlahan lahan yaitu 1°C tiap menit. Titik leleh



ditandai pada saat kristal mulai meleleh hingga kristal meleleh sempurna. Senyawa
dikatakan murni apabila memiliki titik leleh dengan rentang + 2°C.

b. Penentuan Struktur Kimia

Isolat murni yang diperoleh ditentukan struktur kimianya dengan menganalisis isolat
tersebut menggunakan Spektrofotometer Fourier Transform Infra-Red (FTIR).
Spektrofotometer FTIR digunakan untuk menentukan adanya gugus fungsi (-OH,
-CO, amina, aromatik, dan lain sebagainya) dalam struktur kimia. Karakterisasi isolat
dengan spektrofotometer inframerah dilakukan dengan cara mencampur isolat
dengan KBr menggunakan alat mixture vibrator (Mberato et al., 2020). Campuran
tersebut kemudian dicetak menjadi pelet dan dimasukkan ke dalam alat
spektrofotometer inframerah lalu diukur spektrum inframerah pada bilangan
gelmbang 400-4000 cm-! (Sulistyani dan Huda, 2017).

2.4.7 Pengujian Antibakteri pada Escherichia coli

a. Pembuatan Media Agar Miring

Nutrient Agar (NA) sebanyak 2,8 g dilarutkan ke dalam 100 mL akuades
menggunakan erlenmeyer. Larutan tersebut dihomogenkan dan disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, kemudian ditunggu sampai suhu turun
menjadi 40°C. Media tersebut dituangkan pada tabung reaksi dengan kemiringan 30°
dan ditunggu hingga memadat. Pengerjaan tersebut dilakukan di dalam laminar air
flow. Media agar miring digunakan untuk inokulasi bakteri (Pinta 2017).

b. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar (NA) ditimbang sebanyak 8,4 g, lalu ditambahkan 300 mL akuades di
dalam erlenmeyer, kemudian ditutup menggunakan aluminium foil. Larutan tersebut
dihomogenkan dengan magnetic stirrer di atas hot plate hingga mendidih yang
ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi kuning jernih. Larutan media
tersebut disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, kemudian
ditunggu sampai suhu turun menjadi 40°C. Media steril tersebut dituang secara
aseptis pada cawan petri steril sebanyak +20 mL dan ditunggu hingga media
memadat (Zamilah et al., 2020). Penuangan media dilakukan di dalam laminar air
flow.

c. Peremajaan Bakteri

Bakteri Escherichia coli dari inokulum murni diremajakan pada media agar miring
dengan terlebih dahulu mensterilkan jarum ose dengan spiritus, kemudian diambil
bakteri sebanyak 1 ose, selanjutnya digoreskan secara aseptik pada media NA
miring. Media NA miring tersebut ditutup kembali dengan kapas dan plastik wrapped.
Media selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam
(Fazriati et al., 2020).



d. Pembuatan Standar Skala Mc. Farland 0,5

Larutan H2SO4 1% sebanyak 9,95 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan BaCl. 1% sebanyak 0,05 mL, kemudian dihomogenkan. Campuran
tersebut merupakan suspensi standar Mc. Farland 0,5 yang sebanding dengan
1,5 x 108 CFU/mL (Wardaniati dan Gusmawarni, 2021).

e. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji (Inokulum)

Bakteri uji yang telah diremajakan masing-masing diambil sebanyak 1 ose dengan
jarum ose steril, lalu dimasukkan ke dalam 10 mL larutan NaCl 0,9% dan
dihomogenkan, kemudian disamakan kekeruhannya dengan standar Mc. Farland 0,5
yang telah dibuat (Rizki et al.,2022).

f. Uji Aktivitas Antibakteri pada Escherichia coli

Inokulum bakteri (inokulum aktif) diambil sebanyak 100 puL ke dalam cawan petri
steril, selanjutnya dituangkan media NA steril ke dalam cawan petri yang berisi
biakan aktif bakteri dan digerakkan membentuk angka 8 secara perlahan hingga
merata, kemudian ditunggu hingga media memadat (Josua et al., 2021). Paper disk
direndam ke dalam larutan kontrol negatif, kontrol positif, sampel uji ekstrak (10, 100,
dan 1000 ppm), dan isolat (10, 100, dan 1000 ppm) selama 30 menit agar ekstrak
bisa menyerap ke dalam paper disk diameter 6 mm. Paper disk yang telah direndam
kontrol dan larutan sampel uji diambil, dikeringkan-anginkan, lalu ditempatkan secara
aseptik pada permukaan media yang telah memadat dengan jarak yang sesuai dan
tidak saling berdekatan sekitar 3 cm dan jarak tepi media 2 cm. Media tersebut
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk nantinya diukur daya hambatnya
(Nurrosyidah et al., 2021).

g. Pengamatan Zona Hambat Antibakteri

Pengamatan zona hambat dari aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli dilakukan
setelah 1 x 24 jam masa inkubasi. Zona bening menunjukkan kepekaan bakteri
terhadap sifat antibakteri dari larutan uji dan dinyatakan dengan diameter zona
hambat. Zona hambat yang terbentuk diukur diameter vertikal dan diameter
horizontalnya menggunakan jangka sorong dan dinyatakan dalam satuan milimeter
(mm) seperti pada Gambar 1.

Gambar 1. llustrasi pengukuran diameter zona hambat (Magvirah et al., 2019)
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Pengukuran diameter zona hambat dapat diukur menggunakan rumus
sebagai berikut (Magvirah et al., 2019):

Dv-Ds) + (Dh-Ds
Diameter zona hambat =( ) 2( ) )
Keterangan:
Dv = Diameter vertikal
Dh = Diameter horizontal
Ds = Diameter paper disk

2.4.8 Pengujian Antibakteri pada Vibrio parahaemolyticus
a. Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Bubuk Mueller Hinton Agar (MHA) sebanyak 4,08 gram dimasukkan ke dalam
erlenmeyer, kemudian dilarutkan dengan penambahan NaCl 2,5% steril sebanyak
120 mL. Larutan tersebut dipanaskan hingga homogen di atas hot plate, lalu
disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 121°C masing-masing sebanyak + 30 mL
dan dilakukan di dalam laminar air flow. Media pada cawan petri kemudian ditunggu
hingga memadat selama = 30 menit (Alfajri et al., 2018).

b. Pembuatan Larutan Suspensi

Biakan bakteri Vibrio parahaemolyticus diambil sebanyak 1 ose, lalu disuspensikan
ke dalam NaCl 0,9% sebanyak 40 mL. Larutan suspensi dihomogenkan
menggunakan vortex lalu diukur kekeruhan suspesi bakteri uji sesuai dengan standar
McFarland 0,5 atau sebanding dengan jumlah bakteri 108 (CFU)/mL menggunakan
alat densitometer Mc Farland (Kurnia et al., 2020).

c. Preparasi Media Siap Uji

Larutan suspensi bakteri Vibrio parahaemolyticus dengan kekeruhan McFarland 0,5
diambil menggunakan swap steril. Swap steril dicelupkan ke dalam larutan suspensi
tersebut, kemudian diusapkan pada media MHA dengan cara garis menggaris, rapat,
dan sejajar. Petri disk diputar 60° dan dilakukan penggoresan yang sama sebanyak
4 kali hingga terjadi penyebaran biakan bakteri yang merata ke seluruh permukaan
media MHA. Media tersebut didiamkan selama 5 menit untuk mengeringkan biakan
bakteri (Alfajri et al., 2018).

d. Pengujian Antibakteri terhadap Vibrio parahaemolytcius

Pengujian ini dilakukan di dalam laminar air flow dengan cara paper disk (6 mm)
ditetesi larutan kontrol negatif, kontrol positif (kloramfenikol), dan larutan sampel uji
(10; 100; dan 1000 ppm) sebanyak 20 pL. Paper disk ditunggu 15 menit hingga
kering atau pelarut menguap sempurna. Paper disk yang telah kering diletakkan di
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atas media MHA siap uji, lalu ditunggu sesaat hingga paper disk benar-benar
menempel pada media MHA. Media MHA tersebut diinkubasi di dalam inkubator
bersuhu 37°C selama 24 jam (Rohmatika et al., 2023). Zona hambat yang terbentuk
pada media agar diukur menggunakan jangka sorong. Pengukuran zona hambat
bakteri Vibrio parahaemolyticus dilakukan seperti prosedur pada poin 2.4.7 (g).

2.4.9 Pengujian Antiinflamasi Metode Denaturasi Protein

a. Pembuatan Larutan Tris Buffer Saline (TBS)

Tris base ditimbang sebanyak 605 mg dan NaCl 4,35 gram, kemudian dilarutkan
dengan akuades sebanyak 250 mL, lalu pH distabilkan dengan penambahan asam
asetat glasial hingga pH patologis 6,2 - 6,5 yang diukur menggunakan pH meter.
Penambahan akuades dicukupkan hingga 500 mL apabila pH larutan telah berubah
menjadi 6,2 - 6,5 (Reynaldi dan Yani, 2021).

b. Pembuatan Bovine Serum Albumin (BSA) 0,2%

Bubuk BSA ditimbang sebanyak 0,2 gram, lalu dilarutkan sedikit dengan larutan TBS.
Larutan tersebut dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, lalu dicukupkan dengan
larutan TBS hingga tanda batas labu ukur (Novika et al., 2021).

c. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif

Pembuatan larutan kontrol negatif dilakukan dengan mengikuti prosedur oleh
Fadlilaturrahmah et al. (2022) dengan modifikasi larutan kontrol negatif
menggunakan BSA 0,2% sebanyak 5 mL.

d. Pembuatan Larutan Kontrol Positif

Pembuatan larutan kontrol positif dilakukan dengan mengikuti prosedur oleh
Tukiran et al. (2023) dengan modifikasi pada konsentrasi larutan kontrol positif.
Larutan kontrol positif dibuat dengan 3 mg natrium diklofenak yang dilarutkan dalam
3 mL DMSO, sehingga didapatkan konsentrasi larutan induk kontrol positif sebesar
5000 ppm. Larutan induk tersebut diencerkan kembali menjadi larutan dengan deret
konsentrasi 31,25; 125; dan 500 ppm. Masing-masing dari deret tersebut dipipet
sebanyak 0,5 mL menggunakan mikropipet dan ditambahkan dengan larutan BSA
0,2% hingga volumenya menjadi 5 mL, sehingga didapatkan larutan kontrol positif
dengan konsentrasi 3,125; 12,5; dan 50 ppm.

e. Pembuatan Larutan Ekstrak dan Isolat

Pembuatan larutan ekstrak dilakukan dengan mengikuti prosedur oleh
Tukiran et al. (2023) dengan modifikasi pada konsentrasi larutan ekstrak. Pembuatan
larutan ekstrak dibuat dengan cara ekstrak ditimbang sebanyak 30 mg, lalu
dilarutkan dengan DMSO sebanyak 3 mL, sehingga didapatkan konsentrasi larutan
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induk sebesar 10.000 ppm. Larutan tersebut kemudian diencerkan kembali menjadi
larutan dengan deret konsentrasi 500, 1000, dan 2000 ppm. Larutan ekstrak dengan
konsentrasi tersebut diambil masing-masing sebanyak 0,5 mL menggunakan
mikropipet, lalu ditambahkan larutan BSA 0,2% hingga volumenya menjadi 5 mL,
sehingga didapatkan larutan ekstrak dengan konsentrasi akhir 50, 100, dan 200 ppm.
Pembuatan larutan uiji isolat dilakukan dengan cara isolat ditimbang sebanyak 1 mg,
lalu dilarutkan dalam 1 mL DMSO, sehingga didapatkan larutan induk sebesar
1000 ppm. Larutan tersebut diencerkan menjadi larutan dengan deret konsentrasi
125, 250, dan 500 ppm. Larutan tersebut diambil masing-masing sebanyak 0,5 mL
menggunakan mikropipet, lalu ditambahkan larutan BSA 0,2% hingga volumenya
menjadi 5 mL, sehingga didapatkan larutan isolat dengan konsentrasi akhir 12,5; 25;
dan 50 ppm.

f. Pengujian Aktivitas Antiinflamasi Metode Denaturasi Protein

Setiap sampel uji (larutan kontrol negatif, kontrol positif, ekstrak, dan isolat)
diinkubasi pada suhu 25°C selama 30 menit, kemudian dipanaskan selama 5 menit
pada suhu 70°C dan didinginkan selama 25 menit pada suhu ruang (25-35 °C).
Larutan dihomogenkan dengan vortex dan dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang 660 nm (Farida
et al., 2018; Mulyani et al., 2023). Persentase daya hambat (%) terhadap denaturasi
protein diukur menggunakan persamaan 1.

absorbansi kontrol negatif-absorbansi larutan uiji .
Daya hambat (%) = absorbansi kontrol negatif x100% 2)

Senyawa yang dapat menghambat denaturasi protein dengan nilai
persentase lebih dari 20% dapat dikatakan memiliki aktivitas antiinflamasi (Novika et
al., 2017).



BAB Il
HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Identifikasi dan Preparasi Sampel

Hasil identifikasi sampel yang dikeluarkan oleh Pusat Riset Oseanografi LIPI
menunjukkan bahwa sampel tersebut merupakan Sargassum polycystum C. Agardh
(S. polycystum). Sampel S. polycystum dicuci dan dikeringkan untuk dihaluskan
hingga menjadi serbuk kasar. Serbuk kasar S. polycystum diayak hingga didapatkan
serbuk halus, lalu serbuk halus alga coklat S. polycystum ditimbang dan diperoleh
bobot serbuk halus sebanyak 2,4 kg.

3.2 Ekstraksi Sampel

Proses ekstraksi senyawa kimia dari sampel alga coklat (S. polycystum) dilakukan
melalui ekstraksi dingin dengan metode maserasi bertingkat, yaitu dengan cara
merendam serbuk halus sampel selama 24 jam yang dilakukan secara berulang.
Metode maserasi bertingkat dapat menghasilkan ekstrak cair sesuai dengan
kepolaran pelarut yang digunakan, sehingga dapat lebih mudah mengelompokkan
tingkat kepolaran senyawa terekstrak berdasarkan pelarut yang digunakan (Nuzul et
al., 2018). Pelarut yang digunakan untuk maserasi bertingkat, yakni n-heksana dan
etil asetat. Pelarut n-heksana akan menarik senyawa nonpolar, sedangkan pelarut
etil asetat menarik senyawa semi polar (Maharany et al., 2017). Maserasi bertingkat
juga sering digunakan untuk mengekstraksi kandungan senyawa pada sampel
karena metode ini aman untuk senyawa yang tidak tahan terhadap panas atau
bersifat termolabil (Azwanida, 2015).

1A~
(a) (b) (c)
Gambar 2. Profil KLT maserat 1-4 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu

short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSO4 (c) dengan
eluen etil asetat dan n-heksana (1:9)

Penghentian maserasi bertingkat dilakukan dengan pengamatan kontrol KLT
(Fasya et al., 2020). Proses maserasi dengan kontrol KLT dihentikan apabila noda
yang tampak pada plat yang disinari lampu UV telah memudar dibanding maserat
pada hari-hari sebelumnya (Gambar 2). Filtrat lalu dipekatkan menggunakan rotary
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evaporator hingga diperoleh ekstrak pekat (Sami et al., 2019). Hasil ekstraksi
S. polycystum yang telah dilakukan dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil ekstraksi S. polycystum

Berat ekstrak Rendemen

No Ekstrak Berat sampel (g)
(9) (%)
1 n-heksana 2400 6,1700 0,25
2 Etil asetat 2392 12,0046 0,50

Berdasarkan data hasil ekstraksi tersebut, ekstraksi menggunakan pelarut etil
asetat menghasilkan persen rendemen yang lebih tinggi, yakni sebesar 0,50%
dibandingkan dengan ekstrak n-heksana, yaitu sebesar 0,25%. Hal tersebut
disebabkan karena komponen senyawa yang terkandung pada S. polycystum
kebanyakan merupakan senyawa yang bersifat semi polar. Komponen senyawa
yang terkandung akan terekstraksi pada pelarut yang memiliki kepolaran yang sama
dengan komponen senyawa yang diekstraksi (Sampulawa dan Bahalwan, 2022).

3.3 Identifikasi Golongan Senyawa Kimia

Identifikasi golongan senyawa dilakukan untuk memberikan informasi terkait
kandungan metabolit yang terdapat dalam ekstrak (Hasibuan et al., 2020).
Identifikasi golongan senyawa dari ekstrak etil asetat S. polycystum (Lampiran 14)
meliputi uji terhadap golongan senyawa alkaloid, tannin dan fenolik, steroid dan
terpenoid, flavonoid, serta saponin dengan hasil uji seperti pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil identifikasi senyawa kimia S. polycystum

. Hasil Uji

Golongan Senyawa Pereaksi Ekstrak Etil Asetat
Dragendorff -
Alkaloid Mayer -
Wagner -
Tanin/fenolik FeCls 10% -
Steroid/terpenoid CH3COOH + H2S04 +
Flavonoid Serbuk Mg + H2S0Oa4 +
Saponin Akuades +

Hasil pengujian terhadap identifikasi golongan senyawa kimia dari ekstrak etil
asetat S. polycystum menunjukkan hasil positif untuk golongan senyawa alkaloid,
steroid, dan flavonoid. Hasil uji tersebut sejalan dengan penelitian yang dilaporkan
oleh Arsianti et al. (2020), bahwa ekstrak etil asetat S. polycystum mengandung
senyawa golongan flavonoid dan steroid. Penelitian oleh Akbar et al. (2022)
juga menunjukkan hasil positif pada senyawa golongan saponin dan
steroid pada ekstrak etil asetat S. polycystum. Selain itu, Sarni et al. (2019)
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menyimpulkan bahwa ekstrak etil asetat S. polycystum positif mengandung senyawa
golongan steroid.

|
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O:

Flavonol

Garr;m Flavilium
Gambar 3. Reaksi senyawa flavonol dengan serbuk Mg dan HCI pekat (Nuraeni

dan Wida, 2021).

+.A-
i § o
Al cto:
¢=0 T CH,OHG—
0 )
CH,0H) ¢H0H0 opt—0
Y 0 OH OH
OH
i S OH

(0]
:OH"

I-Arabinopiriosil-3b-asetil oleanolat

CH,OH
0 O_OH
+ OH
CO,H OH
Aglikon Glukosa

Gambar 4. Reaksi senyawa saponin dengan akuades (llling et al., 2017).

Hasil positif pada uji flavonoid ditandai dengan adanya perubahan warna.
Menurut Setiabudi dan Tukiran (2017), perubahan warna menjadi jingga disebabkan
karena senyawa flavonoid dioksidasi oleh Mg?*, sehingga terbentuk kompleks
dengan ion magensium. Perubahan warna lainnya menjadi merah dan
kuning disebabkan karena polihidroksi dari flavonon direduksi oleh magnesium
dalam asam klorida, sehingga membentuk garam benzopirilium atau flavilium
dengan reaksi seperti pada Gambar 3. Sementara itu, hasil positif pada uji
saponin ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil. Senyawa saponin
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mengandung senyawa polar yang larut dalam air (hidrofillik) dan senyawa yang larut
dalam pelarut nonpolar (hidrofobik). Gugus hidrofilik pada senyawa saponin akan
berikatan dengan air, sedangkan gugus hidrofobikakan berikatan dengan udara,
sehingga terbentuk busa pada saat dikocok dengan kuat (Nurzaman et al., 2018).
Timbulnya busa menunjukkan adanya glukosida yang mempunyai kemampuan
membentuk busa dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya
(Gambar 4). Pada uiji steroid, hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna hijau
atau biru. Reaksi yang terjadi antara steroid dengan asam asetat anhidrat adalah
asetilasi gugus hidroksil pada steroid (Gambar 5). Penambahan asam asetat
anhidrat bertujuan membentuk turunan asetil, sedangkan penambahan asam sulfat
pekat bertujuan untuk menghidrolisis air yang bereaksi dengan turunan asetil
membentuk larutan berwarna. Proses oksidasi yang terjadi pada senyawa steroid
melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi menyebabkan perubahan warna
(Sulistyarini et al., 2020).

H,SO,/HOAC
—_——
-H2O

Cholesterol lH+
HO

ACZO
SO,

PGS

22N

Pentoenylic cation Carbonium ion of 3,5-diene

|

YO T
SO,0H

Cholestahexane sulphonic acid

Gambar 5. Reaksi steroid dengan pereaksi Lieberman-Buchard (Li et al., 2019)

3.4 Isolasi dan Pemurnian

Isolasi senyawa dilakukan melalui proses fraksinasi menggunakan metode
kromatografi kolom. Proses ini dilakukan untuk memisahkan senyawa-senyawa
dalam ekstrak menjadi kelompok senyawa yang terpisah berdasarkan kepolaran
eluen yang digunakan pada saat kromatografi kolom (Fasya et al.,, 2018).
Kromatografi kolom bekerja dengan prinsip perbedaan daya absorpsi dari setiap
senyawa yang akan dipisahkan. Senyawa polar terikat kuat pada fasa diam (silica
gel), sehingga akan turun lebih lambat, sedangkan senyawa nonpolar lebih lemah
diserap yang menyebabkan akan turun lebih cepat (Syahmani et al, 2017).
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Fase diam pada fraksinasi metode kromatografi kolom vakum (KKV)
menggunakan silika gel GF2s4 dengan fase gerak berupa kombinasi pelarut (eluen).
Bobot ekstrak sebesar 12 g diimpregnasi dengan silika gel 60 (0,2-0,5 mm).
Perbandingan bobot silika untuk impregnasi dua kali lebih banyak dibanding dengan
bobot sampel, yakni 2:1 (Syamsudin et al, 2022). Kombinasi eluen
Rf 0,3 (Gambar 6) yang digunakan merupakan kombinasi dari pelarut etil asetat dan
n-heksana (0,6:9,4). Nilai Rf tersebut digunakan karena proses elusi tidak terlalu
cepat ataupun lambat, sehingga pemisahan akan lebih baik serta efisien dalam

penggunaan eluen.

-~
(@) () (c)
Gambar 6. Profil KLT fraksi 1-18 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOs (c)

Proses fraksinasi dengan metode KKV dilakukan dengan menaikan kepolaran
eluen secara bertahap (gradien). Kombinasi eluen yang digunakan tertera pada
Lampiran 5. Fraksi hasil KKV diuji KLT untuk dilihat profil nodanya, sehingga dapat
diketahui garis besar kondisi komponen pada setiap fraksi. Kondisi komponen yang
dimaksud seperti banyaknya noda dan kemungkinan adanya senyawa yang sama
pada fraksi lainnya, sehingga dilakukan penggabungan fraksi (Muhridja et al., 2016).

Gambar 7. Profil KLT fraksi 1-18 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOa4 (c) dengan
eluen etil asetat dan n-heksana (8:2)
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Gambar 8. Profil KLT fraksi 16-30 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOs (c) dengan
eluen aseton, etil asetat, dan n-heksana (2,5:3:4,5)

(a) (b) (c)

Gambar 9. Profil KLT fraksi 29-35 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOs (c) dengan
eluen aseton, etil asetat, dan kloroform (1:5:4)

Hasil KLT fraksi hasil KKV pertama didapatkan sebanyak 35 fraksi. Berdasarkan
profil noda yang sama (Gambar 7, 8, dan 9), dilakukan penggabungan fraksi. Fraksi
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gabungan diperoleh sebanyak 11 fraksi yang diberi kode huruf kapital, sebagai
berikut: 1-2 (A); 3-5 (B); 6-9 (C); 10-15 (D); 16-17 (E); 18-19 (F); 20-24 (G); 25-28
(H); 29 (1); 30-33 (J); dan 34-35 (K).

Hasil gabungan fraksi diuji KLT kembali dalam 1 plat yang sama. Hal ini
bertujuan untuk mengamati komponen senyawa dari tiap fraksi yang kemudian akan
dipilih kembali untuk dilanjutkan pada proses refraksinasi. Berdasarkan hal tersebut,
maka dipilih satu fraksi yang dilanjutkan untuk proses refraksinasi yang dilihat dari
profil noda dan bobot fraksinya. Profil noda fraksi gabungan dan bobotnya dapat
dilihat pada Gambar 10 dan Tabel 3.

(a) (b) (c)

Gambar 10. Profil KLT fraksi A-K di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOs (c) dengan
etil asetat dan n-heksana (8:2)

Tabel 3. Fraksi gabungan KKV pertama beserta bobot setiap fraksi

No. Kode Fraksi Bobot Fraksi (g)
1 A 3,7129
2 B 1,3894
3 C 1,0576
4 D 1,0172
5 E 0,2896
6 F 0,2493
7 G 0,2912
8 H 0,2892
9. | 0,1486
10. J 0,7874
11. K 0,0188

Berdasarkan 2 parameter tersebut, fraksi dengan kode A dipilih karena memiliki
bobot terbanyak dan profil noda yang berpotensi mendapatkan isolat. Fraksi A
dilanjutkan untuk refraksinasi dengan metode KKV karena mempertimbangkan
diameter kolom yang sesuai dengan bobot fraksi. Kombinasi eluen yang digunakan,
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yakni sistem eluen gradien (Lampiran 6) dengan kombinasi pelarut etil asetat dan n-
heksana (0,2: 9,8) untuk noda tertinggi pada Rf 0,3. Pada hasil KKV kedua untuk
fraksi A diperoleh sebanyak 27 fraksi. Fraksi tersebut selanjutnya diuji KLT dan
dilakukan penggabungan fraksi yang ditinjau berdasarkan profil noda yang tampak
sama (Gambar 11). Fraksi 1-3 digabung sebagai Al, fraksi 4-5 digabung sebagai A2,
fraksi 6-15 digabung sebagai A3, fraksi 16-19 sebagai A4, dan fraksi
20-27 sebagai A5, sehingga didapatkan sebanyak 5 fraksi gabungan dengan
kromatogram seperti pada Gambar 12. Fraksi gabungan tersebut selanjutnya
ditimbang untuk dilihat dan dipertimbangkan kembali senyawa yang akan dilanjutkan
untuk refraksinasi dengan jumlah bobot yang diperoleh pada setiap fraksi dengan
data bobot setiap fraksi tertera pada Tabel 4.

(@)

(b)

(c)
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Gambar 11. Profil KLT fraksi A-A5 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSO4 (c) dengan
eluen etil asetat dan n-heksana (1,5:8,5)
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Gambar 12. Profil KLT fraksi A-A5 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah lampu
short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSO4 (c) dengan
eluen etil asetat dan n-heksana (9:1)

Tabel 4. Kode fraksi hasil KKV pertama beserta bobot setiap fraksi

No. Kode Fraksi Bobot Fraksi (g)
1. Al 2,3851
2. A2 0,1123
3. A3 0,4170
4, A4 0,2477
5. A5 0,6997

Jika diperhatikan dengan seksama, penampakan noda pada fraksi A2 memiliki
kemiripan dengan fraksi Al. Selain itu, penampakan noda pada fraksi Al terlihat
lebih sederhana dan memiliki bobot fraksi yang lebih banyak dibandingkan fraksi A2.
Walaupun demikian, fraksi A2 memiliki penampakan noda yang lebih dominan
dengan intensitas warna noda yang lebih dominan (di bawah lampu UV short wave)
dibanding fraksi A1l. Noda yang dominan mengindikasikan bahwa senyawa yang
terkandung pada fraksi tersebut lebih mendominasi dari segi bobotnya. Bobot fraksi
A2 diyakini berpotensi untuk mendapatkan isolat murni. Oleh sebab itu, fraksi A2
terpilih untuk kemudian dilanjutkan pada proses refraksinasi.

Fraksi A2 direfraksinasi menggunakan metode kromatografi kolom gravitasi
(KKG) dengan jumlah fraksi hasil sebanyak 10 fraksi yang didapat dari hasil elusi
secara gradien (Lampiran 7). Hasil fraksi tersebut diberi kode AZ2.1 hingga
A2.10 dimulai dari fraksi hasil pertama sampai kesepuluh secara berturut turut
(Gambar 13). Fraksi A2.5 terlihat memiliki noda yang sama dengan fraksi A2.6 di
bawah lampu UV long wave, tetapi seperti terdapat noda yang samar pada fraksi
A2.6 di bawah lampu UV. Fraksi A2.5 dan A2.6 kemudian diuji KLT kembali pada 1
plat untuk memastikan kembali noda yang terdapat pada masing-masing fraksi
tersebut menggunakan kombinasi pelarut etil asetat dan n-heksana (2:8). Plat KLT
tersebut dielusi sebanyak 2 kali untuk lebih memastikan jumlah noda.
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Gambar 13. Profil KLT fraksi A2.1-A2.10 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah
lampu short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOa4 (c)
dengan eluen etil asetat dan n-heksana (1,5: 8,5)

!,t\‘u
‘@: ;
6

@ ® ()

Gambar 14. Profil KLT fraksi A2.5-A2.6 di bawah lampu UV long wave (a), di bawah
lampu short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSOs (c)

Hasil kromatogram fraksi A2.5 dan A2.6 (Gambar 14) menunjukkan kedua fraksi
tersebut merupakan fraksi yang berbeda. Hal tersebut dapat dilihat dari noda pada
fraksi A2.6 di bawah lampu UV short wave dan setelah disemprot dengan larutan
CeSO0a4. Hasilnya menunjukkan bahwa fraksi A2.5 masih memiliki noda lain yang
terletak di bagian atas (di bawah lampu UV short wave) noda biru.

Fraksi A2.5 dipilih untuk direfraksinasi dengan terlebih dahulu mencari kombinasi
eluen yang tepat untuk memisahkan senyawa yang terdapat pada fraksi tersebut.
Kombinasi eluen yang digunakan untuk pemisahan senyawa pada fraksi A2.5 adalah
aseton, etil asetat, dan n-heksana (0,3:0,7:9) pada Rf 0,3 yang dielusi sebanyak 4
kali pengulangan (Gambar 15). Pemisahan senyawa pada fraksi A2.5 menggunakan
metode elusi secara isokratik. Metode ini menggunakan pelarut dengan komposisi
dan perbandingan yang tetap pada proses pemisahannya (Mulidini et al., 2023).
Pemilihan metode elusi tersebut dikarenakan selama pencarian eluen, sistem elusi
secara gradien tidak menemukan pemisahan dengan perbedaan Rf yang signifikan
antara kedua noda yang muncul pada plat KLT tersebut. Pengulangan dengan
kombinasi yang sama memiliki kemungkinan akan terjadi pemisahan pada elusi
berulang (Supriadin et al., 2017).
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Gambar 15. Profil KLT fraksi A2.5 elusi pertama (a), elusi kedua (b), elusi ketiga (c),
dan elusi keempat (c)

Pemisahan lanjutan untuk fraksi A2.5 dilakukan dengan metode kromatografi
kolom gravitasi (KKG). Metode ini memiliki keuntungan dapat memisahkan senyawa
lebih baik, sehingga cocok digunakan untuk fraksi yang memiliki jarak antar noda
(ARf). Metode elusi secara isokratik digunakan karena dinilai mampu memisahkan
senyawa yang terkandung pada fraksi tersebut.

Hasil fraksi KKG A2.5 menghasilkan 2 fraksi yang diberi kode fraksi A2.5(1) dan
A2.5(2). Kedua fraksi tersebut merupakan 2 fraksi yang memiliki perbedaan
kepolaran yang signifikan, dimana fraksi A2.5(1) lebih cenderung bersifat nonpolar,
sementara fraksi A2.5 (2) cenderung bersifat polar. Oleh sebab itu, kedua fraksi
tersebut diuji KLT pada plat yang berbeda dengan kombinasi eluen yang berbeda
pula pada masing-masing fraksi. Hasil kromatogram pada fraksi A2.5(1)
menunjukkan setidaknya terdapat 4 senyawa (Gambar 16) di dalamnya dengan
bobot fraksi tersebut sebesar 51,1 mg.

— |
(a) (b) (c)

Gambar 16. Profil KLT fraksi A2.5(1) di bawah lampu UV long wave (a), di bawah
lampu short wave (b), dan dipanaskan setelah disemprot CeSQOa4 (c)
dengan eluen etil asetat dan n-heksana (0,5:8,5)

Metode pemisahan yang digunakan untuk memisahkan fraksi A2.5(1) adalah
kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP). Menurut Salatina et al. (2023), metode
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KLTP merupakan salah satu teknik pemisahan komponen senyawa menggunakan
plat kaca yang dibuat seperti prinsip pada saat melakukan KLT dengan cara
mengelusi plat KLTP. Salah satu tujuan metode KLTP, yakni memisahkan
komponen-komponen pada sampel untuk mendapatkan komponen tunggal
(Hasan et al., 2023). Hasil elusi KLTP fraksi A2.5(1) dapat dilihat pada Gambar 17.

(a) (b)

Gambar 17. Profil KLT fraksi A2.5(1) di bawah lampu UV long wave (a) dan di bawah
lampu short wave (b) dengan eluen etil asetat dan n-heksana (0,5:8,5)

Berdasarkan noda yang tampak pada plat KLTP, dikumpulkan 5 fraksi hasil yang
diberi kode A2.5(1).1 sampai A2.5(1).5. Hasil KLT untuk fraksi dengan kode
A2.5(1).4 memiliki profil noda yang tampak tunggal, sehingga fraksi tersebut dilanjut
untuk diuji kemurniannya melalui plat KLT dengan cara mengelusi fraksi tersebut
menggunakan 3 sistem eluen yang berbeda (Gambar 18). Kombinasi eluen yang
digunakan adalah kloroform dan n-heksana (1:9), etil asetat dan kloroform (1:9),
serta aseton dan kloroform (2:8). Masing-masing dari kombinasi eluen tersebut
mewakili Rf 0,3; 0,5; dan 0,8 dengan tujuan untuk memastikan senyawa tersebut
telah murni. Proses pemurnian isolat A2.5(1).4 dapat dilihat pada Lampiran 8.

E
(a) (b) (c)
Gambar 18. Profil KLT fraksi A2.5(1).4 pada Rf 0,3 (a), Rf 0,5 (b), dan (c) Rf 0,8

Hasil uji kemurnian dengan KLT menunjukkan bahwa fraksi A2.5(1).4 telah
murni, sehingga fraksi tersebut dikeringkan dan didapatkan bobot fraksi sebesar
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27,2 mg dengan bentuk fraksi berupa kristal berbentuk serbuk berwarna putih. Uji
kemurnian dengan uiji titik leleh menghasilkan data titik leleh pada rentang suhu
56-58°C. Senyawa dapat dikatakan murni apabila memiliki rentang titik leleh < 2°C
(Suryati et al., 2020).

3.5 Karakterisasi Senyawa

Karakterisasi senyawa dari isolat A2.5(1).4 dilakukan dengan uji identifikasi golongan
senyawa dengan uiji fitokimia dan spektroskopi FTIR.

a. ldentifikasi Golongan Senyawa

Hasil uji identifikasi golongan senyawa dari isolat A2.5(1).4 yang diisolasi dari ekstrak
etil asetat S. polycystum menunjukkan hasil negatif pada semua uji (Tabel 5). Hasll
yang ada (Lampiran 14) diindikasikan bahwa isolat A2.5(1).4 tidak termasuk ke
dalam senyawa golongan metabolit sekunder.

Tabel 5. Hasil identifikasi senyawa kimia isolat A2.5(1).4

. Hasil Uji

Golongan Senyawa Pereaksi Ekstrak Etil Asetat
Dragendorff -
Alkaloid Mayer -
Wagner -
Tanin/fenolik FeCls 10% -
Steroid/terpenoid CH3COOH + H2S04 -
Flavonoid Serbuk Mg + H2S0O4 -
Saponin Akuades -

b. Spektroskopi FTIR

Spektroskopi FTIR merupakan salah satu metode yang digunakan untuk mendeteksi
gugus fungsi tanpa merusak sampel uji (Sari et al., 2018). Spektrum FTIR akan
menampilkan keseluruhan informasi ikatan dalam suatu molekul yang terdiri atas
gerak vibrasi dan rotasi. Spektroskopi FTIR mempelajari interaksi antara molekul dan
gelombang elektromagnetik yang muncul dalam bentuk spektrum berupa data pita
serapan. Setiap molekul memiliki pita serapan sidik jari yang membuatnya unik,
sehingga memungkinkan untuk dibedakan dari molekul lainnya (Fadlelmoula et al.,
2022). Spektrum FTIR isolat A2.5(1).4 berupa data pita serapan (Gambar 19)
dijabarkan lebih lanjut pada Tabel 6.
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Gambar 19. Spektrum FTIR asam palmitat (a) dan isolat A2.5(1).4 (b)
Tabel 6. Bilangan gelombang data FTIR isolat A2.5(1).4
i Bilangan Gelombang (cm™)
No. F
© Gugus Fungsi Isolat A2.5(1).4 Asam Palmitat*
1. Vibrasi ulur O-H 3446,79 Tidak disebutkan
2. 2918,30 2913
. . 3 ,
3 Vibrasi ulur Csp3-H 2850.79 2848
4. Vibrasi ulur C=0 1703,14 1695
5. . . 1465,90 1464
2_ H
6 Vibrasi tekuk Csp?-H 143311 1422
7. Vibrasi tekuk C-C 1298,09 1299
8. 941,26 939
9. Vibrasi tekuk O-H 723,31 723
10. 686,66 685

*Sumber: Khrishna et al., 2020.

Pita serapan yang terbaca berupa vibrasi ulur untuk ikatan O-H pada panjang
gelombang 3446,79 cml. Pita serapan lainnya terbaca pada bilangan gelombang
2918,30 dan 2850,79 cm yang merupakan jenis vibrasi ulur untuk ikatan Csp3-H.
pita serapan pada gelombang 1465,90 dan 1433,11 cm terbaca sebagai ikatan
Csp?-H dengan jenis vibrasi tekuk, sementara pita serapan pada bilangan gelombang
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941,26; 723,31; dan 686,66 cm merupakan vibrasi tekuk untuk ikatan O-H.
Berdasarkan pita serapan tersebut yang dibandingkan data pita serapan asam
palmitat, maka isolat A2.5(1).4 dapat diinterpretasikan sebagai senyawa asam
lemak, yakni asam palmitat atau asam heksadekanoat dengan struktur senyawa
seperti pada Gambar 20.

o}

HO)W

Gambar 20. Struktur senyawa isolat A2.5(1).4 berupa asam palmitat

3.6 Pengujian Bioaktivitas sebagai Antibakteri

Ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).4 diuji bioaktivitasnya sebagai
antibakteri terhadap bakteri E. coli dengan hasil pengujian seperti pada Tabel 7.

Tabel 7. Hasil pengukuran aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli
Diameter Zona sampel Uii Diameter Zona
Hambat (mm) P : Hambat (mm)

Sampel Uji

Kontrol negatif Kontrol negatif

(etil asetat) 0 (n-heksana) 0
Kgntrol pOS.ItIf 27.86 Kgntrol pos.|t|f 29,30
(ciprofloxacin) (ciprofloxacin)

Ekstrak etil asetat 6.93 Isolat A2.5(1).4 7.60
10 ppm 10 ppm
Ekstrak etil asetat Isolat A2.5(1).4
100 ppm 7,19 100 ppm 8,36
Ekstrak etil asetat Isolat A2.5(1).4
1000 ppm 7,21 1000 ppm 8,53

Hasil pengukuran tersebut menunjukkan diameter zona hambat terkecil dan
terbesar untuk ekstrak etil asetat S. polycystum secara berturut-turut berada pada
konsentrasi 10 ppm dan 1000 ppm dengan nilai zona hambat sebesar 6,93 mm dan
7,21 mm. Begitupun dengan sampel uji isolat A2.5(1).4 yang menunjukkan diameter
zona hambat terkecil pada konsentrasi 10 ppm sebesar 7,60 mm dan diameter zona
hambat terbesar pada konsentrasi 1000 ppm sebesar 8,53 mm. Data tersebut
menunjukkan nilai diameter zona hambat yang semakin besar seiring bertambahnya
konsentrasi sampel uji. Hal ini disebabkan karena semakin tinggi konsentrasi sampel
uji, maka semakin banyak kandungan bahan aktif yang mampu menghambat
aktivitas bakteri. Alouw et al. (2022) menyatakan bahwa penambahan konsentrasi
senyawa antibakteri dapat meningkatkan penetrasi senyawa tersebut ke bagian
dalam sel bakteri yang akan merusak sistem metabolisme sel dan dapat
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mengakibatkan kematian sel. Diameter zona hambat terhadap bakteri E. coli diamati
dengan melihat zona bening yang terbentuk seperti pada Gambar 21.

E-colé /Ekg. A . coli / 10la}

(b)

Gambar 21. Zona hambat ekstrak etil asetat S.polycystum (a) dan isolat A2.5(1).4
(b) terhadap E. coli

Ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).4 juga diuji aktivitas
antibakterinya terhadap bakteri Vibrio parahaemolyticus dengan data diameter zona
hambat pada Tabel 8. Hasil pengamatan tersebut tidak menunjukkan adanya zona
hambat terhadap V. parahaemolyticus pada semua konsentrasi yang diujikan
(Gambar 22). Penelitian terkait uji antibakteri pada sampel dengan genus yang
sama, yakni ekstrak etil asetat Sargassum sp. terhadap V. parahaemolyticus yang
dilakukan oleh Datu (2017) juga tidak menunjukkan zona hambat meskipun dengan
konsentrasi yang lebih besar, yaitu 20.000, 30.000, dan 40.0000 ppm. Hasil ini
mengindikasikan bahwa diperlukan konsentrasi sampel uji yang lebih tinggi untuk
menghambat bakteri V. parahaemolycticus.

Tabel 8. Hasil pengukuran aktivitas antibakteri terhadap Vibrio parahaemolyticus
Diameter Zona Diameter Zona

Sampel Uj Hambat (mm) Sampel Uj Hambat (mm)
Kontrol negatif 0 Kontrol negatif 0
(etil asetat) (n-heksana)
Kontrol positif Kontrol positif
(kloramfenikol) 3940 (kloramfenikol) 40,00
Ekstrak etil asetat Isolat A2.5(1).4
0 0
10 ppm 10 ppm
Ekstrak etil asetat 0 Isolat A2.5(1).4 0
100 ppm 100 ppm
Ekstrak etil asetat 0 Isolat A2.5(1).4 0

1000 ppm 1000 ppm
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Gambar 22. Zona hambat ekstrak etil asetat S. polycystum (a) dan isolat A2.5(1).4
(b) terhadap V. parahaemolyticus

Kategori aktivitas antibakteri suatu sampel ditentukan berdasarkan diameter zona
hambat yang terbentuk. Zona hambat yang terbentuk lebih dari 20 mm dianggap
memiliki aktivitas daya hambat sangat kuat, zona hambat 10-20 mm dinyatakan
memiliki aktivitas daya hambat kuat, zona hambat 5-10 mm tergolong memiliki
aktivitas daya hambat sedang, dan zona hambat kurang dari 5 mm dinyatakan
sebagai aktivitas dengan daya hambat lemah (Masykuroh dan Puspasari, 2022).
Berdasarkan data diameter zona hambat pada Tabel 6 dan 7, didapatkan bahwa
ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).4 memiliki aktivitas antibakteri
dengan kategori sedang dan lemah secara berturut-turut terhadap E. coli dan
V. parahaemolyticus pada semua konsentrasi yang diujikan.

3.7 Pengujian Bioaktivitas sebagai Antiinflamasi

Metode pengujian bioaktivitas ekstrak etil asetat S. polycsytum dan isolat A2.5(1).4
sebagai antiinflamasi dilakukan menggunakan metode penghambatan denaturasi
protein. Data hasil pengujian ditampilkan dalam nilai persen daya hambat seperti
pada Tabel 9.

Tabel 9. Aktivitas antiinflamasi ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).4

. Konsentrasi Rata-rata
Sampel Uji (ppm) Absorbansi Daya Hambat (%)

Kontrol negatif 100% 1,770 0
3,125 1,646 6,96
Kontrol positif 12,5 1,443 18,47
50 0,665 62,42
. 50 1,732 2,17
E'gtga;;;;s"’t‘j;tat 100 1,276 27,91
200 0,494 72,09
12,5 1,611 5,76
Isolat A2.5(1).4 25 1,262 8,98

50 1,095 28,66




30

Data tersebut menunjukkan nilai persen daya hambat untuk ekstrak etil asetat S.
polycystum dan isolat A2.5(1).4 yang dibandingkan dengan kontrol positif. Obat
natrium diklofenak digunakan sebagai kontrol positif pada pengujian karena memiliki
efek yang cepat dalam mengatasi inflamasi. Obat tersebut bekerja dengan cara
menghambat sintesis prostaglandin  melalui penghambatan kerja enzim
siklooksigenase (Zahra dan Carolia, 2017). Persen daya hambat pada Tabel 8
menunjukkan nilai yang semakin meningkat seiring bertambahnya konsentrasi
sampel uji. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Pratiwi et al.,
(2023), perbandingan daya hambat sampel uji dan kontrol positif dengan konsentrasi
yang sama (50 ppm) menunjukkan bahwa persen daya hambat paling tinggi
ditemukan pada kontrol positif, diikuti isolat A2(5)1.4 pada urutan kedua dan ekstrak
etil asetat S. polycystum pada urutan ketiga

Data tersebut kemudian dibuat grafik hubungan antara persen daya hambat
dengan konsentrasi sampel yang digunakan untuk melihat persamaan regresi dari
masing-masing sampel uji, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 23, 24, dan 25.
Persamaan regresi yang didapatkan kemudian digunakan untuk mencari nilai ICso
dari setiap sampel uiji.
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— 60 R? = 0,9999
©
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]
o 0 ......... Llnear
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Konsentrasi (ppm) diklofenak)

Gambar 23. Grafik hubungan persen daya hambat dan konsentrasi kontrol positif
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Gambar 24. Grafik hubungan persen daya hambat dan konsentrasi ekstrak etil
asetat S. polycystum
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Gambar 25. Grafik hubungan persen daya hambat dan konsentrasi isolat A2.5(1).4

Berdasarkan persamaan regresi dari masing-masing grafik, maka didapatkan
nilai ICso sebagai variabel x dengan mengganti nilai variabel y menjadi 50 pada
persamaan regresi yang didapatkan. Nilai ICso yang didapatkan untuk ekstrak etil
asetat S. polycystum memiliki aktivitas antiinflamasi yang tergolong sedang,
sedangkan isolat A2.5(1).4 memiliki aktivitas sebagai antinflamasi yang tergolong
dalam kategori kuat (Tabel 10). Hal ini dapat disebabkan karena pada ekstrak etil
asetat S. polycystum masih terkandung banyak senyawa yang dapat saling
memengaruhi satu sama lain, baik secara sinergis maupun antagonis, sehingga nilai
ICs0 dari suatu ekstrak dapat lebih tinggi dibandingkan dengan isolat karena aktivitas
penghambatannya terganggu oleh senyawa-senyawa yang bersifat antagonis
terhadap aktivitas antiinflamasi.

Tabel 10. Nilai ICso ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).5

No. Sampel Uji ICs0 (ppm) Kategori
1. Kontrol positif (natrium diklofenak) 39,43 Sangat Kuat
2. Ekstrak etil asetat S. polycystum 151,94 Sedang
3. Isolat A2.5(1).4 85,16 Kuat

Keterangan: ICso <50 ppm (sangat kuat), 50-100 ppm (kuat), 101-250 ppm (sedang), 251-500 ppm
(lemah), dan >500 ppm (tidak aktif) (Minarti et al., 2021).

Berdasarkan tabel tersebut, ekstrak etil asetat menunjukkan aktivitas
antiinflamasi dengan kategori sedang, sementara aktivitas antiinflamasi isolat
A2.5(1).4 termasuk dalam ketegori kuat. Penelitian yang dilakukan oleh Chouh et al.,
(2022) menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat dari sampel dengan genus yang
sama, yakni Sargassum vulgare memiliki aktivitas penghambatan denaturasi protein
terbaik pada konsentrasi 125 ppm, yakni sebesar 77% dibanding kontrol positif
(ketoprofen) dengan persen penghambatan sebesar 41%. Hal tersebut menguatkan
bahwa ekstrak etil dari genus Sargassum memiliki potensi dalam perannya sebagai
antiinflamasi.



BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

4.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini, yaitu:

1.

2.

Ekstrak etil asetat S. polycystum diidentifikasi mengandung senyawa
golongan flavonoid, steroid, dan tanin.

Isolat dengan kode A2.5(1).4 yang didapatkan dari ekstrak etil asetat
S. polycystum diidentifikasi sebagai senyawa asam palmitat atau asam
heksadekanoat.

Aktivitas antibakteri terbaik ekstrak etil asetat S. polycystum dan isolat
A2.5(1).4 terhadap E. coli tergolong sedang yang ditunjukkan pada
konsentrasi 1000 ppm dengan diameter zona hambat secara berturut-turut
sebesar 7,21 mm dan 8,53 mm. Sementara itu, aktivitas antibakteri ekstrak
etil asetat S. polycystum dan isolat A2.5(1).4 tidak menunjukkan adanya
diameter zona hambat pada semua konsentrasi yang diujikan (10, 100, dan
1000 ppm) terhadap V. parahaemolycticus, sehingga tergolong memiliki
aktivitas antibakteri yang lemah.

Aktivitas antiinflamasi ekstrak etil asetat S. polycystum termasuk dalam
kategori sedang dengan nilai ICso sebesar 151,94 ppm, sedangkan isolat
A2.5(1).4 menunjukkan aktivitas antiinflamasi yang tergolong kuat dengan
nilai ICso sebesar 85,16 ppm

4.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini, yaitu perlu adanya penelitian lanjutan
untuk melihat potensi dari ekstrak etil asetat S. polycystum dan senyawa asam
palmitat terhadap aktivitas antibakteri terhadap E. coli dan antiinflamasi melalui
pengujian secara in vivo maupun in silico. Penelitian tersebut dapat menjadi
informasi dan pratinjau pendukung untuk rencana pengembangan obat dari bahan
alam (S. polycystum) sebagai antibakteri dan antiinflamasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram alir penelitian

Alga coklat S. polycystum

- Preparasi sampel

Sampel S.

polycystum

- Ekstraksi

Ekstrak n-heksana

Ekstrak etil asetat

Ekstrak etil asetat

- Uji fitokimia

- Fraksinasi dengan metode KKV

- Refraksinasi dengan KKT/KKG/KR/KG
- Pemurnian

Isolat

murni

- Uji antibakteri secara in vitro

- Uji antiinflamasi secara in vitro

Data aktivitas
antibakteri dan

- Ujititik leleh
- Penentuan struktur gugus dengan

instrumen FTIR

antiinflamasi

Data titik

Spektrum FTIR

leleh dan




Lampiran 2. Bagan prosedur penelitian

1. Preparasi Sampel

Alga coklat S. polycystum

- Dicuci hingga bersih

- Dipotong tipis-tipis

- Dikering-anginkan

- Dihaluskan dengan blender

- Diayak dengan ayakan 60 mesh

Sampel serbuk S.polycystum

2. Ektraksi Sampel
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Serbuk alga coklat S. polycystum

- Dimasukkan ke dalam wadah kaca bertutup
- Dimaserasi menggunakan pelarut

n-heksana selama 1x24 jam beberapa kali
- Disaring menggunakan corong Buchner

Residu |

Dimaserasi kembali

menggunakan pelarut etil
asetat selama 1x24 jam

beberapa kali
Disaring menggunakan
corong Buchner

Filtrat |

- Diuapkan
pelarutnya dengan
rotary evaporator

Ekstrak n-heksana

Residu I

Catatan:

Filtrat Il

Diuapkan pelarutnya dengan
rotary evaporator

Ekstrak etil asetat

- Dilakukan proses remaserasi sambil dipantau melalui KLT



3. Skrining Fitokimia
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a. Uiji Alkaloid
1 mL ekstrak etil asetat
- Dimasukkan ke dalam 3 tabung reaksi
berbeda
Larutan 1 Larutan 2 Larutan 3
- Ditambahkan 3 - Ditambahkan 3 - Ditambahkan 3
tetes reagen tetes reagen tetes reagen
dragendorf mayer wagner
Hasil 1 Hasil 2 Hasil 3

b. Uiji Flavonoid

1 mL ekstrak etil asetat

Hasil

c. Uji Tanin

1 mL ekstrak etil asetat

Hasil

d. Uji Terpenoid/Steroid

1 mL ekstrak etil asetat

Hasil

- Ditambahkan 1 mL FeCls 10%

- Ditambahkan 1 mL kloroform
- Ditambhkan 0,5 mL anhidrida asetat
- Ditambahkan 2 mL H2SO4

- Ditambahkan 0,05 gram serbuk Mg
- Ditambahkan beberapa tetes larutan HCI pekat



e.

Uji Saponin

1 mL ekstrak etil asetat

- Ditambahkan akuades (1:1)
- Dikocok kuat selama 2 menit

Hasil
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4. Pemurnian dan Identifikasi Senyawa

Ekstrak etil asetat

- Analisis KLT
- Difraksinasi menggunakan kromatografi kolom vakum (KKV)

Fraksi-fraksi

- Analisis KLT
- Digabungkan fraksi yang memiliki spot noda yang sama

Fraksi gabungan

- Analisis KLT
- Difraksinasi menggunakan KKT/KKG/KLTP/KR

Fraksi-fraksi

- Analisis KLT
- Digabungkan fraksi yang memiliki profil noda yang sama

Fraksi gabungan

- Analisis KLT
- Diamati pertumbuhan isolat berupa kristal

Isolat kotor

- Direkristalisasi hingga isolat menjadi murni
- Diuji kemurnian dengan KLT dan uji titik leleh

Isolat murni

- Uji Fitokimia

- Dikarakterisasi dengan menggunakan spektrometri FTIR,
UV-Vis, dan NMR 1D

- Diuji antiinflamasi dan antibakteri

Hasil
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5. Pengujian Antibakteri pada Escherichia coli

a. Pembuatan Media NA

8,4 g NA

- Ditambahkan 300 mL akuades di dalam erlenmeyer
- Ditutup dengan aluminium foil
- Dihomogenkan menggunakan stirrer sambil dipanaskan

Larutan NA berwarna
kuning jernih

- Dituang ke dalam tabung reaksi

- Ditutup menggunakan kapas

- Disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu
121°C dan diletakkan dalam posisi miring 45°

- Dibiarkan memadat

Media miring

b. Pembuatan NB

1,3gNB

- Ditambahkan 100 mL akuades di dalam erlenmeyer

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dihomogenkan menggunakan stirrer sambil dipanaskan

- Dituangkan ke dalam botol kaca

- Ditutup menggunakan kapas

- Disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu
121°C dan diletakkan dalam posisi miring 45°

- Dibiarkan memadat

Media NB
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c. Peremajaan Bakteri

Kultur murni E. coli

- Diambil 1 ose

- Digoreskan pada media NA miring

- Ditutup kembali dengan kapas dan plastik wrap
- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Kultur murni baru

d. Pembuatan Standar Mc. Farland 0,5

9,95 mL H2S04 1%

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Ditambahkan 0,05 mL akuades

Standar Mc. Farland 0,5

e. Pembuatan Suspensi Bakteri/Inokulum

Bakteri uji pada media NA miring

- Diambil sebanyak 1 ose
- Dibiakkan dalam 8 mL NB selama 18 jam

Media keruh

- Dibandingkan dan disetarakan dengan standar Mc. Farland
0,5 mengggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada panjang
gelombang 600 nm

Bakteri siap uji
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f. Uji Aktivitas Antibakteri pada Escherichia coli

Bakteri E.

coli siap uji

Diambil sebanyak 100 L ke dalam cawan petri
Dituangkan media NA ke dalam cawan petri
Diratakan dan ditunggu hingga memadat

Media padat

Dimasukkan kertas cakram 6 mm diletakkan dengan jarak
sesuai yang sebelumnya telah direndam dengan larutan uiji
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Diukur diameter zona hambat menggunakan jangka
sorong

Data
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6. Pengujian Antibakteri pada Vibrio parahaemolyticus

a. Peremajaan Bakteri Vibrio parahaemolyticus

Bakteri V. parahaemolyticus

- Diambil 1 ose
- Digores ke dalam tabung reaksi yang berisi media TSB
- Dinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Kultur murni

- Diambil 1 ose
- Digores ke dalamm tabung reaksi berisi media TSA
- Dinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Kulltur murni baru

b. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Kultur murni baru

- Diambil 1 ose

- Diinkokulasi ke dalam tabung reaksi berisi 10 mL NaCl 0,9 %
- Dihomogenkan menggunakan vortex

- Dibandingkan dengan standar Mc. Farland 0,5

Suspensi bakteri uji

- Diambil 200 pL menggunakan mikropipet

- Ditambahkan media TSA hangat

- Diratakan dengan cara digoyang secara perlahan
- Dibiarkan memadat

Media uji




52

c. Pengujian Aktivitas Antibakteri pada Vibrio parahaemolyticus

Media uji

Dimasukkan kertas cakram 6 mm diletakkan dengan jarak
sesuai yang sebelumnya telah direndam dengan larutan uji
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Diukur diameter zona hambat menggunakan jangka

sorong

Data




7. Pengujian Aktivitas Antiinflamasi

a. Pembuatan Larutan TBS (Tris Buffer Saline)

1,21 gram tris base
dan 8,7 gram NaCl

- Ditambahkan akuades sebanyak 900 mL
- Ditambahkan asam asetat glasial hingga pH 6,2-6,5
- Ditambahkan akuades hingga volume 1000 mL

Hasil

b. Pembuatan Larutan BSA 0,2 % (Bovine Serum Albumin)

0,2 gram BSA

- Ditambahkan larutan TBS hingga 100 mL

Larutan 0,2% BSA

c. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif

50 uL pelarut

- Ditambahkan larutan 0,2% BSA hingga volume 5 mL

Larutan Kontrol Negatif

d. Pembuatan Kontrol Positif

3 mg Natrium diklofenak

- Ditambahkan DMSO sebanyak 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 10.000 ppm

- Dipipet 0,15 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 500 ppm
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Larutan Natrium diklofenak 500 ppm

Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan

Natrium diklofenak 125 ppm

Dipipet 0,75 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan Natrium diklofenak 31,25 ppm

e. Pembuatan

Larutan Uji Ekstrak

3 mg ekstrak etil asetat S. polycystum

- Ditambahkan DMSO sebanyak 3 mL

Larutan uji 10.000 ppm

Dipipet 0,6 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uji 2000 ppm

- Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uj

i 1000 ppm

Dipipet 1,5 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uji 500 ppm

. Pembuatan Larutan Uji Isolat

3 mg ekstrak

etil asetat S. polycystum

- Ditambahkan DMSO sebanyak 3 mL

Larutan uji 10.000 ppm

Dipipet 0,15 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uji 500 ppm
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Larutan uji 500 ppm

- Dipipet 0,15 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uji 250 ppm

- Dipipet 0,15 mL dan ditambahkan DMSO hingga 3 mL

Larutan uji 125 ppm

g. Pengukuran Aktivitas Antiinflamasi

500 pL (Larutan uji, kontrol positif dan
kontrol negatif)

- Ditambahkan larutan 0,2% BSA hingga volume 5 mL

- Diinkubasi 25°C 30 menit

- Dipanaskan di dalam water bath selama 5 menit pada suhu 72°C

- Didinginkan selama 25 menit pada suhu ruang

- Divortex dan dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan A= 660 nm.

Hasil




Lampiran 3. Hasil identifikasi sampel

DIREKTORAT PENGELOLAAN LABORATORIUM,
FASILITAS RISET, DAN KAWASAN SAINS TEKNOLOGI
oA BRIN Gedung B.J. Habibie Jalan M.H. Thamrin Nomor 8,
- Jakarta Pusat 10340
" s Telepon/WA: D811 8612 382; E-mail: dit-plfrkst@brin.go.id
www. brin.go.id

Mo ID FIL5A - 142650

Transaction

Number

Metode Identifilzasi secara morfologi

Meaihod

Nama : Laboratorinm Oseanografi - BRI

Laboratorimm

Name gf Laboratory

Alamat = I1 Pasir Putih 1, Ancel Timur (Gedung Posat Riset Oseanograf- BRIN)
Labor atorimm Jakarts - Indonesia 11048

Laboratory Address Emsil - layanan@imail lipi go.id ; Telp +62 811-1301-617

Eonditi PensukuranParameter Pengnjian Mearurement Condinions Testing Paramerers:
Identifikasi dengan mengzzonakan karakter morfologi

Hacsil Pengujian Testing Results © Sargaszum pofyoysium C Azardh 1824

htrps://da@.brin.go.id /privateurlxhoml ftoken=d 77657 d -B3d47-4493-81 2b-b2354557 b5

Catatan Note:
Diaftar sampel yang dilakukan pengujisn terdspat di lembar pengesshan.
Penamasn sampel sesnai dengan penamaan pada saat penmohonan pengajusn layanan

Terima kasih sudah melakukan pengnjian’ penyewaan alat/ proses ricet dengan fasilitas yang tersedia di
Laboratorinm Oseanografi Jika dikemudian hari, hasil pengujian atan analizis ini akan dipoblikasikan, mohon
kiramya biza menambahkan dalam Ucapan Terima Easzih atan Acknowledgement di dalam publikasi Anda,

sepert dalam contoh formeat beribkut:

Dalam bahasa Indonesia : “Penelifian ini didukung oleh fasilitas rivet, dan dokunzan ilmiah serta telmis dari
Laboratorinm Oseanosrafi di Badan Riset dan Inovasi Nasional”.

Dalam bshasa Inggris - “The authors acknowledge the facilities, and the scientific and technical assistance of the
Ocesnography Laboratories at the Mational Research and Innovation Agency
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Lampiran 4. Perhitungan persentase rendemen ekstrak S. polycystum

a. Persentase Rendemen Ekstrak n-Heksana S. polycystum

berat ekstrak (g)
berat serbuk halus sampel (g)

Rendemen (%) x 100 %

6,700 g

- @@0- 0,
2400 g x 100%

=0,25%

b. Persentase Rendemen Ekstrak Etil Asetat S. polycystum

berat ekstrak (g)

0,
Rendemen (%) berat serbuk halus sampel (g)

x 100 %

12,0046 g

0,
23929 x 100%

=0,50 %
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Lampiran 5. Eluen fraksinasi pertama ekstrak etil asetat S. polycystum

Kode Fraksi Eluen Perbandingan Eluen
1 n-heksana 100%
2 0,7:9,3
3 0,8:9,2
4 1.9
5 1,2:8,8
6 1,5:8,5
7 2:8
8 2,575
9 3.7
10 . 3,5:6,5
11 Etil asetat : n-heksana 46
12 4555
13 5:5
14 5,545
15 6:4
16 6,5:3,5
17 7:3
18 8:2
19 9:1
20 Etil asetat 100%
21 1:9
22 2:8
23 . 3.7
24 Aseton : etil asetat 55
25 7:3
26 9:1
27 Aseton 100%
28 M [ 1.9
29 etanol : aseton 28
30 4:6
31 5:5
32 Metanol : aseton 7:3
33 8:2
34 9:1
35 Metanol 100%




Lampiran 6. Eluen pada proses fraksinasi untuk fraksi A
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Kode Fraksi Eluen Perbandingan Eluen
Al n-heksana 100%
A2 0,2:9,8
A.3 .

Etil asetat : n-heksana

Ad 0,5:9,5
A5 B
A.6

A7 0,5:9,5
A9

AQ 0,7:9,3
A.10 0,8:9,2
All Etil asetat : n-heksana 1.9
A.12

A.13 1,3:8,7
A.14 1,5:8,5
A.15 2:8
A.16 3.7
A.17 55
A.18 Etil asetat 100%
A.19 1.9
A.20 3.7
A.21 Aseton : etil asetat 55
A.22 7:3
A.23 9:1
A.24 Aseton 100%
A.25 2:8
A 26 Metanol : aseton 55
A.27 Metanol 100%




Lampiran 7. Eluen pada proses KKG fraksi A2
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Kode Fraksi Eluen Perbandingan Eluen
A2.1 n-heksana 100%
A2.2

0,2:9,8

A2.3 .

Etil asetat : n-heksana
A2.4 0595
A2.5 T
A2.6
AD.7 0,5:9,5
A2.8 Etil asetat : n-heksana
A2.9 0,7:9,3
A2.10 0,8:9,2




Lampiran 8. Bagan alir isolasi isolasi A2.5.(1).4

Ekstrak etil asetat S. polycystum

- Fraksinasi dengan KKV
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A C E G I K
B D F J
- Refraksinasi dengan KKG
I I I |
Al A2 A3 Ad A5
- Refraksinasi dengan KKG
I I I I
A2.1 A2.3 A2.5 A2.7 A2.9
A2.2 A2.4 A2.6 A2.8 A2.10
- Refraksinasi dengan KKG
I |
A2.5(1) A2.5(2)
- Refraksinasi dengan KLTP
[ [ I |
A2.5(1).1 A2.5(1).2 A2.5(1).3 A2.5(1).4 A2.5(1).5
Keterangan:

: Fraksi yang dilanjutkan

: Isolat

[ ]
[ ]
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Lampiran 9. Perhitungan pembuatan larutan pengujian antibakteri

a. Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 1000 ppm

XHg
Tl 1.000 ppm
X Mg =1.000 pg

=1mg
b. Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 100 ppm
Konsentrasi akhir 100 ppm dari 1000 ppm

V1 mL x 1000 ppm = 100 ppm x 1 mL

Al 2 100
M- = 1000
VimL=01mL

Jadi, dari larutan 1000 ppm dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 1 mL dengan pelarut DMSO

c. Pembuatan 1 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 10 ppm
Konsentrasi akhir 10 ppm dari 100 ppm
V1 mL x 100 ppm =10 ppm x 1 mL

10

V1 mL=W

V1imL=0,1mL

Jadi, dari larutan 100 ppm dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 1 mL dengan pelarut DMSO

d. Pembuatan 1 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 1000 ppm

XHg _
Tl 1.000 ppm
X Mg =1.000 pg

=1mg
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e. Pembuatan 1 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 1000 ppm
Konsentrasi akhir 100 ppm dari 1000

V1 mL x 1000 ppm = 100 ppm x 1 mL

A L < 100
M- = 1000
VimL=01mL

Jadi, dari larutan 1000 ppm dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 1 mL dengan pelarut DMSO

f. Pembuatan 1 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 1000 ppm

Konsentrasi akhir 10 ppm dari 100

V1 mL x 100 ppm =10 ppm x 1 mL

VimL=
™~ 00
VimL=0,1mL

Jadi, dari larutan 100 ppm dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 1 mL dengan pelarut DMSO
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Lampiran 10. Perhitungan pembuatan larutan induk dan deret uji antiinflamasi

a. Pembuatan 3 mL Larutan Induk Kontrol Positif Natrium Diklofenak
10.000 ppm

XHg _
3L 10.000 ppm

X ug =30.000 pg
=3 mg
b. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif Natrium Diklofenak 500 ppm
Konsentrasi akhir 500 ppm dari 10.000 ppm

V1 mL x 10.000 ppm = 500 ppm x 3 mL

1 ol 2 1500
M- = 10.000

V1imL=0,15mL

Jadi, dari larutan 10.000 ppm dipipet sebanyak 0,15 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

c. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif Natrium Diklofenak 125 ppm
Konsentrasi akhir 125 ppm dari 500 ppm
V1 mL x 500 ppm =125 ppm x 3 mL

ol 2 35
M= 500

VimL=0,75mL

Jadi, dari larutan 500 ppm dipipet sebanyak 0,75 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO
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d. Pembuatan 3 mL Larutan Kontrol Positif Natrium Diklofenak 31,25 ppm
Konsentrasi akhir 31,25 ppm dari 125 ppm
V1 mL x 125 ppm = 31,25 ppm x 3 mL

Ul 2 9375
m-= 725

V1imL=0,75mL

Jadi, dari larutan 125 ppm dipipet sebanyak 0,75 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

e. Pembuatan 3 mL Larutan Induk Ekstrak Etil Asetat S. polycystum
10.000 ppm

XHg _
Y 10.000 ppm

X ug = 30.000 pg
=3 mg

f. Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 2000 ppm
Konsentrasi akhir 2000 ppm dari 10.000 ppm

V1 mL x 10.000 ppm = 2000 ppm x 3 mL

1 L o 6000
M- = 70.000
V1 mL=0,6mL

Jadi, dari larutan 10.000 ppm dipipet sebanyak 0,6 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO
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g. Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 1000 ppm
Konsentrasi akhir 1000 ppm dari 2000 ppm
V1 mL x 2000 ppm = 1000 ppm x 3 mL

1 ol < 3000
M- = 2000

VimL=15mL

Jadi, dari larutan 2000 ppm dipipet sebanyak 1,5 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

h. Pembuatan 3 mL Larutan Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 500 ppm
Konsentrasi akhir 500 ppm dari 1000 ppm

V1 mL x 1000 ppm = 500 ppm x 3 mL

1 ol 2 1500
M- = 7000
VimL=15mL

Jadi, dari larutan 1000 ppm dipipet sebanyak 1,5 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

i. Pembuatan 3 mL Larutan Induk Isolat A2.5(1).4 10.000 ppm

XHg _
Y 10.000 ppm

x ug =30.000 ug

=3mg



67
j-  Pembuatan 3 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 500 ppm
Konsentrasi akhir 500 ppm dari 10.000 ppm
V1 mL x 10.000 ppm = 500 ppm x 3 mL

1500

VimL = 15500
VimL =015 mL

Jadi, dari larutan 10.000 ppm dipipet sebanyak 0,15 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

k. Pembuatan 3 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 250 ppm
Konsentrasi akhir 250 ppm dari 500 ppm

V1 mL x 500 ppm = 250 ppm x 3 mL

Vil 2 750
M-~ 500

VimL=15mL

Jadi, dari larutan 500 ppm dipipet sebanyak 1,5 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO

I. Pembuatan 3 mL Larutan Isolat A2.5(1).4 125 ppm
Konsentrasi akhir 125 ppm dari 250 ppm

V1 mL x 250 ppm = 125 ppm x 3 mL

L 2 390
M-~ 250

VimL=15mL

Jadi, dari larutan 125 ppm dipipet sebanyak 1,5 mL dan dicukupkan volumenya
menjadi 3 mL dengan pelarut DMSO
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Lampiran 11. Perhitungan pembuatan larutan uji setelah penambahan BSA 0,2%
a. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Kontrol Positif Natrium Diklofenak 50 ppm
Konsentrasi akhir 50 ppm

C1 ppm x 0,5 mL =50 ppm x 5 mL

C1 opm = 250
ppm = 05

C1 ppm =500 ppm

Jadi dari 500 ppm diencerkan menjadi 50 ppm, berarti dari 500 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

b. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Kontrol Positif Natrium Diklofenak 12,5 ppm
Konsentrasi akhir 50 ppm
C1ppmx0,5mL =12,5ppm x5 mL

62,5

C1ppm = 05
C1 ppm =125 ppm

Jadi dari 125 ppm diencerkan menjadi 12,5 ppm, berarti dari 125 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

c. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Kontrol Positif Natrium Diklofenak 3,125 ppm
Konsentrasi akhir 3,125 ppm
C1ppm x 0,5 mL = 3,125 ppm x 5 mL

o1 oom < 2375

C1 ppm = 31,25 ppm

Jadi dari 31,25 ppm diencerkan menjadi 3,125 ppm, berarti dari 31,25 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL
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d. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 200 ppm
Konsentrasi akhir 200 ppm
C1 ppm x 0,5 mL =200 ppm x 5 mL

1 oo = 1000
ppm =2

C1 ppm = 2000 ppm

Jadi dari 2000 ppm diencerkan menjadi 200 ppm, berarti dari 2000 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 yL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

e. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 100 ppm
Konsentrasi akhir 100 ppm
C1ppm x 0,5 mL =100 ppm x 5 mL

o1 oom < 20
ppm - 0’5

C1 ppm = 1000 ppm

Jadi dari 1000 ppm diencerkan menjadi 100 ppm, berarti dari 1000 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

f. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 50 ppm
Konsentrasi akhir 50 ppm
C1ppm x 0,5 mL =50 ppm x5 mL

C1 opm = 250
ppm = 05

C1 ppm =500 ppm

Jadi dari 500 ppm diencerkan menjadi 50 ppm, berarti dari 500 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL
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g. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Isolat A2.5(1).4 50 ppm
Konsentrasi akhir 50 ppm
C1 ppm x 0,5 mL =50 ppm x 5 mL

C1 opm = 250
ppm = 05

C1 ppm =500 ppm

Jadi dari 500 ppm diencerkan menjadi 50 ppm, berarti dari 500 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

h. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Isolat A2.5(1).4 25 ppm

Konsentrasi akhir 25 ppm
C1 ppm x 0,5 mL =25 ppm x 5 mL

C1 pom = 750
ppm = 05

C1 ppm = 250 ppm

Jadi dari 250 ppm diencerkan menjadi 25 ppm, berarti dari 250 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL

i. Pembuatan 5 mL Larutan Uji Isolat A2.5(1).4 12,5 ppm

Konsentrasi akhir 12,5 ppm
C1ppm x 0,5mL =12,5 ppm x 5 mL

’

0,5

C1 ppm =

C1 ppm =125 ppm

Jadi dari 125 ppm diencerkan menjadi 12,5 ppm, berarti dari 125 ppm diambil
sebanyak 0,5 mL (500 pL) lalu dicukupkan dengan BSA 0,2% hingga 5 mL
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Lampiran 12. Perhitungan persen daya hambat uji antiinflamasi
a. Daya Hambat Kontrol Negatif

o Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel o
Daya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif x 100 %

77177
177

x 100 %
=0%
b. Daya Hambat Kontrol Positif 3,125 ppm

o Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel o
Daya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif x 100 %

_1,77-1,646

0,
177 x 100 %
=6,96 %

c. Daya Hambat Kontrol Positif 12,5 ppm

o Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel o
Daya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif x 100 %

_1,77-1,443
- 1,77

x 100 %
=18,47 %
d. Daya Hambat Kontrol Positif 50 ppm

o Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel o
Daya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif x 100 %

_1,77-0,665
- 1,77

x 100 %

=62,42%



Daya Hambat Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 50 ppm

Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel

0, = [¢)
Daya Hambat (%) Abs. kontrol negatif x 100 %
_1,77-1,732 100 %
ST O
=2,17%
Daya Hambat Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 100 ppm
b Hambat (%) = Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel 100 %
aya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif X °
_ 1,77 -1,276 100 %
ST R
=2791%
Daya Hambat Ekstrak Etil Asetat S. polycystum 200 ppm
b Hambat (%) = Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel 100 %
aya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif X °
_ 1,77 -0,494 100 %
ST R
=72,09 %
Daya Hambat Isolat A2.5(1).4 12,5 ppm
D Hambat (%) = Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel 100 %
aya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif X °
1,77 -1,611 100 %
RN
=576 %
Daya Hambat Isolat A2.5(1).4 25 ppm
D Hambat (%) = Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel 100 %
aya Hambat (%) = Abs. kontrol negatif X °
_ 1,77 - 1,646 100 %
A

=6,96 %
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J-

Daya Hambat Isolat A2.5(1).4 50 ppm

Abs. kontrol negatif - Abs. Sampel

0, =
Daya Hambat (%) Abs. kontrol negatif

_1,77-1,095

o,
177 x 100 %

= 28,66 %

x 100 %
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Lampiran 13. Perhitungan nilai ICso uji antiinflamasi

a. Nilai ICso kontrol positif

Persamaan umum garis lurus adalah y = bx + a
Nilai y bernilai 50 untuk menghitung ICso
Jika nilai persamaan regresinya adalah y = 1,18x + 3,4717, maka:
Nilai a = 3,4717
Nilaib =1,18
-y-a

ICso = 5
_ 50-3,4717
T 1,18

=39,43 ppm

b. Nilai ICso Ekstrak Etil Asetat S. polycystum
Persamaan umum garis lurus adalah y = bx + a
Nilai y bernilai 50 untuk menghitung ICso
Jika nilai persamaan regresinya adalah y = 0,4643x — 20,5, maka:
Nilai a = -20,5
Nilai b = 0,4643

-a

ICs0 = y-a

_50-(-20,5)
©0,4643

= 151,84 ppm

c. Nilai ICso Isolat A2.5(1).4
Persamaan umum garis lurus adalahy = bx + a
Nilai y bernilai 50 untuk menghitung ICso
Jika nilai persamaan regresinya adalah y = 0,6359x — 4,081, maka:
Nilai a = -4,081
Nilai b = 0,6359
-a
ICs0 = _yb

_ 50 - (-4,081)
~ 0,6359

= 85,04 ppm
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Lampiran 14. Dokumentasi penelitian
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Pengujian Antibakteri

Pengujian Antiinflamasi



