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Abstrak

Propionibacterium acnes merupakan salah satu bakteri gram
positif penyebab timbulnya jerawat. Latoh mengandung
beberapa senyawa kimia seperti alkaloid, flavonoid, dan
steroid yang berpotensi mempunyai aktivitas antibakteri.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak etanol latoh (Caulerpa Ientillifera)
terhadap bakteri Propionibacterium acnes. Metode yang
digunakan dalam uji daya hambat adalah metode kertas
cakram. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
dilakukan dengan metode dilusi cair menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat aktivitas antibakteri di konsentrasi 15% yang
tergolong sedang pada uji daya hambat karena terbentuk zona
bening 4 + 0,250 mm di sekitar kertas cakram dan nilai KHM
berada pada konsentrasi 50% karena sudah dapat
menghambat pertumbuhan bakteri.

Kata kunci: Kertas cakram, KHM, Caulerpa lentillifera, dan
Propionibacterium acnes



Transliterasi

Pedoman Transliterasi Arab-Latin yang digunakan dalam
penulisan skripsi ini adalah pedoman transliterasi yang
merupakan hasil Keputusan Bersama (SKB) Menteri Agama
dan Menteri Pendidikan dan Kebudayaan Republik Indonesia,
Nomor: 158 Tahun 1987 dan Nomor: 0543b/U/1987. Di
bawah ini daftar huruf-huruf Arab dan transliterasinya dengan
huruf latin.

1. Konsonan

Huruf Nama Huruf Latin Nama
Arab
| Alif . Tidak . Tidak
dilambangkan dilambangkan
< Ba B Be
< Ta T Te
N
titik diatas)
d Ja J Je
Ha (dengan
d Ha H titik di
bawah)
d Kha Kh Ka dan Ha
4 Dal D De
3 Fal 7 ZleF (d('engan
titik diatas)
J Ra R Er
J Za Z Zet
o Sa S Es
o Sya SY Es dan Ye

vi



Es (degan

ol Sa S titik di
bawah)
De (dengan
oa Dat D titik di
bawah)
Te (dengan
b Ta T titik di
bawah)
Zet (dengan
b Za Z titik di
bawah)
. , Apostrof
< Aln terbalik
¢ Ga G Ge
< Fa F Ef
Rt Qa Q Qi
d Ka K Ka
J La L El
a Ma M Em
g Na N En
3 Wa w We
A Ha H Ha
s Hamzah ‘ Apostrof
I Ya Y Ye

Hamzah (¢) yang terletak di awal kata mengikuti
vokalnya tanpa diberi tanda apa pun. Jika hamzah ()
terletak di tengah atau di akhir, maka ditulis dengan tanda

()-
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Vokal

Vokal bahasa Arab, seperti vokal bahasa Indonesia,
terdiri atas vokal tunggal atau monoftong dan vokal
rangkap atau diftong. Vokal tunggal bahasa Arab yang
lambangnya berupa tanda atau harakat, transliterasinya
sebagai berikut:

Huruf Arab Nama Huruf Latin Nama
[ Fathah A A
! Kasrah I I
i Dammah U U

Vokal rangkap bahasa Arab yang lambangnya berupa
gabungan antara harakat dan huruf, transliterasinya
berupa gabungan huruf, yaitu:

Tanda Nama Huruf Latin Nama
& Fathah dan ya Ai Adanl
o Fathah d
3 athah dan Iu AdanU

wau

Contoh:

<X : kaifa

Js : haula

Maddah

Maddah atau vokal panjang yang lambangnya berupa
harkat dan huruf, transliterasinya berupa huruf dan tanda,
yaitu:
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Huruf dan Huruf dan

Nama Nama
Harakat Tanda
L Fathah dan . a dan garis
L . a .
alif atau ya di atas
Kasrah dan _ i dan garis
& 1 .
ya di atas
, Dammah . u dan garis
s u .
dan wau di atas
Contoh
ala : mata
2Ly rrama
g :qila

34 :yamiitu

Ta Marbutah

Transliterasi untuk ta marbiitah ada dua, yaitu: ta 87
marbitah yang hidup atau mendapat harkat fathah,
kasrah, dan dammah, transliterasinya adalah [t],
sedangkan ta marbutah yang mati atau mendapat harkat
sukun, transliterasinya adalah [h]. Jika pada kata yang
berakhir dengan ta marbiitah diikuti oleh kata yang
menggunakan kata sandang al-serta bacaan kedua kata itu
terpisah, maka ta marbutah itu ditransliterasikan dengan
ha (h). Contoh:

JGLY‘?AL : raudah al-atfal
$0uaildGaa)  : al-madinah al-fadilah
Aakal) : al hikmah



Syaddah (Tasydid)

Syaddah atau tasydid yang dalam sistem tulisan Arab
dilambangkan dengan sebuah tanda tasydid, dalam
transliterasi ini dilambangkan dengan perulangan huruf
(konsonan ganda) yang diberi tanda syaddah. Contoh:

kg : rabbana
WaS  :najjaina
U al-haqq
éﬂ\ : al-hajj

eau :nu”ima
e : ‘aduwwun

Jika huruf < ber- tasydid di akhir sebuah kata dan
didahului oleh huruf berharkat kasrah, maka
ditransliterasi seperti huruf maddabh (1). Contoh:

s : " All (bukan ‘Aliyy atau ‘Aly)
(#* :Arabi (bukan ‘Arabiyy atau ‘Araby)

Kata Sandang

Kata sandang dalam sistem tulisan Arab dilambangkan
dengan huruf J (alif lam ma‘arifah). Dalam pedoman
transliterasi ini, kata sandang ditransliterasi seperti biasa,
al-, baik ketika ia diikuti oleh huruf syamsiah maupun
huruf gamariah. Kata sandang tidak mengikuti bunyi
huruf langsung yang mengikutinya. Kata sandang ditulis
terpisah dari kata yang mengikutinya dan dihubungkan
dengan garis mendatar (-).



Contohnya:

(wadd)  : al-syamsu (bukan asy-syamsu)
433 : al-zalzalah (bukan az-zalzalah)
audyy al-falsafah

B al-biladu

Hamzah

Aturan transliterasi huruf hamzah menjadi apostrof ()
hanya berlaku bagi hamzah yang terletak di tengah dan
akhir kata. Namun, bila hamzah terletak di awal kata, tidak
dilambangkan, karena dalam tulisan Arab berupa alif.
Contohnya:

03548 ta’muruna

& gl ral-nau’
B : syai’'un
Sl umirtu

Penulisan Kata Arab yang Lazim digunakan dalam
Bahasa Indonesia

Aturan transliterasi huruf hamzah menjadi apostrof ()
hanya berlaku bagi hamzah yang terletak di tengah dan
akhir kata. Namun, bila hamzah terletak di awal kata, tidak
dilambangkan, karena dalam tulisan Arab berupa alif.
Contohnya:

Fizilal al-Qur’an

Al-Sunnah qabl al-tadwin

Al-‘Ibarat Fi ‘Umtim al-Lafz la bi khusts al-sabab
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10.

Lafz al-Jalalah

Kata “Allah” yang didahului partikel seperti huruf jarr
dan huruf lainnya atau berkedudukan sebagai mudaf ilaih
(frasa nominal), ditransliterasi tanpa huruf hamzah.
Contoh:

als  : dinullah

Adapun ta marbutah di akhir kata yang disandarkan
kepada lafz al-jalalah, ditransliterasi dengan huruf [t].
Contoh:

AAaa; (Asb : hum fi rahmatillah

Huruf Kapital

Walau sistem tulisan Arab tidak mengenal huruf
kapital (All Caps), dalam transliterasinya huruf-huruf
tersebut dikenai ketentuan tentang penggunaan huruf
kapital berdasarkan Pedoman Umum Ejaan Bahasa
Indonesia (PUEBI). Huruf kapital, misalnya, digunakan
untuk menuliskan huruf awal nama diri (orang, tempat,
bulan) dan huruf pertama pada permulaan kalimat. Bila
nama diri didahului oleh kata sandang (al-), maka yang
ditulis dengan huruf kapital tetap huruf awal nama diri
tersebut, bukan huruf awal kata sandangnya. Jika terletak
pada awal kalimat, maka huruf A dari kata sandang
tersebut menggunakan huruf kapital (Al-). Ketentuan
yang sama juga berlaku untuk huruf awal dari judul
referensi yang didahului oleh kata sandang al-, baik ketika
ia ditulis dalam teks maupun dalam catatan rujukan (CK,
DP, CDK, dan DR). Contoh:
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Wa ma Muhammadun illa rasil

Inna awwala baitin wudi‘a linndsi lallazi bi Bakkata
mubadrakan

Syahru Ramadan al-lazi unzila fih al-Qur’an

Nasir al-Din al-Tts

Abit Nasr al-Farabi

Al-Gazali

Al-Mungqiz min al-Dalal
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BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit jerawat atau yang bisa disebut dengan acne
vulgaris ialah salah satu penyakit yang sering dialami oleh
para remaja hingga orang dewasa. Sebanyak 80% lebih
populasi manusia berusia 12-44 tahun mengalami
penyakit jerawat. Wanita usia 14-17 tahun mempunyai
presentase terkena jerawat sebesar 83-85%, sedangkan
pria usia 16-19 tahun mempunyai presentase terkena
jerawat sebesar 95-100%. Terdapat kasus sebanyak 40-
80% di Asia Tenggara mengenai penyakit jerawat ini.
Terdapat 60% kasus penderita jerawat di Indonesia pada
tahun 2006, 80% kasus penderita jerawat pada 2007, dan
semakin meningkat menjadi 90% pada tahun 2009. Data-
data tersebut diperoleh berdasarkan catatan dari Riset
Dermatologi Estetika Indonesia (Sifatullah et al., 2021)

Jerawat dapat terjadi pada permukaan kulit wajah,
leher, punggung, dada, dan lengan atas yang dapat dikenali
dengan timbulnya kista, nodus, pustul, komedo, maupun
papul (Kurokawa et al, 2009). Walaupun tidak
mengancam jiwa, kualitas hidup seseorang dapat

dipengaruhi oleh penyakit jerawat jika dilihat dari sisi
1



psikologisnya. Cara seseorang menilai, menanggapi, dan
memandang kondisi tersebut dapat menjadi efek
psikologis yang telah disebutkan (Res et al, 2014).
Timbulnya kista, nodus, pustul, komedo, maupun papul
disebabkan oleh tersumbatnya pori-pori kulit akibat dari
kebersihan kulit yang tidak terjaga. Selain itu, produksi
minyak yang berlebih dapat menyebabkan timbulnya
jerawat yang meradang. Stress, hormon, dan genetik juga
dapat mempengaruhi timbulnya jerawat (Dewi, 2009).
Peradangan jerawat dapat disebabkan oleh beberapa
organisme seperti Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus epidermis (Octy
et al, 2013). Namun, organisme paling utama yang
menyebabkan inflamasi dalam jerawat yaitu P. acnes. Infra
infundibulum merupakan tempat ditemukannya P. acnes
dan organisme tersebut dapat muncul ke permukaan kulit
bersamaan dengan aliran sebum. Seiring bertambahnya
trigliserida maka P. acnes akan bertambah karena
trigliserida merupakan nutrisi bagi P. acnes. la dapat
menstimulasi kegiatan jalur alternatif komplemen dan
klasik serta dapat mengubah trigliserida menjadi asam
lemak bebas sehingga menyebabkan inflamasi pada

jerawat (Narulita et al., 2019).



Golongan antibiotik yang biasanya digunakan untuk
mengobati jerawat meliputi klindamisin, tetrasiklin,
doksisiklin, dan eritromisin (Nakatsuji et al, 2009)
Namun, efek yang buruk seperti kerusakan organ dan
imunohipersensivitas dapat terjadi ketika mengonsumsi
obat antibiotik dalam jangka waktu yang lama (Res et al.,
2014). Selain itu, resistensi terhadap bakteri dapat terjadi
jika menggunakan antibiotik tanpa resep dokter dan
secara berlebihan (Narulita et al., 2019). Maka dari itu,
diperlukan alternatif pengobatan yang lebih aman dengan
bahan alami yang terbukti mempunyai aktivitas
antibakteri.

Seperti firman Allah dalam Quran Surat Ali Imran ayat
190-191 yang berbunyi:

S JsY o @15 il ey (a5 izt g3 &)

I3 Bl5 § H93ED3 pereid (JE5 135485 L3 & 9385 padll
SO Gl g @il bt ek IS 6 155 239

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan
bumi, dan silih bergantinya malam dan siang terdapat
tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. (yaitu) orang-
orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan
kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,

Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa
neraka.”
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Berdasarkan interpretasi Imam Al-Maraghi dan Ibnu
Katsir terhadap ayat tersebut dapat disimpulkan tafsir
Surat Ali Imran ayat 190-191 yaitu Allah memerintahkan
kepada manusia untuk selalu ingat kepada-Nya. Allah juga
memerintahkan kepada manusia yang beriman untuk
memikirkan segala sesuatu yang telah diciptakan oleh
Allah. Semua tanda-tanda kebesaran dan keesaan Allah
dapat terlihat jika manusia menggunakan akal pikirannya
untuk memikirkan ciptaan Allah sehingga manusia juga
dapat mengambil manfaat dari penciptaan Allah tersebut.
Hal itu juga menjelaskan bahwa terdapat kesatuan antara
akal pikiran dan dzikir untuk dapat mengambil hikmah
dari segala sesuatu yang diciptakan-Nya (Sofia, 2021).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa apapun yang
diciptakan Allah di dunia ini mempunyai manfaatnya
masing-masing. Flora dan fauna di Indonesia yang
sungguh kaya menjadikan penulis berpikir untuk dapat
meningkatkan manfaat dari salah satu ciptaan Allah
tersebut. Seperti yang disebutkan sebelumnya, diperlukan
adanya alternatif obat jerawat dari bahan alam yang lebih
aman. Maka dari itu, penulis akan berusaha menemukan
manfaat dan nilai ekonomi dari bahan alam di sekitar

lingkungan yang dapat berpotensi sebagai obat jerawat.



Salah satu bahan alam yang menjadi komoditas penting
bagi masyarakat pesisir di Indonesia adalah rumput laut.
Yuliyana et al, (2015) menyebutkan bahwa produksi
rumput laut meningkat dari tahun ke tahun sebesar
11,13%. Produksi rumput laut pada tahun 2014 yang lalu
diperkirakan mencapai 10 juta ton. Hal ini menandakan
bahwa rumput laut di Indonesia sangat berlimpah. Salah
satu jenis rumput laut alga hijau yang berlimpah di
Indonesia adalah jenis anggur laut dengan nama Caulerpa
lentillifera atau biasa disebut sebagai latoh oleh
masyarakat dan mempunyai kontribusi positif. C.
lentillifera banyak dimanfaatkan sebagai bahan pangan
oleh masyarakat pesisir Indonesia. Namun, pemanfaatan C.
lentillifera di daerah tersebut masih sangat sempit dan
belum berkembang. Padahal, menurut penelitian
Ridhowati & Asnani (2016) Caulerpa sp. mengandung
senyawa metabolit sekunder seperti fenol, steroid, tanin,
flavonoid, dan saponin yang berpotensi sebagai
antibakteri.

Menurut Purwantiningsih et al, (2014), aktivitas
metabolisme bakteri dapat terhenti karena protein sel
bakteri terdenaturasi oleh senyawa fenol. Liling et al,
(2020) menjelaskan kematian bakteri dapat disebabkan

oleh aktivitas senyawa steroid di dalamnya dengan cara



merusak membran plasma sel, akibatnya sitoplasma bocor
ke luar sel. Haryati et al., (2015) menjelaskan bahwa
kematian bakteri dapat disebabkan oleh terganggunya
komponen penyusun peptidoglikan yang diakibatkan oleh
senyawa alkaloid. Pendit et al., (2016) menjelaskan bahwa
fungsi membran sel dan sintesis asam nukleat pada bakteri
dapat dihambat oleh senyawa flavonoid. Marfuah et al,,
(2018) mengungkapkan tanin sebagai antibakteri
mempunyai kemampuan berpresipitasi pada protein.
Sementara itu, Liling et al.,, (2020) menjelaskan kebocoran
sel dalam bakteri dapat disebabkan oleh kinerja saponin
sehingga bakteri akan mati. Tegangan permukaan di dalam
sel bakteri diturunkan oleh adanya saponin sehingga
senyawa intraseluler dapat keluar.

Ekstrak C. lentillifera dengan konsentrasi 10% dapat
menghambat aktivitas Escherichia coli dan mencegah
kontaminasi Vibrio cholera dan Salmonella sp. pada ikan
segar (Tapotubun, 2018a). Ekstrak C. lentillifera juga
diketahui mempunyai zona hambat sedang sebesar 6,6
mm pada bakteri Vibrio alginolyticus (Hendrianto et al,,
2018). Selain itu, pada konsentrasi 15% ekstrak C.
lentillifera terbukti memiliki zona hambat sedang pada

bakteri gram positif Staphylococcus aureus yaitu 9,161 mm



dan bakteri gram negatif Escherichia coli yaitu 7,108 mm
(Saputri et al., 2019).

Banyak sudah penelitian mengenai tumbuhan yang
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri P. acnes.
Tumbuhan yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
P. acnes di antaranya yaitu daun beluntas (Hafsari et al,,
2015), daun soma (Marselia et al., 2015), daun jambu biji
(Afifi & Erlin, 2017), daun binahong (Narulita et al., 2019),
kulit jeruk bali (Pariury etal., 2021), serta daun kersen dan
kunyit (Lisdiana et al,, 2022). Namun, sejauh ini belum ada
penelitian mengenai aktivitas ekstrak C. Ientillifera
terhadap bakteri P. acnes.

Berdasarkan uraian tersebut, peneliti akan menguji
aktivitas antibakteri ekstrak etanol C. lentillifera terhadap
bakteri P. acnes. Harapannya yaitu ekstrak etanol C.
lentillifera tersebut dapat mempunyai efek bakteriostatik
terhadap bakteri P. acnes dan dapat menjadi referensi

untuk penelitian di bidang kimia selanjutnya.

B. Rumusan Masalah
1. Apasajasenyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam ekstrak etanol C. lentillifera secara fitokimia?
2. Berapa diameter zona hambat aktivitas antibakteri

ekstrak etanol C. lentillifera terhadap bakteri P. acnes?
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3. Berapa nilai konsentrasi hambat minimum ekstrak

etanol C. lentillifera terhadap bakteri P. acnes?

C. Tujuan Penelitian

1. Untuk dapat mengetahui apa saja senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam ekstrak etanol C.
lentillifera secara fitokimia.

2. Untuk dapat mengukur diameter zona hambat ekstrak
etanol C. lentillifera terhadap bakteri P. acnes.

3. Untuk dapat menentukan nilai konsentrasi hambat
minimum ekstrak etanol C. lentillifera terhadap bakteri

P. acnes.

D. Manfaat Penelitian

1. Bagi Penulis
Dapat menambah wawasan bagi peneliti dan dapat
dijadikan sebagai pedoman untuk menghadapi
masalah di masa yang akan datang.

2. Bagi [lmu Pengetahuan
Dapat dijadikan sebagai referensi akademis dan
penelitian berikutnya untuk pengembangan penelitian
di bidang kimia.

3. Bagi Masyarakat dan Industri
Dapat meningkatkan nilai ekonomis C. lentillifera dan

dapat dijadikan sebagai alternatif untuk obat jerawat.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Landasan Teori
1. Latoh (C. lentillifera)

Gambar 2. 1. Caulerpa lentillifera (Dokumentasi
Pribadi)

Soegiarto dkk. (1978) menyebutkan Kklasifikasi
latoh adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Chlorophyta
Kelas : Chlorophyceae
Bangsa : Caulerpales
Suku : Caulerpaceae
Marga : Caulerpa
Jenis : Lentillifera
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C. lentillifera banyak ditemukan di perairan
dangkal ataupun pada kedalaman 50 meter. C.
lentillifera hidup dengan cara menempel pada substrat
terumbu karang atau di dalam pasir. C. lentillifera
termasuk dalam keluarga alga hijau yang berwarna
hijau cerah, mempunyai talus yang berbentuk seperti
anggur, bertekstur lembut, kenyal, renyah, berair, dan
sedikit mengkilap seperti pada gambar 2.1. Rasa dari C.
lentillifera ini asin seperti air laut sehingga banyak
dimanfaatkan sebagai bahan makanan di Indonesia
(Septiyaningrum et al., 2020).

C. lentillifera yang biasa dikonsumsi sebagai bahan
pangan adalah C. lentillifera segar. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Tapotubun (2018) C.
lentillifera segar mengandung beberapa nutrisi yaitu
3,18% karbohidrat, 1,29% protein, 0,76% lemak,
0,002% serat, 94,84% air, dan 3,29% abu. Kemudian
menurut penelitian Santika et. al.,, (2021) C. lentillifera
segar mengandung 1,25% karbohidrat, 1,04% protein,
0,54% lemak, 92,38% air, dan 3,41% abu.

Ekstraksi

Menurut Mukhriani (2014), sifat senyawa dari

suatu bahan dapat menentukan cara ekstraksi yang

tepat. Perlu dipahami terlebih dahulu karakteristik
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dari senyawa yang diinginkan sebelum melakukan
ekstraksi. Jenis pelarut yang akan digunakan juga
harus diperhatikan sifatnya agar dapat melarutkan
senyawa yang diinginkan dalam bahan alam yang akan
diisolasi dan tidak melarutkan senyawa yang tidak
diinginkan.

Berdasarkan suhunya, metode ekstraksi dibagi
menjadi cara dingin dan cara panas. Masing-masing
mempunyai beberapa jenis metode.

a. Ekstraksi Dingin
1) Maserasi
Salah satu cara ekstraksi dengan merendam
bahan alam dalam suatu pelarut tertentu pada
wadah tertutup kemudian didiamkan. Proses
maserasi dihentikan jika sudah tercapai
kesetimbangan. Pemisahan residu dan filtrat
hanya dilakukan dengan cara penyaringan
biasa. Metode ini memiliki kekurangan yaitu
diperlukan banyak pelarut dan waktu yang
relatif lama. Namun, kelebihannya adalah
menghindari rusaknya senyawa isolasi karena

dilakukan pada suhu ruang (Mukhriani, 2014).
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2) Perkolasi
Metode ekstraksi dengan cara meletakkan
sampel pada alat perkolator yang kemudian
akan ditambahkan pelarut dari atas sehingga
hasilnya akan keluar dari bawah alat tersebut.
Kelemahan metode ini adalah kemungkinan
jangkauan pelarut yang kurang merata
sehingga hasilnya kurang maksimal. Selain itu
membutuhkan waktu yang cenderung lama dan
boros pelarut. Kelebihannya yaitu suatu sampel
akan dialiri oleh pelarut yang baru (Mukhriani,
2014).

b. Ekstraksi Panas

Berdasarkan Depkes RI (2000), jenis-jenis

ekstraksi panas yaitu:

1) Refluks
Ekstraksi dengan cara memanaskan sampel
dalam pelarut dengan jumlah terbatas pada
suhu titik didihnya selama jangka waktu
tertentu yang dibantu dengan aliran air dingin
pada kondensor. Proses refluks dilakukan
secara berulang sebanyak 3-5 kali siklus agar

mendapatkan hasil yang sempurna.
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2) Soxhlet
Cara ini hampir sama seperti refluks, hanya
saja sampel tidak langsung dicampurkan dalam
pelarut, melainkan dibungkus dengan kertas
saring terlebih dahulu sebelum dimasukkan ke
alat soxhlet kemudian dialiri pelarut sehingga
pelarut selalu baru dan berkelanjutan.

3) Digesti
Suhu yang dilakukan pada metode ini lebih
tinggi dari suhu ruang (40-50°C) dengan cara
pengadukan yang berkelanjutan.

4) Infusa
Ekstraksi dengan metode infusa dapat
dilakukan pada suhu yang relatif tinggi yaitu
90°C dalam penangas air menggunakan pelarut
cair selama 15-20 menit.

5) Dekok
Sama seperti metode infus, namun dilakukan
pada waktu yang lebih lama agar dapat
mencapai titik didihnya.

3. Metabolit Sekunder
Molekul-molekul kecil dalam tumbuhan yang
bersifat spesifik serta mempunyai struktur yang

bervariasi dapat dinamai dengan metabolit sekunder.
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Tiap tumbuhan mempunyai senyawa metabolit
sekunder yang Dberbeda-beda sesuai dengan
lingkungannya. Tumbuhan dapat mempertahankan
diri di lingkungannya dengan bantuan senyawa
metabolit sekunder tersebut. Selain itu, penemuan dan
pengembangan obat baru dapat diperankan oleh
adanya senyawa metabolit sekunder (Ergina et al,
2014).

Banyak sekali manfaat dari senyawa metabolit
sekunder, antara lain digunakan untuk antibiotik,
antikanker, antioksidan, dan mencegah penggumpalan
darah. Selain itu, efek karsiogenik dapat dihambat oleh
senyawa metabolit sekunder dan dapat mengendalikan
hama yang tentunya bersifat ramah lingkungan.
Mayoritas golongan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam tumbuhan yaitu tanin, saponin,
flavonoid, alkaloid, dan steroid (Ergina et al., 2014).

a. Alkaloid
Senyawa metabolit sekunder berbentuk siklik
yang mengandung atom nitrogen di dalamnya
dapat digolongkan dalam senyawa alkaloid.

Persebaran dan keanekaragaman struktur

alkaloid sangatlah luas di lingkungan. Hal itu dapat

menjadikan alkaloid memiliki potensi dalam
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aktivitas biologisnya sehingga dapat dimanfaatkan
untuk pengobatan (Lenny et al., 2010).

Senyawa alkaloid dapat berperan sebagai
senyawa antibakteri. Menurut Haryati et al.
(2015), komponen penyusun peptidoglikan pada
sel bakteri akan diganggu oleh senyawa alkaloid.
Akibatnya pertumbuhan bakteri akan terhambat
bahkan mati karena lapisan dinding sel tidak

terbentuk secara sempurna.

|
@
Gambar 2. 2. Struktur Senyawa Alkaloid
(Robinson, 1995)

Flavonoid

Banyaknya gugus -OH dengan perbedaan
keelektronegatifan yang tinggi di dalamnya
menyebabkan flavonoid bersifat polar. Ikatan
hidrogen akan mudah terbentuk ketika suatu

bahan alam yang mengandung flavonoid diekstrak
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menggunakan pelarut etanol yang bersifat polar
pula (Sriwahyuni, 2010).

Senyawa flavonoid diduga berpotensi sebagai
senyawa antibakteri. Gugus alkohol dalam
flavonoid akan bereaksi dengan lipid dan asam
amino yang terdapat pada dinding sel bakteri
sehingga menyebabkan kerusakan dinding sel
bakteri. Menurut pendapat Pendit et al. (2016),
metabolisme energi, sintesis asam nukleat, dan

fungsi membran sel pada bakteri akan dihambat
oleh senyawa flavonoid.

Gambar 2. 3. Struktur Senyawa Flavonoid
(Robinson, 1995)

Steroid

Hidayah et al, (2016) menjelaskan bahwa
mikroba seperti bakteri, jamur, dan insektisida
dapat dihambat oleh senyawa metabolit sekunder
yang bernama steroid. Steroid dapat juga
digunakan dalam bidang kesehatan yaitu sebagai

agen antidiabetes. Liling et al, (2020)
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menjelaskan kematian bakteri dapat disebabkan
oleh aktivitas senyawa steroid di dalamnya
dengan cara merusak membran plasma sel,
akibatnya sitoplasma bocor ke luar sel.

H,C
H,C

CH,
CH,

CH,

Gambar 2. 4. Struktur Senyawa Steroid
(Robinson, 1995)

Tanin

Gugus hidroksi dan gugus karboksil pada
senyawa tanin dapat membentuk kompleks
dengan protein. Maka dari itu, senyawa ini
mempunyai massa molekul yang cukup besar
(Hidjrawan, 2018).

Tanin dapat dikatakan sebagai senyawa
antibakteri karena mampu berpresipitasi pada
protein membran sel bakteri. Hal ini diperkuat
oleh (Marfuah et al, 2018), yang berpendapat
bahwa banyak penyakit yang dapat disembuhkan

oleh tanin. Contohnya luka bakar, infeksi kulit dan
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mulut, diare, dan radang yang disebabkan oleh
bakteri. Maka dari itu, tanin dapat berpotensi

untuk dijadikan obat.

O,
o)
HO
OH
o OH

HO
OH

Gambar 2. 5. Struktur Senyawa Tanin
(Hidjrawan, 2018)

Saponin

Saponaria vaccaria adalah Bahasa Latin asal
muasal dari kata “sapo” yang digunakan untuk
istilah saponin. Hewan, tanaman, serta beberapa
bakteri dapat menghasilkan senyawa ini. Glikosida
kompleks merupakan penyusun dari saponin
sehingga massa molekulnya cukup tinggi. Manfaat
dari saponin antara lain sebagai agen antibakteri,
antijamur, antiinflamasi, dan antioksidan.
(Novitsari et al.,, 2016).

Senyawa aktif yang mudah terdeteksi karena
kecenderungannya membentuk busa pada

permukaan ialah saponin. Saponin bersifat polar
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dikarenakan adanya komponen ikatan glikosida di
dalamnya. Senyawa hidrofilik (larut dalam air)
dan hidrofobik (larut dalam pelarut non polar)
dalam saponin dapat menurunkan tegangan
permukaan sehingga busa dapat terbentuk
(Harborne, 1987). Air akan berikatan dengan
gugus hidrofil dan udara akan berikatan dengan
gugus hidrofob saat larutan dikocok sehingga
membentuk buih.

Kebocoran sel dalam bakteri dapat
disebabkan oleh kinerja saponin sehingga bakteri
akan mati. Tegangan permukaan di dalam sel
bakteri diturunkan oleh adanya saponin sehingga
senyawa intraseluler dapat keluar (Liling et al,

2020).

H

Gambar 2. 6. Struktur Senyawa Saponin
(Minarno, 2016)
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4. Bakteri Propionibacterium acnes

Bahasa Yunani bakterion yang berarti batang
merupakan asal muasal dari istilah bakteri. Ukuran
bakteri sangat kecil dan bervariasi. Bakteri mempunyai
ciri-ciri tidak mempunyai klorofil, mempunya satu sel,
dan memperbanyak diri dengan cara membelah
(Dwidjoseputro, 1990).

Berdasarkan karakteristik dinding sel bakteri
dapat dikategorikan menjadi dua, yaitu bakteri gram
positif dan negatif. Beberapa lapis peptidoglikan
membentuk dinding sel bakteri gram positif yang lebih
tebal dan kaku sehingga resisten terhadap lisis
osmotik. Sedangkan protein, fosfolipid, lipoprotein,
dan lipopolisakarida merupakan penyusun dari
dinding sel bakteri gram negatif yang lebih tipis
sehingga mudah terjadi kerusakan mekanik dan kimia
(Jawetz, 1996).

Berdasarkan bentuknya, bakteri dikategorikan
menjadi golongan basil, kokus, dan spiral. Bakteri
golongan basil berbentuk batang silindris. Bakteri
golongan kokus berbentuk bulat. Sedangkan bakteri
golongan spiral berbentuk menyerupai untaian yang

membengkok (Dwidjoseputro,1990).
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Gambar 2. 7. Propionibacterium acnes (Zahrah et al.,
2018)

Menurut (Khan et al, 2009) Kklasifikasi

Propionibacterium acnes sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria

Devisi : Actinobacteria

Kelas : Actinobecteridae

Bangsa : Actinomycetales

Suku : Popionibacteruaceae
Marga : Propionibacterium

Jenis : Propionibacterium acnes

Pertumbuhan bakteri P. acnes tergolong relatif
lambat dan termasuk dalam bakteri gram positif. P.
acnes merupakan bakteri anaerob yang toleran
terhadap udara. P. acnes mempunyai ciri-ciri
berbentuk batang tak teratur dan filamen bercabang.
Beberapa dari bakteri ini bersifat patogen terhadap

hewan dan tanaman. P. acnes menghasilkan lipase yang
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berperan untuk memecah asam lemak bebas dari
minyak kulit. Akibatnya, inflamasi terjadi dengan
adanya interaksi antara asam lemak dengan sistem
kekebalan sehingga menimbulkan jerawat (Khan et al,,
2009).

Mekanisme terbentuknya jerawat oleh bakteri P.
acnes adalah stratum korneum dan stratum
germinarivum yang rusak akibat ekskresi bahan kimia
dengan cara menghancurkan dinding pori. Inflamasi
juga terjadi akibat minyak kulit dan asam lemak di kulit
yang tersumbat, terlebih lagi jika sering disentuh maka

jerawat akan membesar (Sugita et al.,, 2010).

. Antibakteri

Komponen yang diperoleh dari sintesis atau yang
berasal dari senyawa non organik untuk membasmi
jasad renik disebut antibakteri. Kemampuan suatu
agen antimikroba untuk menghambat pertumbuhan
bakteri disebut efek bakteriostatik. Sedangkan
kemampuan suatu agen antimikroba untuk membunuh
bakteri disebut dengan bakterisidal.

Mekanisme kerja antibakteri:

a. Menghambat Sintesis Dinding Sel
Sintesis dinding sel akan terganggu oleh agen

antibakteri dengan cara menghambat proses
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pembentukan dinding sel atau mengubah struktur
dinding sel yang telah terbentuk (Pleczar, 1988).
Menganggu Keutuhan Membran Sel Mikroba
Bahan-bahan  tertentu  dalam sel akan
dipertahankan dan diatur alirannya oleh membran
sitoplasma. Integritas  komponen-komponen
seluler dilindungi oleh membran. Terhambatnya
pertumbuhan sel atau matinya sel disebabkan oleh
kerusakan membran ini (Pleczar, 1988).
Menghambat Sintesis Protein Sel Mikroba

Molekul protein dan asam nukleat akan
memelihara suatu sel untuk dapat bertahan hidup.
Jika protein dan asam nukleat teedenaturasi maka
sel akan rusak dan tidak dapat diperbaiki kembali.
Denaturasi protein dan asam nukleat dapat
disebabkan oleh suhu tinggi dan konsentrasi yang
pekat dari beberapa zat kimia (Pleczar, 1988).
Menganggu Metabolisme Sel Mikroba

Tiap enzim yang berbeda-beda dalam sel
merupakan sasaran potensial bagi kinerja
inhibitor. Reaksi biokimia dapat dihambat oleh
beberapa bahan kimia. Metabolisme sel dapat
terganggu oleh adanya penghambat tersebut yang

menyebabkan kematian sel (Pleczar, 1988).
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e. Penghambatan Sintesis Asam Nukleat dan Protein
Kehidupan normal dalam sel akan terjamin oleh
adanya DNA, RNA, dan protein. Jika terjadi
gangguan pada fungsi komponen tersebut maka
dapat mengakibatkan kematian sel (Pleczar, 1988).

6. Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri
Mikroorganisme dimanfaatkan dalam pengujian
mikrobiologi untuk memperkirakan suatu penyakit,
untuk menentukan konsentrasi komponen kompleks
bahan kimia, dan wuntuk menentukan potensi
mutagenik atau karsiogenik suatu bahan kimia.

Pertumbuhan mikroorganisme diukur terhadap agen

antimikroba guna menentukan kandidat sistem

pengobatan yang baik dan benar.
Adapun uji antimikroba antara lain sebagai
berikut:

a. Metode Difusi
1) Metode Disc Diffusion

Metode ini dilakukan dengan cara meletakkan
piringan yang mengandung agen mikroba pada
permukaan agar yang telah ditanami
mikroorganisme wuji. Agen mikroba akan

menunjukkan aktivitasnya jika di sekitar
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piringan pada permukaan agar terbentuk area
jernih (Pratiwi, 2008).

Metode E-Test

Metodei ini dilakukan untuk menentukan nilai
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) suatu
agen antimikroba. Pertumbuhan
mikroorganisme yang terhambat pada
konsentrasi terkecil agen mikroba disebut
KHM. Media agar yang telah padat dan
mengandung mikroorganisme ditanami strip
plastik yang mengandung agen antimikroba
dari konsentrasi terkecil hingga terbesar. Agen
mikroba akan menunjukkan aktivitasnya jika
di sekitar strip plastik yang mengandung agen
mikroba terdapat area jernih yang terbentuk
(Pratiwi, 2008).

Metode Disc Plate

Metode ini dilakukan dengan cara meletakkan
agen antimikroba pada parit. Kemudian agar
yang telah padat dipotong bagian tengah secara
membujur untuk ditanami parit yang
mengandung agen mikroba. Selanjutnya
mikroba uji digoreskan ke arah parit yang

mengandung agen mikroba (Pratiwi, 2008).
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Metode Cup-Plate

Metode ini dilakukan dengan cara membuat
sumuran pada media yang telah padat.
Kemudian agen mikroba diteteskan pada
sumuran yang telah dibuat. Zona bening yang
timbul menandakan adanya  aktivitas
antimikroba pada agen antimikroba (Pratiwi,
2008).

Metode Gradient-Plate

Metode ini  dilakukan dengan cara
menambahkan agen antimikroba pada media
yang masih cair. Kemudian media tersebut
dituangkan ke dalam cawan petri dengan posisi
miring. Kemudian disusul oleh penuangan
media agar cair di atasnya dan ditunggu hingga
mengering agar agen antimikroba berdifusi
pada permukaan agar selama 24 jam inkubasi.
Setelah itu digoreskan mikroba uji dari
konsentrasi tinggi ke rendah pada agar
tersebut. Panjang pertumbuhan mikroba dapat
dibandingkan dengan panjang goresan yang
dibentuk. Hasil uji antimikroba pada media
padat sangat dipengaruhi oleh faktor difusi
agen mikroba di dalamnya (Pratiwi, 2008).
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b. Metode Dilusi

iy

2)

Metode Dilusi Cair (Broth Dilution Test)

Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) suatu
agen antimikroba dapat ditentukan dengan
metode ini terhadap mikroba uji. Variasi
konsentrasi agen antimikroba yang sudah
dibuat dengan cara pengenceran bertingkat
dicampurkan dalam media cair yang kemudian
ditambahkan dengan mikroba uji dengan
volume dan konsentrasi yang sama. Nilai KHM
terindikasi jika konsentrasi terkecil larutan uji
terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan
mikroba setelah diinkubasi. Larutan tersebut
kemudian dikultur ulang dan diinkubasi
kembali tanpa menambahkan agen
antimikroba dan mikroba uji. Nilai KBM dapat
ditetapkan jika larutan tersebut masih dalam
keadaan jernih (Pratiwi, 2008).

Metode Dilusi Padat (Solid Dilution Test)
Metode ini sama seperti metode dilusi cair,
yang membedakan adalah wujud dari
medianya yaitu media padat. Kelebihan metode

ini adalah beberapa mikroba uji dapat diuji
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menggunakan  satu  konsentrasi  agen

antimikroba (Pratiwi, 2008).

7. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Kurniasari (2021) menyebutkan bahwa Kadar

Hambat Minimum (KHM) ialah kadar terendah dari

senyawa antibakteri dalam menghambat pertumbuhan

bakteri. Uji KHM termasuk ke dalam metode dilusi, di

mana senyawa antibakteri dicampurkan ke dalam

media agar yang kemudian diinokulasikan dengan

bakteri uji. Metode ini dibagi menjadi dua yaitu:

d.

Pengenceran Serial dalam Tabung

Nama lain dari metode pengujian antibakteri ini
yaitu metode dilusi cair. Sensitivitas menjadi lebih
tinggi jika pengujian antibakteri menggunakan
metode ini dibandingkan dengan metode difusi
agar. Maka dari itu, metode ini mulai banyak
digunakan dalam pengujian antibakteri. Selain itu,
penggunaan agen antibakteri yang digunakan
dalam metode ini lebih hemat dan dapat
membedakan efek  bakteriostatik  yang
digambarkan sebagai KHM dan bakterisidal yang
digambarkan sebagai KBM (Kadar Bunuh
Minimum). Meskipun begitu, ketelitian diperlukan

selama pengerjaannya (Astutiningsih et al., 2014).
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b. Penipisan Lempeng Agar

Senyawa uji diencerkan dalam media agar yang

kemudian dituangkan ke dalam cawan petri.

Setelah itu diinokulasikan bakteri ke dalamnya

dan diinkubasi dengan suhu dan waktu yang telah

ditentukan. Kadar hambat minimum ditentukan
dengan konsentrasi senyawa uji terkecil pada
tabung perlakuan yang sudah mulai menghambat

pertumbuhan bakteri (Kurniasari, 2021).

8. Spektrofotometer UV-Vis

Struktur molekul senyawa organik dapat
diketahui melalui interaksi antara senyawa organik
dengan sinar tampak dan ultraviolet menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Senyawa organik
mengandung elektron-elektron ikatan, elektron-
elektron non ikatan, dan elektron bebas yang mudah
berinteraksi dengan sinar UV-Vis.

Interaksi antara elektron dengan sinar UV-Vis
mengakibatkan proses eksitasi elektron dari energi
tingkat dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi.
Spektrum berupa absorbansi dan panjang gelombang
menggambarkan eksitasi elektron tersebut. Elektron
yang tereksitasi menyebabkan tinggi rendahnya

absorbansi. Jika jumlah elektron yang tereksitasi
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banyak maka absorbansi besar, begitu sebaliknya.
Elektron yang mudah tereksitasi maka panjang
gelombang yang dapat diabsorbsi juga semakin besar.

Spektofotometer UV-Vis dapat dikategorikan
menjadi dua tipe yaitu single-beam dan double-beam.
Instrumen single-beam memiliki beberapa kelebihan
diantaranya harganya murah, sederhana, serta biaya
yang diperlukan sedikit. Panjang gelombang yang
dapat terbaca dalam instrumen single-beam untuk
rentang rendah adalah 190 hingga 210 nm serta yang
paling tinggi adalah 800 hingga 1000 nm (Suhartati,
2017).

Rv:ad Out
dclel\lor
monokromator
sel sampel
slit atau
pintu keluar
pendispersi atau
penyebar cahaya

shl atau
sumber cahaya  pintu masuk
polikromatis

Gambar 2. 8. Diagram Spektrofotometer UV-Vis Single
Beam (Suhartati, 2017)

Spektrofotometer UV-Vis double beam (Gambar
2.9) dapat digunakan untuk mengukur sampel pada

panjang gelombang 190-750 nm. Instrumen ini
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mempunyai pemecah sinar yang menghasilkan 2 sinar
karena adanya cermin yang berbentuk V. Larutan
blanko akan dilewati oleh sinar pertama dan secara
serentak sinar kedua akan melewati sampel (Suhartati,

2017).
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Gambar 2. 9. Diagram Spektrofotometer UV-Vis
Double Beam (Suhartati, 2017)

Spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan untuk
pengukuran KHM dalam pengujian antibakteri. Metode
ini lebih disarankan dibandingkan dengan pengamatan
visual secara langsung karena hasilnya lebih objektif
daripada pengamatan visual yang cenderung bersifat
subjektif dengan penglihatan tiap orang yang berbeda-
beda. Ada dan tidaknya pertumbuhan bakteri dapat
diukur dengan spektrofotometri UV-Vis dalam bentuk
absorbansi  sebelum dan  setelah  inkubasi

(Astutiningsih et al., 2014).
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Variasi larutan uji yang telah dibuat diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm.
Panjang gelombang tersebut merupakan kondisi
optimal saat proses penyerapan sel-sel bakteri
terhadap cahaya UV-Vis. Pengukuran dilakukan
sebelum inkubasi dan setelah inkubasi. Inkubasi
dilakukan pada suhu 37°C selama 24 jam guna
mengembangbiakkan bakteri. Suhu dan waktu
tersebut disamakan dengan habitat asli bakteri yaitu
dalam tubuh manusia. Selanjutnya nilai absorbansi
larutan uji sebelum dan setelah inkubasi diamati.
Pertumbuhan bakteri dapat ditandai dengan
meningkatnya absorbansi larutan wuji = setelah
diinkubasi. Sebaliknya, apabila nilai absorbansi larutan
uji menurun setelah inkubasi maka pertumbuhan
bakteri dapat terhambat oleh agen antibakteri
(Astutiningsih et al., 2014).

B. Kajian Pustaka
Berdasarkan penelitian Ismail et al, (2020)

membuktikan bahawa C. lentillifera mengandung senyawa
fenolik dan flavonoid yang paling tinggi di antara jenis
anggur laut yang lain. Menurut penelitian Ridhowati &
Asnani (2016), Caulerpa sp. mengandung senyawa yang

berpotensi sebagai antibakteri, yaitu fenol, flavonoid,
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steroid, tanin, dan saponin. Fithrani et al. (2015)
melaporkan bahwa C. lentillifera dapat digunakan sebagai
obat luka, antiseptik, antijamur, dan antibakteri.

Senyawa fenol bersifat polar dan berperan sebagai
antibakteri. Sistem enzim yang penting dalam bakteri
dapat diinaktifkan oleh kadar fenol yang rendah.
Sedangkan fenol dengan kadar yang tinggi dapat
menyebabkan terganggunya aktivitas metabolisme sel
karena protein sel dalam bakteri yang terdenaturasi oleh
senyawa tersebut (Purwantiningsih et al.,, 2014).

Senyawa alkaloid dapat berperan sebagai senyawa
antibakteri. Menurut Haryati et al. (2015), komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri akan diganggu
oleh senyawa alkaloid. Akibatnya pertumbuhan bakteri
akan terhambat bahkan mati karena lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara sempurna.

Senyawa flavonoid diduga berpotensi sebagai
senyawa antibakteri. Gugus alkohol dalam flavonoid akan
bereaksi dengan lipid dan asam amino yang terdapat pada
dinding sel bakteri sehingga menyebabkan kerusakan
dinding sel bakteri. Menurut pendapat Pendit etal. (2016),
metabolisme energi, sintesis asam nukleat, dan fungsi
membran sel pada bakteri akan dihambat oleh senyawa

flavonoid.
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Tanin dapat dikatakan sebagai senyawa antibakteri
karena mampu berpresipitasi pada protein membran sel
bakteri. Hal ini diperkuat oleh (Marfuah et al., 2018), yang
berpendapat bahwa banyak penyakit yang dapat
disembuhkan oleh tanin. Contohnya luka bakar, infeksi
kulit dan mulut, diare, dan radang yang disebabkan oleh
bakteri. Maka dari itu, tannin dapat berpotensi untuk
dijadikan obat.

Liling et al,, (2020) menjelaskan kematian bakteri
dapat disebabkan oleh aktivitas senyawa steroid di
dalamnya dengan cara merusak membran plasma sel,
akibatnya sitoplasma bocor ke luar sel. Sedangkan
kebocoran sel dalam bakteri dapat disebabkan oleh
kinerja saponin sehingga bakteri akan mati. Tegangan
permukaan di dalam sel bakteri diturunkan oleh adanya
saponin sehingga senyawa intraseluler dapat keluar.

Ekstrak C. lentillifera dengan konsentrasi 10% dapat
menghambat aktivitas Escherichia coli dan mencegah
kontaminasi Vibrio cholera dan Salmonella sp. pada ikan
segar (Tapotubun, 2018a). Ekstrak C. lentillifera juga
diketahui mempunyai zona hambat sedang sebesar 6,6
mm pada bakteri Vibrio alginolyticus (Hendrianto et al.,
2018). Selain itu, pada konsentrasi 15% ekstrak C.

lentillifera terbukti memiliki zona hambat sedang pada
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bakteri gram positif Staphylococcus aureus yaitu 9,161
mm dan bakteri gram negatif Escherichia coli yaitu 7,108

mm (Saputri et al., 2019).



BAB III
METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik
dan Laboratorium Mikrobiologi UIN Walisongo Semarang.
Penelitian dilakukan mulai bulan November 2022 - Mei

2023.

B. Alat dan Bahan
A. Alat

Gelas Beaker (Iwaki), gelas ukur (Iwaki),
Erlenmeyer (Iwaki), labu ukur (Iwaki), pipet tetes, pipet
volume (Iwaki), pipet ukur (Iwaki), mikropipet (DLAB),
tabung reaksi (Iwaki), kertas saring, neraca analitik
(Mettler Toledo), spatula, pinset, glassdrill, satu set alat
destilasi, hotplate (Benchmark), pembakar bunsen, plat
tetes, cawan petri (Anumba), Laminary Air Flow (ESCO),
rotary evaporation (DLAB), autoklaf (Hirayama), jarum
ose, inkubator (Memmert), alat vorteks (BIO-RAD BR-
2000), mistar, dan spektrofotometer  UV-Vis

(Thermoscientific).

36
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B. Bahan

C. lentillifera yang diperoleh dari Balai Besar
Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa
Tengah, Propionibacterium acnes yang diperoleh dari
Klinik Permata Semarang, aquades, etanol 96%, HC],
pereaksi Wagner, serbuk Mg, CH3COOH glasial, H2SOs,
FeCls, NaCl, BaCly, media Nutrient Agar (NA) dari Merck,
dan media Nutrient Broth (NB) dari Merck.

C. Metode Penelitian

1. Ekstraksi C. lentillifera
C. lentillifera yang sudah diperoleh dicuci dengan air

tawar hingga bersih, kemudian ditiriskan untuk proses
pengeringan selanjutnya. Pengeringan dilakukan
menggunakan oven dengan suhu 70°C selama 6 jam
(Orilda et al., 2021). Setelah kering, sampel dihaluskan
dan dimasukkan dalam wadah untuk dimaserasi
menggunakan etanol 96% dengan perbandingan 1:5
(b/v), ditutup rapat dan disimpan pada tempat yang
gelap. Maserasi dilakukan selama 2x24 jam dengan
pengadukan sekali 24 jam. Filtrat yang didapatkan
disaring menggunakan kertas saring. Setelah itu
dilakukan evaporasi menggunakan rotary evaporator
pada suhu di bawah 60°C. Ekstrak kental yang didapat

ditimbang menggunakan neraca analitik untuk
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menghitung rendemen yang terbentuk dengan

persamaan 3.1 sebagai berikut (Marfuah et al., 2018).

berat hasil ekstrak

rendemen = x100% (3.1)

berat ekstrak awal

Uji Kadar Air
Uji kadar air dilakukan dengan cara mengeringkan

simplisia di dalam oven dengan prinsip menguapkan
semua molekul air bebas yang terperangkap dalam
simplisia. Simplisia dikeringkan dalam oven hingga
beratnya konstan setelah dikeringkan. Kadar air
diasumsikan sebagai air yang menguap selama proses
pengeringan dalam oven (Kartika et al., 2017).

Bobot cawan porselen yang akan digunakan
dikonstankan  terlebih  dahulu = dengan cara
mengeringkan dalam oven selama setengah jam pada
suhu 100-105°C. Cawan porselen yang sudah
dikeringkan disimpan dalam desikator dan ditimbang
(A). Kemudian sebanyak 2 gram simplisia dimasukkan
dalam cawan porselen tersebut dan ditimbang (B). Lalu
dikeringkan dalam oven selama 6 jam dengan suhu 100-
105°C dan disimpan dalam desikator selama setengah
jam kemudian ditimbang (C). Perlakuan tersebut
diulangi beberapa kali hingga bobot konstan diperoleh.
Kadar air pada simplisia dapat dihitung dengan

persamaan 3.2 (Kartika et al., 2017).
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kadar air = g X 100% (3.2)
Keterangan:
: berat sampel sebelum dikeringkan (g)
: berat sampel + cawan kering (g)

: berat cawan kosong (g)

3. Uji Fitokimia

a.

Uji Alkaloid

Sebanyak 2 mL ekstrak ditambahkan 5 tetes
pereaksi Dragendroff. Kemudian ditambahkan HCI
pekat beberapa tetes. Endapan warna jingga akan
terbentuk jika ekstrak mengandung alkaloid
(Ergina et. al., 2014) .
Uji Flavonoid

Sebanyak 2 mL ekstrak ditambahkan air panas
secukupnya. Selama 5 menit dipanaskan lalu
disaring dan filtrat sebanyak 5 mL diambil.
Kemudian ditambahkan 0,05 mg serbuk Mg disusul
dengan HCI pekat sebanyak 1 mL. Larutan akan
berubah warna menjadi merah, hingga, atau kuning
jika ekstrak mengandung flavonoid (Wahid et al,,
2020).
Uji Steroid

Sebanyak 2 mL ekstrak ditambahkan 2 tetes
H,SO4 pekat disusul dengan CH3;COOH glasial
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sebanyak 10 tetes. Kemudian dikocok pelan-pelan
dan ditunggu beberapa waktu. Larutan akan
berubah warna menjadi biru atau hijau jika ekstrak
mengandung steroid (Wahid et al., 2020).
d. Uji Tanin
Sebanyak 1 mL ekstrak ditambahkan beberapa
tetes FeCls 10 %. Larutan akan berubah warna
menjadi biru tua atau hitam kehijauan jika ekstrak
mengandung tanin (Wahid et al., 2020).
e. Uji Saponin
Sebanyak 2 mL ekstrak ditambahkan 10 mL air
panas kemudian dikocok kuat-kuat selama 30 detik.
Larutan akan timbul buih mantap yang stabil
minimal selama 30 detik jika ekstrak mengandung
saponin (Paryono et al., 2021).
f.  Uji Fenol
Sebanyak 2 mL ekstrak ditambahkan beberapa
tetes FeCl; 1%. Larutan akan berubah warna
menjadi biru kehitaman jika ekstrak mengandung

fenol (Poncowati et al.,, 2022).

4. Uji Antibakteri
a. Sterilisasi Alat

Autoklaf digunakan untuk sterilisasi alat-alat

gelas dan media pertumbuhan bakteri. Sterilisasi
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berlangsung selama 15 menit dengan suhu 121°C.
Sementara itu, pinset dan jarum ose hanya perlu
dipijarkan di atas api menyala ketika akan
menggunakannya (Ritan et al,, 2021).
Pembuatan Media NA

Serbuk berwarna kekuningan dan akan
berbentuk padat setelah dilarutkan dengan
aquades dan dibiarkan merupakan definisi dari
media NA. Protein dan karbohidrat dari ekstrak
daging adalah penyusun utama dari media ini
karena merupakan asupan bagi mayoritas mikroba
(Thohari et al., 2019). Media ini dibuat dengan cara
melarutkan 7,25 gram NA dan 250 mL aquades ke
dalam labu erlenmeyer. Proses pelarutan dilakukan
dengan bantuan hotplate pada suhu 250-300°C
hingga homogen. Kemudian disterilisasi
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit. Media NA yang sudah jadi ditunggu agak
dingin sekitar suhu 40-45°C untuk dituangkan
dalam cawan petri masing-masing sebanyak 10 mL.
Media tersebut dibiarkan hingga memadat

(Narulita et al.,, 2019).
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Pembuatan Media NB

Media NB sama seperti media NA, hanya saja
berbentuk cair setelah dibiarkan karena tidak
terdapat agar di dalamnya. Media NB dibuat dengan
cara melarutkan 3,25 gram NB dan 250 mL aquades
ke dalam labu erlenmeyer. Proses pelarutan
dilakukan dengan bantuan hotplate pada suhu 250-
300°C hingga homogen. Kemudian disterilisasi
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit (Narulita et al,, 2019).
Pembuatan NaCl Fisiologis

Larutan NaCl steril dengan konsentrasi 0,9%
merupakan definisi dari NaCl fisiologis. Larutan ini
berfungsi untuk menjaga keseimbangan sel bakteri
dalam bentuk suspensi. Larutan NaCl fisiologis
dibuat dengan melarutkan 0,9 gram padatan NacCl
dan 100 mL aquades ke dalam labu erlenmeyer.
Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit.
Pembuatan Larutan Mc Farland

Larutan Mc. Farland 0,5 dapat dibuat dengan
mencampurkan sebanyak 9,95 mL larutan H,SO.
1% dengan 0,05 mL larutan BaCl; 1%. Setelah jadi

disimpan di tempat yang sejuk. Kekeruhan bakteri
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dalam media cair atau suspensi biasanya
dibandingkan dengan larutan Mc. Farland dengan
kepadatan 1x107 sel/mL hingga 1x10% sel/mL
(Aviany & Pujiyanto, 2020).
Pembuatan Stok Kultur Bakteri

Sebanyak 1 ose biakan murni bakteri P. acnes
diambil, kemudian diinokulasikan pada agar miring
yang telah dibuat. Inokulasi dilakukan dengan cara
bakteri yang distrikkan pada permukaan agar
miring secara zig-zag. Kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 18-24 jam (Nuria et al., 2009).
Pembuatan Suspensi Bakteri

Larutan NaCl fisiologis 0,9% sebanyak 2 mL
disiapkan dalam tabung reaksi. Kemudian diambil
sebanyak 1 ose stok kultur bakteri P. acnes dan
dimasukkan ke dalam larutan Nac(l fisiologis 0,9%.
Suspensi tersebut kemudian divorteks hingga
homogen. Spektrofotometer UV-Vis digunakan
untuk mengukur kekeruhan suspensi bakteri P.
acnes agar setara dengan kekeruhan larutan Mc.
Farland 0,5. Absorbansi diukur pada pada panjang
gelombang maksimal bakteri P. acnes yaitu 600 nm.

(Lisdiana et al,, 2022).
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h. Uji Aktivitas Antibakteri
1) Uji Daya Hambat (Metode Kertas Cakram)

Pengujian antibakteri menggunakan kertas
cakram menggunakan tiga konsentrasi ekstrak
C. lentillifera, yaitu 5%, 10%, dan 15%. Larutan
konsentrasi 15% dapat dibuat dengan
melarutkan 1,5 gram ekstrak kental C. lentillifera
dengan 10 mL etanol PA. Larutan konsentrasi
10% dan 5% dibuat dengan pengenceran dari
larutan konsentrasi 15% (Marfuah et al., 2018).

Uji daya hambat yang dilakukan dengan
menggunakan kertas cakram termasuk dalam
metode difusi agar. Media agar yang telah
ditanami bakteri akan diletakkan kertas cakram
yang berisi larutan ekstrak berpotensi sebagai
agen antibakteri. Adanya daya hambat suatu
agen antibakteri dapat terlihat jika terbentuk
zona bening di sekitar kertas cakram yang
diletakkan pada agar berisi bakteri uji.

Bakteri uji yang telah dikultur diambil
sebanyak 1 ose untuk dijadikan suspensi dengan
cara dilarutkan ke dalam 2 mL NaCl fisiologis.
Kemudian divorteks hingga homogen. Suspensi

bakteri kemudian disamakan kekeruhannya
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dengan larutan Mc. Farland 0,5 menggunakan
spektrofotometer  UV-Vis. Setelah setara,
suspensi  bakteri sebanyak 100 uL
diinokulasikan pada media NA yang telah padat.
Suspensi  bakteri diratakan menggunakan
glassdrill pada permukaan agar dan dibiarkan
hingga mengering. Cawan petri dibagi menjadi 4
bagian untuk meletakkan kertas cakram berisi
variasi  konsentrasi  ekstrak. Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
Pengujian  dilakukan sebanyak 3  kali
pengulangan.

Ekstrak yang diuji akan mempunyai
aktivitas antibakteri jika di sekeliling kertas
cakram terbentuk zona bening. Sebaliknya,
ekstrak yang diuji tidak akan mempunyai
aktivitas antibakteri jika di sekeliling kertas
cakram tidak terbentuk zona bening. Diameter
zona  bening yang terbentuk  diukur
menggunakan mistar. Pengukuran dilakukan
merujuk pada metode Aviany & Pujiyanto
(2020) yaitu pada 4 bagian sisi yang berbeda
diukur, kemudian dirata-rata. (Turani et al,

2017) mengkategorikan rentang daya hambat
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lemah pada diameter 0-3 mm, sedang 3-6 mm,

dan kuat lebih dari 6 mm.

2) Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Pembuatan larutan untuk pengujian KHM

berdasarkan pada penelitian Makolit et al,

(2017).

Tabung 1 diisi dengan 1 g ekstrak kental C.
lentillifera ditambah 1 mL media NB
sehingga menghasilkan larutan uji dengan
konsentrasi 100%.

Tabung 2 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
1 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan  larutan uji dengan
konsentrasi 50%.

Tabung 3 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
2 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan  larutan uji dengan
konsentrasi 25%.

Tabung 4 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
3 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan  larutan uji dengan
konsentrasi 12,5%.

Tabung 5 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
4 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
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menghasilkan  larutan  uji  dengan
konsentrasi 6,25%.

Tabung 6 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
5 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan  larutan  uji  dengan
konsentrasi 3,125%.

Tabung 7 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
6 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan  larutan uji dengan
konsentrasi 1,5625%.

Tabung 8 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
7 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan larutan  uji dengan
konsentrasi 0,78125%.

Tabung 9 diisi dengan 0,5 mL larutan tabung
8 ditambah 0,5 mL media NB sehingga
menghasilkan larutan  uji dengan
konsentrasi 0,390625%.

Tabung 1-9 diisi dengan 0,25 mL suspensi
bakteri uji.

Tabung K(+) diisi dengan suspensi bakteri
uji yang setara dengan kekeruhan Mc

Farland.
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e Tabung K(-) diisi dengan ekstrak etanol C.
lentillifera 100%.

Uji KHM dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Tabung perlakuan
(tabung 1-11) diukur absorbansi awal
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 600 nm. Setelah itu
diinkubasi selama 24 jam. Tabung perlakuan
(tabung 1-11) diukur kembali absorbansinya
dengan cara yang sama seperti sebelumnya.
Pertumbuhan bakteri terjadi jika kekeruhan
larutan meningkat, artinya nilai absorbansi akhir
larutan lebih besar daripada absorbansi awal
larutan. Jika larutan tersebut dapat menghambat
pertumbuhan bakteri maka kekeruhan larutan
menurun, artinya nilai absorbansi akhir larutan
lebih kecil daripada absorbansi awal larutan.
Konsentrasi ekstrak terkecil yang mulai
menghambat pertumbuhan bakteri merupakan

nilai KHM (Makolit et al., 2017).



BAB1V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Ekstraksi C. lentillifera
Sampel C. lentillifera segar diperoleh dari Balai Besar

Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa
Tengah. C. lentillifera dikeringkan dengan menggunakan
oven selama 6 jam pada suhu 70°C. Pengeringan dilakukan
untuk mengurangi kadar air pada C. lentillifera agar tidak
menggangu proses penguapan pelarut setelah maserasi
dan tahan lama ketika disimpan. Kadar air pada simplisia C.
lentillifera kering didapatkan sebesar 12,45%. Kadar
tersebut sesuai dengan penelitian Tapotubun (2018) yang
berkisar antara 9,22-18,22%.

C. lentillifera yang sudah kering dihaluskan guna
memperkecil luas permukaan bahan agar memudahkan
proses pengambilan senyawa oleh pelarut saat maserasi.
Bubuk C. lentillifera sebanyak 100 gram kemudian
dimaserasi dengan 500 mL etanol 96% yang telah
didestilasi selama 2x24 jam dengan penyaringan 24 jam
sekali. Pelarut yang dipilih adalah etanol karena termasuk
pelarut universal yang dapat mengekstrak senyawa polar,
non polar, dan semi polar pada bahan alam. Selain itu etanol

mudah didapat dan harganya terjangkau. Destilasi pelarut
49
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bertujuan untuk memisahkan kandungan air di dalamnya
agar etanol yang digunakan lebih murni, sehingga tidak
mengganggu pada saat proses penguapan pelarut.
Penyaringan dilakukan untuk memisahkan filtrat hasil
maserasi dari residu.

Ekstrak C. lentillifera kemudian diuapkan pelarutnya
menggunakan rotary evaporator pada suhu di bawah 60°C
hingga terbentuk larutan yang lebih kental. Suhu yang
digunakan selama proses penguapan pelarut adalah suhu
titik didih pelarut. Larutan yang lebih kental selanjutnya
dipindahkan ke gelas beaker untuk proses penguapan
pelarut kembali menggunakan penangas air hingga
terbentuk pasta kental. Hal tersebut dilakukan dengan
tujuan agar pasta kental yang dihasilkan mudah untuk

diambil.

Gambar 4. 1 Ekstrak Kental C. lentillifera

Ekstrak yang dihasilkan berbentuk pasta kental warna

hijau seperti pada gambar 4.1, namun pada ekstrak kental
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tersebut masih terdapat residu seperti simplisia kering C.
lentillifera yang mengganggu. Hal tersebut dapat terjadi
karena larutan hasil evaporasi tidak disaring kembali.
Rendemen ekstrak kental C. lentillifera yang didapatkan
sebesar 6,9426% dengan berat 6,9426 g.

Senyawa aktif dalam C. lentillifera yang telah ditarik oleh
etanol saat proses maserasi belum diketahui secara pasti.
Namun, berdasarkan penelitian Ridhowati & Asnani
(2016), Caulerpa sp. mengandung senyawa yang berpotensi
sebagai antibakteri, yaitu fenol, flavonoid, steroid, tanin,
dan saponin. Saputri et al, (2019) juga menyebutkan
bahwa ekstrak C. lentillifera mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin, dan fenol. Perlu dilakukan uji fitokimia
lebih lanjut untuk membuktikannya.

. Uji Fitokimia

Uji fitokimia pada ekstrak etanol C. lentillifera dilakukan
secara kualitatif dengan cara menambahkan pereaksi
tertentu pada ekstrak. Adanya kandungan senyawa
metabolit sekunder dapat dilihat dari perubahan warna
yang terjadi. Hasil uji fitokimia ekstrak etanol C. lentillifera
menunjukkan adanya senyawa alkaloid, flavonoid, dan
steroid seperti pada tabel 4.1. Senyawa-senyawa tersebut

dapat berpotensi sebagai agen antibakteri.
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Tabel 4. 1 Hasil Uji Fitokimia

Uji Fitokimia Hasil Keterangan
Alkaloid + Endapan jingga
Flavonoid + Kuning
Steroid + Hijau tua
Kuning
Tanin -
kehijauan
Saponin - Buih tidak stabil
Kuning
Fenol -
kehijauan

Uji alkaloid pada ekstrak etanol C. lentillifera
menunjukkan hasil positif sesuai dengan penelitian
Saputri et al, (2019) karena menghasilkan endapan
jingga seperti pada gambar 4.2 setelah ditambah
beberapa tetes HCI pekat dan pereaksi Dragendroff.

Penambahan HClI yang bersifat asam pada
pengujian ini dimaksudkan untuk membentuk garam
yang larut dalam air dengan senyawa alkaloid yang
bersifat basa. Adanya penggantian ligan menyebabkan
terjadinya reaksi pengendapan merupakan prinsip dari
metode ini. Suatu larutan akan menghasilkan endapan

jingga jika mengandung alkaloid (Ergina et al., 2014).
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a b

Gambar 4. 2 Hasil Uji Alkaloid (a) Sebelum Reaksi;
(b) Setelah Reaksi

Reagen Dragendroff mengandung kalium iodida dan
bismut nitrat dalam larutan asam asetat glasial. Fungsi
pelarutan bismut nitrat dalam HCl adalah mencegah
garam bismut terhidrolisis menjadi ion bismutil
Penambahan asam menyebabkan kesetimbangan
bergeser ke arah kiri sehingga ion Bi3* tetap berada
dalam larutan. Kalium tetraiodobismutat akan
terbentuk dikarenakan ion Bi3* bereaksi dan larut
dengan kalium iodida berlebih. Sedangkan ikatan
kovalen koordinat akan terbentuk karena adanya
nitrogen yang bertemu dengan K+ (Ergina et al., 2014).

Bi* + H,0O - BiO* + 2H*
Bi(NO3)z + 3KI - Bilz + 3KNO3
Bil; + KI > K][Bil4]
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Gambar 4. 3 Reaksi Uji Alkaloid (Ergina et al., 2014)

Senyawa alkaloid dapat berperan sebagai senyawa
antibakteri. Menurut Haryati et al. (2015), komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri akan diganggu
oleh senyawa alkaloid. Akibatnya pertumbuhan bakteri
akan terhambat bahkan mati karena lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara sempurna.

Uji flavonoid pada ekstrak etanol C. lentillifera
menunjukkan hasil positif sesuai dengan penelitian
Saputri et al, (2019) karena menghasilkan warna
kuning seperti pada gambar 4.4 setelah ditambah
serbuk Mg dan HCI pekat.

HCl pekat dan serbuk magnesium ditambahkan
pada ekstrak dengan tujuan untuk mereduksi ikatan
glikosida dengan flavonoid. Proses reduksi akan
memutuskan ikatan glikosida dengan flavonoid dalam

ekstrak agar dapat diidentifikasi, yang mana dihasilkan
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warna kuning setelahnya yang menunjukkan bahwa
ekstrak mengandung senyawa flavonoid

(Muthmainnah, 2019).

1]

Gambar 4. 4 Hasil Uji Flavonoid (a) Sebelum Reaksi;
(b) Setelah Reaksi

Gugus o-glikosil pada flavonoid akan dihidrolisis
oleh HCl pekat yang ditambahkan menjadi aglikon
flavonoid. lon H+ pada HCl yang mempunyai
keelektronegatifan tinggi akan menggantikan glikosil.
Serbuk magnesium yang ditambahkan akan berikatan
dengan flavonoid membentuk senyawa kompleks
(Ridho, 2013).

Senyawa flavonoid diduga berpotensi sebagai
senyawa antibakteri. Gugus alkohol dalam flavonoid
akan bereaksi dengan lipid dan asam amino yang
terdapat pada dinding sel Dbakteri sehingga
menyebabkan kerusakan dinding sel bakteri. Menurut

pendapat Pendit et al. (2016), metabolisme energi,
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sintesis asam nukleat, dan fungsi membran sel pada

bakteri akan dihambat oleh senyawa flavonoid.

+ MgCl,

Gambar 4. 5 Reaksi Uji Flavonoid (Oktavia et al., 2021)

Uji steroid pada ekstrak etanol C. Ientillifera
menunjukkan hasil positif sesuai dengan penelitian
Saputri et al,, (2019) karena menghasilkan warna hijau
tua seperti pada gambar 4.6 setelah bereaksi dengan
CH3COOH dan H»SO..

Penambahan asam asetat glasial dan asam sulfat
pada ekstrak membuat senyawa golongan steroid
teroksidasi sehingga membentuk ikatan rangkap
terkonjugasi (Oktavia et al., 2021) . Liling et al., (2020)

menjelaskan kematian bakteri dapat disebabkan oleh
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aktivitas senyawa steroid di dalamnya dengan cara

merusak membran plasma sel, akibatnya sitoplasma

B

Gambar 4. 6 Hasil Uji Steroid (a) Sebelum Reaksi;
(b) Setelah Reaksi

HOAC/H,50,
-
HO *

AC,0
(803)

‘Q <50 (ji(jg\/\(
A\ OO

Gambar 4. 7 Reaksi Uji Steroid (Oktavia et al.,, 2021)

bocor ke luar sel

a
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Uji tanin pada ekstrak etanol C. Ientillifera
menunjukkan hasil negatif karena tidak menghasilkan
warna biru tua atau hitam kehijauan saat direaksikan
dengan FeClz 10% seperti pada gambar 4.8. Sedangkan
pada penelitian Ridhowati & Asnani (2016) ekstrak
Caulerpa sp. mengandung tanin. Perbedaan ini mungkin
disebabkan karena perbedaan spesies anggur laut dan
perbedaan pelarut, serta perbedaan perlakuan selama
proses ekstraksi, misalnya suhu pengeringan yang
terlalu tinggi sehingga dapat merusak senyawa tanin

dalam C. lentillifera.

a b
Gambar 4. 8 Hasil Uji Tanin (a) Sebelum Reaksi; (b)
Setelah Reaksi

Uji saponin pada ekstrak etanol C. lentillifera
menunjukkan hasil negatif seperti pada gambar 4.9
karena buih yang dihasilkan setelah ditambah air panas
dan HCI 2N tidak stabil sesuai dengan kriteria yang telah

disebutkan. Sedangkan pada penelitian Saputri et al,
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(2019) menyebutkan bahwa ekstrak C. lentillifera
mengandung saponin. Hal itu mungkin disebabkan
perbedaan pelarut, serta perbedaan perlakuan selama
proses ekstraksi, misalnya suhu pengeringan yang
terlalu tinggi sehingga dapat merusak senyawa saponin

dalam C. lentillifera.

a b

Gambar 4. 9 Hasil Uji Saponin (a) Sebelum Reaksi;
(b) Setelah Reaksi

Uji fenol pada ekstrak etanol C. Ientillifera
menunjukkan hasil negatif karena tidak menghasilkan
warna hijau kehitaman setelah ditambah FeClz 1%
seperti pada gambar 4.10. Sedangkan pada penelitian
Saputri et al.,, (2019) menyebutkan bahwa ekstrak C.
lentillifera mengandung fenol. Hal itu mungkin
disebabkan karena perbedaan pelarut, serta perbedaan
perlakuan selama proses ekstraksi, misalnya suhu
pengeringan yang terlalu tinggi sehingga dapat merusak

senyawa fenol dalam C. lentillifera.
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a b

Gambar 4. 10 Hasil Uji Fenol (a) Sebelum Reaksi; (b)
Setelah Reaksi

C. Uji Antibakteri
1. Uji Daya Hambat (Metode Kertas Cakram)

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol C. lentillifera
yang pertama dilakukan adalah dengan metode kertas
cakram. Metode ini termasuk metode difusi agar, yaitu
dengan cara meletakkan kertas cakram berisi larutan uji
pada media yang telah ditanami bakteri. Adanya zona
bening di sekitar kertas cakram menunjukkan bahwa
suatu larutan uji mempunyai daya hambat terhadap
suatu bakteri. Alat-alat yang digunakan untuk uji daya
hambat sebelumnya disterilisasi terlebih dahulu pada
suhu 121°C selama 15 menit menggunakan autoklaf.
Sterilisasi bertujuan untuk menjaga alat-alat agar tetap
bersih ketika digunakan dan mencegah terjadinya

kontaminasi.
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Biakan murni bakteri P. acnes yang digunakan
sebelumnya dikultur terlebih dahulu dengan cara
menggoreskan ke dalam media agar miring, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pengkulturan
dilakukan untuk meregenerasi sel bakteri, sedangkan
inkubasi dilakukan untuk mengembangbiakkan bakteri.
Selanjutnya bakteri yang telah dikultur dibuat suspensi
dengan cara melarutkannya beberapa ose ke dalam NaCl
fisiologis steril yang kemudian dihomogenkan dengan
cara divoterks. Hal ini dilakukan untuk menjaga
keseimbangan ion sel bakteri. Kekeruhan suspensi
bakteri kemudian disetarakan dengan larutan Mec.
Farland 0,5 dengan menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Larutan tersebut dibuat sebagai pembanding
kekeruhan bakteri dalam media cair.

Media NA steril dituang ke dalam cawan petri
hingga mengeras, kemudian diinokulasikan bakteri uji
dengan cara menuangkan sebanyak 100 pL suspensi
bakteri yang setara dengan Mc. Farland 0,5. Suspensi
bakteri diratakan menggunakan grassdrill dan ditunggu
hingga mengering. Cawan petri dibagi menjadi empat
bagian, kemudian diletakkan kertas cakram yang berisi
larutan uji. Larutan uji tersebut berisi ekstrak etanol C.

lentillifera dengan konsentrasi 5%, 10%, 15%, serta
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pelarut etanol 96% sebagai kontrol. Semua perlakuan
saat pengujian antibakteri dilakukan di dalam LAF agar
tetap steril karena sifat bakteri yang sangat sensitif.
Zona bening yang terbentuk setelah diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dapat dilihat pada gambar
4.11.

Gambar 4. 11 Hasil Uji Daya Hambat

Zona bening yang terbentuk kemudian diukur
menggunakan mistar. Hasil uji daya hambat ekstrak
etanol C. lentillifera terhadap bakteri P. acnes terdapat
dalam tabel 4.2.

Tabel 4. 2 Hasil Uji Daya Hambat

Konsentrasi Diameter Zona Bening (mm)
Kontrol 1,333 +0,577
5% 1+0,401
10% 2+0,144

15% 4+0,250
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Berdasarkan kategori kekuatan daya hambat oleh
Turani et al,, (2017) pada tabel 4.2, ekstrak etanol C.
lentillifera dengan konsentrasi 5% dan 10% mempunyai
daya hambat yang lemah dengan diameter zona bening
berturut-turut 1 + 0,401 mm dan 2 * 0,144 mm.
Sedangkan ekstrak etanol C. lentillifera dengan
konsentrasi 15% mempunyai daya hambat sedang
dengan diameter zona bening sebesar 4 * 0,250 mm.
Simpulan yang dapat diambil adalah semakin besar
konsentrasi ekstrak etanol C. lentillifera semakin besar

pula daya hambat terhadap bakteri P. acnes.

Tabel 4. 3 Range Daya Hambat
(Turani etal., 2017)

Diameter Zona Bening

(mm) Kategori
mm
0-3 Lemah
3-6 Sedang
>6 Kuat

Berdasarkan penelitian Saputri et al, (2019)
ekstrak C. lentillifera juga dapat menghambat bakteri
gram positif S. aureus dan bakteri gram negatif E. coli.
Pada konsentrasi 15% kedua bakteri tersebut dapat

terhambat oleh ekstrak C. lentillifera dengan diameter
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zona bening berturut-turut sebesar 9,161 + 0,083 mm
dan 7,108 * 0,038 mm. Sedangkan pada penelitian ini
ekstrak C. lentillifera pada konsentrasi yang sama
mempunyai daya hambat sebesar 4 * 0,250 mm
terhadap bakteri P. acnes.

Zona hambat pada bakteri S. aureus dan E. coli lebih
besar daripada bakteri P. acnes. Hal itu mungkin
dikarenakan oleh perbedaan pelarut yang digunakan
dalam ekstraksi C. lentillifera. Metanol yang digunakan
sebagai pelarut pada penelitian Saputri et al,, (2019)
dimungkinkan lebih banyak mengambil senyawa
metabolit sekunder secara maksimal sehingga aktivitas
antibakterinya lebih besar jika dibandingkan dengan
penelitian ini. Selain itu, karakteristik bakteri juga dapat
mempengaruhi zona bening yang terbentuk. Bakteri S.
aureus dan P. acnes merupakan bakteri gram positif, di
mana mempunyai struktur peptidoglikan yang
kompleks sehingga terbentuk dinding sel yang lebih
tebal dan kaku. Akibatnya, dinding sel sulit untuk
ditembus oleh agen antibakteri. Sementara itu, bakteri E.
coli termasuk dalam bakteri gram negatif yang
mempunyai dinding sel lebih tipis sehingga mudah

mengalami kerusakan akibat reaksi mekanik dan kimia
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(Jawetz, 1996). Perbandingan dengan penelitian ini

disajikan pada tabel 4.4 berikut.

Tabel 4. 4 Perbandingan Daya Hambat Ekstrak C.
lentillifera Terhadap Beberapa Bakteri

Diameter Zona

Bakteri Konsentrasi
Bening (mm)
S. aureus? 15% 9,161 + 0,083
E. colia 15% 7,108 + 0,038
P. acnes 15% 40,250

a Saputri et al,, (2019)

Beberapa penelitian terdahulu juga telah
mengujikan aktivitas antibakteri beberapa tanaman
terhadap bakteri P. acnes. Tanaman yang terbukti
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri P.
acnes antara lain daun beluntas (Hafsari et al., 2015),
daun soma (Marselia et al., 2015), daun jambu biji (Afifi
& Erlin, 2017), daun binahong (Narulita et al., 2019),
kulit jeruk bali (Pariury et al.,, 2021), serta daun kersen
dan kunyit (Lisdiana et al., 2022).

Tinggi rendahnya kandungan senyawa aktif dalam
ekstrak mempengaruhi besar kecilnya zona bening yang
terbentuk. Ada tidaknya senyawa aktif dalam ekstrak

mempengaruhi ada tidaknya zona bening yang
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terbentuk. Jika terdapat senyawa yang berpotensi
sebagai antibakteri, maka akan terbentuk zona bening di
sekitar kertas cakram (Salni, Aminasih dan Sriviona.,
2013).

Metode kertas cakram hanya dapat
menggambarkan tinggi rendahnya aktivitas antibakteri
yang dilihat dengan besar Kkecilnya zona bening.
Sedangkan untuk mengetahui kekuatan aktivitas
antibakteri perlu dilakukan uji KHM. Uji KHM dapat
mengetahui konsentrasi terkecil suatu agen antibakteri
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
Sedangkan uji zona bening hanya untuk mengetahui
besar kecilnya aktivitas antibakteri tanpa mengetahui
konsentrasi terkecilnya dalam menghambat bakteri
(Rahayu, 2009).

Uji KHM (Metode UV-Vis)

Metode dilusi cair adalah metode yang digunakan
pada uji KHM menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Kekeruhan bertingkat suatu larutan antibakteri diukur
untuk mendapatkan nilai KHM. Kelebihan dari metode
ini adalah homogenitas larutan terjamin karena
berbentuk cair sehingga larut sempurna. Selain itu dapat
menghemat penggunaan bahan antibakteri dan media

uji.
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Larutan ekstrak etanol C. lentillifera yang akan diuji
dibuat dengan cara pengenceran bertingkat
menggunakan media NB mulai dari konsentrasi 100%
hingga 0,39%. Kontrol positif yang digunakan adalah
suspensi bakteri P. acnes yang setara dengan kekeruhan
Mc. Farland 0,5. Kontrol negatif yang digunakan adalah
ekstrak etanol C. lentillifera 100% tanpa penambahan
bakteri uji. Pengukuran dilakukan sebanyak 2 Kkali
pengulangan. Nilai KHM dapat dilihat dari naik turunnya
absorbansi sebelum dan setelah inkubasi. Jika nilai
absorbansi setelah inkubasi lebih kecil daripada nilai
absorbansi sebelum inkubasi maka pertumbuhan
bakteri dapat terhambat dan sebaliknya. Kekeruhan
larutan uji sebelum dan setelah inkubasi tertera pada

gambar 4.12.

Gambar 4. 12 Hasil Uji KHM dari Kiri ke Kanan
dengan Konsentrasi 0,39% hingga 100% (a) Sebelum
Inkubasi; (b) Setelah Inkubasi
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Larutan uji setelah diinkubasi terlihat lebih keruh

daripada sebelum diinkubasi karena koloni bakteri

berkembangbiak dengan baik selama inkubasi. Untuk

mengetahui

nilai KHM

dilakukan

pengukuran

absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Hasil uji KHM ekstrak etanol C. lentillifera terhdapa

bakteri P. acnes dapat dilihat pada tabel 4.5.

Tabel 4. 5 Hasil Uji KHM

Absorbansi
Kons. Sebelum Setelah Ket.
Inkubasi Inkubasi

K(-) 0,313 + 0,003 0,478 + 0,022 Naik
K(+) 0,041 + 0,000 0,056 + 0,001 Naik
100% 3,116 £ 0,056 2,967 + 0,070 Turun
50% 2,744 + 0,020 2,630+0,027  Turun
25% 1,487 £ 0,016 1,634 £ 0,032 Naik
12,5% 0,627 + 0,008 1,304 + 0,005 Naik
6,25% 0,344 + 0,002 1,177 £ 0,002 Naik
3,12% 0,235+0,001 1,035 £ 0,002 Naik
1,56% 0,089 + 0,002 0,909 + 0,001 Naik
0,78% 0,064 + 0,002 0,907 + 0,001 Naik
0,39% 0,055 + 0,001 0,808 + 0,006 Naik
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Nilai KHM ekstrak etanol C. lentillifera terhadap
bakteri P. acnes terdapat pada konsentrasi 50% karena
terjadi penurunan absorbansi setelah diinkubasi. Hal itu
berarti bahwa pertumbuhan bakteri telah terhambat
oleh adanya 50% ekstrak etanol C. lentillifera yang
mengandung senyawa antibakteri seperti alkaloid,
flavonoid, dan steroid. Pada konsentrasi 25% ke bawah
bakteri masih dapat tumbuh karena terjadi kenaikan
absorbansi setelah inkubasi. Hal itu dikarenakan
senyawa aktif yang terkandung pada konsentrasi
tersebut tidak mampu menghambat pertumbuhan

bakteri.



BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
1. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam

ekstrak etanol C. lentillifera secara fitokimia adalah
alkaloid, flavonoid, dan steroid.

2. Diameter zona hambat ekstrak etanol C. lentillifera
terhadap bakteri P. acnes pada konsentrasi 5%, 10%,
dan 15% berturut-turut adalah 1 + 0,401 mm, 2 + 0,144
mm, dan 4 + 0,250 mm.

3. Nilai KHM ekstrak etanol C. lentillifera terhadap bakteri

P. acnes terdapat pada konsentrasi 50%.

B. Saran
1. Perlu dilakukan ekstraksi C. lentillifera dengan pelarut

yang berbeda pada uji antibakteri terhadap bakteri P.
acnes.

2. Perlu dilakukan fraksinasi ekstrak etanol C. lentillifera
pada uji antibakteri terhadap bakteri P. acnes.

3. Perlu dilakukan penentuan nilai Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) ekstrak etanol C. lentillifera terhadap

bakteri P. acnes.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Perhitungan

A. Hasil Rendemen Ekstrak Etanol C. lentillifera
Berat simplisia latoh = 100 g

Berat ekstrak kental latoh = 6,9426 g

6,9426 g
100 g

= 6,9426%

% rendemen = X 100%

Jadi, ekstrak etanol kental C. lentillifera yang diperoleh
sebanyak 6,9426 gram dengan rendemen sebesar 6,9426
gram.

B. Kadar Air Simplisia C. lentillifera Kering
A =2,9995

B = 31,8761
C = 29,2088
vadar air = 2,9995 — (31,8761 — 29,2088) % 100%
31,8761 — 29,2088
_ 0,3322 % 100%
2,6673
= 12,4545%

Jadi, kadar air simplisia C. lentillifera kering yang

diperoleh adalah sebesar 12,4545%.
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C. Pembuatan Larutan NaCl Fisiologis 0,9%

massa zat terlarut (g)

X 100%

% (b/v) =

volume larutan (mL)
09g
~ 100 mL
= 0,9%

X 100%

Jadi, larutan NaCl fisiologis 0,9% dapat dibuat dengan
mencampurkan 0,9 gram NaCl ke dalam 100 mL aquades.
D. Pembuatan Larutan Uji (Metode Kertas Cakram)

1. Ekstrak Etanol C. lentillifera Konsentrasi 15%

massa zat terlarut (g)

% (b/v) = x 100%

volume larutan (mL)

_ 15g
T 10mL

=15%

Jadi, ekstrak etanol C. lentillifera konsentrasi 15%

X 100%

dapat dibuat dengan mencampurkan 1,5 gram ekstrak
etanol C. lentillifera ke dalam 10 mL etanol.

2. Ekstrak Etanol C. lentillifera Konsentrasi 10%

Ml'Vl = Mz.Vz
15.V, = 10.5
v, =333 mL

Jadi, ekstrak etanol C. lentillifera konsentrasi 10%

dapat dibuat dengan melarutkan 3,33 mL ekstrak
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etanol C. lentillifera konsentrasi 15% ke dalam 10 mL
etanol.
3. Ekstrak Etanol C. lentillifera Konsentrasi 5%
M,.Vy =M,.V,
15.V; =5.5
V, =1,67mL
Jadi, ekstrak etanol C. lentillifera konsentrasi 5% dapat
dibuat dengan melarutkan 1,67 mL ekstrak etanol C.
lentillifera konsentrasi 15% ke dalam 10 mL etanol.
E. Pembuatan Larutaan Uji (Metode KHM)
1. Tabung K(+) berisi ekstrak etanol C. lentillifera
100%

0 _ massa zat terlarut (g) 0
L (b/V) volume larutan (mL) X 100%

= 1—gx 100%
1mL

=100%
Jadi, ekstrak etanol C. lentillifera 100% dapat dibuat
dengan melarutkan 1 gram ekstrak kental C. lentillifera
ke dalam 1 mL etanol.
2. Tabung 1 berisi larutan uji dengan konsentrasi

100%

massa zat terlarut (g)

% (b/v) = X 100%

volume larutan (mL)
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= 1—gx 100%
1mL

=100%

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 100% dapat dibuat
dengan melarutkan 1 gram ekstrak kental C. lentillifera
ke dalam 1 mL media NB.
Tabung 2 berisi larutan uji dengan konsentrasi
50%

M. Vi =M,.V,

100.V; = 50.1

Vi =05mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 50% dapat dibuat
dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 1 ke dalam
0,5 mL media NB.
Tabung 3 berisi larutan uji dengan konsentrasi

25%

Ml'Vl = Mz.Vz
50.V, = 25.1
V, = 0,5 mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 25% dapat dibuat
dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 2 ke dalam

0,5 mL media NB.
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5. Tabung 4 berisi larutan uji dengan konsentrasi

12,5%

Ml'Vl = MZ'VZ
25.V, = 12,5.1
Vv, = 0,5mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 25% dapat dibuat
dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 3 ke dalam
0,5 mL media NB.

6. Tabung 5 berisi larutan uji dengan konsentrasi

6,25%

Ml'Vl = MZ'VZ
12,5.V, = 6,25.1
Vl = 0,5 mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 6,25% dapat dibuat
dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 4 ke dalam
0,5 mL media NB.
7. Tabung 6 berisi larutan uji dengan konsentrasi
3,125%
M.V, = M,.V,
6,25.V; = 3,125.1
V, =0,5mL
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Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 3,125% dapat
dibuat dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 5 ke
dalam 0,5 mL media NB.

Tabung 7 berisi larutan uji dengan konsentrasi

1,5625%

Ml'Vl = MZ'VZ
3,125.V; = 1,5625.1
V, = 0,5mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 1,5625% dapat
dibuat dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 6 ke
dalam 0,5 mL media NB.

Tabung 8 berisi larutan uji dengan konsentrasi

0,78125%

Ml'Vl = MZ'VZ
1,5625.V; = 0,78125.1
Vl = 0,5 mL

Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 0,78125% dapat
dibuat dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 7 ke
dalam 0,5 mL media NB.
Tabung 9 berisi larutan uji dengan konsentrasi
0,390625%
M. Vi =M,.V,
0,78125.V; = 0,390625.1
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V]_ = 0,5 mL
Jadi, larutan uji dengan konsentrasi 0,390625% dapat
dibuat dengan melarutkan 0,5 mL larutan tabung 8 ke

dalam 0,5 mL media NB.



Lampiran 2 Tabel Data Penelitian

A. Hasil Uji Fitokimia

Uji Fitokimia Hasil Keterangan
Alkaloid + Endapan jingga
Flavonoid + Kuning
Steroid + Hijau tua
Kuning
Tanin - kehijauan
Saponin - Buih tidak stabil
Fenol - Kuning
kehijauan

B. Hasil Uji Daya Hambat (Metode Kertas Cakram)

Rata-
Replikasi Replikasi Replikasi
Kons. Rata
1 (mm) 2 (mm) 3 (mm)
(mm)
K 1 1 2 1,33
5% 1,375 2 2,25 1,875
10% 3 3 3,75 3,25
15% 4,75 5 6,25 5,33
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C. Hasil Uji KHM (Metode UV-Vis)

Perlakuan
Konsentrasi Replikasi Sebelum  Setelah Keterangan

Inkubasi Inkubasi
1 0,311 0,494

K() 2 0,316 0,463 Naik
Rata-Rata  0,3135 0,4785
1 0,041 0,056

K (+) 2 0,041 0,057 Naik
Rata-Rata 0,041 0,0565
1 3,156 3,017

100% 2 3,076 2,918 Turun
Rata-Rata 3,116 2,9675
1 2,759 2,650

50% 2 2,730 2,611 Turun
Rata-Rata  2,7445 2,6305
1 1,499 1,611

25% 2 1,467 1,657 Naik
Rata-Rata 1,483 1,634
1 0,633 1,301

12,5% 2 0,621 1,308 Naik

Rata-Rata 0,627 1,3045



6,25%

3,12%

1,56%

0,78%

0,39%

1

2
Rata-Rata

1

2
Rata-Rata

1

2
Rata-Rata

1

2
Rata-Rata

1

2

Rata-Rata

0,343
0,346
0,3445
0,236
0,235
0,2355
0,091
0,088
0,0895
0,066
0,063
0,0645
0,056
0,055
0,0555

1,176
1,179
1,1775
1,034
1,037
1,0355
0,910
0,908
0,909
0,908
0,906
0,907
0,804
0,813
0,8085
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Naik

Naik

Naik

Naik

Naik
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Lampiran 3 Dokumentasi Penelitian

A. Ekstraksi C. lentillifera

Gambar Keterangan

C. lentillifera segar dari
BBPBAP Jepara, Jawa
Tengah

C. lentillifera kering

Bubuk C. lentillifera

Hasil maserasi
menggunakan etanol

96%
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Proses penguapan
pelarut menggunakan

rotary evaporator

Proses penguapan
pelarut menggunakan

penangas air

Ekstrak kental C.
lentillifera
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B. Uji Fitokimia

Gambar
Senyawa Hasil Uji

Sebelum Sesudah

(+) terbentuk
Alkaloid endapan
jingga

(+) menjadi
Flavonoid warna

kuning

(+) menjadi
Steroid warna hijau

tua

(-) tidak
berubah
Tanin
warna

menjadi biru
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() buih tidak

Saponin
P stabil
(-) tidak
berubah
Fenol
warna

menjadi biru

C. Uji Antibakteri
1. Uji Daya Hambat (Metode Kertas Cakram)

Gambar Keterangan

Biakan murni bakteri p.

acnes
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Stok kultur bakteri p.

acnes

Larutan Mc. Farland

Suspensi bakteri p. acnes
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Hasil Uji Daya Hambat

Ket. Sebelum Inkubasi Sesudah Inkubasi

Replikasi
1

Replikasi
2

Replikasi
3




2. Uji KHM (Metode UV-Vis)
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Ket. Sebelum Inkubasi

Sesudah Inkubasi

Replikas
il

Replikas
i2
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Lampiran 4 Daftar Riwayat Hidup

DAFTAR RIWAYAT HIDUP
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03 RW VII Pengkol Kapling
Jepara

Nomor HP 1082323819008

E-mail : fridans71@gmail.com

B. Riwayat Pendidikan
1. Pendidikan Formal
a. TK Tarbiyatul Athfal Pengkol Jepara (2004-2006)
b. SD Al-Islam Pengkol Jepara (2006-2012)
c. SMP Negeri 2 Jepara (2012-2015)
d. SMA Negeri 1 Jepara (2015-2018)
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