e Saponin
- Fltrat dikocok kuat dengan tangan atau menggunakan vortex
- Reaksi positif ditunjukkan dengan adanya buih yang stabil (Ayoola et al., 2008)

3. Triterpenoid/ steroid
e Diambil 1 gram sampel, lalu tambahkan EtOH panas
¢ Dipanaskan filtrate hingga kering, lalu tambahkan 1 ml dimetil eter
e Dihomogenkan dengan menggunakan vortex
e Ditambahkan 1 tetes HoSO4 pekat dan 1 tetes CH3COOH anhidrat
e Hijau/ biru menunjukkan reaksi positif steroid, merah/ ungu menunjukkan reaksi
positif triterpenoid (Tiwari et al., 2011)
4. Hidrokuinon
e Diambil 1 gram sampel, lalu tambahkan MeOH
e Dipanaskan hingga mendidih, lalu saring dengan menggunakan kertas saring
e Ditambahkan 3 tetes NaOH 10% pada 21epresen

e Reaksi positif ditunjukkan dengan warna merah (Tiwari et al., 2011)

3.3 Ekstraksi (maserasi bertingkat) dan evaporasi sampel terpilih
Maserasi dalah pengikatan/pelarutan zat aktif berdasarkan sifat kelarutannya dalam suatu pelarut
(like dissolved like). Pelarut akan masuk ke dalam sel melewati dinding sel, lalu isi sel akan larut
karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di luar sel. Larutan yang
konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh pelarut dengan konsentrasi rendah
(proses difusi). Peristiwa tersebut berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan
di luar sel dan di dalam sel. Sampel yang diekstrasi adalah sampel yang akan difraksinasi
menggunakan kromatografi kolom, yaitu akar B. gymnorrhiza, akar A. marina, dan daun X.
granatum.
- Dimaserasi 300 gram serbuk simplisia masing-masing sampel dalam pelarut selama dua hari
(48 jam) pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya.
- Selama proses maserasi dilakukan pengadukan dan penggantian pelarut sejenis (remaserasi)
setiap 24 jam, 17 jam, dan 7 jam. Total rendemen yang diperoleh digabungkan dan dipekatkan
dengan menggunakan vaccum rotary evaporator.
- Residu selanjutnya dimaserasi lagi (maserasi bertingkat) dengan pelarut lain. Adapun dalam
penilitian ini diigunakan empat jenis pelarut secara berurutan berdasarkan kepolarannya, yaitu:

hexane, etil asetat, ethanol, dan air (Handayani, 2016).
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3.4. Penentuan eluen terbaik dengan KLT (Rouessaac dan Roussac 2007)

- Ekstrak yang akan digunakan dilarutkan dengan metanol pada konsentrasi 2%.

- Disiapkan pelat KLT (fase diam silika G50F254) dengan ukuran 2x10 cm, diberi garis batas awal
dan akhir masing-masing 1 cm dari ujung-ujung pelat sehingga jarak Rf 8 cm. Pelat kemudian dielusi
dengan metanol p.a hingga mencapai garis batas akhir kemudian dikeringkan.

- Sebanyak 10 mL eluen dijenuhkan dalam bejana kromatografi selama 15 manit. Eluen yang
digunakan, yaitu metanol, etil asetat, diklorometana, kloroform, aseton, etanol, dan n-heksana.

- Dilakukan penotolan sampel pada pelat dengan volume 10 pL dan lebar pita 8 mm menggunakan
autosampler CAMAG Linomat 5. Pelat dikeringudarakan selama 5 menit kemudian dielusi dalam
bejana kromatografi dengan eluen yang telah dijenuhkan.

- Setelah eluen mencapai garis batas akhir kemudian pelat dikeringudarakan. Pita-pita yang
terbentuk diamati dengan sinar UV pada 254 dan 366 nm.

3.5. Uji aktivitas antibakteri dengan KLT bioautografi kontak (Yuliaty et al., 2011)

- Dilakukan penotolan sampel dengan konsentrasi 2% pada pelat dengan volume 10 pL
menggunakan autosampler CAMAG Linomat 5. Pelat dikeringudarakan selama 5 menit kemudian
dielusi dalam bejana kromatografi dengan eluen terpilih yang telah dijenuhkan.

- Setelah eluen mencapai garis batas akhir kemudian pelat dikeringudarakan. Pita-pita yang
terbentuk diamati dengan sinar UV pada 254 dan 366 nm.

- Pelat ditempelkan di atas suspensi banteri yang sudah ditumbuhkan pada medium TSA. Kemudian
medium yang sudah ditempeli KLT tersebut diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam.

- Adanya zona bening pada medium yang ditempeli KLT mengindikasikan adanya aktiv Daerah
inhibisi pada kromatogram ditandai dan dibandingkan dengan kromatogram yang telah dideteksi
sebelumnya dengan sinar UV pada A 254 untuk menentukan nilai Rf yang memiliki aktivitas

penghambatitas antibakteri.

3.6. Fraksinasi dengan kromatografi kolom

Fraksinasi menggunakan kolom berdiameter 1.5 cm dengan tinggi 47 cm. Fase diam yang digunakan
yaitu silika 60 dengan massa 17.2854 g. Metode yang digunakan yaitu isokratik dengan fase gerak
kloroform : diklorometana (9:1). Eluat ditampung ke dalam vial setiap 5 mL. Eluat dikeringudarakan
kemudian dilihat pola KLT dari eluat yang sudah diperoleh untuk menentukan jumlah fraksi yang

diperoleh selama pemisahan.

3.7. Uji antibakteri
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1. Uji antibakteri

Persiapan

Pembuatan stok kultur bakteri

Disiapkan semua peralatan dan bahan yang dibutuhkan
Pembuatan media nutrient agar

Disterilisasi semua peralatan dan media yang dibutuhkan
Pembuatan stok sampel ekstrak

Uji antibakteri dengan menggunakan metode difusi cakram (Balouiri et al., 2016)

sebanyak 1 ml suspensi bakteri dengan densitas 10° sel/ ml dimasukan ke dalam
cawan petri steril, kemudian ditambahkan 15 ml nutrient agar cair.

Cawan petri kemudian digoyangkan dengan membentuk angka “8” sebanyak 5 — 10
X sehingga media dan 23epresen tercampur.

Setelah agar memadat, ke dalam setiap cawan petri tersebut dimasukan 6 cakram
kertas dan diberi kode untuk masing-masing ekstrak, 23eprese positif, dan 23eprese
23epresen.

masing-masing ekstrak, 23eprese positif, dan 23eprese 23epresen diteteskan dengan
mikropipet sebanyak 10 pl. setiap perlakuan dilakukan triplo

Cawan petri diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam.

Zona inhibisi yang terbentuk di sekeliling cakram diukur menggunakan penggaris
atau jangka sorong.
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BAB IV
HASIL PENCAPAIAN

4.1. Rumusan Protokol extract library

1. Sampling

Extract library sangat terkait dengan bagaimana tumbuhan atau sumber bahan alam lainnya

dalam menghasilkan metabolit sekunder. Produksi metabolit sekunder sangat dipengaruhi

oleh musim, keadaan lingkungan, umur, jenis organ.

2. Preparasi dan penyimpanan simplisia

Waktu antara sampling, penyimpanan sampel sementara, penyimpanan sampel dalam
freezer, dan proses preparasi simplisia harus diusahakan seminimal mungkin. Rentang
waktu yang panjang dari proses sampling sampai proses preparasi simplisia akan
mempengaruhi hasil ekstrak terkait dengan aktivitas enzim interseluler sampel itu
sendiri dan aktivitas mikroba (bakteri dan jamur yang melekat pada sampel).
Pencatatan detail-detail sampling sampai penyimpanan simplisia perlu dicatat dengan
baik supaya dapat menjadi acuan jika diperluka koleksi ulang.

3. Ekstraksi dan penyimpanan ekstrak

Penggunaan metode ekstraksi ditentukan beberapa hal antara lain, efisiensi biaya,
waktu, dan hasil ekstraksi.

Terlepas dari metode ekstraksi yang dipakai, perlu dilakukan optimasi ekstraksi
sehingga rendemen ekstraksi mencapai hasil optimum baik dari segi kuantitas maupun
kualitas demi mencapai jumlah ekstrak yang memadai.

Perlu dikembangkan juga optimasi penyimpanan ekstrak terkait dengan efektivitas
kegiatan skrining. Penyimpanan ideal harus meliputi daya simpan yang panjang dan
kualitas ekstrak yang konsisten sehingga menghasilkan hasil yang representatif dari

sekian banyak proses skrining untuk berbagai jenis penyakit.

4.2. Mangrove sebagai objek extract library

Seluruh sampel yang telah berhasil dikoleksi dirangkum dalam lampiran 16. Seluruh sampel

diberi kode dan dikeringkan. Jumlah sampel yang diperoleh berbeda-beda sesuai dengan ketersediaan

bahan di lokasi pengambilan sampel. Susut pengeringan terbesar ditemukan pada bagian daun dari

semua bagian tanaman, sedangkan susut pengeringan terkecil ditemukan pada bagian batang. Susut

pengeringan perlu ditentukan sebagai dasar untuk pengambilan sampel selanjutnya bila sampel yang
sudah dikoleksi habis.
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4.3. Uji kualitatif fitokimia simplisia

Pada simplisia yang sudah kering dilakukan uji kualitatif fitokimia simplisia. Masing-masing

simplisia tidak selalu menghasilkan reaksi positif terhadap semua uji. Hal tersebut menunjukkan

bahwa tanaman mangrove cukup kaya akan metabolit sekunder dan komposisinya tidak sama satu

sama lainnya. selanjutnya hasil uji ini dapat menjadi asumsi sederhana untuk lanjutan skrining

antibakteri dan antitumor. Berikut hasil uji fitokimia simplisia disajikan pada tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil uji fitokimia simplisia

Sampel Kode Fenolik Quinon | Steroid | Triterpenoid Alkaloid
Flavonoid | Tanin | Saponin Mayer | Wagner | Dragendof
Daun R. apiculata 72 - ++ + - ++ - - - -
Batang R. apiculata 73 - ++ +++ - - + - - -
Akar R. apiculata 74 + +4++ | 4+ - - - - - -
Daun B. gymnorrhiza 75 +++ +4++ | 4+ - ++ - - - -
Batang B. gymnorrhiza | 76 + ++ +++ + - + - - -
Akar B. gymnorrhiza 7 - +H+ |+t - - - - - .
Daun R. mucronata 79 + +++ |+ - ++ - - - -
Batang R. mucronata 80 - +++ |+t + - - - - -
Akar R. mucronata 81 +++ ++ +++ + - - - - -
Daun T. populnea 82 - + +++ - +++ - - - -
Buah T. populnea 83 - +4++ - - + - - - -
Daun A. marina 84 ++ ++ ++ - + - - - -
Akar A. marina 85 - - + - + - - - -
Daun X. granatum 86 - + +++ - + - - - -
Daun C. tagal 87 + ++ + - + - + + +
Daun S. caseolaris 88 ++ +++ - - + - - ; -
4.4, Hasil proses ekstraksi

Simplisia yang sudah kering diekstraksi dan rendemen ekstrak dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Keseluruh 64 sampel telah berhasil diekstraksi pada tahun kesatu. Foto ekstrak yang telah didapat

tercantum dalam Lampiran 5.

Tabel 4.2. Hasil Ekstraksi yang sudah dikoleksi

No Pelarut | Rendemen (%) | Rataan
72/V/17 (Daun R. apiculata)

1.66

1 Heksana 1.28 1.28
0.90
2.22

2 Etil asetat 1.82 3.22
5.62
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Etanol

10.81

4.34

4.49

6.55

Air

10.81

16.61

21.18

16.20

79/V/17 (Daun R. mucronata)

Heksana

1.18

0.91

1.02

1.04

Etil asetat

1.69

2.23

3.16

2.36

Etanol

2.24

2.14

3.07

2.49

Air

17.42

12.22

10.15

13.26

75/V/17 (Daun B. gymnorrhiza)

Heksana

3.24

1.84

2.72

2.60

10

Etil asetat

1.32

1.29

1.41

1.34

11

Etanol

7.21

6.94

7.11

7.09

12

Air

22.42

18.21

24.10

20.32

84/V/17 (Daun A. marina)

13

Heksana

2.60

1.54

1.34

1.83

14

Etil asetat

1.47

1.32

1.40

1.40

15

Etanol

7.98

8.21

6.08

7.42

16

Air

23.33

32.15

23.20

26.23

85/V/17 (Akar A. marina)
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17

Heksana

0.58

0.44

0.47

0.50

18

Etil asetat

0.86

0.89

0.92

0.89

19

Etanol

2.00

1.98

1.97

1.98

20

Air

9.46

12.41

9.05

10.31

82/V/17 (Daun T. populnea)

21

Heksana

2.85

2.20

2.34

2.46

22

Etil asetat

2.80

2.59

2.79

2.73

23

Etanol

3.34

3.38

3.92

3.55

24

Air

13.81

12.81

18.68

86/V/17 (Daun X. granatum)

25

Heksana

0.86

0.71

0.71

0.76

26

Etil asetat

1.83

1.92

1.62

1.79

27

Etanol

6.51

6.51

7.82

6.94

28

Air

23.13

19.23

21.18

88/V/17 (Daun S. caseolaris)

29

Heksana

1.56

1.24

1.75

1.52

30

Etil asetat

1.36

1.53

1.40

1.43

31

Etanol

9.57

9.46
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9.38

9.45
32 Air 4.75 7.58
10.41
87/V/17 (Daun C. tagal)
2.43
33 Heksana 2.37 241
2.42
231
34 Etil asetat 2.17 2.27
2.34
11.84
35 Etanol 9.84 10.86
10.89
15.85
36 Air 22.01 19.58
20.89
73/V/17 (Batang R. apiculata)
0.59
37 Heksana 0.25 0.42
0.66
38 Etil asetat 0.42 0.43
0.21
3.56
39 Etanol 3.33
3.10
1.53
40 Air 2.14 1.84
1.84
76/V/17 (Batang B. gymnorrhiza)
0.27
41 Heksana 0.24 0.26
0.28
0.23
42 Etil asetat 0.25 0.27
0.34
2.28
43 Etanol 2.34
2.40
3.66
44 Air 2.40 1.28
10.29
77/\VI17 (Akar B. gymnorrhiza)
45 | Heksana 0.30 0.29
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0.23

0.33

46

Etil asetat

0.33

0.32

0.31

0.32

47

Etanol

8.77

9.32

8.77

8.95

48

Air

3.67

3.88

4.86

4.14

74/VI17 (Akar R. apiculata)

49

Heksana

0.28

0.25

0.22

0.25

50

Etil asetat

0.25

0.27

0.24

0.25

51

Etanol

13.14

10.97

11.66

11.92

52

Air

5.13

7.48

5.35

6.31

80/V/17 (Batang R. mucronata)

53

Heksana

0.21

0.27

0.28

0.26

54

Etil asetat

0.23

0.24

0.21

0.23

55

Etanol

7.62

3.28

3.75

4.88

56

Air

5.15

3.22

2.78

3.72

81/V/17 (Akar R. mucronata)

57

Heksana

0.12

0.19

0.12

0.14

58

Etil asetat

0.15

0.15

0.16

0.15

59

Etanol

3.68

3.83

3.59
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4.5. Uji skrining antibakteri dan antikanker

3.26

60

Air

1.83

191

3.84

2.53

83/V/17 (Buah T. populnea)

61

Heksana

3.84

2.27

3.12

3.10

62

Etil asetat

2.23

4.23

4.47

3.64

63

Etanol

2.57

2.98

3.43

2.99

64

Air

27.02

3.82

9.40

13.41

Uji skrining yang dilakukan adalah uji skrining antibakteri yang dapat dilihat pada tabel 4.4. dan uji

skrining antitumor dapat dilihat pada tabel 4.6. Dari kedua uji tersebut dapat dilihat sebagian besar

berpotensi besar sebagai antibakteri sebagai ekstrak kasar. Uji skrining antibakteri sejauh ini baru

dilakukan untuk bakteri Gram postif S. aureus (20 ekstrak) dan bakteri Gram negatif P. acne (24

ekstrak) dari total 64 ekstrak. Hasil uji antibakteri dari 16 jenis spesies Manggrove dengan 4 jenis
pelarut: 4 ekstrak menunjukan potensi antibakteri untuk bakteri gram-positif (72A, 75A, 79A, 84A)
dan 9 ekstrak menunjukkan potensi anti bakteri untuk bakteri gram-negatif (72H, 74H, 74Ea, 76H,
76Ea, 82H, 84H, 86H, 88H). Uji antibakteri penelitian pendahuluan dapat dilihat pada tabel 4.6.

Tabel 4.3. Hasil uji skrining antibakteri (S. aureus)

Jumlah (mg) Diameter No. | Kode | Jumlah (mg) Diameter
No. Kode
1 2 1 2 1 2 1 2
1 | 72Ea 10 125 6 11 79Et 10 125 6 6
2 | 72Et 10 125 6 6 12 79A 10 125 | 8.23 | 8.71
3 | 72A 10 125 7.28 6.93 13 82H 10 125 6 6
4 | 75H 10 125 6 6 14 | 82Ea 10 125 6 6
5 | 75Ea 10 125 6 6 15 82Et 10 125 6 6
6 | 75Et 10 125 6 6 16 84H 10 125 6 6
7 | 75A 10 125 6.54 6.31 17 84Ea 10 125 6 6
8 | 76H 10 125 6 6 18 84Et 10 125 6 6
9 | 79H 10 125 6 6 19 84A 10 125 | 10.21 | 11.23
10 | 79Ea 10 125 6 6 20 88H 10 125 6 6

Keterangan: H: Heksana, Ea: Etil asetat, Et: Etanol, dan A: Air
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Tabel 4.4. Hasil uji skrining antibakteri (P. acne)

Jumlah (mg) Diameter No. | Kode | Jumlah (mg) Diameter
No. Kode
1 2 1 2 1 2 1 2
1 |72H 10 125 7 8.07 12 77Ea | 10.5 125 6 6
2 | 72Ea 10 125 6 6 13 79H | 10.5 | 125 6 6
3 | 73H 10.4 125 6 6 14 | 79Ea 10 125 6 6
4 | 73Ea 10.3 125 6 6 15 82H 10.2 125 7.07 | 6.75
5 | 74H 10.1 125 6.13 6.21 16 82Ea | 10.4 125 6.97 | 6.77
6 | 74Ea 10 125 6.33 6.24 17 84H 104 125 6.97 | 6.77
7 | 75H 10.2 125 6 6 18 | 84Ea | 10.1 | 125 6 6
8 | 75Ea 10 125 6 6 19 86H | 10.7 | 125 | 8.04 6
9 | 76H 10.1 125 6.73 7.07 20 | 86Ea | 10.2 | 125 6 6
10 | 76Ea 10.6 125 6.78 6.99 21 87H | 10.2 | 125 6 6
11 | 77H 10.3 125 6 6 22 87Ea 10 125 6 6
Keterangan: H: Heksana, Ea: Etil asetat, Et: Etanol, dan A: Air
Tabel 4.5. Hasil uji skrining antibakteri (P. mussolli)
Jumlah (mg) Diameter No. | Kode | Jumlah (mg) Diameter
No. Kode
1 2 1 2 1 2 1 2
1 | 72H 10 125 6 6 31 80Et | 10.4 | 125 6 6
2 | 72Ea 10 125 6 6 32 80A | 10.3 | 125 6 6
3 | 72Et 10.4 125 6 6 33 81H 10 125 7 8.07
4 | 72A 10.3 125 6 6 34 | 81Ea 10 125 | 6.25 | 6.24
5 | 73H 10 125 6 6 35 81Et | 10.4 | 125 6 6
6 | 73Ea 10 125 6 6 36 81A | 10.3 | 125 6 6
7 | 73Et 10.4 125 6 6 37 82H 10 125 6 6
8 | 73A 10.3 125 6 6 38 | 82Ea 10 125 6 6
9 | 74H 10 125 6 6 39 82Et | 10.4 | 125 6 6
10 | 74Ea 10 125 6 6 40 82A | 10.3 | 125 6 6
11 | 74Et 10.4 125 6 6 41 83H 10 125 | 7.58 | 7.61
12 | 74A 10.3 125 6 6 42 | 83Ea 10 125 6 6
13 | 75H 10 125 6 6 43 83Et | 10.4 | 125 6 6
14 | 75Ea 10 125 6 6 44 83A | 10.3 | 125 6 6
15 | 75Et 10.4 125 6 6 45 84H 10 125 6 6
16 | 75A 10.3 125 6 6 46 | 84Ea 10 125 6 6
17 | 76H 10 125 6 6 47 84Et | 10.4 | 125 6 6
18 | 76Ea 10 125 7.55 7.63 48 84A | 10.3 | 125 6 6
19 | 76Et 10.4 125 6 6 49 85H 10 125 6 6
20 | 76A 10.3 125 6 6 50 | 85Ea 10 125 6 6
21 | 77H 10 125 6 6 51 85Et | 10.4 | 125 6 6
22 | 77Ea 10 125 7.93 7.85 52 86H | 10.3 | 125 6 6
23 | 77Et 10.4 125 6 6 53 | 86Ea 10 125 6 6
24 | 77A 10.3 125 6 6 54 86Et 10 125 6 6
25 | 79H 10 125 7 6 55 87H | 10.4 | 125 6 6
26 | 79Ea 10 125 6 6 56 | 87Ea | 10.3 | 125 6 6
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27 | 79Et 10.4 125 6 6 57 87Et | 10.2 125 6 6
28 | 79A 10.3 125 6 6 58 88H 10.2 125 6 6
29 | 80H 10 125 6 6 59 | 88Ea 10 125 6 6
30 | 80Ea 10 125 6 6 60 88Et | 10.1 125 7.12 6
Keterangan: H: Heksana, Ea: Etil asetat, Et: Etanol, dan A: Air
Tabel 4.6. Hasil uji skrining antibakteri (R. equi)
Jumlah (mg) Diameter No. | Kode | Jumlah (mg) Diameter
No. Kode
1 2 1 2 1 2 1 2
1 | 72H 10 125 6 6 31 80Et | 10.4 | 125 6 6
2 | 72Ea 10 125 6 6 32 80A | 10.3 | 125 6 6
3 | 72Et 10.4 125 6 6 33 81H 10 125 | 6.73 | 6.63
4 | 72A 10.3 125 6 6 34 | 81Ea 10 125 | 8.43 | 6.08
5 | 73H 10 125 6.18 6.23 35 81Et | 10.4 | 125 6 6
6 | 73Ea 10 125 6 6 36 81A | 10.3 | 125 6 6
7 | 73Et 10.4 125 6 6 37 82H 10 125 | 7.14 | 7.12
8 | 73A 10.3 125 6.76 6.77 38 | 82Ea 10 125 | 6.03 | 6.05
9 | 74H 10 125 6 6 39 82Et | 10.4 | 125 6 6
10 | 74Ea 10 125 7.98 7.98 40 82A | 10.3 | 125 6 6
11 | 74Et 10.4 125 7.95 7.87 41 83H 10 125 | 6.97 | 6.87
12 | 74A 10.3 125 6 6 42 | 83Ea 10 125 6 6
13 | 75H 10 125 6 6 43 83Et | 104 | 125 | 6.89 | 6.7
14 | 75Ea 10 125 6.56 6.32 44 83A | 10.3 | 125 6 6
15 | 75Et 10.4 125 6 6 45 84H 10 125 | 6.77 | 6.82
16 | 75A 10.3 125 6 6 46 | 84Ea 10 125 6 6
17 | 76H 10 125 6 6 47 84Et | 10.4 | 125 6 6
18 | 76Ea 10 125 6 6 48 84A | 10.3 | 125 6 6
19 | 76Et 10.4 125 6.48 6.55 49 85H 10 125 | 7.89 | 7.67
20 | 76A 10.3 125 6 6 50 | 85Ea 10 125 6 6
21 | 77H 10 125 6 6 51 85Et | 10.4 | 125 6 6
22 | 77Ea 10 125 6 6 52 86H | 10.3 | 125 | 6.88 | 6.73
23 | 77Et 10.4 125 6 6 53 | 86Ea 10 125 6 6
24 | 77A 10.3 125 6 6 54 86Et 10 125 6
25 | 79H 10 125 7 6 55 87H | 10.4 | 125 | 6.43 | 6.55
26 | 79Ea 10 125 6.73 6.23 56 | 87ka | 10.3 | 125 6 6
27 | 79Et 10.4 125 6 6 57 87Et | 10.2 | 125 6 6
28 | 79A 10.3 125 6 6 58 88H | 10.2 | 125 | 6.67 | 6.65
29 | 80H 10 125 6 6 59 | 88Ea 10 125 6 6
30 | 80Ea 10 125 7.24 7.25 60 88Et | 10.1 | 125 | 7.12 6

Keterangan: H: Heksana, Ea: Etil asetat, Et: Etanol, dan A: Air
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4.6. Ringkasan hasil uji bakteri

Hasil ekstraksi dari delapan spesies mangrove diperolen 64 jenis ekstrak dengan
menggunakan empat jenis pelarut, yaitu air, etanol, etil asetat dan heksana. Keempat jenis pelarut ini
diberi kode A, Et, Ea dan H secara berurutan. Uji antibakteri menggunakan lima jenis bakteri yang
berbeda, yaitu Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes dan Rhodococcus equi yang
mewakili gram positif bakteri dan Pseudomonas mosselii dan Escherichia coli yang mewakili gram
negative bakteri. Hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa terdapat 37 ekstrak yang memiliki potensi
sebagai antibakteri. Dari ke-37 ekstrak ini telah dipilih ekstrak 77Ea (ekstrak akar gymnorhiza yang
diekstrak menggunakan pelarut etil asetat). Ekstrak ini menunjukkan aktifitas antibakteri yang cukup
baik, yaitu dengan diameter zona bening 17.39 mm dengan indeks daya hambat sebesar 1.8983
(Gambar 4.1).

Gambar 4.1. Zona penghambatan terbesar terbentuk karena penambahan ekstrak akar B. gymnorrhiza
(77Ea) pada media agar dengan bakteri gram negatif E. coli dengan diameter 17,39 mm dan nilai

indeks penghambatan 1,8983 (ditunjukkan oleh panah).

Indeks daya hambat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

d zona hambat — d cakram =di i
Indeks daya hambat = d zona hamba_lt diameter zona bening
d cakram d cakram = diameter cakram
Tabel 4.7. Bacterial inhibition zone (mm) and inhibiton index of extracts.
. . Disk diameter + inhibiton zone (mm) Inhibition index

No. Sample code Bacterial strains Positive control Samples Positive control Samples
1 2H P acne 15.95 1.54 T.0583 0.2567

E coli 25.88 7.26 3.133 0.2100
2 T2A S aureus 17.32 7.11 1.8875 0.1850
3 T2Et E coli 25.88 6.94 3.3133 0.1567
4 73H R equi 204 6.21 24 0.0350
5 73Ea R equi 25.36 6.77 3.2275 0.1275
6 73Et P acne 25.66 6.50 3.2767 0.0833
7 73A P acne 25.66 6.99 3.2767 0.1650
8 74H P acne 15.95 6.17 1.6583 0.0283
a 74Ea P acne 11.25 6.29 0.8750 0.0483

R equi 25.36 7.98 3.2275 0.3300
10 T4AEt P acne 28.74 6.87 3.7892 0.1450

R equi 23.48 7.91 2.9125 0.3183
11 T4A P acne 28.74 7.49 3.7892 0.2483
12 75Ea R equi 25.36 6.44 3.2275 0.0733
13 75A S aureus 16.90 6.43 1.8175 0.0717
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14 76H
15 76Ea
85 76Et
77Ea
17
18 TTEt
19 TTA
20 79Ea
21 T9A
22 80H
23 80Ea
24 81H
25 81Ea
28 82H
83H
27
o8 83Ea
29 83Et
20 84H
31 84A
29 85H
33 86H
34 87H
35 88H
36 88Et
37 88A

P acne

P acne

P mosselii
P acne

R equi

S aureus

E coli

P mosselii
P acne

P acne

E coli

R equi

S aureus

S aureus

R equi

R equi

P mosselii
P acne

R equi

E coli

P mosselii
R equi

S aureus

E coli

R equi

P acne

R equi

S aureus

P acne

R equi

R equi

R equi

R equi

P acne

P acne

12.49
17.88
11.63
23.32
2541
31.6

34.40
11.63
31.6

31.6

34.40
20.81
17.32
30.31
20.81
21.80
11.88
1185
21.80
36.31
10.46
21.80
2750
36.31
2340
1185
21.80
16.90
21.04
19.37
19.37
19.37
19.37
24.78
24,78

6.90 1.0817 0.1500
6.89 1.9800 0.1483
7.59 0.9383 0.2650
7.30 2.8858 0.2167
6.52 3.2342 0.0867
7.74 4.2667 0.2900
17.39 4.7325 1.8983
7.89 0.9383 0.3150
7.02 4.2667 0.1700
7.96 4.2667 0.3267
7.71 4.7325 0.2850
6.48 24683 0.0800
8.47 1.8875 0.4117
6.79 4.0517 0.1317
7.25 24683 0.2083
6.68 2.6325 0.1133
6.25 0.9792 0.0417
6.91 0.9750 0.1517
7.13 2.6325 0.1883
7.66 5.0517 0.2767
7.60 0.7442 0.2667
6.92 2.6325 0.1533
6.59 3.5825 0.0983
6.85 5.0517 0.1417
7.80 2.8992 0.3000
6.87 0.9750 0.1450
6.80 2.6325 0.1333
10.72 1.8175 0.7867
6.41 2.5067 0.0683
7.78 2.2283 0.2967
6.81 22283 0.1350
6.49 22283 0.0817
6.66 22283 0.1100
8.39 3.1292 0.3983
7.58 3.1292 0.2633

Tumbuhan memiliki kemampuan yang tidak terbatas dalam mensintesis senyawa aromatik.

Golongan terbesar dari senyawa aromatik ini adalah fenol, mencapai hampir 12.000 jenis senyawa,

kurang lebih 10% sudah diisolasi (Maddox, 2010). Pada beberapa kasus senyawa fenol, khususnya

flavonoid, sangat terkait dengan pertahanan tumbuhan melawan predasi dari mikroorganisme,

insekta dan herbivori. Walaupun demikian, kemungkinan metabolit sekunder lainnya, seperti

terpenoid (minyak essensial), alkaloid, lektin dan polipeptida, memiliki potensi yang sama atau lebih

kuat dalam hal kemampuan melawan predasi tersebut tetap ada.

Tabel 4.8. Golongan metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antibakteri (Cowan, 1999)

Kelas Subkelas Contoh Mekanisme
Fenol sederhana Ka}tekol . Berikatan dengan substrat, merusak membran
epikatekin ’
Asam fenolat Asam sinamik Berikatan dengan substrat, merusak membran
Quinon Hiperisin B_eril_<atan dengar_l ade_sin, _berik_atan dengan
dinding sel, dan inaktivasi enzim
Flavonoid Krisia Berikatan dengan adesin dan berikatan dengan
dinding sel
. .. inaktivasi enzim, dan menghambat enzim
Fenolik Rt Adisinon reverse transcriptase HIV
Flavonol Totarol ?
Berikatan dengan protein, berikatan dengan
Tannin Elagitannin adesin, menghambat_ kerja enzim, be_rik_atan
dengan substrat, berikatan dengan dinding sel,
merusak membran, berikatan dengan ion metal
Kumarin Warfarin Intt_argction with eucaryotic DNA (antiviral
activity)
Terper_10|ds_, Capsaicin Membrane disruption
essential oils
Alkaloids Berberine Piperine | Intercalate into cell wall and/or DNA
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Block viral fusion or adsorption Form disulfde

Lectins and Mannose-specifc bridges

polypeptides agglutinin, Fabatin

Secara sederhana, sampel yang menunjukkan reaksi positif pada uji kandungan fenolik
(flavonoid dan tannin), alkaloid, terpenoid, hidrokuinon dari uji fitokimia simplisia dapat
diasumsikan sebagai sampel yang berpotensi memiliki aktivitas antimikroba. Ekstrak kasar
mengandung puluhan bahkan ratusan senyawa, senyawa paling potensial namun dalam jumlah sangat
kecil atau adanya aktivitas antagonistik dapat menyebabkan aktivitas antibakterinya relatif kecil.
Oleh karena itu, ekstrak yang menghasilkan zona hambat baik kecil maupun besar perlu dilanjutkan
dengan proses fraksinasi dan isolasi yang idealnya dicapai senyawa murni.

Sebagai perbandingan juga dapat dilihat hasil uji skrining antibakteri pada penelitian
pendahuluan, pada tabel dibawah berikut ini:

Tabel 4.9. Hasil Uji skrining antibakteri (penelitian pendahuluan)

(+) extraction (-)
Kons (%) | tetra chloram B. gymnorrhiza (eth) R. mucronata (eth) DMSO
22.10 20.80 SA EC SE SA EC SE
0.40 9.32 6.20 6.59 6.57 6.36 6.88
0.20 8.32 6.00 6.32 6.46 6.76 6.55
0.10 8.08 6.00 6.16 6.00 6.00 6.00
0.05 6.40 6.00 6.20 6.00 6.00 6.00
6.00

Keterangan: (+): control positif, (-): control negative, kons: konsentrasi, tetra: tetrasiklin, chloram: chloramphenicol, SA:
Streptococcus aureus, EC: Escherichia coli, SE: Staphylococcus epidermidis, eth: ethanol, dan DMSO: Dimetil Sulfoksid

Hasil dari penelitian pendahuluan ini menghasilkan dua tulisan, dan telah dipresentasikan pada
3" International Conference on Biological Sciences and Biotechnology (ICBSB) di Medan pada
tanggal 23 Agustus 2017 dan 5" Biotechnology Symposium di University Sabah Malaysia pada
tanggal 27 November 2017. Kedua tulisan ini sudah dipublikasikan pada IOP Conference Series of
Earth Environmental Science Volume 130 012025 (2018) dan the International Journal of Pharma
and Bio Science (In Press, 2018) secara berurutan.

Hasil positif palsu bisa didapati pada proses skrining, metode HTS mampu memverifikasi hal
tersebut dan mengabaikannya. Karena uji yang dilakukan bersifat manual maka semua hasil positif
baik palsu maupun asli tetap akan tercatat. Proses tersebut akan terverifikasi melalui fraksinasi dan
isolasi senyawa tunggal dari ekstrak, yang dilanjutkan dengan proses skrining ulang. Jika mengalami
kekurangan sampel, maka dilakukan rekoleksi dan ekstraksi difokuskan pada senyawa target atau
dilakukan penyesuaian perlakuan (pelarut) spesifik sesuai senyawa target. Berikut disajikan pelarut

yang disesuaikan dengan senyawa metabolit sekunder target.
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Tabel 4.10 Pelarut untuk ekstraksi komponen aktif (Cowan, 1999)

Water Etanol Methanol Kloroform  Diklorometanol  Eter Aseton
Anthocyanins Tannins Anthocyanins Terpenoids  Terpenoids Alkaloids Flavonols
Starches Polyphenols Terpenoids Flavonoids Terpenoids
Tannins Polyacetylenes Saponins Coumarins
Saponins Flavonol Tannins Fatty acids
Terpenoids Terpenoids Xanthoxyllines
Polypeptides Sterols Totarol
Lectins Alkaloids Quassinoids
Propolis Lactones

Flavones

Phenones

Polyphenols

4.7. Pembentukan Konsorsium extract library Indonesia

Pembentukan konsorsium extract library diinisiasi dalam rangka dalam rangka sinkronisasi
usaha dalam proses penemuan obat yang meliputi agen antibakteri, antikanker dan penyakit lainnya.
Konsorsium ini penting untuk dibentuk agar kegiatan-kegiatan penelitian obat dari bahan alam yang
selama ini dilakukan secara terpisah oleh masing-masing peneliti dapat lebih terorganisir, bersinergi

dan menghindari tumpang tindih satu sama lain.

471 Penandatanganan Perjanjian Kerjasama Pembentukan Konsorsium Indonesia untuk
Extract Library Bahan Alam
Pada tanggal 26 April 2018, telah dilaksanakan acara penandatanganan Perjanjian Kerjasama
Pembentukan Konsorsium Indonesia untuk Extract Library Bahan Alam (Indonesian Consortium on
Natural Product Extract Library) yang dilaksanakan bersamaan dengan kegiatan Seminar Nasional
Herbal di Kampus Universitas Swiss German. Perjanjian kerjasama ini ditandatangani oleh
perwakilan lima (5) lembaga, yaitu:

1 Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat Universitas Swiss German,
berkedudukan di Prominence Tower, Jalan Jalur Sutera Barat Kav. 15, Alam Sutera,
Tangerang, Banten 15143

2 Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat cq Tropical Biopharmaca Research
Center Institut Pertanian Bogor, berkedudukan di Kampus IPB Taman Kencana JI Taman
Kencana No 3, Bogor 16128

3. Pusat Penelitian Kimia Lembaga IlImu Pengetahuan Indonesia, berkedudukan di Gd. 452
Kawasan PUSPIPTEK Serpong, Tangerang Selatan, Banten 15314

4. Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, berkedudukan di No. 01, JI. Prof. Dr. Ir. Sumantri
Brojonegoro, Kp. Baru, Kedaton, Kota Bandar Lampung, Lampung 35141

5 Fakultas IImu Kesehatan Universitas Esa Unggul, berkedudukan di JI. Arjuna Utara No.9
Kebon Jeruk West Jakarta 11510
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Naskah perjanjian kerjasama dan dokumentasi kegiatan ini dapat dilihat pada lampiran-lampiran
laporan akhir ini.

Rencana jangka panjang yang dapat dicapai dengan terbentuknya konsorsium ini adalah
tersedianya koleksi bersama ekstrak senyawa murni atau senyawa calon obat (lead compounds) dari
alam untuk proses skrining, terbentuknya terbentuknya kerja sama antara peneliti, industri dan
pemerintah. Dukungan industri dan pemerintah dapat berupa investasi dana yang mendukung
terbentuknya pusat-pusat kecemerlangan (centers of excellent) dan melengkapi fasilitas-fasilitas
yang dibutuhkan, seperti ruang penyimpanan simplisia atau ekstrak modern (natural product library)
dan laboratorium modern. Dengan tersedianya fasilitas dan calon obat dalam jumlah besar (extract
library), maka kita sebagai bangsa akan dapat melakukan proses penemuan obat sendiri dengan biaya

yang relatif lebih murah dan waktu yang relatif lebih singkat.

Pembentukan Centers of Excellent diperlukan untuk mewadahi kegiatan-kegiatan penelitian
dalam bidang yang serupa. Pusat-pusat ini selanjutnya dapat dijadikan sebagai rujukan dan
koordinasi khusus untuk jenis penyakit tertentu, tempat penyimpanan ekstrak dan berbagai jenis
kultur sel atau jaringan, peralatan penelitian dan fasilitas pendukung lainnya. Pusat-pusat
kecemerlangan ini juga yang akan dijadikan sebagai pusat pembangunan kapasitas bagi para peneliti
dan staf-staf lainnya melalui berbagai kegiatan pelatihan, kursus singkat, dan sertifikasi untuk

kompetensi tertentu.

Ruang penyimpanan ekstrak merupakan salah satu komponen paling penting yang perlu
disediakan terlebih jika jumlah koleksi ekstrak sudah mencapai ratusan ribu bahkan jutaan ekstrak.
Penyimpanan ekstrak harus menjamin bahwa ekstrak yang ada dapat bertahan dalam kurun waktu
tertentu. Karena itu selain pengembangan metode ekstraksi, pengembangan metode penyimpanan
ekstrak pun menjadi sangat penting. Fasilitas lain yang perlu disediakan untuk menunjang kegiatan
penemuan obat dari bahan alam ini adalah perlu tersedianya koleksi sel dan jaringan (bio bank) dari
berbagai jenis organisme dari sel-sel mikroba sampai sel manusia. Ketersediaan bio bank ini sangat

diperlukan agar memungkinkan untuk melakukan uji-uji biologi terhadap jenis penyakit tertentu.

Fasilitas skrining dengan berbagai jenis peralatan dari mulai yang paling sederhana sampai
dengan high end instrument perlu disediakan untuk melakukan proses penemuan obat dari bahan
alam ini. Berbagai jenis strategi screening diantaranya adalah high throughput, focused screen,
fragment screen, structural aided drug design, virtual screen, physiological screen, dan NMR screen
(Hughes et al., 2011). Metode HTS khususnya, adalah salah satu metode yang terkini dalam

penemuan obat yang sepanjang pengetahuan penulis, belum diperkenalkan di Indonesia. Metode
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HTS memungkinkan untuk melakukan skrining bahan potensi obat sampai sebanyak 100000 per hari.
Metode ini akan menjadi sangat unggul jika dikombinasikan dengan teknik komputasi biologi

melalui virtual screening untuk mengurangi jumlah senyawa yang harus disaring.

Pusat informasi data merupakan komponen lain yang sangat penting yang diperlukan untuk
penyimpan dan pengolahan berbagai informasi yang terkait dengan ketersediaan simpanan ekstrak,
pemanfaatan, dan pengawasan lalu lintas ekstrak. Pengawasan lalu lintas atau pendistribusian ekstrak
menjadi sangat penting jika dikaitkan dengan isu keselamatan biologi (biosafety) dan keamanan

biologi (biosecurity).

4.8. Penentuan Eluen terbaik sampel terpilih untuk fraksinasi

Pada tahun pertama telah dilakukan kegiatan ekstraksi dari 16 contoh mangrove dan telah
diujikan baik sebagai antibakteri maupun antikanker. Dari hasil uji-uji tersebut, terpilih tiga ekstrak
terbaik berdasarkan beberapa pertimbangan dan alasan praktis. Ekstrak etil asetat Akar B.
Gymnorrhiza (77Ea) sebagai antibakteri, ekstrak etil asetat A. marina (85Ea) dan daun X. Granatum
(86Ea) sebagai antikanker. Ketiga ekstrak tersebut dicari eluen terbaiknya yang kemudian akan
digunakan sebagai fase gerak pada fraksinasi menggunakan kromatograsi kolom. Penentuan eluen
terbaik diawali dengan menggunakan eluen tunggal dengan tingkat kepolaran yang berbeda.
Kromatogram dari eluen tunggal dibandingkan kemudian dipilih 2 eluen yang menunjukkan pita

terbanyak dan terpisah.

a b c d

Gambar 4.2. Kromatogram fraksi etil asetat daun Avicennia marina. Fase gerak: (a) metanol, (b)

aseton, (c) etil asetat, (d) dietil eter, (e) kloroform, (f) diklorometana, (g) n-heksana.
Dokumentasi: UV 254 nm
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a b c d
Gambar 4.3. Kromatogram fraksi etil asetat daun Avicennia marina. Fase gerak: (a) metanol, (b)
aseton, (c) etil asetat, (d) dietil eter, (e) kloroform, (f) diklorometana, (g) n-heksana.

Dokumentasi: UV 366 nm

Dari kromatogram yang dihasilkan (Gambar 4.1 dan 4.2) terlihat bahwa kloforom dan
diklorometana menunjukkan jumlah pita terbanyak dan memiliki keterpisahan yang baik. Dua eluen
tersebut dimodifikasi dengan cara dicampurkan dengan beberapa perbandingan. Dilakukan
pencampuran eluen kloroform:diklorometana dengan perbandingan 5:5 (v/v), 7:3 (v/v), dan 9:1 (v/v).
Kromatogram yang dihasilkan menunjukkan bahwa perbandingan 9:1 (v/v) memiliki keterpisahan

paling baik. Dari hasil tersebut dapat diduga bahwa senyawa-senyawa yang terkandung dalam ketiga

\ll
=~

Gambar 4.4. Kromatogram fraksi etil asetat akar Xylocarpus granatum, daun Xylocarpus

ekstrak bersifat semi polar.

-

(-

a

granatum, dan Avicennia marina. Fase gerak: Kloroform:Diklorometana (v/v) dengan
perbandingan (a) 9:1, (b) 8:2, dan (c) 7:3. Dokumentasi: UV 254 nm
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Gambar 4.5. Kromatogram fraksi etil asetat akar Xylocarpus granatum, daun Xylocarpus granatum,
dan Avicennia marina. Fase gerak: Kloroform:Diklorometana (v/v) dengan
perbandingan (a) 9:1, (b) 8:2, dan (c) 7:3. Dokumentasi: UV 366 nm

Selain tiga ekstrak utama yang akan diteliti lebih lanjut, hasil dari penelitian pada tahun
pertama, menunjukkan beberapa ekstrak yang memiliki aktivitas yang baik pada antibakteri dan
antikanker, yaitu 77Et, 77A, 84Et, 85H, 86H, 86Et, 86A, 87A, 88H, 88Et, dan 88A. Total ada 11
ekstrak yang kemudian ditentukan juga eluen terbaiknya untuk kemudian dapat digunakan lebih
lanjut. Keberagaman pelarut dari ekstrak tersebut, kemudian dibagi menjadi kelompok polar dan non-
polar untuk memudahkan dalam menentukan eluen terbaik. Dari hasil sebelumnya yang
menunjukkan bahwa kloroform:diklorometana 9:1 (v/v) adalah eluen terbaik maka eluen itu dicoba

juga untuk beberapa ekstrak pada Gambar 4.5

OBEB0DBE0R ODBEBE0DaE0 R (I I S G 7]

a b c
Gambar 4.6. Kromatogram (1) 74 H, (2) 74 EA, (3) 77 EA, (4) 86 EA, (5) TAET, (6) 74 A, (7) 88

A. Fase gerak: Kloroform:Diklorometana (v/v) dengan perbandingan (a) 9:1, (b) 8:2,
dan (c) 7:3. Dokumentasi: UV 254 nm
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a b C
Gambar 4.7. Kromatogram (1) 74 H, (2) 74 EA, (3) 77 EA, (4) 86 EA, (5) 74 ET, (6) 74 A, (7) 88
A. Fase gerak: Kloroform:Diklorometana (v/v) dengan perbandingan (a) 9:1, (b) 8:2,
dan (c) 7:3. Dokumentasi: UV 366 nm

Kromatogram pada Gambar 4.5 dan 4.6 menunjukkan bahwa eluen kloroform:diklorometana
9:1 (v/v) memiliki keterpisahan yang lebih baik dibanding dengan perbandingan yang lain. Namun,
untuk ekstrak yang bersifat polar, yaitu pita 5, 6, dan 7 tidak menunjukkan adanya pita yang
terbentuk. Sehingga dilakukan optimasi kembali untuk ekstrak-ekstrak yang bersifat polar. Dari
berbagai macam eluen yang dicoba kemudian diperoleh 2 berbandingan yang menunjukkan
terbentuknya pita dan memiliki keterpisahan yang cukup baik, yaitu etil asetat:kloform 7:3 (v/v) dan
8:2 (VIV).

Gambar 4.8. Kromatogram (1) 74Et, (2) 74A, (3) 88A, (4) 84A. Fase gerak: Etil asetat:kloroform
(v/v) dengan perbandingan 7:3 dan 8:2. Dokumentasi: (a) UV 254 nm, (b) UV 366

nm.
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Kromatogram yang dihasilkan menunjukkan bahwa perbandingan 8:2 (v/v) memperlihatkan
pita-pita yang lebih jelas daripada perbandingan 7:3. Namun, masih perlu dilakukan optimasi lebih
lanjut untuk mendapatkan eluen yang lebih baik.

4.9. KLT bioautografi kontak antibakteri

KLT bioautografi antibakteri digunakan untuk mengetahui pita yang aktif sebagai antioksidan
sebelum dilakukan fraksinasi menggunakan kromatografi kolom. Hasil KLT bioautografi dapat
dijadikan petunjuk fraksi aktif yang memiliki aktivitas antibakteri. Umumnya, KLT bioautografi
antibakteri digunakan untuk mengetahui pita (Rf) yang memiliki aktivitas penghambatan terhadap
bakteri. Metode ini relatif cepat, mudah dilakukan, dan hemat dalam penggunaan ekstrak. KLT
bioautografi dilakukan dengan menempelkan pelat KLT yang sudah dielusi di atas medium suspensi
bakteri. KLT dibiarkan selama 24 jam agar terjadi difusi komponen kimia ke dalam media (Yulianty
et al,. 2011). Adanya aktivitas menghambatan pertumbuhan bakteri ditandai dengan terbentuknya
zona bening spesifik pada pita dengan nilai Rf tertentu.

Gambar 4.9. KLT bioautogram kontak fraksi etil asetat akar Xylocarpus granatum terhadap E. Coli
dan dengan informasi nilai Rf dibawah sinar UV 254 nm.

Bioautogram menunjukkan ada 1 zona penghambatan pada fraksi etil asetat akar Xylocarpus
granatum terhadap E. Coli. Zona penghambatan tersebut terdapat pada Rf 0.18 (Gambar Hasil 4.9).
Nilai Rf pada pita tersebut dijadikan sebagai acuan untuk isolasi senyawa aktif antibakteri. Proses
isolasi dilakukan dengan cara fraksinasi menggunakan kromatografi kolom lalu dilanjutkan

pemurnian menggunakan kromatografi lapis tipis preparative (KLTP).
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Selain itu, berdasarkan hasil uji KLT bioautografi kontak terhadap fraksi 3 dan 4 dari ekstrak
etil asetat akar B. gymnorrhiza, fraksi 3 dan 4 setelah diuji kembali tidak memiliki aktivitas
antibakteri. Hal ini ditandai dengan tidak munculnya zona atau daerah bening spesifik pita (Rf) pada
media berisi inokulan bakteri yang ditempelkan dengan pelat KLT (Gambar 4.10). Sedangkan, hasil
uji KLT bioautografi kontak pada fraksi 3 dan 4 sebelumnya memiliki aktivitas antibakteri yang
ditandai dengan adanya daerah bening spesifik pita (Rf) pada media (Gambar 4.11).

a b

Gambar 4.10. KLT bioautogram kontak (a) fraksi 3 dan (b) fraksi 4 terhadap E. coli dan dengan
kromatogram KLT dibawah sinar UV 366 nm.

Gambar 4.11. KLT bioautogram kontak fraksi 1-7 terhadap E. coli dan dengan kromatogram KLT
dibawah sinar UV 366 nm.

Dari hasil uji stabilitas pada fraksi 3 dan 4 etil asetat akar B. gymnhorhiza didapatkan penurunan

kestabilan aktifitas pada senyawa kimia yang bermanfaat sebagai senyawa antibakteri. Hal ini
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dibuktikan dengan tidak munculnya zona atau daerah bening spesifik pita (Rf) pada media berisi
inokulan bakteri yang ditempelkan dengan pelat KLT dibandingkan dengan hasil uji antibakteri
sebelumnya pada fraksi 3 dan 4 etil asetat akar B. gymnhorhiza. Penyebab terjadinya hal ini dapat
dikarenakan oleh lama penyimpanan sampel, pengaruh cahaya, oksigen, dan kondisi kelembapan saat
proses pengerjaan sampel (Ali et al., 2018). Senyawa fenolik dapat digolongkan sebagai senyawa
yang tidak stabil dan dapat hilang saat proses pengerjaan sampel, khususnya ketika ada pengaruh
suhu panas (Srivastava et al., 2007).

4.10 Fraksinasi menggunakan kromatografi kolom

Fraksinasi dilakukan dengan kromatografi kolom. Tujuan fraksionasi ini adalah untuk
memisahkan komponen senyawa aktif antibakteri dalam ekstrak etil asetat akar B. gymnorrhiza dan
daun X. granatum. Hasil pengecekan eluat menggunakan KLT menunjukkan adanya 7 fraksi untuk
ekstrak etil asetat akar B. gymnorrhiza dan 7 fraksi untuk ekstrak etil asetat daun X. granatum
(Gambar 4.12).

a b
c d
Gambar 4.12 Kromatogram fraksi ke-1 sampai dengan ke-7 (a) dan (b) fraksi ekstrak etil asetat akar

B. gymnorrhiza dengan (c) dan (d) fraksi ekstrak etil asetat daun X. granatum. Fase gerak:
kloroform:diklorometana 9:1 (v/v). Dokumentasi: sinar UV 254 nm Kiri, dan UV 366 nm kanan.
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Pola KLT yang terbentuk menunjukkan pola pita yang berbeda pada pengamatan UV 254 nm
dan 366 nm. Selain itu, warna pita yang berbeda pada pengamatan UV 366 nm mengindikasikan
senyawa yang berbeda. Menurut Markham (1998), adanya warna biru menunjukkan adanya senyawa
flavon, flavonon, atau flavonol, merah senyawa antosianidin, dan kehijauan senyawa auron.
Rendemen yang diperoleh dari masing-masing fraksi ditunjukkan pada tabel 4.11.

Tabel 4.11 Rendemen fraksi B. gymnorrhiza dan X. granatum

B. gymnorrhiza X. granatum
Fraksi Rendemen (%) Fraksi Rendemen (%)
Fraksi 1 5.2150 Fraksi 1 3.0392
Fraksi 2 23.7845 Fraksi 2 8.1778
Fraksi 3 4.4817 Fraksi 3 6.6200
Fraksi 4 12.6754 Fraksi 4 11.7102
Fraksi 5 1.2675 Fraksi 5 17.0688
Fraksi 6 1.8742 Fraksi 6 3.5591
Fraksi 7 0.0272 Fraksi 7 6.2317

4.11. Pemurnian Fraksi Aktif sebagai Antibakteri

Sebelum dilakukan pemurnian untuk fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri, semua fraksi
ekstrak etil asetat akar B. gymnorrhiza hasil dari fraksinasi dengan kromatografi kolom diuji aktivitas
antibakterinya menggunakan KLT-bioautografi kontak untuk memilih fraksi yang aktif sebagai
antibakteri. Berdasarkan hasil yang telah diperoleh, fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri yaitu
fraksi 3, 4, dan 7 ditandai dengan munculnya zona atau daerah bening spesifik pada pita (Rf). Fraksi
3 memiliki 1 zona hambat pada Rf 0.12, fraksi 4 memiliki 1 zona hambat pada Rf 0.24, dan fraksi 7
memiliki 1 zona hambat pada Rf 0.08 (Gambar 4.13) .

Gambar 4.13 KLT bioautogram kontak fraksi 1-7 hasil fraksionasi dengan kromatografi kolom

terhadap E. coli dan dengan informasi nilai Rf di bawah sinar UV 254 nm.
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Berdasarkan hasil pengujian antibakteri terhadap E. coli, fraksi 3 dan 4 (Gambar 4.14) dipilih untuk
dipisahkan lebih lanjut agar diperolen senyawa murni dengan KLTP menggunakan fase gerak
kloroform:diklorometana (9:1) v/v. Fraksi 3 dan 4 dipilih untuk dipisahkan lebih lanjut karena

memiliki aktivitas antibakteri berdasarkan hasil uji KLT bioautografi antibakteri dan memiliki bobot

yang cukup banyak yaitu 0.0495 g dan 0.1400 g.

Gambar 4.14 Kromatogram KLTP (a) fraksi 3 dan (b) fraksi 4 di bawah sinar UV 366 nm

Pada fraksi 3, fraksi 3.1 memiliki aktivitas antibakteri berdasarkan hasil uji KLT-bioautografi kontak
sebelumnya begitupun pada fraksi 4, fraksi 4.3 memiliki aktivitas antibakteri berdasarkan hasil uji
KLT-bioautografi kontak sebelumnya. Oleh karena itu, fraksi 3.1 dan 4.3 dipilih untuk dianalisis
lebih lanjut (Gambar 4.14).
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BAB V

KESIMPULAN DAN REKOMENDASI

5.1 Kesimpulan

1. Dari hasil penelitian sampai dengan tahun kedua ini, protokol pembuatan extract library sudah
disusun. Protokol pembentukan extract library sangat penting untuk disusun demi tercapainya
penelitian yang berkesinambungan, menghindari tumpang tindihnya penelitian dan dicapainya
hasil yang diharapkan dalam hal proses penemuan obat. Protokol tersebut meliputi metode
sampling (data lokasi, fisik, kimia, khasiat, populasi koleksi), metode preparasi simplisia
(penyimpanan, pengeringan, dan penggilingan), metode preparasi ekstraksi (penyimpanan dan
coding simplisia), metode ekstraksi dan penyimpanan ekstraksi, fraksinasi dan uji aktifitas.

2. Proses skrining potensi antibakteri dan antikanker dari ekstrak library mangrove menunjukkan
bahwa beberapa fraksi ekstrak memiliki aktivitas tersebut. Hal ini membuktikan bahwa kekayaan
alam sangat berkorelasi dengan kekayaan senyawa altif yang sangat potensial sebagai calon obat.
Untuk mendapatkan calon obat yang teruji aktivitas biologi dan keamanannya bukan proses yang
mudah, namun pembentukan prototype extract library dari mangrove mungkin bisa jadi salah
satu jalan pembuka terbentuknya extract library lainnya sehingga potensi senyawa aktif dari
biodiversitas Indonesia tergali dan termanfaatkan secara optimal menuju kemandirian bahan obat.

3. Kerjasama antara peneliti, industri dan pemerintah akan sangat mendukung terbentuknya pusat-
pusat kecemerlangan (centers of excellent) dan melengkapi fasilitas-fasilitas yang dibutuhkan,
seperti ruang penyimpanan simplisia atau ekstrak modern (natural product library) dan
laboratorium modern. Dengan tersedianya fasilitas dan calon obat dalam jumlah besar (extract
library), maka kita sebagai bangsa akan dapat melakukan proses penemuan obat sendiri dengan
biaya yang relatif lebih murah dan waktu yang relatif lebih singkat. Bentuk kerjasama yang telah
dilakukan dari hasil penelitian ini adalah berupa: 1. Pembentukan Konsorsium Indonesia untuk
Extract Library Bahan Alam oleh lima institusi di Indonesia; 2. Kerjasama penelitian
internasional dengan UMS Sabah dengan diberikannya dana penelitian bersama (matching grant)
oleh UMS Sabah untuk uji anti tuberculosis dan demam berdarah dengue menggunakan extract

library dari hasil penelitian ini.

5.2. Rekomendasi
Penyimpanan dan penggunaan sampel sebaiknya dilakukan saat kondisi optimum pada sampel.
Hal ini dapat mencegah terjadinya penurunan kadar senyawa kimia yang terkandung dalam

sampel serta menjaga kestabilan senyawa agar hasil pengujian lebih optimal.
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Lampiran 1. Dokumentasi kegiatan sampling
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Lampiran 2. Dokumentasi kegiatan preparasi simplisia




Lampiran 3. Bukti identifikasi tumbuhan mangrove dari LIPI Botani Cibinong, Bogor

(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI

(RESEARCH CENTER FOR BIOLOGY)

L[PI Cibinong Science Center, 1. Raya Jakarta - Bogor KM. 46 Cibinong 16911
Telp, (+62 21) 87907636 - 87907604, Fax, §7907612
Website: www.bjologi.lipi.go.id

Cibinong, 2§ Juli 2016

Nomor :lbj/IPH.l.Ol/If.O?/VII/2016

Lampiran =

Perihal . Hasil identifikast/ doterminasi Tumbuhart
Kepada Yth.

Bpk./Ibu/Sdr(i). Kholis A. Audah, PhD
Swiss German University - ASIA

Dengan hormat,

Bersama ini kamu sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan
vang Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusal

Penelitian Biologi-LIPI Bogor, adalah sebagai berikut !

No.| No. Kol. Jenis Suku
Sampel 1 | Rhizophora mucronata Lam. Rhizophoraceoe
. Sampel 2 Tidak Teridentifikasi Rhizophoraceae 7

Demikian, semoga berguna bagi Saudara,

Note : - Sampel | di lihat dari daunnya terdapat *Mucron” yang berada d: ujung
daun. .
- Sampel 2 udak dapal teridentifikasi lebih detail karena hahya berupa
helaian daun. Lebih baik jika specimen dalam satu tangkai
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LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI

(RESEARCH CENTER FOR BIOLOGY)
Cibinong Science Center, JI. Raya Jakarta - Bogor KM. 46 Cibinong 16911
LIP I Telp. (+62 21) 87907636 - 87907604, Fax. 87907612
Website: www.biologi lipi.go.id

Cibinong, 9 Juni 2017

Nomor #ST0/1PH.1.01 /1£.07/V1/2017

Lampiran t-

Perihal t Hasil identifikasi/ determinasi Tumbuhan
Kepada Yth.

Bpk. /Ibu/Sdrii). Julkipli
Swiss German University

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinas: tumbuhan yang
Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-
LIPI Bogor, adalah sebagai berikut :

' No. No. Kol, Jenis Suku

| \ %
1 - | Avicennia marina (Forssk,) Vierh, Acanthaceae

|2 Waru Laut | Thespesia populnea (L.) Sol, ex Corréa | Malvaceae

3 . | Xylocarpus moluccensis (Lam.) Mellachaa
' M,Roem
4 - Bruguiera gymnorhiza (L..) Lamk Rhizophoraceae
3 - l Ceriops tagal (Perr.) C.B.Rob. Rhizophoraceae
6 - } Sonneratia caseolaris (L.) Engl. Lythraceae
@

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

NIP. 196706241993032004

C:\Usersiwindows 7\Desktop dokumen lia\ldent 2017 Julkipli.doc\lsmail A.-Rugayah
Page | of |
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LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI

(RESEARCH CENTER FOR BIOLOGY) ﬁ

LIPI Cibinong Science Center, J1. Raya Jakarta - Bogor KM, 46 Cibinong 16911
Telp. (+#62 21) 87907636 - 87907604, Fax. 87907612
Website : www.biologi lipi.go.id

®

g

Cibinong,&6 Juli 2017

Nomor 1862/ IPH. 1.01 /1£.07 /VII/2017

Lampiran -

Perihal . Hasil identifikasi/ determinasi Tumbuhan
Kepada Yth,

Bpk. /Tbu /Sdri{i). Julkipli
Swiss German University

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang
Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat Penclitian Biologi-
LIPI Bogor, adalah sebagai berikut :

No. No. Kol. Jenis Suku

1 - Rhizophora apiculata Blume Rhizophoraceae

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Plh. Kepala Bidang Botani
Pusat Penelitian Biologi-LIPI,

wati
NIP. 197111 152000032005
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Lampiran 4. Dokumentasi kegiatan uji fitokimia simplisia
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Lampiran 5. Dokumentasi kegiatan ekstraksi
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Lampiran 6. Dokumentasi kegiatan uji antibakteri
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Lampiran 7. Dokumentasi uji anti kanker
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