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ABSTRAK

Staphylococcus aureus bisa menjadi penyebab keracunan
makanan, dikarenakan bakteri tersebut bisa memperoleh zat
enterotoksin dikenal atas Staphylococcal Enterotoxin (SE).
Penelitian ini bertujuan guna memahami Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) serta juga Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) ekstrak etanol fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, serta
fraksi air daun mangrove bakau (Rhizopora mucronata) atas
bakteri Staphylococcus aureus. Metode uji yang dipakai yakni
metode difusi cakram juga metode dilusi. Konsentrasi
minimum yang dibutuhkan guna menghambat pertumbuhan
(KHM) bakteri Staphylococcus aureus yakni pada konsentrasi
6,25% ekstrak etanol daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata), sedangkan pada ekstrak etanol daun mangrove
bakau (Rhizophora mucronata) konsentrasi 12,5%.
Konsentrasi minimum yang diperlukan untuk membunuh
(KBM) bakteri Staphylococcus aureus atas ekstrak etanol yakni
konsentrasi 25, dan ekstrak fraksi etil asetat daun mangrove

bakau (Rhizophora mucronata) yakni pada konsentrasi 50%.

Kata kunci : Staphylococcus aureus, Rhizopora mucronata,

KHM, KBM, Metode dilusi, Metode difusi cakram
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BABI
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Ikan yang kurang segar menjadi substrat yang baik
bagi pertumbuhan mikroba tak terkecuali bagi bakteri,
sehingga pasca kematian ikan akan menjadi mudah
membusuk (Fauzi et al, 2022). Olahan ikan yang kurang
baik bisa membuat kontaminasi bakteri patogen seperti
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter  serta
Staphylococcus aureus (Makagansa et al., 2015). Bakteri S.
Aureus ialah bakteri gram positif yang memilki ketahanan
hidup tinggi meskipun pada keadaan lingkungan yang tidak
mendukung. Kontaminasi Staphylococcus aureus bisa
menyebabkan keracunan, dikarenakan bakteri tersebut
bisa memperoleh zat enterotoksin dikenal dengan
Staphylococcal Enterotoxin (SE). Enterotoksin jenis ini akan
mempengaruhi kerja usus halus, sehingga ada peningkatan
sekresi cairan pada usus, hal tersebut yang akan
menyebabkan gejala diare bahkan muntah-muntah pada
jangka waktu yang pendek (Karimela et al, 2013).
Pembentukan enterotoksin oleh Staphylococcus aureus
pada ikan terjadi sangat cepat karna dipengaruhi oleh
komposisi substrat, suhu, dan pH (Yennie et al., 2022).

Pengobatan kontaminasi bakteri selama ini

dilaksanakan pemberian antibiotik sintesis. Pemakaian
1



antibiotik yang dilakukan terus menerus nantinya
membuat efek samping berupa kekebalan mikroba
patogen. Oleh karena itu diperlukan inovasi-inovasi terbaru
terkait zat antibakteri atas bahan alami. Menurut Fazila,
(2022), penggunaan antibakteri dari ekstrak bagian
tumbuhan lebih efisien pada menanggulangi penyakit yang
disebabkan bakterial. Tumbuhan mangrove bakau
(Rhizpora mucronata) terindikasi terdapat beberapa
senyawa metabolit sekunder contohnya flavonoid, alkaloid,
saponin, dan tanin (Saragih et al., 2020). Senyawa metabolit
sekunder tersebut mempunyai andil saat memperlambat
tumbuhnya bakteri perusak kesegaran ikan. Flavonoid yang
terdiri atas banyak gugus hidroksil memiliki kemampuan
merusak membran sel mikroba, melalui mekanisme
transpor nutrisi dan komponen organik (Triwanda &
Hastuti, 2023). Senyawa alkaloid bersifat toksik terhadap
mikroba dengn adanya perusakan komponen penyusun
peptidoglikan, jadi lapisan dinding sel akan cacat (Hidayah
etal,, 2017).

Beberapa penelitian terdahulu sudah menyatakan
bahwa pada tumbuhan mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) terlebih atas bagian daunnya terkandung
beberapa senyawa metabolit sekunder yang bisa
dimanfaatkan atas antibakteri (Rahayuningsih et al,

2023)(Francis et al,, 2021). Mahmiah et al,, (2020) sudah
2



melakukan penelitian terhadap ekstrak kulit batang
tumbuhan mangrove bakau (Rhizophora mucronota), hasil
atas penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak kulit batang
mangrove bakau (Rhizopora mucronota) memiliki sifat
antibakteri terhadap Salmonella typhi. Pengujian
kandungan senyawa bioaktif pada ekstrak daun mangrove
(Rhizophora mucronota) terindikasi positif dan memiliki
struktur hidrokarbon atas gugus alkaloid. Hasil uji senyawa
bioaktif berpotensi atas antibiotik atas bakteri resisten
Escherichia coli, terbukti atas diameter daya hambat ekstrak
metanol daun mangrove (Rhizophora mucronota) sebesar
7,10-8,25 mm (Indriani & Agustina, 2019). ekstrak daun
mangrove (Rhizophora mucronota) juga memiliki daya
hambat terhadap bakteri Ralstonia solanacearum.
Persentase penghambatan ekstrak daun mangrove
(Rhizophora mucronota) atas konsentrasi 10000 ppm
memiliki daya hambat sebesar 24.88%, sedangkan pada
konstentrasi 20000 ppm bisa memperlambat sebesar
26.88% (Egraetal., 2019)

Pemanfaatan tumbuhan atas alternatif antibakteri
bahkan atas bahan baku obat banyak dipilih karena
kemanfaatan atas senyawa dan terkandung juga aktivitas
farmakologis atas tumbuhan terlebih tumbuhan mangrove
bakau (Rhizopora mucronata) yang sangat melimpah.

Keberadaan tumbuhan yang bisa dimanfaatkan atas obat di
3



alam sangatlah melimpah. Allah SWT. sudah menumbuhkan
beragam tanaman agar bisa dimanfaatkan atas baik oleh
manusia, hal tersebut atasmana termaktub atas Al-Qur'an
pada surah Asy- Syu'ara ayat 7 berikut ini :

B8 55 08 e el T 1€ a1 158 150

Artinya : “Apakah mereka tidak memperdulikan bumi,
sangat banyak Kami sudah membuat tumbuh di sana semua
macam (tanaman) yang tumbuh bagus?”.

Tafsir Al-Misbah yang ditulis oleh Prof. Dr. K.H.
Quraisy Shihab, Lc, M.A, menyebutkan, pemaknaan yang
luas terhadap arti kata “menumbuhkan” yakni berkaitan
atas kebermanfaatan tumbuhan di bumi yang begitu banyak
ialah tanda kekuasaan Allah SWT. Sesungguhnya apabila
manusia bersedia merenungkan serta mengamati hal
tersebut, pasti mereka nantinya memperoleh petunjuk .
Salahsatu kebermanfaatan tumbuhan yang menjadi
landasan penelitian ini, yakni tumbuhan bisa dimanfaatkan
atas obat melalui pengaplikasian pada bidang antibakteri
(Shihab, 2005).

Hutan Mangrove Pantai Tirang Desa Tambakrejo,
Kecamatan Tugu, ialah tepi pesisir yang memiliki ekosistem
mangrove melimpah. Kuantitas tanaman mangrove pada
tahun 2023 mencapai 113,93 Ha (Suroso, 2022). Salah satu
jenis mangrove yang mendominasi yakni mangrove bakau

(Rhizophora mucronata). Pemilihan jenis mangrove
4



dikarenakan sifat dan karakteristik atas mangrove bakau
yang mudah tumbuh atas penyebaran benih selanjutnya
tahan terhadap temperatur lingkungan yang panas serta
akar tanaman yang mampu atas penopang ombak,
akibatnya mendominasi pinggiran laut daerah tersebut
(Fauziningrum et al., 2023).

mengarah pada penelitian Karundeng et al., (2022)
ekstrak daun bakau (Rhizophora mucronata) pada
konsentrasi 100% optimal memperlambat tumbuh bakteri
S. aureus. Pelarut yang dipakai atas penelitian ini yakni
pelarut air. Konsentrasi 100% disusun atas 1000 mg sebuk
daun bakau (Rhizophora mucronata) kering yang dilarutkan
pada 100 mL aquades. Pemilihan pelarut air dinilai kurang
efektif pada ekstraksi senyawa alami atas bahan alam
karena bisa membuat reaksi fermentatif sehingga membuat
kerusakan bahan aktif yang lebih cepat (Lajoie et al., 2022).
Penggunaan pelarut etanol atas penelitian ini mengarah
pada penelitian yang dilaksanakan atas Ligina & Sudarmin,
(2022). Pada pengujian ini berfokus pada aktivitas
antibakateri atas senyawa alkaloid yang ada di ekstrak akar
tanaman Rhizopora mucronota. Hasil rendemen ekstrak
akar tanaman mangrove Rhizpora mucronota atas pelarut
etanol sebesar 10,67%, sedangkan hasil rendemen
memakai pelarut n-heksana hanya sebesar 4%. Uji aktivitas

antibakteri dilakukan atas bakteri uji S. Aureus juga E. Coli.
5



Metode yang dipakai yakni paper disk. Senyawa alkaloid
yang terkandung termasuk pada golongan isoquinolin
memiliki aktivitas antibakteri atas intensitas lemah,
terbukti daya hambat atas bakteri S. Aureus hnya sejumlah
2 mm, sementara daya hambat atas bakteri E. Coli 0 mm.
Pelarut etanol tergolong pelarut polar, jadi bisa
menarik senyawa-senyawa yang terkandung pada daun.
Selain itu titik didih etanol yang rendah memudahkan
proses ekstraksi karena tidak membutuhkan suhu tinggi
pada proses ekstraksi sehingga tidak akan merusak
senyawa-senyawa fitokimia yang ada di daun mangrove
bakau (Rhizpora mucronata). Penelitian yang sudah
dilaksanakan atas Sammanta et al, (2023) terkait
penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol 96% juga
fraksi-fraksi. Hasil rendemen ekstrak etanol daun
mangrove (Rhizpora mucronata) pada beberapa fraksi
dibisakan 40,49% fraksi air, 9,74% fraksi etil asetat, serta
32,49 fraksi n-heksana (Sammanta et al, 2023).
Berdasarkan hasil rendemen yang dihasilkan oleh ektrak
etanol daun mangrove bakau (Rhizpora mucronata) masih
tergolong tinggi. Konsentrasi atas pelarut bisa
mempengaruhi hasil ekstraksi, komponen senyawa, dan
presentase rendemen. Sehingga makin tinggi konsentrasi

etanol yang akan dipakai senyawa yang bisa terekstrak



semakin banyak juga hasil rendemen yang tinggi

(Novaryatlin et al., 2018).

Selama ini pemanfaatan penanaman tanaman
mangrove hanya sebatas pada akar yang bisa menahan
abrasi. Kurangnya pemanfaatan daun tanaman mangrove
bakau terutama atas antibakteri pada daerah tersebut
mendasari tujuan atas penelitian ini guna menguji serta
memahami kegiatan antibakteri atas esktrak etanol fraksi
n-heksana, etil Asetat, serta air daun mangrove bakau
(Rhizopora Mucronata) terhadap bakteri Staphylococcus
aureus.

B. Rumusan Masalah

1. Apa sajakah kandungan senyawa metabolit sekunder
yang ada di ekstrak etanol fraksi n-heksana, etil asetat,
serta air daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata)?

2. Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak etanol, fraksi
n-heksana, etil asetat, serta air daun mangrove bakau
(Rhizophora mucronata) terhadap daya hambat
pertumbuhan  bakteri  Staphylococcus  aureus
menggunakan metode difusi cakram?

3. Berapa nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol

dan fraksi etil asetat daun mangrove bakau



(Rhizophora mucronata) bakteri Staphylococcus

aureus?

A. Tujuan Penelitian

1. Menganalisis kandungan senyawa Senyawa metabolit
sekunder pada ekstrak etanol fraksi n-heksana, etil
asetat, serta air daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) di hutan Mangrove wilayah pantai tirang
Desa Tugurejo, Kecamatan Tugu, Kota Semarang, Jawa
Tengah.

2. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol fraksi
n-heksana, etil asetat, serta air daun mangrove
mangrove bakau (Rhizophora mucronata) terhadap
daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus menggunakan metode difusi cakram.

3. Mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) serta
juga Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak
etanol dan fraksi etil asetat daun mangrove bakau
(Rhizophora mucronata) efektif sebagai antibakteri

Staphylococcus aureus.



B. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini disemogakan memberi data juga
pengetahuan bahwa senayawa metabolit sekunder pada
daun mangrove bakau (Rhizophora mucronata) berpotensi
sebagai antibakteri Staphylococcus aureus. Selain itu juga
bisa memberikan informasi macam konsentrasi ekstrak
etanol fraksi n-heksana, etil asetat, serta air daun mangrove
bakau (Rhizophora mucronata) yang optimal membunuh
dan menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus

aureus.



BABII
LANDASAN PUSTAKA
A. Landasaan Teori
1. Tanaman Mangrove Bakau (Rhizophora mucronata)

Indonesia telah terkenal dengan negara maritim,
hal tersebut terbukti dari perairan yang luas (2/3 dari
total luas wilayah). Akibatnya menjadikan Indonesia
sebagai tempat yang ideal untuk tumbuhnya mangrove.
Wilayah Indonesia merupakan negara kepulauan
dengan luasan mangrove terbesar di dunia, sekitar
3.153.000 Ha, dari 23% total luas ekosistem mangrove
yang tersebar di dunia (Pramudji, 2018). Mangrove ialah
jenis tanaman dikotil yang hidup di habitat air payau dan
air laut. Mangrove termasuk pohon dan perdu, terdiri
dari 12 genera tumbuhan berbunga dalam 8 famili yang
berbeda (Pramudji, 2018).

Rhizophora mucronata atau biasa lebih sering
disebut tumbuhan bakau, memiliki beberapa nama lain
diantaranya, bakau kurap, bakau gandol, dan bakau
bangko. Tanaman yang masuk kedalam famili
rhizophoroceae biasa hidup di daerah pasang surut air
laut yang berpasir. Bentuk akar dari tumbuhan
mangrove jenis ini akar tunjang yang tumbuh
menggantung dari bagian cabang paling bawah dan

memiliki sel lilin sebagai alat pernapasan karena dapat
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dilewati oksigen akan tetapi tidak menyerap air. Berikut
gambar daun tanaman Rhizophora mucronata pada

gambar 2.1

Gambar 2.1 Daun Rhizopora Mucronata (Fazila, 2022)

Klasifikasi tumbuhan Mangrove bakau
(Rhizophora mucronata) yang termuat dalam website
POWO (Plants of the World Online) (2024) sebagai
berikut :

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Rosidae

Ordo : malpighiales

Famili : Rhizophoraceae Pers
Genus : Rhizophora

Spesies : Rhizophora mucronata
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Bagian tanaman mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) yang efektif digunakan sebagai antibakteri
yakni pada bagian daun. Bagian daun banyak terkandung
senyawa metabolit sekunder hal ini disebabkan
terjadinya fotosintesis pada daun akibatnya banyak
senyawa kimia yang tersintesis. Penelitian tentang
kandungan fitokimia pada tumbuhan mangrove bakau
(Rhizophora mucronata) telah dilakukan oleh Lesdiana &
Usman, (2021) senyawa metabolit sekunder yang
terkandung pada daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) diantaranya, flavonoid, alkaloid, steroid,
feolik dan saponin. Daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) mempunyai kandungan metabolit sekunder
berupa tanin yang bisa menghambat kerja enzim
ekstraseluler bakteri akibatnya terjadi kematian pada
bakteri, selain itu kandungan senyawa alkaloid,
flavonoid, terpenoid serta saponin dapat merusak
membran bakteri (Indriani & Agustina, 2019).

. Ekstraksi

Hasil isolasi suatu senyawa tertentu dipengaruhi
oleh tahap ekstraksi. Senyawa-senyawa fitokimia dapat
dipisahkan dari bahan tanaman dengan berbagai teknik
ekstraksi. Salahsatu metode konvensional ekstraksi yang
paling umum digunakan yakni maserasi, perkolasi, infus,

destruksi, decoction, ekstraksi panas terus menerus
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(ekstraksi Soxhlet), dan lain sebagainya. Metode
ekstraksi juga mengalami pembaruan sehingga didapat
metode yang lebih mdern seperti Supercritical Fluid
Extractions (SFE), Microwave-Assisted Extraction (MAE)
dan Accelerated Solvent Extraction (ASE), Ultrasound
Assisted Extraction (UEA) (Dhanani et al,, 2017).

Hasil dari proses ekstraksi senyawa fitokimia pada
bahan tanaman dapat dipengaruhi oleh faktor pra-
ekstraksi diantaranya:

e Bagian tanaman yang digunakan

e Asal dan ukuran partikelnya

e Kadar air

e Metode pengeringan

o Tingkat pemrosesan
Beberapa faktor proses ekstraksi juga dapat
memmpengaruhi hasil senyawa fitokimia yang didapat,
diantaranya:

e Metode ekstraksi yang digunakan

Pemilihan pelarut

e rasio pelarut terhadap sampel

pH dan suhu pelarut
Waktu ekstraksi (Arbidar et al., 2022)

Berdasarkan jenis pelarut yang digunakan

ekstraksi dapat digolongkan menjadi dua, yaitu ekstraksi
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cara dingin dan ekstraksi cara panas. Pemilihan metode
ekstraksi didasarkan pada sifat bahan dan senyawa yang
akan diekstraksi. Proses ekstraksi yang paling dasar
yakni metode maserasi. Metode maserasi berlangsung
dengan suhu rendah, atau tanpa penambahan suhu.
Simplisia yang telah disamakan ukurannya dan pelarut
yang digunakan dimasukkan ke dalam wadah inert
tertutup dengan suhu kamar. Proses ekstraksi selesai
ketika dirasa tidak adanya kontak antara pelarut dengan
ekstrak tanaman yang ditandai dengan perubahan
pelarut menjadi bening. Setelah proses ekstraksi pelarut
dipisahkan dari sampel dengan penyaringan
(Mukhtarini, 2014).

Luas permukaan dari suatu simplisia
mempengaruhi  hasil rendemen. Semakin luas
permukaan semakin besar rendemen yang dihasilkan.
Variasi perbandingan antara pelarut dan ekstrak juga
dapat mempengaruhi rendemen, semakin besar masa
ekstrak dibandingkan volume pelarut, rendemen yang
dihasilkan akan lebih tinggi. Penentuan rendemen
digunakan untuk mengetahui kadar metabolit yang
terbawa oleh pelarut. (Winterton, 2021).

. Fraksinasi
Fraksinasi termasuk metode pemurnian ekstrak

kental yang diperoleh dari hasil maserasi dengan
14



menggunakan dua jenis cairan yang berbeda yang tidak
dapat tercampur. Fraksinasi dilakukan dengan
menggunakan pelarut-pelarut yang memiliki perbedaan
kepolaran (Akhsanita, 2012). Pemilihan pelarut n-
heksana sebagai pelarut non-polar dengan tujuan
menarik zat lipid pada ekstrak. Pelarut etil asetat
digunakan untuk menarik senyawa polar. Prinsip dasar
fraksinasi yakni adanya interaksi penarikan senyawa
pada suatu ekstrak dengan perbedaan polaritas pelarut.

Metode fraksinasi yang umum digunakan yakni
frakisnasi cair-cair menggunakan corong pisah.
Pemisahan ini menggunakan dua cairan yang tidak dapat
bercampur, sehingga mudah dipisahkan. Selain itu
fraksinas juga dapat dilakukan dengan metode
kromatografi kolom, kromatografi cair vakum (KCV),
solid-phase  extraction (SPE), dan size-exclution
chromatography (SEC), (Ibrahim et al., 2016).
. Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit sekunder memiliki manfaat
dalam menjaga kondisi makhluk hidup agar memiliki
ketahanan terhadap ancaman baik dari dalam ataupun
dari luar lingkungannya (Triwanda & Hastuti, 2023).
Menurut Beberapa penelitian fitokimia yang penting

dalam tumbuhan antara lain :
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Flavonoid

Flavonoid termasuk senyawa metabolit
sekunder golongan aromatik yang mempunyai
struktur kimia dengn dua rantai alifatik. Senyawa
Flavonoid memiliki aktivitas antibakteri dengan
beberapa mekanisme aksi, diantaranya
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat
fungsi membran sitoplasma dan menghambat
metabolisme energi dari bakteri (Alhaddad et al,
2019b).  Struktur kimia dari antisioinin

sebagaimana pada gambar 2.2

Q

OH

Gambar 2.2 Struktur Antosianin (Ifadah et al.,, 2022)

Turunan senyawa flavonoid yang memiliki fungsi
sebagai antimikroba yakni antosianin (Nomer et al.,
2019).  Antosianin merupakan turunan dari
senyawa flavonoid, yang dikenal memiliki berbagai

manfaat farmakologis, termasuk sifat antibakteri.
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Mekanisme Kkerja antosianin sebagai agen
antibakteri terjadi karena interaksi intraseluler
dan membran. Fungsi dari sel bakteri akan dirusak,
sehingga integritas dari bakteri akan terganggu.

(Andriyani et al., 2023).

Alkoloid

Alkaloid ialah Kelompok senyawa yang
memiliki senyawa nitrogen dalam bentuk gugus
amin. Alkaloid memiliki sifat beracun, sehingga
memiliki nilai farmasi yang tinggi dalam
pengobatan. Senyawa alkaloid memilki banyak
jenis dan struktur kimia yang sangat berbeda satu
sama lain, meskipun berada dalam satu kelompok
(Julianto, 2019). Alkaloid termasuk kedalam
senyawa metabolit sekunder dengan sifat basa.
Turunan senyawa alkaloid yang memiliki sifat
toksik terhadap mikroba yakni isoquinolin.
Akibatnya senyawa alkaloid dapat merusak
komponen yang menyusun peptidoglikan, sehingga
lapisan dinding sel menjadi cacat dan sel tidak
dapat bertahan hidup (Akasia et al., 2021) .

Turunan senyawa alkaloid yang memiliki
aktivitas sebagai antibakteri yakni isoquinolin.

Reaksi isoquinolin dapat menghambat
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pertumbuhan bakteri dengan mengganggu
pembentukan komponen penyusun peptidoglikan
atas sel bakteri akibatnya bakteri menjadi lisis.
Isoquinolin juga dapat menghambat proses sintesis
protein. Penghambatan tersebut mengakibatkan
bakteri Staphylococcus aureus salah membaca kode
pada m-RNA oleh t-RNA dan menghambat enzim
topoisomerase bakteri Staphylococcus aureus
(Ligina & Sudarmin, 2022). Struktur kimia alkaloid

turunan isoquinolin sebagaimana gambar 2.3

S

=N

Gambar 2.3 Struktur Alkaloid turunan isoquinolin
(Dey etal., 2020)

Saponin

Saponin tersusun atas senyawa-senyawa
hasil kondensasi gula dengan senyawa hidroksil
organik, ketika melalui reaksi hidrolisis akan
mengahsilkan gula dan non gula. Saponin tergolong
jenis glikosida yang dapat ditemukan pada
tumbuhan golongan tinggi. Senyawa glikosida

dalam saponin merupakan kompleks dengan berat
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molekul tinggi. Didasarkan pada struktur kimianya,
saponin dikelompokkan menjadi tiga kelas, yaitu:
kelas steroid, alkaloid, dan triterpenoid. Penamaan
saponin dalam bahasa latin berarti “sabun”,
sehingga saponin memiliki sifat utama seperti
sabun. Bentuk saponin berupa koloid yang mudah
larut dalam air kemudian berbusa permanen
setelah dikocok dan bersifat basa (Chairunnisa et
al, 2019). Struktur kimia dari saponin terdapat

pada gambar 2.4.

OH

HO
OH

Gambar 2.4 Struktur Saponin (Li & Monje-Galvan,
2023)
Saponin banyak dikenal dengan surfuktan
alami sehingga diaplikasikan dalam bidang

farmasi, kosmetika, makanan, bahkan bidang
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bioremedasi tanah. Fungsi saponin yakni sebagai
antibakteri, antifungi, serta melindungi tanaman
dari seragan serangga. (Fadhila, 2023). Mekanisme
saponin sebagai antibakteri yakni menuunkan
tegangan permukaan sel bakteri, akibatnya terjadi
peningkatan permeabilitas bahkan kebocoran pada
sel bakteri. Selain itu saponin dapat menghambat
sintesis biofilm yang dapat mengatasi resistensi
antibiotik (Kregiel et al., 2018).

Tanin

Tanin  tergolong senyawa  metabolit
sekunder pada tanaman yang dapat disintesis oleh
tanman terseut dengan sendirinya. Sifat kimia dari
tanin diantaranya, mudah larut dalam pelarut
organik, dapat terhidrolisis oleh asam maupun
basa (Hersila et al., 2023). Pemanfaatan tanin
sebagai obat-obatan karena kandungan tanin yang
mampu mengatasi anti-diare serta anti-inflamasi.
Fungsi biologis dalam senyawa tanin cukup
kompleks karena dapat mengendapkan gelatin,
protein, dan alkaloid (Julianto, 2019).

Efek penghambatan pertumbuhan bakteri
dari tanin cukup baik, tanin dapat menghambat

pertumbuhan bakteri gram positif dan bakteri
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gram negatif. Mekanisme potensial tersebut
meliputi kelasi besi, penekanan sintesis dinding sel,
dan kerusakan pada membran sel. Struktur
senyawa tanin terdiri atas senyawa polifenol,
dimana cincin-cincin benzena (C6) diikat oleh

gugus hidroksil (-OH). Sebagaimana pada gambar

2.5.
HO I I
__e i
(-
HO

OH

Gambar 2.5 Struktur Tanin (Hersila et al., 2023)

Didasarkan pada struktur kimianya, tanin
dikelompokkan menjadi tanin terhidrolisis dan
tanin terkondensasi. Perbedaan kedua jenis tanin
tersebut pada ketahanan senyawa tanin dalam
proses penguraian. Tanin terhidrolisis dapat
teruraikan secara berkala ketika disimpan dengan
larutan air, bereaksi dengan asam dan enzim.
Sedangkan tanin tekondensasi akan tahan

terhadap penguraian, dan tidak mudah larut dalam
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air. Tanin terkondensasi cenderung memiliki berat
molekul lebih luas. (Nofita & Dewangga, 2022).
Fenolik

Senyawa fenolik terbentuk atas kombinasi
anatara mono dan polisakarida berikatan dengan
gugus fenolik, dapat disebut juga sebagai turunan
ester atau metil ester. Senyawa fenolik secara
struktral memiliki kemampuan dalam mengikat
radikal bebas sehingga berpotensi sebagai
antioksidan dan antibakteri. Senyawa fenolik
bermanfaat sebagai antibakteri, dalam mekanisme
kerjanya senyawa fenolik mampu menurunkan
ROS (Reactive Oxygen Species) hal tersebut
disebabkan banyaknya polifenol yang akan
bereaksi memutus rantai radikal bebas (Mahardani

& Yuanita, 2021).

OH

Gambar 2.6 Struktur Fenolik (Mahardani & Yuanita,
2021)
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5. Aktivitas Anti Bakteri

Aktivitas antibakteri adalah merupakan suatu
reaksi yang dapat mengendalikan pertumbuhan bakteri
yang dianggap merugikan melalui meknisme tertentu.
Mekanisme antibakteri dapat berupa penghambatan
atau perusakan dinding sel. Selain itu juga dapat dengan
mekanisme pengubahan, dimana sitoplasma membran
akan diubah sehingga bahan inti dari dalam membran sel
akan keluar. Mekanisme pengubahan juga dapat terjadi
pada molekul protein, sehingga terjadiny penghambatan
sintesis asam nukleat dan protein (WHO, 2014). Target
utama antibiotik pada bakteri Staphyloccocus Aureus
diantaranya, dinding sel, membran sel, sintesis
DNA/RNA, ribosom, dan metabolisme asam folat.
Dinding sel merupkan komponen utama bakteri yang
terdiri atas peptidoglikan. Lapisan peptidoglikan terdiri
dari untaian glikana yang dipolimerisasi dan saling
terkait oleh aksi kolektif lebih dari 10 protein (Ganesan
etal,, 2023).

Proses pemantauan aktivitas antibakteri dapat
dilihat dari hasil penghamabatan pertumbuhan bakteri
serta kemampuan pembunuhan. Setiap aktivitas baik
penghambatan pertumbuhan dan pembunuhan bakteri
terdapat kadar minimal. Kadar hambat minimal (KHM)

adalah konsentrasi minimal dari suatu zat antimikroba
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dalam penghambatan pertumbuhan bakteri setelah
proses inkubasi serta tidak menumbuhkan koloni.
Sedangkan Kadar bunuh minimum (KBM) merupakan
konsentrasi terkecil dari suatu antibakteri yang dapat
membunuh bakteri (Prayoga, 2013).
. Metode Uji Antibakteri

Antibakteri merupakan kemampuan suatu ekstrak
dalam melumpuhkan bakteri, terlebih pada bakteri
patogen yang merugikan. Pengujian aktivitas antibakteri
adalah teknik untuk mengukur berapa besar potensi
atau konsentrasi suatu senyawa dapat memberikan efek
bagi mikrooganisme berdasarkan acuan Kketentuan
kekuatan aktivitas antibakteri dari diameter zona
hambatan yang terbentuk (Davis & Stout, 1971).
Salahsatu manfaat dari uji antibakteri adalah
diporelhnya sistem pengobatan yang efektif dan efisien.
Berikut beberapa cara dalm menguji antibakteri :

a. Metode difusi

Penentuan aktivitas antibakteri pada metode
ini didasarkan pada kemampuan difusi dari zat
antimikroba dalam suatu lempeng agar yang telah
diinokulasikan dengan mikroba uji. Aktivitas
antimikroba diamati dengan pengukuran diameter

daerah hambat disekitar sumur yang mengandung
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ekstrak. Metode difusi dapat dilakukan dengan

berbagai cara berikut :

1)

2)

Cakram (disc)

Metode cakram merupakan metode dilusi
yang sering digunakan dalam penentuan
aktivitas antibakteri. Cakram dibuat dari kertas
saring (paper disc) berfungsi sebagai tempat zat
antimikroba, nantinya kertas saring tersebut
akan ditempatkan padalempeng agar yang telah
diinokulasi mikroba uji. Lama waktu inkubasi
disesuaikan dengan suhu optimum dari
mikroba uji, umumnya hasil dapat diamati
setelah inkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37°C (Prayoga, 2013).

Hasil uji cakram yang terbentuk aktivitas
antibakteri ditandai dengan adanya zona bening
pada area kertas cakram yang telah ditanam
pada media.

Sumuran (hole)

Metode sumuran dilakukan dengan
membuat lubang pada media agar yang sudah
terinokulasi, barulah dimasukkan zat

antimikroba yang akan diuji. Hasil uji dapat
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diperhitungkan dari keberadaan zona hambat di
sekitar sumuran (Prayoga, 2013).
3) Parit (ditch)

Metode ini dibuat dengan media agar yang
telah diinokulasikan dengan bakteri uji hingga
membentuk sebuah parit, sehingga metode ini
disebut dengan metode parit (ditch). Barulah
media agar tersebut dibiarkan diinkubasi sesuai
standar. Hasil uji terbentuknya zona hambat
yakni pada parit terdapatnya zona bening
(Fadhila, 2023).

b. Metode dilusi

Metode dilusi merupakan metode
pencampuran langsung antara zat mikroba dengan
media agar, kemudian diinokulasi dengan mikroba
yang akan diujikan. Hasil pengamatan aktivitas
antimikroba ditentukan dengan mengamati
Konsentrasi hambat minimum (KHM) dengan
konsentrasi terkecil dari variasi zat antimikroba
yang memberikan efek penghambatan. Berikut
macam-macam metode dilusi :

1) Pengenceran Serial dalam tabung
Metode  dilusi sederhana dengan

menggunakan tabung reaksi yang akan diisi
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2)

oleh inokulasi bakteri serta larutan antibakteri
dengan berbagai variasi konsentrasi. Zat
antibakteri yang akan diujikan dilakukan
pengenceran sesuai dengan serial dari media
cair, selanjutnya diinokulasikan dengan bakteri
uji dan diinkubasi pada waktu dan suhu yang
telah disesuaikan dengan mikroba uji. Hasil
perhitungan aktivitas zat antibakteri ditetapkan
sebagai kadar hambat minimal (KHM) (Prayoga,
2013).
Penipisan lempeng Agar

Media agar terlebih dahulu dicampur
dengan zat antibakteri barulah dituangkan
kedalam cawan petri dan dibiarkan memadat.
Kemudian  bakteri  diinokulasikan  dan
diinkubasi pada waktu dan suhu yang telah
disesuaikan dengan bakteri uji. Hasil
perhitungan dari konsentrasi terendah larutan
antibakteri yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri akan ditetapkan sebgai
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) (Prayoga,
2013).
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7. Bakteri Staphylococcus aereus
Staphylococcus aureus termasuk kedalam famili

Micrococcaceae dengan bentuk bulat, berwarna abu-abu
sampai kuning tua. Bakteri ini termasuk kedalam bakteri
gram positif, dengan hidup bersusun seperti buah
anggur (Jaradat et al, 2020). Staphylococcus aureus
dapat memiliki sifat sebagai bakteri anaerob fakultatif
atau bisa bersifat sebagai bakteri aerob, dapat bertahan
hidup dalam suhu tinggi sampai dengan 50°C (Safitri,
2022). Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus
berdasarkan garis keturunan (Filogenik) menurut
Sutriani (2018) yakni:

Domain: Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Oeder : Bacillales

Family : Staphylococcaceae

Genius : Staphylococcus

Species : Staphylococcus aureus (Sutriani, 2018).
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Gambar 2.7 Morfologi Staphylococcus Aereus
(Fazila, 2022)

Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogen
yang menyebabkan infeksi dan berbagai penyakit dari
yang ringan sampai dapat menyebabkan kematian.
Pengobatan terhadap infeksi Staphylococcus aereus
dapat dilakukan menggunakan beberapa jenis antibiotik
diantaranya tetrasiklin, vankosimin (penisilin f-
laktamase). Bagian yang mendukung Staphylococcus
aureus menjadi patogen salah satunya dinding sel yang
sebagian besar tersusun atas peptidoglikan. Resistensi
terhadap bakteri Staphylococcus aereus terhadap
beberapa jenis antibiotik cukup tinggi, contohnya pada
antibiotik golongan penisilin terdapat methilsilin yang
dikenal dengan MRSA (Methisilin-resistant
Staphylococcus aureus) (Jaradat et al., 2020).

29



B. Tinjauan Pustaka

Tanaman mangrove telah banyak dikaji mulai dari
bagian akar sampai ke bagian buah tak luput juga pada
bagian daun tanaman. Beberapa penelitian terdahulu
mengkaji kandungan senyawa metabolit yang terkandung
dalam daun mangrove Rhizophora mucronata. Bagian daun
tanaman mangrove Rhizophora mucronata memiliki
berbagai kandungan senyawa metabolit sekunder yang
berfungsi sebagai pengawet alami untuk membunuh
mikroba. Penelitian yang dilakukan oleh akasia et al., (2021)
ekstrak metanol daun mangrove Rhizophora mucronata
positif mengandung senyawa-senyawa metabolit sekunder
diantaranya, fenol, flavonoid, saponin, terpenoid, dan tanin,
namun dalam hasil penelitian ini senyawa alkaloid dan
steroid tidak terdeteksi pada ekstrak hasil. Penggunaan
pelarut juga berpengaruh terhadap hasil skrining fitokimia,
dalam hal ini pelarut yang digunakan yakni metanol.
Penelitian yang dilakukan Sammanta et al., (2023), Ekstrak
etanol daun mangrove Rhizopora mucronata pora serta
fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air diketahui
positif mengandung senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid
merupakan metabolit sekunder yang berperan penting
dalam sistem antibakteri. Sifat kepolaran senyawa
flavonoid akan menembus lapisan peptkdoglikan yang juga

dimiliki oleh bakteri gram positif yang bersifat polar
30



Kajian mengenai efektivitas daun mangroves bakau
sebagai agen antibakteri karena memiliki kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Penelitian yang
dilakukan oleh Karundeng et al., (2022), ekstrak etanol
daun  mangrove Rhizopora mucronata  memiliki
kemampuan menghambat dan membunuh pertumbuhan
bakteri. Didapatkan hasil konsentrasi optimal dalam
menghambat dan membunuh bakteri S. Aureus. Pemilihan
etanol sebagai pelarut dalam penelitian ini karena sifat
kepolaran dari etanol yang tinggi, sehingga etanol juga lebih
mudah berpenetrasi ke membran sel dalam proses
mengekstrak daun tanaman. Egra et al, (2019) dalam
penelitiannya berjudul “Aktivitas Antimikroba Ekstrak
Bakau (Rhizophora mucronata) dalam Menghambat
Pertumbuhan Ralstonia Solanacearum Penyebab Penyakit
Layu”, dapat ditarik kesimpulkan bahwa kemampuan
ekstrak daun Rhizophora mucronata dalam menghambat
pertumbuhan bakteri. Hal ini dibuktikan dengan daya
hambat daun Rhizophora mucronata pada konsentrasi
10000 ppm dapat menghambat bakteri R. solanacearum
sebesar 24,88%, pada konsentrasi 20000 ppm menghambat
sebesar 26,88%, akan tetapi pada konsentrasi 5000 ppm
esktrak daun Rhizophora mucronata tidak memiliki
kemampuan untuk menghambat bakteri tersebut.

Kemampuan ekstrak daun Rhizophora mucronata dalam
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menghambat pertumbuhan bakteri disebabkan senyawa
metabolit sekunder yang terkandung pada tumbuhan
tersebut, tak terkecuali bagian daunnya.
. Hipotesis

Berdasarkan hasil beberapa penelitian diatas,
hipotesis dalam penelitian ini adalah daun mangrove bakau
(Rhizopora mucronata) memiliki senyawa fitokimia yang
berpengaruh terhadap aktivitas antibakteri (bakteri
Staphylococcus aureus). Fitokimia tersebut diduga berupa
flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan fenolat. Metabolit
sekunder aktif tersebut diduga pada fraksi etil asetat karna
kemiripan kepolaran metabolit sekunder aktif dan pelarut

etil asetat.
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2024.
Pengambilan sampel dari Hutan Mangrove Pantai Tirang
Desa Tambakrejo, Kecamatan Tugu, Kota Semarang, Jawa
tengah. Lokasi ini dipilih sebagai tempat penelitian dan
tempat pengambilan sampel karena diduga memiliki
ekeosistem hutan mangrove yang cukup luas dan
didominasi oleh mangrove bakau (Rhizopora mucronota),
akan tetapi belum adanya pemanfaatan yang serius
terhadap vegetasi tersebut terutama pemanfaatan menjadi
bahan pengawet. Analisis daun serta pengaplikasian di
Laboratorium Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Walisongo Semarang.

B. Alat dan Bahan

Alat-alat yang dibutuhkan dalam pengolahan sampel
yakni, Timbangan analitik, labu ukur (100 mL dan 50 mL)
tabung reaksi, oven, loyang, pipet volume, pipet tetes,
erlenmeyer, cutter atau pisau, gelas ukur, blender, ayakan,
toples bekas, rotary evaporator, corong pisah, dan pemanas.
Adapun alat yang digunakan dalam pengujian keberadaan
senyawa fitokimia dalam sampel diantaranya, plat tetes,
kaca arloji, gelas beker, tabung reaksi, pipet tetes, dan pipet

volume. Pengaplikasian ekstrak sampel sebagai antibakteri
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membutuhkan beberapa alat diantaranya, Inkubator,
autoklaf, cawan petri, tabung reaksi, jarum ose, kertas
cakram, bunsen, petridisk, hot plate.

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah : pelarut etanol, pelarut n-heksana,
pelarut etil asetat, sampel daun (Rhizopora Mucronata),
aquades, alumunium foil, kertas saring, larutan HCI pekat,
serbuk Mg (Merck), larutan H2SO4, larutan FeClz 1%, larutan
FeCl 100%, pereaksi meyer, pereaksi wagner, pereaksi
dragendroff, padatan NaCl (Merck), media MHA (Mueller
Hinton Agar) (Merck), media MHB (Mueller Hinton Broth)
(Merck), media NA (Nutrient Agar) (Merck), biakan murni
bakteri umur 18 jam - 24 jam, standar Mc Farland 0,5, dan
alkohol.

C. Metode Uji Antibakteri
1. Pengambilan dan Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah daun mangrove bakau (Rhizophora mucronata)
yang diambil di Hutan Mangrove Pantai Tirang Desa
Tambakrejo, Kecamatan Tugu, Kota Semarang, Jawa
tengah. Pemilihan daun sebagai sampel yakni daun tua
dengan kondisi utuh. Ciri-ciri daun tua yaitu daun
berwarna hijau dan kemerahan juga memiliki tekstur
yang keras. Pengambilan sampel sebanyak 3 kg daun

basah. Selanjutnya daun dipotong kecil-kecil dan
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dioven pada suhu 60°C selama 3x24 jam sampai kering
sempurna. Terakhir daun kering dihaluskan
menggunakan blender dan disaring menggunakan
ayakan 100 Mesh untuk diambil serbuk halus dan
disimpan ditempat yang tertutup.
Pengambilan ekstrak

Pengambilan ekstrak menggunakan metode
maserasi. Proses maserasi menggunakan
perbandingan 1:5 diawali dengan 500 gram daun
mangrove bakau (Rhizophora mucronata) halus
dimasukkan kedalam wadah kaca yan tertutup.
Setelah itu ditambahkan sebanyak 500 mL pelarut
etanol 96% yang telah didestilasi. Perendaman
dilakukan selama 5x24 jam dengan pergantian pelarut
setiap 24 jam, pemisahan filtrat dan residu melalui
penyaringan menggunakan kertas saring (Fazila,
2022). Hasil filtrat dari perendaman diuapkan
pelarutnya dengan vacum rotary evaporator pada suhu
60°C. Hasil yang akan digunakan berupa ekstrak kental
sampai tidak tersisa pelarutnya. Perhitungan

rendemen menggunakan rumus 3.1

Rendemen = 2erathasiiekstrak o 400 . (3.1)

berat awal sampel
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Fraksinasi Ekstrak

Fraksinasi ekstrak menggunakan metode
ekstraksi cair-cair dengan corong pisah mengacu pada
penelitian Sammanta et al,, (2023) yang dimodifikasi.
Pemilihan pelarut didasarkan pada perbedaan
kepolaran dari masing-masing pelarut, yakni, n-
heksana, etil Asetat, dan air. Aquades dipanaskan
sampai hangat untuk melarutkan ekstrak kental pada
cawan porselen dengan perbandingan (1:4), barulah
dimasukkan kedalam corong pisah. Kemudian
ditambahkan n-heksana dengan jumlah yang sama
dengan aquades. Campuran digojog sampai homogen,
lalu didiamkan sampai campuran dapat dipisahkan.
Selanjutnya hasil fraksi n-heksana dipisahkan dalam
wadah yang berbeda. Fasa bawah yang berisikan
residu, selanjutnya ditambah dengan pelarut etil-
asetat dengan perbandingan yang sama. Pada proses
ini didapatkan hasil fasa atas yakni ekstrak cair fraksi
etil-asetat dan fasa bawah berupa ekstrak fraksi air.
Proses fraksinasi ekstrak etanol daun mangrove bakau
(Rhizopora mucronata) dilakukan pengulangan secara
berkala dan hasil fraksinasi masing-masing fraksi

diuapkan dengan rotary evaporator.
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Skrining Fitokimia
Ekstrak daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) diuji untuk mengetahui keberadaan
kandungan senyawa fitokimia.
a. Uji Flavonoid
Uji senyawa flavonoid mengacu pada
penelitian Akasia et al., (2021) yang dimodifikasi.
Sebanyak 0,5 ml ekstrak sampel dimasukkan
kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan
beberapa 5-7 tetes HCl pekat dan beberapa bubuk
Mg. Uji positif ditandai terbentuknya warna merah
sampai kehitaman (Akasia et al,, 2021).
b. Uji Saponin
Uji saponin menggunakan metode Akasia et
al,, (2021) dengan modifikasi sampel dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambah
dengan 5 mL aquades, kemudian dikocok kuat
selama 10 detik. Uji positif ditandai dengan
terbentuknya busa yang stabil serta tidak hilang
selama 5 menit, serta tidak juga hilang saat
penambahan 1 tetes larutan HCl 2M (Akasia et al,,
2021).
¢. UjiTanin
Metode yan digunakan dalam uji tanin yakni

dari metode Akasia et al, (2021) dengan
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modifikasi. Sebanyak 2 mL ekstrak yang telah
dilarutkan dalam etanol, kemudian ditambahkan
FeCl; dan 3-5 tetes larutan H,SO4 pekat. Terakhir
diamati perubahan yang terjadi, jika terjadi
perubahan warna menjadi kunin sampai
kecoklatan maka uji dinyatakan positif (Akasia et
al, 2021).
Uji Alkaloid

Uji alkaloid menggunakan metode uji dari
Akasia et al, (2021) yang telah dimodifikasi.
Sebanyak 2 mL ekstrak diambah dengan 2 mL HCI
2 M, terakhir ditambahkan 3-5 tetes pereaksi
meyer. hasil uji dinyatakan positif ditandai denan
adanya endapan putih (Akasia et al,, 2021) .
Uji Fenolik

Uji fenolik dilakukan menggunakan metode
uji dari Akasia et al, (2021) yang telah
dimodifikasi. Sebanyak 2 mL ekstrak daun
mangrove Rhizophora mucronata yang ditambah
dengan FeClz 1% dan diamati perubahan yang
terjadi. Uji positif ditandai dengan terbentuknya
warna biru atau hijau kehitaman (Akasia et al,
2021).
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5.

Pengujian Antibakteri

a.

Sterilisasi

Alat yang digunakan dalam penelitian
pengujian aktivitas antibakteri dicuci bersih dan
dikeringkan, kemudian masing-masing alat
dibungkus dengan kertas dan dilapisi plastik.
Autoklaf disetting pada suhu 121°C dan tekanan 1
atm, setelah itu dimasukkan alat yang akan
disterilkan dan ditunggu selama 20 menit (Fadhila,
2023). Penggunaan jarum ose setelah disterilkan
dilakukan pemanasan langsung sampai memijar
menggunakan bunsen, dan penggunaan harus
berada dijangkauan api dari bunsen (Listiana,
2022).

Pembuatan Media NA (Nutrient Agar)

Disiapkan sebanyak 200 mL akuades, lalu
ditambah dengan 200 gram bubuk media agar.
Campuran diaduk hingga homogen. Kemudian
campuran dipanaskan pada suhu 70 °C dengan
dilaakukan pengadukan secara berkala. Setelah
larutan mendidih, larutan didingnkan sampai suhu
ruang, kemudian ditutup dengan kapas dan
dibungkus dengan alumunium foil untuk sterilisasi

dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 20
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menit. Media NA digunakan sebagai media
peremajaan bakteri (Namdes, 2024).
Pembuatan Media MHA (Mueller Hinton Agar)

Sebanyak 7,6 gram bubuk MHA dilarutkan
kedalam 200 mL Akuades. Kemudian campuran
diaduk sampai homogen. Setelah homogen larutan
dipanaskan dengan hot plate dengan dilakukan
pengadukan secara berkala. Larutan didinginkan
kemudian ditutup dengan kapas dan dibungkus
dengan alumunium foil untuk sterilisasi dalam
autoklaf dengan suhu 121°C selama 20 menit.
Media MHA dituangkan dalam cawan petri masing-
masing 10 mL dan dilakukan dalam LAF (Law Air
Fow) dengan keadaan aseptis (Fadhila, 2023).
Pembuatan media NB (Nutrient Broth)

Media NB berupa media cair yang dibuat dari
3,25 g NB, kemudian dimasukkan dalam
erlenmeyer ukuran 500 mL dan ditambah dengan
akuades sebanyak 250 mL. Larutan campuran
dihomogenkan dengan pemanasan menggunakan
hot plate dan pengadukan secara berkala hingga
mendidih. Sterilisasi media NB dengan cara
dimasukkan ke dalam autoklaf dengan suhu 121°C

selama 20 menit (Fadhila, 2023).
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e.

Preparasi Variasi Konsentrasi Sampel Uji Difusi
Cakram

Variasi konsentrasi ekstrak daun mangrove
(Rhizopora Mucronta) yang dibuat untuk pengujian
antibakteri metode cakram antara lain ; 25% (b/v),
50% (b/v), 75% (b/v) dan (100%). Pelarut yang
digunakan yakni pelarut etanol dengan kontrol
positif berupa amoksilin. Amoksilin merupakan
antibiotik dengan spektrum luas, sehingga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif
dan gram negatif (Prayoga, 2013).
Preparasi Variasi Konsentrasi Sampel Uji Metode
Dilusi

Variasi konsentrasi sampel uji menggunkan
metode serial pengenceran bertingkat dengan
perbandingan 1:2 (v/v). Didapatkan 10 variasi
konsentrasi serta 3 variasi kontrol. Sebanyak 11
tabung yang telah disterilkan disiapkan untuk
setiap variasi ekstrak daun mangrove bakau.
Masing-masing tabung diberikan label
sebagaimana urutannya pada tabel 3.1, untuk
tabung berlabel K(+) berisikan 2 mL media NB dan

2 mL suspensi bakteri Staphylococcus aureus.
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Kontrol (-) berisi 4 mL larutan ekstrak konsentrasi
100%.

Tabel 3.1 Variasi Konsentrasi Uji Dilusi

Kons  Ekstrak (mL) Media Suspens
(% NB i (mL)
v/v) (mL)
100 2 2 mL 1 mL
50 2 mL dari 100% 2 mL 1 mL
25 2 mL dari 50% 2 mL 1 mL
12,5 2 mL dari 25% 2 mL 1 mL
6,25 2 mL dari 12,5% 2 mL 1 mL
3,12 2 mL dari 6,25% 2 mL 1 mL

1,56 2 mL dari 3,12% 2 mL 1 mL
0,78 2 mL dari 1,56% 2 mL 1 mL
0,39 2 mL dari 0,78% 2 mL 1 mL
0,19 2 mL dari 0,39% 2 mL 1 mL

g. Pembuatan Larutan Mc Farland 0,5
Sebanyak 0,05 mL larutan BaCl; 1%
dituangkan kedalam tabung reaksi. Kemdian
ditambahkan dengan larutan H,SO4 1% sebanyak
9,95 mL. Kedua larutan dicampur dan diaduk
sampai tercampur sempurna. Penyimpanan
larutan Mc Farland disimpan di dalam kulkas atau
tempat yang tidak terkena paparan sinar matahari
secara langsung (Listiana, 2022).
h. Pembuatan larutan NaCl fisiologis 0,9%
Sebanyak 0,9 g padatan Nacl dilarutkan
kedalam aquades sebanyak 1L. Setelah larutan

homogen dilakukan sterilisasi dengan cara
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dimasukkan kedalam auotoklaf selama 20 menit
pada suhu 120°C (Fadhila, 2023).
Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri Staphylococcus aureus didapatkan
dari laboratorium biologi UIN Walisongo
Semarang. Dari isolat miring bakteri diambil
menggunakan jarum ose yang telah disterilkan
kemudian dipanaskan menggunakan api bunsen
barulah diinkubasi selama 24 jam dengan suhu
37°C.

Sebanyak 1 ose bakteri disuspensikan
dengan pelarut NaCL 0,9% sebanyak 10 ml,
selanjutnya tabung reaksi dikocok menggunakan
vortex sampai homogen. Suspensi bakteri diuji
kekeruhan menggunakan spektrofotemeter UV-Vis
pada panjang gelombang 625 nm yang setara
dengan panjang gelombang larutan standart 0,5
Mc. Farland, sehingga menghasilkan absorbansi
sebesar 0,08-0,13 (1-2x108CFU/mL) (Rifda &
Lisdiana, 2022).

Pengujian Aktivitas Antibakteri
1) Pengujian Metode Difusi Cakram
Pengujian aktivitas antibakteri
menggunakan metode difusi cakram (disk),

metode ini umum digunakan dalam pengujian
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aktivitas antibakteri terhadap mikroorganisme
penyebab penyakit. Selain itu metode ini tidak
membutuhkan alat khusus serta biaya yang
lebih terjangkau (Nurhayati et al., 2020).
Media MHA yang sudah disterilkan
terlebih dahulu dituang ke dalam cawan petri
masing-masing sebanyak 9 mL, kemudian
diratakan menggunakan glass dril dan ditunggu
hingga memadat. Selanjutnya larutan suspensi
bakteri uji yang telah terstandarisasi
diinokulasikan (dioleskan) pada media MHA.
Kertas cakram uji masing-masing ditetesi
dengan variasi konsentrasi larutan ekstrak
daun mangrove bakau yang telah disiapkan,
kemudian dikeringkan. Kertas cakram yang
telah kering diletakkan di permukaan media
agar yang telah diinokulasi bakteri uji.
Peletakan kertas terbagi menjadi 4 bagian
(Fadhila, 2023). Mengacu pada penelitian
Prayoga (2013) lama waktu inkubasi bakteri S.
aureus dilakukan pada suhu 37°C selama 24
jam. Perhitungan zona bening yang terbentuk
menggunakan jangka sorong. Perhitungan zona
bening terdiri dari rata-rata 4 sisi zona bening

yang terbentuk, selanjutnya hasil rata-rata
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2)

dikurangkan dengan jari-jari kertas cakram
yang digunakan.
Pengujian Metode Dilusi

Metode dilusi yang digunakan pada
penelitian ini yakni pengenceran serial dalam
tabung. Pengujian metode dilusi terbagi
menjadi 2 tahapan, tahapan awal yakni
pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) dan tahap kedua yakni pengujian
Konsentrasi  bunuh  minimum  (KBM).
Pertumbuhan bakteri diaamati dari kekeruhan
dan pengukuran panjang absorbansi sebelum
dan sesudah diinkubasi selama 24 jam dengan
suhu 37°C.

Konsentrasi hambat minimum (KHM)
ditentukan dari konsentrasi terendah dari
varian konsentrasi yang tidak mengalamai
kenaikan panjang absorbansi dari sebelum dan
sesudah inkubasi. Variasi konsentrasi dari
ekstrak etanol dan ekstrak fraksi etil asetat
yang telah dibuat ditambahkan dengan 2 mL
suspensi bakteri Staphyloccocus aureus yang
telah distandarkan kedalam masing-masing
tabung reaksi kemudian dihomogenkan.

Setelah larutan homogen, masing-masing
45



variasi konsentrasi diambil sebanyak 2 mL
dituangkan ke dalam kuvet untuk dilakukan
penghitungan nilai absorbansi awal sebelum
diinkubasi dengan spektrofotometer UV-Vis.
Hal yang serupa dikerjakan pada semua tabung
perlakuan. selanjutnya semua tabung yang
sudah didapat nilai absorbansi awal, diinkubasi
dengan temperatur 37 °C selama 24 jam.
Setelah inkubasi dilakukan penghitungan nilai
absorbansi akhir dengan spektrofotometer UV-
Vis, dan dilakukan perbandingan hasil panjang
absorbansi yang didapat (Assaugqi et al.,, 2023).

Pengujian konsentrasi bunuh minimum
(KBM) ditentukan dengan menginokulasikan
sampel yang terindindikasi positif pada media
NA dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Sebanyak 100 pL sampel positif uji KHM
dituangkan kedalam cawan petri yang telah
berisikan 9 mL media NA yang telah memadat.
Larutan uji kemudian diratakan menggunakan
batang spreader steril, dan diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C. Hasil uji menggunakan
hasil pengamatan pertumbuhan koloni pada
media agar. Pertumbuhan koloni dari bakteri

Staphyloccocus aureus dapat diamati
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menggunakan colony counter (Muchtaromah et

al, 2020).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi Daun Mangrove

Daun mangrove bakau (Rhizopora Mucronata) yang
dgunakan dalam penelitian didapatkan dari Hutan
Mangrove Pantai Tirang Desa Tambakrejo, Kecamatan
Tugu, Kota Semarang, Jawa tengah. Pengambilan daun
dilakukan secara berkala dengan daun dalam keadaan
basah. Sebanyak 4 Kg daun mangrove bakau basah
dipisahkan dari tulang daunnya dipotong kecil-kecil agar
memudahkan proses pengeringan. Pengeringan dilakukan
menggunakan oven pada suhu 60°C selama 3x24 jam,
ditandai dengan perubahan warna menjadi coklat tua
serta kering merata. Kemudian daun kering diblender
sampai didapat bubuk simplisia dan diayak dengan
ayakan 100 mesh. Tujuan pengayakan serbuk simplisia
sebelum diekstraksi selain meningkatkan luas permukaan
simplisia yakni untuk meningkatkan kualitas ekstrak.
Ukuran simplisia yang seragam dan partikel simplisia
yang halus akan terjadi interaksi antara simplisia dengan
pelarut yang lebih merata, sehingga ekstrak yang
dihasilkan semakin baik (Poncowati et al., 2022).

Metode yang digunakan untuk ekstraksi daun
mangrove bakau yakni metode maserasi. Sebanyak 500

gram serbuk simplisia dimaserasi dengan pelarut etanol
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96% yang telah didestilasi sebelum digunakan. Proses
maserasi membutuhkan 500 mL pelarut untuk setiap
pengulangan. Terjadi 5 kali pengulangan maserasi dengan
hasil maserat yang diperoleh sebanyak 2,4 liter.
Selanjutnya maserat dikentalkan menggunakan rotary
evaporator dan dipanaskan kembali menggunakan
hotplate dengan suhu 60°C. Ekstrak yang dihasilkan
berwarna coklat pekat kehitaman dengan tekstur kental
dan lengket seperti pada gambar 4.1. Total ekstrak etanol
daun mangrove bakau yang didapat sebanyak 58,628

gram dan total rendemen sebanyak 11,726%.

v
Gambar 4.1 Ekstrak kental daun Mangrove bakau

Prinsip maserasi terjadi ketika ekstrak direndam
dengan pelarut akan terjadi interaksi dimana pelarut akan
masuk dan mengisi rongga-rongga sel dari ekstrak.
Menurut Egra et al,, (2019) metode maserasi cenderung

lebih aman karena tidak adanya penambahan pemanasan,
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sehingga meminimalisir kerusakan zat yang terkandung
dalam ekstrak . Pemilihan pelarut etanol didasarkan pada
sifat kepolaran etanol yang lebih efektif dalam proses
ekstraksi awal dari simplisia meskipun ekstraksi terjadi
secara dingin. Pelarut etanol memiliki konstanta
dialektrik sebesar 30, sehingga kepolaran etanol
cenderung kuat. Semakin besar konstanta elektrik suatu
pelarut maka semakin tinggi pula kepolarannya.
Kepolaran dari etanol akan menembus membran sel,
sehingga memungkinkan terjadinya difusi ke dalam sel
ekstrak, akibatnya senyawa-senyawa metabolit sekunder
akan dapat diekstrak lebih cepat (Namdes, 2024).
Fraksinasi Ekstrak

Fraksinasi Cair-cair merupakan metode pemisahan
senyawa menggunakan dua pelarut dengan sifat
kepolaran yang berbeda. Prinsip pemisahan ini
menggunakan prinsip "like dissoleve like", senyawa
dengan sifat kepolaran yang sama akan saling larut.
Metode pemisahan cair-cair dengan corong pisah
memiliki ciri khusus, terbentuknya 2 fasa yang terpisah
dimana fasa atas akan terisi oleh pelarut dengan polaritas
yang lebih ringan, sedangkan fasa bawah oleh senyawa
dengan polaritas yang lebih besar (Makalusenge et al.,

2022).
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Pelarut yang digunakan dalam fraksinasi yakni,
pelarut n-heksana sebagai pelarut non-polar, pelarut etil
asetat sebagai pelarut semi polar, dan pelarut polar
menggunakan pelarut air. Kepolaran suatu pelarut dapat
dinyatakan dengan konstanta dialektrik. Konstanta
dialektrik terendah yakni pelarut n-heksana sebesar 2,
pelarut etil asetat memiliki konstanta dialektrik 6,
sedangkan air memiliki kostanta dialektrik terbesar yakni
80, hal tersebut menjadikan sebagai pelarut paling polar
(Kurnia Dewi et al., 2021). Tahapan fraksinasi diawali dari
pelarut non polar dengan tujuan agar efisiensi ekstraksi
meningkat. Senyawa dengan kepolaran lebih tinggi akan
tetap berada pada fasa air terdapat pada fasa bagian
bawah corong pisah, sedangkan fasa atas akan terisi oleh
ekstrak dari senyawa non-polar ataupun semi polar.
Sehingga proses pemisahan dengan senyawa akan

dengan mudah dilakukan (Eckelman et al., 2021).

Tabel 4.1. merupakan hasil dari perolehan masa
tiap-tiap fraksi, beserta dengan rendemennya. Hasil fraksi
tertinggi yakni fraksi air dengan berat ekstrak 6, 268
gram. Fraksi n-heksana menghasilkan sebanyak 5,321
gram dan hasil paling rendah yakni fraksi etil-asetat
sebanyak 5,026 gram dari total berat awal ekstrak etanol

sebanyak 50,00 gram. Karakteristik organoleptik pada
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setiap ekstrak umumnya dalam bentuk cairan kental dan
tekstur yang lengket. Fraksi n-heksana memiliki ekstrak
kental berwarna hijau tua dengan tekstur lengket. Pada
fraksi etil asetat memiliki warna hijau kecoklakan dengan
tekstur lengket dan disertai bau yang menyengat,
sedangkan fraksi air memiliki warna coklat muda dengan
tekstur sedikit lengket.
Tabel 4. 1 Hasil fraksinasi

Sampel Berat Berat awal Persentase

fraksi  ekstrak (gram) rendemen (%)
(gram)

Fraksi 5,321 50,00 10,642

N-heksana

Fraksi etil 5,026 50,00 10,052

asetat

Fraksi air 6,268 50,00 12,536

Perbedaan hasil fraksinasi dipengaruhi oleh
perbedaan nilai kepolaran masing-masing pelarut
berdasarkan golongan senyawa kimia. Kepolaran dari
pelarut juga mempengaruhi senyawa yang akan diekstrak,
karena  senyawa-senyawa metabolit sekunder juga
memiliki kepolaran yang berbeda. Menurut Sembiring et
al, (2016), perbedaan tersebut disebabkan masing-
masing struktur dan ikatan kimia dari setiap senyawa

yang berbeda. Senyawa polar seperti flavonoid, fenolik,
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dan tanin akan terikat dengan pelarut polar dan semi-
polar. Hal tersebut dikarenakan struktur senyawa
tersebut terdapat cincin aromatik dan gugus hidroksil,
sehingga lebih terikat dengan pelarut polar ataupun semi-
polar. Sedangkan senyawa saponin ataupun turunan-Nya
yang umumnya memiliki struktur yang siklik dengan satu
atau lebih gugus fungsi, akan cenderung berikatan dengan
pelarut non polar seperti n-heksana (Haryoto & Frista,
2019).
Uji Fitokimia

Pengujian fitokimia pada penelitian ini yakni
ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun mangorove
bakau  (Rhizopora mucronata) positif mengandung
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan fenolik.
Selanjutnya pada ekstrak dari fraksi n-heksana tidak
ditemukan kandungan tanin, hasil uji positif terdapat
senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, dan fenolik pada
ekstrak sampel, sedangkan pada fraksi air daun mangrove
bakau (Rhizopora mucronata) positif terkandung senyawa
flavonoid, tanin, fenolik, dan saponin , akan tetapi tidak
ditemukannya kandungan senyawa alkaloid. Hasil uji
keberadaan senyawa fitokimia pada daun mangrove
bakau (Rhizopora mucronata) sebagaimana terangkum

pada tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Hasil uji fitokimia

Hasil Uji fitokimia

Sampel
Flavonoid alkaloid Tanin Saponin Fenolik
Ekstrak + + + + +
etanol
Fraksi + + - + +
n_
heksana
Fraksi + + + + +
etil-
asetat
Fraksi + - + + +
air

Hasil uji ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil
asetat, dan fraksi air postif mengandung senyawa
flavonoid. Hasil ini telah sesuai dengan hasil penelitian
Sammanta et al., (2023). Hasil uji flavonoid ditunjukkan
pada gambar 4.2. Ekstrak etanol menghasilkan warna
jingga kemerahan yang terindikasi senyawa flavonoid dari
turunan flavon, pada fraksi air terjadi perubahan warna
menjadi jingga yang terindikasi flavonoid golongan flavon,
dan fraksi n-heksana serta fraksi etil asetat hasil pengujian

menjadi warna merah tua kecoklatan yang terindikasi
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senyawa flavonoid golongan flavanon atau flavanol (Lilik

etal, 2013).

Gambar 4.2 Hasil Uji Flavonoid (a) ekstrak etanol (b)
fraksi n-heksana (c) fraksi etil-asetat (d) fraksi air

Skrining fitokimia ekstrak etanol, fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat dan fraksi air menggunakan metode

Wilstater dengan reaksi kimia sebagaimana gambar 4.2.

2 + MgCi,
OH )
0
Flavonod
\J
S 7,,0._1 .,,L;. p ] LN n:‘.:::' .,.,i::::: ,-"J
MgCL, + 2| : I —2 I-::; - [ s ks
- W N N =2 3 <2 OH
=N on T
3 CH

Aghkon Flavonod Garam Fatvum

Gambar 4.3 Reaksi Uji Flavonoid (Akasia et al.,, 2021)

Ekstrak yang sudah dilarutkan ditambah dengan
HCl pekat 2-3 tetes dan 0,2 gram bubuk magnesium.

Fungsi penambahan HCl pekat untuk menghidrolisis
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flavonoid menjadi aglikon flavonoid karena terjadinya
hidrolisis 0-glikosil. glikosil yang terhidrolisis akan
digantikan oleh atom H* dari senyawa asam dengan
kelektronegatifan tinggi. Selanjutnya dengan penambahan
bubuk Mg akan terjadi ikatan ion Mg?* dengan flavonoid
sehingga  terbentuk  senyawa  kompleks yang
menghasilkan perubahan warna merah, jingga, atau coklat

(Ligina & Sudarmin, 2022)

Pengujian alkaloid pada ekstrak etanol, fraksi etil
asetat, dan fraksi n-heksana daun mangrove bakau
(Rhizopora mucronata) didapatkan hasil positif dengan
ditandai adanya endapan putih pada hasil uji sebagaimana
penelitian yang telah dilakukan (Akasia et al., 2021). Hasil

uji senyawa alkaloid sebagaimana dalam gambar 4.4 di

I_l",,r

Gambar 4.4 Hasil Uji Alkaloid (a) ekstrak etanol (b) fraksi n-
heksana (c) fraksi etil-asetat (d) fraksi air

bawabh ini.

!
\A !

Fraksi air menunjukkan hasil yang negatif hal
tersebut dimungkinkan terjadi karena beberapa faktor

diantaranya, kepolaran fraksi air yang cenderung lebih
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tinggi, sehingga kurang efektif untuk mengekstrak
senyawa alkaloid yang umumnya lebih larut dalam pelarut
seperti etanol dan etil asetat, selain itu dimungkinkan juga
proses ekstraksi dan kondisi ekstrak mempengaruhi

keberadaan senyawa alkaloid (Kasitowati et al., 2017).

Pengujian alkaloid dilakukan penambahan HCI
terlebih dahulu, karena senyawa alkaloid yang bersifat
basa sehingga diperlukan zat asam untuk mengekstrak
alkaloid pada sampel. Uji alkaloid pada percobaan ini
menggunakan uji Mayer dengan uji positif dinyatakan
dengan keberadaan endapan putih pada hasil uji. Reaksi

kimia uji alkaloid sebagaimana gambar 4.5.

HegCl, + 2K —— Hal, + 2Kcl

Hgl, + 2x1 — K, [Hzgl]

Kalivm tetraiodomerkurat(Il)

S S .
+ [{q[HgI_,}] —_— +K|E[g[4]
N/ - N/

+

K

Kalivm-Alkaloid
endapan

Alkalod

Gambar 4.5 Reaksi Uji Alkaloid (Yasser et al., 2022)
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Pereaksi mayer merupakan pereaksi yang terbuat dari
campuran larutan merkuri klorida (HgCl,) dengan kalium
iodida (KI). Unsur nitrogen pada alkaloid akan bereaksi
dengan ion logam K+ dari kalium tetraiodomerkurat(II)
atau (HgCl;), sehingga membentuk senyawa kompleks
kalium-alkaloid. Endapan putih berupa endapan senyawa

kompleks kalium-alkaloid (Yasser et al., 2022).

Hasil uji saponin positif akan ditandai dengan
keberadaan busa pada sampel setelah dilakukan
pengocokan dan stabil setelah penambahan HCl 2M. Uji
saponin pada ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil
asetat, dan fraksi air daun mangrove bakau dinyatakan
positif karena adanya busa yang stabil. Hasil uji saponin

sebagaimana pada gambar 4.6.

B

B N e
i, % '

Gambar 4.6 Hasil Uji Saponin (a) ekstrak etanol (b) fraksi n-
heksana (c) fraksi etil-asetat (d) fraksi air

Senyawa glikosil yang terkandung dalam dalam metabolit
sekunder saponin berperan sebagai gugus polar.
Kemampuan saponin membentuk busa yang stabil

meskipun dilakukan penambahan asam kuat dikarenakan
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terjadinya pembentukan koloidal dalam air, hal tersebut
menjadikan saponin dapat diekstrak dari senyawa polar
dan nonpolar (Fadhila, 2023). Busa yang terbentuk
setelah pengocokan merupakan hasil struktur gugus polar
yang menghadap ke luar dan gugus nonpolar yang akan
menghadap kedalam dan terbentuknya glikosida.
Glikosida memiliki sifat zat sabun dan menghasilkan busa
ketika bereaksi dengan air, kemudian terhidrolisis
menjadi glukosa dan reaksi samping lainya, sebagaimana

dalam gambar 4.7 (Akasia et al.,, 2021).

1-Arabinopiriosil-3p-asetil Aglikon Glukosa

oleanolat

Gambar 4.7 Reaksi Uji Saponin (Fadhila, 2023)

Tanin merupakan senyawa turunan polifenol yang
bersifat polar. Hasil uji tanin menunjukkan hasil positif
pada ekstrak etanol, fraksi etil-asetat, dan fraksi air,
sedangkan pada fraksi n-heksana menunjukkan hasil
negatif sebagaimana penelitian Alhaddad et al., (2019).

Hasil positif ditandai dengan perubahan warna menjadi
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coklat sampai kehitaman sebagaimana gambar 4.8. Reaksi
kimia yang terjadi pada pengujian tanin dengan FeClz yang
terjadinya pembentukan komoleks antara ion Fe3* dengan
gugus hidroksil (-OH) pada tanin (Fadhila, 2023). Reaksi

tersebut sebagaimana terjadi seperti pada gambar 4.9

]

Gambar 4.8 Hasil Uji Tanin (a) ekstrak etanol (b) fraksi n-
heksana (c) fraksi etil-asetat (d) fraksi air

OH
o Q + Fecl,
OH
DH\ /HO
DH-”' Fe \,,HD
OH

OH

.
-

o

73+

+3cl

Gambar 4.9 Reaksi Uji tanin (Fadhila, 2023)
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Hasil uji keberadaan senyawa fenol dalam ekstrak

etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil-asetat, dan fraksi air

daun mangrove bakau (Rhizpora mucronata) didapatkan

hasil positif. Hasil positif ditandai dengan perubahan

warna menjadi hijau kehitaman atau biru kehitaman. Ion

Fe3+ dari FeClz akan bereaksi gugus hidroksil (-OH) dari

senyawa fenol sehingga akan terbentuk kompleks

trisianoferitrikalium(IIl) yang akan membentuk warna

biru, hijau, sampai kehitaman(Nofita & Dewangga, 2022).

Hasil positif uji fenolik terdapat pada gambar 4.10, serta

reaksi kimia uji fenolik terdapat pada gambar 4.11.

ol

y

Gambar 4.10 Hasil uji Fenolik (a) ekstrak etanol (b) fraksi n-
heksana (c) fraksi etil-asetat (d) fraksi air

OH

+ FeCl, —=

Senyvawa Fenol

Fe'

3-

+ 3Cl 4 &H’

kompleks trisianoferitrikalium(111]

Gambar 4.11 Reaksi Uji Fenolik (Nofita & Dewangga, 2022)
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Keberadaan senyawa fitokimia aktif dalam ekstrak
ataupun fraksi akan mempengaruhi hasil uji aktivitas
antibakteri. Mekanisme antibakteri senyawa flavonoid
menurut Cushnie & Lamb, (2005) yakni terdapat 3
mekanisme diantaranya, Penghambatan sintesis asam
nukleat, penghambatan fungsi sel sitoplasma, dan
penghambatan metabolisme. Interaksi gugus cincin
benzena dari flavonoid dengan sisi ekor hidrofobik
fosfolipid membran sel bakteri S. Aureus akan membentuk
ikatan gaya van der waals. Dampak ikatan tersebut akan
meningkatkan permeabilitas sel membran sehingga
menyebabkan kebocoran molekul penting dalam bakteri,
kerusakan sel, dan mengganggu keseimbangan osmotik
dalam sel bakteri (Donadio et al., 2021). Ikatan hidrogen
juga terbentuk dari antara gugus hidroksil (-OH) dari
flavonoid dengan bagian kepala membran yang terdapat
satu gugus alkohol. Ikatan tersebut tergolong kuat karena
kesamaan kepolaran antara bagian kepala dari fosfolipid
yang bersifat polar dan bagian polar dari flavonoid (Xie et
al,, 2014). Gaya van der Waals dan ikatan hidrogen antara
struktur flavon dan membran sel (fosfolipid) dapat dilihat

pada gambar 4.12.
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Ikatan hidrogen
Ikatan Van Deer Wals

CHy

Gambar 4.12 Interaksi molekuler Flavonoid dan
fosfolipid membran sel

Aktivitas  alkaloid sebagai  antibakteri
diantaranya dapat mengubah permeabilitas dari
membran sel bakteri. Seperti contoh alkaloid jenis 8-
hidroksikuinolin yang dapat berikatan dan menembus
fosfolipid sel membran sehingga dapat merukan sel
membran bakteri (Al-Busafi et al, 2014). Kuinazolon
merupakan salahsatu turunan alkaloid yang memiliki

aktivitas antibakteri. Cincin benzena dalam struktur
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kuinazolon dapat berikatan dengan sel membran. Cincin
benzena dari kuinazolon merupakan bagian lipofilik yang
akan mengikat ekor hidrfobik dari fosfolipid membran sel
dan membentuk gaya van der waals. Selain itu gugus
hidroksil kuinazolon dapat membentuk ikatan hidrogen
dengan gugus karboksil yang terdapat pada struktur
kepala fosfolipid sel membran bakteri. Akibat dari adanya
kedua ikatan tersebut kestabilan membran bakteri akan
terganggu sehingga menghambat bahkan membunuh
pertumbuhan bakteri (Hu et al.,, 2022). Ilustrasi interaksi
molekuler turunan senyawa alkaloid sebagaimana

gambar 4.13

---------- Ikatan hidrogen

Gaya Van der waals

Gambar 4.13 Interaksi kuinazolon dengan fosfolipid sel
bakteri
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Saponin memiliki gugus gula hidrofilik yang
berikatan dengan aglikon lipofilik. Mekanisme saponin
sebagai antibakteri terutama pada bakteri gram positif
diduga dapat merusak sistem membran sel bakteri yang
diakibatkan hilangnya konstituen intraseluler, kebocoran
asam nukleat dan protein sehingga terjadinya malfungsi
membran sel dan terjadinya kematian sel bakteri (Dong et
al, 2020). Interaksi molekuler saponin dan fosfolipid

membran sel sebagaimana terlihat pada gambar 4.13.

---------- Ikatan hidrogen

Gaya Van der waals

CHs3

Gambar 4.14 Interaksi molekuler saponin dan fosfolipid

membran sel
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Aglikon lipofilik saponin berinteraksi bagian ekor dari
fosfolipid membran sel yang bersifat hidrofobik
membentuk gaya van der waals. Gaya van der waals yang
terbentuk akan berdampak mengganggu fluiditas serta
akan membentuk pori-pori pada membran sel yang
menyebabkan lises sel. Selain itu terbentuk juga ikatan
hidrogen dari interaksi antara gugus hidroksil saponin
dengan gugus karbonil dari kepala fosfolipid. Dampak dari
ikatan hidrogen ini akan mengganggu keseimbangan

osmotik membran sel bakteri (Sharma et al., 2021).

Senyawa tanin tersusun atas gugus gugus hidroksil
bersifat polifenol dapat menembus komponen lipid
membran sel sehingga merusak integritas dan fungsi
membran sel (Huang et al, 2024). Tanin juga memiliki
kemampuan mengikat langsung pada lapisan glikana
peptida pada dinding sel bakteri, interakasi ini yang
menyebabkan bakteri lebih rentan terhadap lisis osmotik.
Senyawa tanin juga diketahui dapat mengubah struktur
membran bakteri S. Aureus dengan mengganggu
pembentukan vesikel membran virulen, hal ini
menjadikan tanin potensial sebagai antibakteri (Lobiuc et
al,, 2023). Mekanisme interaksi molekuler senyawa tanin
sebagai antibakteri yakni terjadi pada turunan tanin

terhidrolisis (Gallotanin). Gugus hidroksil yang terdapat
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pada struktur gallotanin berikatan dengan gugus fosfat
pada bagian kepala fosfolipid membran. Selain itu juga
terjadi inetraksi hidrofobik dari gugus gallotanin dengan
asam lemak fosfolipid yang terdapat pada bagian ekor.
Efek dari kedua ikatan tersebut dapat meningkatkan
fluiditas membran sehingga menyebabkan kematian pada

sel membran bakteri (Olchowik-Grabarek et al., 2020).

OH

OH CH,
OH |
OH "
~N
Ho” o BN OH O/\/I CHg
| H,C
o_ O -

Pite
-
-
-
-
-
-

|
--------- Ikatan hidrogen |>

Gaya Van der waals

CH,

Gambar 4.15 Interaksi molekuler gallotanin dan fosfolipid
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Aktivitas fenol sebagai antibakteri diantaranya
dapat menyebabkan denaturasi protein sel bakteri
sehingga mengganggu fungsi sel dan menyebabkan
kematian pada sel bakteri. Interaksi antara fenol dan

membran fosfolipid sebagaimana gambar 4.16

Ikatan hidrogen

Gaya Van der waals

CHy

Gambar 4.16 Interaksi molekuler Fenol dan fosfolipid
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Proses denaturasi protein melalui interaksi ikatan
hidrogen yang terjadi antara gugus fenol dan gugus
protein (Kambey et al., 2019). Fenol terususun atas gugus
hidrokarbon dan gugus hidroksil. Gugus hidrokarbon
fenol dapat berikatan dengan bagian ekor fosfolipid
membran sel bakteri yang terdiri atas asam lemak
membentuk interaksi non-polar gaya van der Waals.
Sedangkan gugus hidroksil dari fenol yang bersifat polar
akan mengikat kepala fosfat fosfolipid membentuk ikatan
hidrogen. Dampak dari kedua ikatan tersebut dapat
mempengaruhi fluiditas (bentuk) dan kestabilan dari
membran sel, sehingga menyebabkan kematian pada sel

bakteri (Hashemzadeh et al., 2023).

Uji Antibakteri Metode Difusi Cakram

Konsentrasi bunuh minimum adalah konsentrasi
terkecil dari suatu variasi ekstrak atau sampel yang
diduga memiliki aktivitas antibakteri yang mampu
membunuh bakteri, pada umumnya ditandai dengan tidak
adanya pertumbuhan koloni pada media agar. Hasil uji
dapat dipengaruhi oleh respons jenis bakteri terhadap
suatu agen antibakteri yang berbeda-beda. Metode
cakram dipilih karena kemudahannya dalam aplikasi,
kemampuan memberikan data kuantitatif mengenai zona

hambat yang didapat dari Diameter Daerah Hambat
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(DDH) pertumbuhan bakteri yang ada di sekitar kertas

cakram (Inanta & Bhernama, 2023).

Biakan murni bakteri Staphylococcus Aureus
didapatkan dari stok labolatorium biologi UIN Walisongo.
Untuk meregenerasi biakan murni dilakukan peremajaan
bakteri dari stok kultur murni untuk menghindari
terjadinya kontaminasi. Proses peremajaan menggunakan
metode NA miring. Bakteri dari stok kultur diinokulasikan
pada agar miring yang berisi media Nutrient Agar dan
dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Tujuan
inkubasi dilakukan untuk mengkondisikan bakteri
berkembang dengan suhu optimum, sehingga peremajaan
bakteru akan berkembang dengan baik. Pembuatan
suspensi bakteri dari bakteri hasil peremajaan yang
dicampur dengan NaCl 0,9% yang telah disterilkan. Setiap
suspensi dibuat dalam 10 ml setiap tabung reaksi.
Kekeruhan suspensi yang telah dihomogenkan dengan
bantuan vortex disetarakan dengan larutan standart 0,5

Mec. Farland (Rifda & Lisdiana, 2022).

Media agar MHA dipilih sebagai media untuk
pengujian, Sebanyak 10 mL media MHA dituangkan
kedalam masing-masing cawan yang sudah dibagi menjadi
4 garis pada permukaan luar cawan dan ditunggu hingga

membentuk padatan agar, setelah media agar mengeras
70



dituangkan ke atas media agar sebanyak 100uL suspensi
bakteri kemudian diratakan menggunakan glass drill dan
ditunggu sampai sedikit mengering. Kertas cakram
direndam beberapa saat dalam masing-masing variasi
ekstrak yang sudah dibuat, kemudian diangin-anginkan
dan diletakkan diatas media yang telah terisi suspensi
bakteri. Setiap cawan akan terisi dengan kertas cakram
dengan variasi konsentrasi setiap ekstrak dan fraksi
dengan konsentrasi 100%, 75%, 50%, 25%, dan juga
kontrol berupa amoxcilin. Hasil uji antibakteri metode

cakram terdapat pada gambar 4.17.

Zona bening

Gambar 4.17 Hasil Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun

Mangrove Bakau Terhadap Bakteri S. Aureus Metode Cakram
: Variasi konsentrasi ekstrak etanol 100%
: Variasi konsentrasi ekstrak etanol 75%

: Variasi konsentrasi ekstrak etanol 50%

o O W >

: Variasi konsentrasi ekstrak etanol 25%
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Hasil pengukuran diameter zona bening merupakan
daerah hambat yang terbentuk setelah diinkubasi pada
ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan
fraksi air daun mangrove bakau (Rhizopora mucronata)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Diameter zona
hambat yang terbentuk dari ekstrak etanol pada
konsentrasi 25% lebih tinggi dibandingkan ekstrak dari
fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air. Diameter
daya hambat yang didapatkan secara berturut-turut
sebesar 1,183+0,266 mm; 0,097+0,071 mm; 0,800+0,579
mm; 0,508+0,351 mm sebagaimana tercantum pada tabel
4.3. Terjadi penurunan pada daya hambat yang dihasilkan
sesuai dengan penurunan variasi konsentrasi yang telah
diujikan. Variasi konsentrasi 100% pada ekstrak etanol,
fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun
mangrove Rhizopora mucronata menunjukkan hasil yang
lebih tinggi dibandingkan variasi konsentrasi lainya (75;
50; dan 25%). Sejalan dengan penelitian Karundeng et al.,
(2022), Perbedaan konsentrasi Pada ekstrak yang akan
diuji menunjukkan hasil daya hambat yang berbeda.
Semakin tinggi variasi konsentrasi yang akan diujikan,
maka semakin banyak zat aktif yang terkandung, sehingga
terjadi peningkatan dalam proses pengahmbatan bakteri
(Syahputra et al., 2022). Konsentrasi 100% ekstrak etanol

daun mangrove bakau Rhizopora mucronata serta fraksi-
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fraksinya

merupakan

konsentrasi

optimal

dalam

membunuh bakteri S. Aureus. Grafik Hasil pengukuran

rata-rata diameter daya hambat terdapat pada gambar

4.18

Tabel 4.3 Daya Hambat Uji Antibakteri ekstrak daun mangrove
bakau terhadap bakteri

Sampel Kon (%) Daya hambat Keterangan
(mm)
100 5,000 +£0,163 Sedang
Ekstrak 75 4,433 £ 0,205 Sedang
etanol 50 3,467 £0,125 Sedang
25 1,667 0,499 Lemah
100 0,667 +2,435 Lemah
Ekstrak
75 0,233 +0,330 Lemah
fraksi n-
50 0,150 £ 0,212 Lemah
heksana
25 0,097 £ 0,071 Lemah
100 3,650 £0,512 Sedang
Ekstrak
75 3,433 £ 0,249 Sedang
fraksi etil
50 1,850 + 0,378 Lemah
asetat
25 0,800 = 0,579 Lemah
100 4,833 +0,312 Sedang
Ekstrak 75 3,250+ 1,339 Sedang
fraksi air 50 2,550 £ 0,668 Lemah
25 0,508 £ 0,351 Lemah
Kontrol + - 4,027 £ 0,233 Sedang

73



RATA-RATA ZONA HAMBAT [(MM)
o @ % N
SN <
¥ e 8 3 0 5
™ RN o 8
wn
V) 0 ~
XS — 0
“ngma o et
o N « o o pt
027 I
.. | 1
XX XXX
o n O 1n O n O n O 1n O n O n O wun 4
- — — o
R S i i 3 3 =
W o
b4

Gambar 4.18 Grafik Hasil Pengukuran Rata-Rata Diameter
Daya Hambat

Perbedaan pelarut yang digunakan dalam
pengolahan ekstrak termasuk faktor yang mempengaruhi
intensitas aktivitas antibakteri. Penelitian yang dilakukan
oleh Fazila, (2022), efektivitas ekstrak etil asetat daun
bakau (Rhizpora mucronata) terhadap  bakteri
Staphyloccus aureus didapatkan hasil yang cukup baik.
Daya hambat yang dihasilkan dari variasi konsentrasi
ekstrak 20% yang merupakan konsentrasi minimum
yakni sebesar 8,30 + 1,33. Sedangkan daya hambat yang
didapat dari uji ekstrak dengan konsentrasi yang sama
terhadap bakteri Aeromonas hydrophila sebesar 5,92 *
1,76. Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan bakteri

dari jenis gram negatif .
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Faktor lain yang mempengaruhi daya hambat
diantaranya, media, agen atau sampel yang digunakan
sebagai antibakteri, serta bakteri uji. Faktor perlakuan
merupakan faktor eksternal dari aktivitas antibakteri.
Faktor perlakuan dapat terjadi dari munculnya
kontaminan saat pengujian, perbedaan kondisi saat
inokulasi sampai inkubasi, perbedaan pengaplikasian
cakram. Sehingga besaran daya hambat yang dihasilkan

akan berbeda (Fadhila, 2023).

Uji Antibakteri Metode Dilusi

Hasil uji dilust secara fisik dapat diamati dari
perubahan kekeruhan sebelum dan sesudah diinkubasi.
Pengukuran secara kuantitatif uji dilusi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis sebelum dan sesudah inkubasi
berturut-turut. Pertumbuhan dikatakan terhambat
apabila nilai absorbansi sebelum inkubasi lebih besar
daripada nilai absorbansi setelah inkubasi. Pengujian
dilusi menggunakan variasi konsentrasi dengan
pengenceran bertingkat. Variasi larutan uji sebelum
inkubasi sebagaimana gambar 4.19 dan variasi larutan uji

setelah dilakukan inkubasi sebagaimana gambar 4.20
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Gambar 4.20 Variasi Larutan Uji KHM Setelah diinkubasi

Beberapa larutan uji terjadi perubahan menjadi lebih
keruh setelah diinkubasi. Hal ini terjadi dikarenakan
terdapat beberapa variasi konsentrasi yang tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri sehingga koloni
bakteri menjadi lebih banyak dan nilai absorbansi setelah
inkubasi meningkat. Untuk mengetahui hasil perbedaan
secara  kuantitatif dilakukan pengukuran yang
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diperlihatkan dalam optical density (OD)

spektrofotomter Uv-Vis. Berikut hasil pengukuran larutan

pada

uji KHM terhadap bakteri S. Aereus dalam tabel 4.5.
Tabel 4.5 Hasil Pengukuran Absorbansi Larutan Uji KHM

Sampel Kons Sebelum Setelah Ket
(%) inkubasi inkubasi
100 1,493 £ 0,043 1,476 £ 0,040 Turun
50 0,644 + 0,020 0,575+ 0,057 Turun
25 1,118 £ 0,015 1,077 £ 0,042 Turun
12,5 0,939 £ 0,044 0,913 £0,036 Turun
Ekstrak 6,25 0,682 + 0,004 0,672 £0,007 Tur.‘un
otanol 3,125 0,334+ 0,006 0,350 0,009 Naik
1,56 0,270 £ 0,004 0,277 £0,005 Naik
0,78 0,198 + 0,006 0,204 + 0,006 Naik
0,36 0,386 + 0,004 0,403 £ 0,005 Naik
0,195 0,375 £ 0,005 0,388 + 0,011 Naik
K() 1,295 + 0,201 1,235 +0,124 Turun
100 0,372 + 0,004 0,363 +£ 0,004 Turun
50 0,378 + 0,005 0,373 £0,002 Turun
25 0,421+ 0,003 0,389 + 0,033 Turun
12,5 0,264 = 0,006 0,253+ 0,010 Turun
Fraksi 6,25 0,120 + 0,002 0,133 + 0,004 Naik
Etil 3,125 0,078 +0,007 0,089 £ 0,007 Naik
asetat 1,56 0,087 £ 0,004 0,097 +0,004 Naik
0,78 0,092 + 0,004 0,101 £ 0,005 Naik
0,36 0,064 £ 0,005 0,070 = 0,003 Naik
0,195 0,250 +0,007 0,263 £ 0,006 Naik
K(-) 2,047 £ 0,003 2,030 £0,012 Turun
kontrol - 0,327 £ 0,006 0,374 £ 0,025 Naik
(+)

Hasil uji KHM menunjukkan pada variasi konsentrasi
6,25% ekstrak etanol dan pada ekstrak fraksi etil asetat
terdapat pada variasi konsentrasi 12,5%. Konsentrasi

Hambat Minimum (KHM) merupakan Kkonsentrasi
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terendah dari suatu variasi sampel ekstrak yang
terindikasi sebagai agen antibakteri yang memiliki
kemampuan mengahambat pertumbuhan bakteri. Hasil
penelitian. Konsentrasi ekstrak yang rendah dapat
mempengaruhi penghambatan bakteri, menyebabkan
proses penghambatan bakteri menjadi kurang kuat
sehingga masih terdapat pertumbuhan bakteri selama

proses inkubasi (Assaugqi et al., 2023).

Penentuan nilai Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) menggunakan metode spreed plate (Muchtaromah
et al., 2020). Variasi sampel uji KHM yang positif dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. Aureus selanjutnya
dikultur pada media NA dalam sebuah cawan dan
diinkubasi selama 1x24 jam dengan suhu 37°C. Hasil uji
KBM menghasilkan data sebagaimana pada tabel 4.6. Uji
positif ditandai dengan tidak adanya pertumbuhan bakteri
pada media agar. Hasil uji menunjukkan konsentrasi
minimum ekstrak etanol daun mangrove bakau dalam
membunuh pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
yakni pada konsentrasi 25%, sedangkan pada ekstrak
fraksi etil asetat nilai KBM yang didapat yakni pada
konsentrasi 50%. Hasil pengujian menunjukkan bahwa

pada konsentrasi 6,25% merupakan hasil uji yang positif

78



pada pengujian KHM, akan tetapi masih terdapat
pertumbuhan koloni bakteri.

Tabel 4.5 Hasil Uji KBM

Variasi Sampel Kode Pertumbuhan
Koloni
Ekstrak etanol 100% A Tidak Tumbuh
Ekstrak etanol 50% Az Tidak Tumbuh
Ekstrak etanol 25% As Tidak Tumbuh
Ekstrak etanol 12,5% A4 Tumbuh
Ekstrak etanol 6,25% As Tumbuh
fraksi etil asetat 100% B1 Tidak Tumbuh
fraksi etil asetat 50% B2 Tidak Tumbuh
fraksi etil asetat 25% B3 Tumbuh
fraksi etil asetat 12,5% B4 Tumbuh
Kontrol (+) Tumbuh
Kontrol (-) ekstrak etanol K(-)JA Tidak Tumbuh
Kontrol (-) fraksi etil asetat K(-)B Tidak Tumbuh

Hasil penelitian Karundeng et al, (2022),
konsentrasi  ekstrak daun mangrove bakau dengan
pelarut aquades konsentrasi minimum yang diperlukan
untuk menghambat pertumubuhan dan membunuh
bakteri S. Aureus yakni pada konsentrasi 6,25%. Sejalan
dengan hasil penelitian Muchtaromah et al, (2020),
konsentrasi minimum ekstrak etanol daun Mangga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. Aureus yakni pada

konsentrasi 12,5%. Hasil pada penelitian ini yakni nilai
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KHM yang dihasilkan ekstrak etanol daun mangrove
bakau yakni6,25% dan nilai KBM sebesar 25%, sedangkan
nilai KHM untuk fraksi etil asetat pada konsentrasi 12,%
dan nilai KBM sebesar 50%. Aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun mangrove bakau beserta etil asetat selain
dipengaruhi oleh senyawa fitokimia yang terkandung
dalam setiap ekstrak, pelarut yang digunakan juga
mempengaruhi aktivitas antibakteri suatu ekstrak (Mulia

etal,, 2023).

Gambar 4.21 Hasil Uji KHM. (a). Variasi konsentrasi 100%,
(b). Variasi konsentrasi 50%, (c). Variasi konsentrasi 25%. (d).
Variasi konsentrasi 12,5%, (d) Variasi konsentrasi 6,25%, (€)
Variasi kontrol (+)
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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1.

2.

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun
mangrove bakau (Rhizophora mucronata) yakni,
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan fenolik.
Fraksi n-heksana menunjukkan hasil positif pada
uji senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan
fenolik, sedangkan pada fraksi air ditemukan
kandungan senyawa flavonoid, tanin, saponin dan
fenolik.

Aktivitas  antibakteri ekstrak etanol daun
mangrove bakau (Rhizophora mucronata) lebih
potensial dibandingkan dengan fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat, serta fraksi air. Hasil pengujian
diameter daya hambat bakteri Staphylococcus
aureus menggunakan metode difusi cakram
dengan konsentrasi 100% didapatkan hasil
berturut-turut 5,00 mm, 0,667 mm, 3,65 mm, dan
4,83 mm.

Nilai Konsentrasi Hambat Minimun (KHM) ekstrak
etanol daun mangrove bakau (Rhizophora
mucronata) lebih rendah dibandingkan nilai KHM

fraksi etil asetat, yakni pada konsentrasi 6,25 dan
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konsentrasi 12,5%. Begitupun dengan nilai
Konsentrasi Bunuh Minimun (KBM) dari ekstrak
etanol dan fraksi etil asetat yakni konsentrasi
12,5% dan 50%. Maka ekstrak etanol lebih
potensial terhadap aktivitas antibakteri metode
dilusi.
B. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian aktivitas antibakteri
dengan menggunakan pelarut ataupun fraksi-
fraksi pelarut yang berbeda serta metode ekstraksi
yang bebeda terhadap bakteri S. Aereus.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
metode pengujian antibakteri ekstrak etanol fraksi
n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun

mangrove bakau terhadap bakteri S. Aereus.
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LAMPIRAN
Lampiran 1 Preparasi dan pembuatan ekstrak

A. Pengambilan dan Preparasi Sampel

Lokasi pengambilan sampel Preparasi pengeringan sampel

Proses pengeringan daun Sampel daun yang sudah
dengan oven diekeringkan

B. Pengambilan ekstrak dan fraksinasi

Penyaringan hasil maserasi
Penguapan ekstrak etanol

dengan rotary evaporator
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= e Hasil ekstrak etanol daun
Penguapan pelarut etanol Mangrove bakau Rhizopora
dengan waterbath mucronata

Proses fraksinasi fasa air dan Proses fraksinasi fasa air dan
n-heksana etil asetat

Hasil ekstrak etanol daun Hasil ekstrak etanol daun
Mangrove bakau Rhizopora Mangrove bakau Rhizopora
mucronata fraksi n-heksana mucronata fraksi etil asetat
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Hasil ekstrak etanol daun
Mangrove bakau Rhizopora
mucronata fraksi air

Lampiran 2 Uji Fitokimia

a. Ekstrak etanol daun Mangrove bakau Rhizopora

mucronata
s .Vb
Uji flavonoid (+) Uji Alkaloid (+)
Uji saponi;l (+) Uji tanin (+)
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Uji fenolik (+)

b. Ekstrak daun Mangrove bakau Rhizopora mucronata
fraksi n-heksana

\

Uji flavonoid (+) Uji Alkaloid (+)

Uji saponin (+) Uji tanin (-)
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Uji fenolik (+)

c. Ekstrak etanol daun Mangrove bakau Rhizopora
mucronata fraksi etil asetat

)

Uji flavonoid (+) Uji Alkaloid (+)

e

Uji saponin (+) Uji tanin (+)
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Uji fenolik (+)

d. Ekstrak daun Mangrove bakau Rhizopora mucronata
fraksi air

Uji flavonoid (+)

. o
Uji saponin (+) Uji tanin (+)
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b2y
Uji fenolik (+)
Lampiran 3 Preparasi dan Pengujian Antibakteri

- y
g -

a. Preparasialat dan bahan

Pembuatan media
Nutrient Agar

Pembuatan media Pembuatan media
Muller Hilton Agar Nutrient Borth (NB)
(MHA)
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2

Peremajaan bakteri  pembuatan larutan NaCl
dengan Na miring 0,9 %

Pembuatan suspensi
bakteri yang setara

Pengocokan d 1 d
suspensi dengan engan larutan standar
Mc farland 0,5
vortex

Preparasi variasi Preparasi variasi
konsentrasi ekstrak konsentrasi ekstrak
etanol fraksi n-heksana
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Preparasi variasi
konsentrasi ekstrak
fraksi etil-asetat

Sebelum diinkubasi
ekstrak etanol

Preparasi variasi
konsentrasi ekstrak

fraksi air

N/

Setelah diinkubasi
ekstrak etanol 1

Sebelum diinkubasi
ekstrak fraksi n-
heksana
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Setelah diinkubasi
ekstrak fraksi n-heksana
1



£

Sebelum diinkubasi
ekstrak fraksi etil ekstrak fraksi etil asetat
asetat 1

Sebelum diinkubasi Setelah diinkubasi

ekstrak fraksi air 1 ekstrak fraksi air 1

Setelah diinkubasi Setelah diinkbasi
ekstrak etanol 2 ekstrak fraksi n-heksana
2
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Setelah diinkubasi Setelah diinkubasi
ekstrak fraksi etil ekstrak fraksi air 2
asetat 2

Setelah diinkubasi Setelah diinkubasi
ekstrak etanol 3 ekstrak fraksi n-heksana

Setelah dinkilbasi
ekstrak fraksi air 3

asetat 3

A

Hasil uji variasi Hasil uji variasi sampel
sampel 100% dan 100% dan kontrol +
kontrol +
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Hasil uji variasi sampel
konsentrasi 100%

Pengujian antibakteri metode dilusi

Sebelum inkubasi Sesudah inkubasi

variasi konsentrasi variasi konsentrasi ekstrak
ekstrak etanol etanol

gt

»
4 y:

-
L4

T TETIT

variasi konsentrasi variasi konsentrasi ekstrak
ekstrak etanol dan K(-) etanol dan K(-)
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Variasi konsentrasi Variasi konsentrasi ekstrak
ekstrak etil asetat etil asetat

Variasi konsentrasi Variasi konsentrasi ekstrak
ekstrak etil asetat etil asetat

Eak étanol

Kons 100% Ekstrak Kon;: iO %
etanol
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n

Kons 12,5 Ekstrak Etanol Kons 12 5 Ekstrak Etanol

ra

| A RSN -
Kons 6,25 Ekstrak Etanol Kons 6,25 Ekstrak etanol
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= - i 4
Kons 100 Ekstrak Fraksi Kons 100 Ekstrak Fraksi
etil asetat etil asetat

S N ji ]
Kons 50 Ekstrak Fraksi Kons 50 Ekstrak Fraksi etil
etil asetat asetat
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Kons 25 Ekstrak Fraksi Kons 25 Ekstrak Fraksi etil
asetat

etil asetat

- 4 A | = "."' ‘
Kons 12,5 Ekstrak Fraksi Kons 12,5Ekstrak Fraksi
etil asetat etil asetat

(% x
Kontrol - Ekstrak Fraksi Kontrol - Ekstrak Fraksi
etil asetat etil asetat
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=5 <.

Kontrol (+) Kotr (+)
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Lampiran 4 Perhitungan preparasi bahan
1. Pembuatan larutan BaCl,; 1%

1
BaCl2 1% = — x 50 ml
aCl21% = 755 mn

= 0,5 gram
Pembuatan larutan BaCl; 0,9% dibuat dengan
mencampurkan 0,5 gram padatan BaCl; kedalam
labu ukur dan ditambah 50 mL akuades sampai
tanda batas kemudian dihomogenkan.

2. Pembuatan larutan H,S0.4 1% 50 mL dari
H,S0498%
Vi.Ce =V,.C
Vi.98% =50mL.1%
V1 =0,51 mL
3. Pembuatan NaCl Fisiologis 0,9%

o (b _ massa zat terlarut (g) x 100%
o(b/v) = volume larutan (mL) i

_09g
~ 100 mL

=0,9%

x 100

Sehingga pembuatan larutan NaCl fisiologis
0,9% dibuat dengan mencampurkan 0,9 gram
padatan NaCl kedalam 100 mL akuades.
4. Pembuatan varian konsentrasi larutan Uji

a. Konsentrasi 100% (b/v)
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Konsentrasi 100% (b/v) digunakan
sebagai larutan induk dan dibuat dalam labu
ukur 100 mL.

(massa zat terlarut (g)

% (b _ 1009
% (b/v) (volume larutan (mL) % %

= (59)/(5mL) x100%
= 100%
. Konsentrasi 75% (b/v)

Larutan dibuat dalam labu ukur 5 mL

M1.V1 = Mz.Vz
100.V1 =75.5
V1 = 3,75 mL

. Konsentrasi 50% (b/v)

Larutan dibuat dalam labu ukur 5 mL

M1.V1 = MZ-VZ
75.V1 =50.5
V1 = 3,33 mL

. Konsentrasi 25% (b/v)

Larutan dibuat dalam labu ukur 5 mL

M1.V1 :Mz.Vz
50.V1 =25.5
V1 = 2,5mL
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5. Pembuatan variasi konsentrasi larutan uji
KHM
a. Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi
100% antara lain:

massa zat terlarut (g)

% (b = X 1009
% (b/v) volume larutan (mL) %
59
= x 1009
5mL %
= 100%
b. Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi
50%
M. Vi = M2.V
100.Vy= 50.5
Vi = 2,5mL
c. Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi
25%
M1 . V1 = Mz . Vz
50.Vy =25.5
V1 = 2,5 mL
d. Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi
12,5%
M;.Vi =M.V,
25.V1 =125.5
Vi =2,5mL
e. Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi
6,25%
M;.Vi =M;.V;
12,5.V, =6,25.5
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Vi =2,5mL

6. Hasil Uji Daya Hambat Metode Difusi Cakram

Jenis Konsentrasi h::::)aa t l}:‘:: Standar
ekstrak  ekstrak (%) deviasi
(mm) (mm)

52

100 4,8 5,000 0,163
5
4,7

75 4,4 4,433 0,205

Ekstrak 4,2
etanol 3,5

50 33 3,467 0,125
3,6
0,85
25 1,5 1,183 0,266
1,2
0
100 0,8 0,667 0,499
1,2
0
75 0,7 0,233 0,330
0
0
50 0,45 0,150 0,212

fraksi n-
heksana

0,17
25 0,097 0,071
0,12

119



100
75
fraksi etil
asetat
50
25
100
75
fraksi air
50
25
Kontrol +

4,25

3,7
3,5
3,7
31
2,7
09
1,95
1,35
1,05

5,25
4,5
4,75
3,5
15
4,75
3,25
2,75
1,65
0,65
0,025
0,85
3,7
4,23
4,15

3,650

3,433

1,850

0,800

4,833

3,250

2,550

0,508

4,027

0,512

0,249

0,738

0,579

0,312

1,339

0,668

0,351

0,233
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7. Hasil Uji KHM

Kons

Sebelum

Rata-

Setelah

Sampel (%) inkubasi rata inkubasi Rata-rata

1,520 1,492

100 1,432 1,493 1,421 1,476
1,528 1,514
0,671 0,494

50 0,634 0,644 0,619 0,575
0,626 0,611
1,123 1,02

25 1,098 1,118 1,093 1,077
1,134 1,119
0,971 0,912

12,5 0,877 0,939 0,869 0,913
0,969 0,958
Ekstrak etanol 0,687 0,681

6,25 0,677 0,682 0,665 0,672
0,682 0,671
0,332 0,339

3,125 0,329 0,334 0,361 0,350
0,342 0,351
0,265 0,277

1,56 0,275 0,270 0,283 0,277
0,269 0,271
0,198 0,202

0,78 0,206 0,198 0,212 0,204
0,191 0,197

0,36 0391 0,386 0,41 0,403
0,382 0,399

121



0,195

100

50

25

12,5

fraksi etil

asetat
6,25

3,125

1,56

0,78

0,36

0,385
0,377
0,38

0,369

0,372

0,377
0,366
0,379
0,371
0,383
0,421
0,417
0,424
0,267
0,269
0,255
0,120
0,123
0,117
0,078
0,086
0,069
0,082
0,089
0,091
0,098
0,091
0,088
0,062
0,059
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0,375

0,372

0,378

0,421

0,264

0,120

0,078

0,087

0,092

0,064

0,401
0,398
0,392
0,373

0,36

0,369
0,361
0,373
0,371
0,376
0,344
0,402
0,422
0,241
0,266
0,251
0,139
0,133
0,128
0,093
0,095
0,079
0,093
0,102
0,097
0,101
0,107
0,094
0,07
0,066

0,388

0,363

0,373

0,389

0,253

0,133

0,089

0,097

0,101

0,070



0,195

Kontrol (+) -

Kontrol (-)
Etanol

Kontrol (-) Etil

0,071
0,257
0,241
0,251
0,325
0,336
0,321
1,157
1,149
1,58
2,05
2,043
2,049

0,250

0,327

1,295

2,047

0,074
0,266
0,254
0,268
0,395
0,387
0,339
1,146
1,149
1,41
2,029
2,016
2,045

0,263

0,374

1,235

2,030
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