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ABSTRACT

THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF METHANOL FRACTION
MANGROVE OIL LEAVES AND BARK (Rhizopora apiculata) AGAINST
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
DAN Candida albicans

By

EGI OKTARIAN GERLIANDI

Background: Microbial resistance to antimicrobials posed a threat to public health
in Indonesia. Mangrove plants (Rhizopora apiculata) had great potential as
antimicrobials because they contained secondary metabolite compounds that could
inhibit microbial growth.

Objective: To determine the antimicrobial activity of the methanol fraction of
Rhizopora apiculata leaves and stem bark against Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans, as well
as the concentration that began to exert an antimicrobial effect.

Methods: This research involved laboratory experimental research design with
treatment groups given methanol fractions of Rhizopora apiculata leaves and stem
bark in concentrations of 1.5625%, 3.125%, 6.25%, 12.5%, 25%, K(+) with
appropriate antimicrobials, and K(-) with aquadest.

Results: The results showed that the average diameter of the inhibition zone of the
methanol fraction of leaves and stem bark of Rhizopora apiculata provided an
optimal antimicrobial effect at concentrations of 12.5% and 25% in all tested
microbes except Candida albicans. The Shapiro-Wilk and Levene tests found that
the data were not normally distributed and not homogeneous (p<0.05). The
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests found significant differences in
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, and Pseudomonas aeruginosa
(p<0.05).

Conclusion: The methanol fraction of Rhizopora apiculata leaves and stem bark
began to provide antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, and Pseudomonas aeruginosa at a concentration of 12.5%.

Key words: Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Rhizopora apiculata,
secondary metabolite compounds, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIMIKROBA FRAKSI METANOL DAUN DAN
KULIT BATANG BAKAU MINYAK (Rhizopora apiculata) TERHADAP
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,

DAN Candida albicans

Oleh

EGI OKTARIAN GERLIANDI

Latar Belakang: Resistensi mikroba terhadap antimikroba merupakan ancaman
bagi kesehatan masyarakat di Indonesia. Tanaman bakau (Rhizopora apiculata)
berpotensi besar sebagai antimikroba dikarenakan memiliki senyawa metabolit
sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba.

Tujuan: Untuk mengetahui adanya aktivitas antimikroba fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa dan Candida albicans serta konsentrasi yang
mulai meberikan efek antimikroba.

Metode: Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental laboratorik
dengan kelompok perlakuan pemberian fraksi metanol daun dan kulit batang
Rhizopora apiculata konsentrasi 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, K(+)
dengan antimikroba yang sesuai, dan K(-) dengan pemberian akuades.

Hasil: Hasil uji rerata diameter zona hambat fraksi metanol daun dan kulit batang
Rhizopora apiculata yang memberikan efek antimikroba secara optimal yaitu pada
konsentrasi 12,5% dan 25% di semua mikroba uji, kecuali Candida albicans. Hasil
uji Saphiro-wilk dan Levene ditemukan data tidak terdistribusi normal dan tidak
homogen (p<0,05). Hasil uji Kruskal-wallis dan Man-whiney ditemukan adanya
pebedaan signifikan pada Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, dan
Pseudomonas aeruginosa (p<0,05).

Simpulan: Fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora apiculata mulai
memberikan aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes dan Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi 12,5%.

Kata kunci: Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Rhizopora apiculata,
senyawa metabolit sekunder, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Resistensi bakteri terhadap antibiotik merupakan ancaman bagi kesehatan
masyarakat di Indonesia dan dunia karena penggunaan antibiotik yang
relatif tinggi. Resistensi ini mempunyai dampak negatif yang signifikan
secara ekonomi dan sosial selain pengaruhnya terhadap morbiditas dan
mortalitas. Resistensi dimulai di rumah sakit, namun lambat laun menyebar
ke masyarakat. Resistensi yang banyak terjadi yaitu terhadap Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas aeruginosa
(Kemenkes, 2016).

Setiap tahunnya, diperkirakan 25 ribu orang meninggal di Eropa akibat
penyakit yang disebabkan oleh bakteri multi-resisten. Bakteri yang resisten
terhadap antibiotik menginfeksi sekitar 2 juta orang di Amerika Serikat
setiap tahunnya, dan setidaknya 23.000 orang meninggal akibat infeksi ini
(CDC, 2014). Penelitian tentang prevalensi dan pencegahan resistensi
antimikroba di Indonesia (Studi AMRIN), yang dilakukan antara tahun
2016 sampai dengan 2021 di RS Dr. Soetomo Surabaya dan RSUP Dr.
Kariadi Semarang, mengungkapkan adanya bakteri multiresisten seperti
MRSA (Methisilin Resisten Staphylococcus aureus) dan bakteri penghasil
ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamases) (Severin et al., 2020).

Berdasarkan temuan penelitian Dr. M. Djamil Padang, dari 6387 spesimen
yang diuji sensitivitasnya, sebanyak 3689 isolat tergolong Multi Drug

Resistance (MDR). Klebsiella sp., Streptococcus pyogenes, Staphylococcus



aureus, Enterobacter sp., Pseudomonas sp., E. Coli, dan Proteus sp.
termasuk bakteri yang termasuk dalam MDR. Persentase resistensi pada
tahun 2015 (62%), 2016, (55%), dan 2017 (58%). Berdasarkan penelitian,
Pseudomonas sp merupakan bakteri MDR dan P. aeruginosa merupakan
salah satu bakteri Pseudomonas sp. yang bersifat patogen (Sjahjadi et al.,
2018).

Seiring terjadinya peningkatan resistensi mikroba terhadap antimikroba
yang biasa digunakan sehari-hari, maka diperlukan suatu pengobatan yang
lebih efisien dan aman. Salah satu pengobatan penyakit infeksi mikroba
yang telah banyak didukung dan dianggap aman vyaitu terapi
Complementary and Alternative Medicines (CAM) dengan menggunakan
bahan-bahan yang berasal dari alam atau disebut dengan bahan alam (Fox
et al., 2016). Salah satu penemuan bahan alam yang dapat bersifat sebagai
antimikroba adalah mangrove atau bakau dengan jenis bakau minyak
(Rhizopora apiculata) (Darlin et al., 2015).

Mangrove dapat hidup dan memiliki habitat di daerah pantai. Mangrove
secara fungsi mempunyai peranan ekologis yang positif untuk menjaga
kestabilan lingkungan pantai dari terjadinya abrasi. Indonesia dikenal
sebagai negara kepulauan dengan garis pantai terpanjang di dunia yaitu
seluas £80.791,42 km, dengan dua pertiga wilayah daratannya ditutupi
lautan (Septiana dan Asnani, 2012). Jenis hutan pantai yang mendominasi
wilayah Indonesia yaitu hutan mangrove yang berfungsi dalam segi biologis
dan ekonomi, salah satunya berperan dalam keseimbangan ekosistem
khususnya pantai Indonesia (Hadi, 2016). Sedangkan spesies yang
mendominasi hutan mangrove di Indonesia yaitu jenis spesies
Rhizophoraceae, terutama Rhizophora apiculata, yang merupakan salah
satu tanaman bakau minyak yang paling umum tumbuh di pesisir pantai
Indonesia. Mangrove memiliki banyak manfaat, tidak hanya bermanfaat

bagi alam, tetapi juga dapat dimanfaatkan sebagai obat. Efek samping yang



ditimbulkan mangrove sebagai obat cenderung minimal sehingga

penggunaannya aman (Nopiyanti et al., 2016).

Mangrove memiliki banyak manfaat dalam kehidupan manusia. Tidak
hanya manfaat dari segi ekologi, mangrove juga bermanfaat sebagai sumber
pangan dan obat-obatan alami. Obat-obatan alami yaitu obat dengan
kandungan bahan kimia alami serta senyawa metabolit sekunder yang
bersumber langsung dari tumbuhan alam. Bahan tersebut yang kemudian
dapat diolah menjadi suatu antibakteri yang dapat membunuh dan

menghambat pertumbuhan suatu mikroba (Purnobasuki, 2014).

Antimikroba merupakan suatu zat yang digunakan untuk menghambat atau
membunuh mikroba yang menginfeksi manusia. Antimikroba yang
berhubungan dengan bidang farmasi antara lain antibiotik, antiseptik,
desinfektan, dan pengawet. Beberapa jenis mangrove di Indonesia diketahui
telah berkhasiat dan memiliki manfaat sebagai antibakteri, salah satunya
yaitu mangrove Rhizopora apiculata yang banyak tumbuh di pesisir pantai
Indonesia (Amir, 2016). Hal tersebut didukung dengan banyaknya
penelitian yang membahas potensi serta kandungan apa saja yang terdapat
pada mangrove Rhizopora apiculata yang menjadikannya sebagai
antibakteri. Berbagai penelitian telah dilakukan untuk dapat mengetahui
potensi dan kandungan yang terdapat pada mangrove Rhizopora apiculata
sebagai antibakteri, seperti dalam penelitian Darlian et al., (2015), yang
menemukan adanya senyawa metabolit sekunder golongan flavonoid,
saponin, tannin, terpenoid, alkaloid, dan stereoid yang terkandung dalam
ekstrak kasar kulit akar mangrove Rhizopora apiculata. Senyawa tersebut
juga mampu menghambat pertumbuhan koloni bakteri Streptococcus sp.
Penelitian lain yang dilakukan oleh Jampil et al., (2017), menyebutkan
bahwa pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa dan jamur Candida
albicans menjadi terhambat dengan diberikannya ekstrak kulit batang dan
daun Rhizopora apiculata dengan konsentrasi tertentu. Senyawa metabolit

yang terkandung di dalamnya yaitu flavonoid, steroid, dan saponin (Agmal



1.2.

et al., 2022). Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Syawal et al.,
(2020), menyebutkan bahwa ekstrak daun Rhizopora apiculata dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus, A. hydrophila, dan P.
aeruginosa dengan diberikan konsentrasi 12,5%, 25%, 50%, dan 100%
dengan pembentukan zona hambat yaitu sebesar 3,10 mm, 4,38 mm, 4,57
mm, dan 5,30 mm. Akan tetapi daya hambat yang terbentuk dengan
menggunakan ekstrak kulit batang Rhizopora apiculata tidak diteliti.

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan suatu penelitian untuk
mengetahui khasiat antimikroba daun dan kulit batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata) dan memastikan konsentrasinya yang optimal
terhadap bakteri Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, dan

Pseudomonas aeruginosa serta jamur Candida albicans.

Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Berapa nilai rendemen fraksi metanol daun dan kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata)?

2. Apa saja kandungan senyawa metabolit sekunder fraksi metanol daun
dan kulit batang bakau (Rhizopora apiculata) berdasarkan hasil
skrining fitokimia?

3. Apakah terdapat aktivitas antimikroba daun dan kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata) terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans?

4. Berapa nilai konsentrasi fraksi metanol daun dan kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata) yang mulai memberikan aktivitas antimikroba
terbaik terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antimikroba fraksi metanol daun dan kulit batang bakau minyak
(Rhizopora  apiculata) terhadap  Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida

albicans.

Tujuan Khusus

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui nilai rendemen fraksi metanol daun dan kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata).

2. Mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder fraksi
metanol daun dan kulit batang bakau (Rhizopora apiculata)
berdasarkan hasil skrining fitokimia.

3. Mengetahui aktivitas antimikroba daun dan kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata) terhadap Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan
Candida albicans.

4. Mengetahui nilai konsentrasi fraksi metanol daun dan kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata) yang mulai memberikan
aktivitas antimikroba terbaik terhadap Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan
Candida albicans.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1. Bagi Peneliti

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menambah ilmu pengetahuan
dan wawasan peneliti mengenai aktivitas antimikroba fraksi metanol
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizopora apiculata) terhadap

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas



1.4.2.

1.4.3.

aeruginosa, dan Candida albicans dan diharapkan penelitian ini

dapat memperkaya ilmu pengetahuan.

Bagi Ilmu Pengetahuan

Diharapkan penelitian ini dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai aktivitas antimikroba fraksi metanol daun dan kulit batang
bakau minyak (Rhizopora apiculata) terhadap Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan
Candida albicans dan diharapkan penelitian ini dapat digunakan

untuk bahan penelitian selanjutnya.

Bagi Institusi
Diharapkan dengan adanya penelitian ini dapat menambah bahan
referensi  kepustakaan ilmiah dalam lingkungan Universitas

Lampung dan dapat menambah rujukan penelitian selanjutnya.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Penyakit Infeksi

2.1.1. Definisi Infeksi

Infeksi adalah kondisi yang disebabkan oleh mikroorganisme patogen

yang dapat menimbulkan gejala klinis atau tanpa gejala Kklinis.

Serangkaian proses yang kemudian dapat menyebabkan terjadinya

infeksi disebut sebagai rantai infeksi (chain of infection) yang

diantaranya terdiri dari (Kemenkes, 2017):

o o

h ® o O

Agen infeksi

Reservoir (sumber agen infeksi)
Portal of exit (pintu keluar)
Metode transmisi (cara penularan)
Portal of entry (pintu masuk)

Susceptible host (penjamu yang rentan)

Adapun faktor risiko yang menjadikan seseorang rentan terkena

penyakit infeksi diantaranya adalah (Kemenkes, 2017):

a.
b.

Usia. Neonatus dan lansia lebih rentan terkena penyakit infeksi.
Orang dengan sistem kekebalan tubuh lemah seperti penderita
penyakit kronis, kanker, dan penderita obat imunosupresif.
Masuknya benda asing ke dalam tubuh seperti implant dan mesh
pada operasi hernia.

Adanya diferensiasi mikroflora normal. Penggunaan antibiotik

yang tidak bijaksana dapat menyebabkan pertumbuhan jamur yang



berlebihan dan pembentukan bakteri yang resisten terhadap
antimikroba tertentu.
e. Gangguan penghalang anatomi:
- Kateter urin: meningkatkan risiko infeksi saluran kemih (ISK).
- Operasi pembedahan dapat mengakibatkan infeksi lokasi
bedah (SSI).
- Penggunaan intubasi dan ventilator: meningkatkan risiko
Ventilator Associated Pneumonia (VAP).
- Flebitis, IAD, dan kanula vena dan arteri.

- Trauma dan luka bakar.

2.1.2. Mekanisme Infeksi

Seluruh fase berikut terlibat dalam proses patogen sehingga dapat

menyebabkan suatu infeksi: (Joegijantoro, 2019)

a. Kontak dengan mikroorganisme
Mikroorganisme dapat ditemukan hampir di mana saja. Mikroba dapat
ditemukan di udara, permukaan kulit, jari tangan, rambut, rongga
mulut, usus, saluran pernafasan, dan permukaan tubuh manapun yang
dapat dijangkau. Mikroba ini disebut sebagai flora normal. Tumbuhan
umum ini tumbuh subur di dalam batas alami tubuh. Mikroba yang
berlebihan dapat mengganggu homeostatis tubuh sehingga
mengakibatkan penyakit. Mikroba yang tidak terdapat secara alami
pada flora tubuh dapat ditemukan melalui penularan, kontak dengan
udara, vektor seperti nyamuk, dan kontak langsung dengan orang
sakit. Mikroorganisme ini dapat berdiam dan memasuki daerah steril
di tubuh seperti darah, paru-paru, otak, dan jantung. Mikroorganisme
yang masuk ke area steril ini, baik dari flora normal maupun infeksi
dapat tumbuh dan berkembang biak sehingga menimbulkan infeksi
bakteri yang hidup di sekitar kita dan dapat menyebar melalui

sentuhan langsung atau melalui perantara. (Joegijantoro, 2019).



Rute utama penularannya diantaranya melalui kontak langsung
(termasuk kontak seksual), melalui jaringan lunak seperti gonore,
herpes genital, melalui inhalasi atau droplet misalnya flu, pneumonia,
melalui  pencernaan/fekal-oral seperti gastroenteritis, melalui
inokulasi atau trauma seperti tetanus, malaria, dan melalui

transplasental seperti toksoplasmosis genitalia (Joegijantoro, 2019).

Mikroorganisme berkolonisasi

Kolonisasi terjadi ketika bakteri menetap dan berkembang biak di
lokasi tertentu di tubuh manusia. Kolonisasi terjadi pada permukaan
inang melalui proses termasuk penetrasi kulit, penetrasi lapisan musin,
resistensi terhadap peptida antibakteri, adhesi, protease sIgA, dan jalur
serapan zat besi. Beberapa spesies dapat menghasilkan enzim
mukolitik untuk membantu penetrasi lapisan lendir di permukaan
tubuh bagian dalam. Hewan lain memiliki adhesin yang
memungkinkan mereka berikatan dengan situs reseptor pada sel

manusia (Joegijantoro, 2019).

Mikroorganisme penetrasi ke jaringan tubuh

Mikroorganisme harus mampu menembus penghalang permukaan
tubuh (kulit) agar dapat menginfeksi jaringan tubuh manusia. Trauma,
luka operasi, kondisi kulit yang berkepanjangan, atau gigitan serangga

semuanya dapat menyebabkan infeksi (Joegijantoro, 2019).

Saluran pernapasan terus-menerus terpapar mikroba di udara. Saluran
pernapasan bagian atas, sebaliknya, bertindak sebagai sistem filtrasi,
melindungi paru-paru dari partikel yang terhirup. Segala partikel yang
masuk ke saluran nafas akan dikeluarkan melalui refleks batuk dan
gerakan eskalator mukosiliar. Partikel infeksius (misalnya droplet
dengan diameter kurang dari 5 im) dapat memasuki alveoli dan

menyebabkan infeksi (Joegijantoro, 2019).
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Beberapa organisme penyebab penyakit pada saluran pencernaan
merusak permukaan mukosa dengan memproduksi sitotoksin
(misalnya penyebab disentri), sementara organisme lain (Salmonella
typhi) diambil oleh sel M yang melapisi jaringan limfoid di patch
Peyer (Joegijantoro, 2019).

Dalam kebanyakan kasus, janin tidak terpapar kuman selama
kehamilan. Hanya sedikit organisme yang menginfeksi ibu selama
kehamilan dan dapat melewati plasenta sehingga menyebabkan
infeksi intrauterin seperti toksoplasmaosis, rubella, sifilis, dan infeksi
CMV. Jika suatu organisme dapat menyebabkan infeksi intraseluler
(misalnya tuberkulosis, klamidia, atau infeksi virus), organisme
tersebut juga dapat menyusup ke dalam sel dan bertahan di lingkungan

intraseluler (Joegijantoro, 2019).

Mikroorganisme terdistribusi dalam jaringan

Mikroorganisme yang menyerang host dapat menyebar melalui satu
atau lebih jalur berikut: penyebaran langsung melalui jaringan di
sekitarnya, di sepanjang jaringan, atau melalui saluran darah dan
limfatik. Rute penyebaran melalui pembuluh darah adalah metode
yang sangat efektif untuk mengangkut organisme dari lokasi awalnya
ke daerah yang jauh di seluruh tubuh. Organisme tersebut mungkin
secara aktif berpartisipasi dalam penyebaran sel atau self-propulsion
(Joegijantoro, 2019).

Terjadi kerusakan jaringan

Mikroorganisme menyebabkan kerusakan jaringan melalui berbagai
proses, diantaranya yaitu efek massa (mass effect), racun/toksik,
modifikasi fungsi sistem inang (organ, jaringan, atau sel) dan respons

individu terhadap infeksi (Joegijantoro, 2019).
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2.2. Mikroba Patogen

Mikroba patogen adalah mikroba yang merugikan karena dapat menyebabkan
penyakit pada manusia maupun makhluk hidup lain. Kemampuan patogen
untuk dapat menyebabkan penyakit pada makhluk hidup lain disebut
patogenitas. Mikroba patogen agar dapat menimbulkan penyakit pada makhluk
hidup lain, mereka harus dapat masuk ke dalam tubuh inangnya. Namun,
terdapat suatu mikroorganisme yang pertumbuhannya dalam sel inang tidak
menjadi suatu penyakit dan tanpa menyerang jaringan tubuh serta tanpa
menimbulkan kerusakan fisiologis tubuh. Mikroorganisme tersebut dikenal
dengan flora normal. Pada dasarnya, flora normal tidak menimbulkan
penyakit, namun pada suatu kondisi tertentu flora normal dapat menjadi
patogen opportunistik (Ramadhan, 2020).

2.2.1. Staphylococcus aureus
2.2.1.1. Klasifikasi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus diklasifikasikan seperti Tabel 1 berikut.

Tabel 1. Klasifikasi Staphylococcus aureus (Hasibuan, 2016).

Klasifikasi Nama
Kingdom Monera
Divisi Firmicutes
Kelas Bacilli
Ordo Bacillates
Famili Staphylococcaceae
Genus Staphylococcus
Species Staphylococcus aureus

2.2.1.2. Morfologi Staphylococcus aureus
Istilah “Staphylococcus” berasal dari kata Yunani “staphyle,”
yang mengacu pada sekelompok buah anggur, dan “cocci,”
yang berarti benih berbentuk bola. Istilah "aureus™ berasal dari
kata Latin "aurum", yang berarti emas logam mulia (Hasibuan,
2016). Morfologi Staphylococcus aureus dapat dilihat pada
Gambar 1 berikut.
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Gambar 1. Staphylococcus aureus

Berdasarkan Gambar 1 di atas, Staphylococcus aureus adalah
bakteri gram positif berbentuk bulat, sering tersusun dalam
kelompok seperti kelompok buah anggur. Mikroorganisme
tertentu dikategorikan sebagai flora khas pada kulit dan selaput
lendir manusia, yang menyebabkan perkembangan abses lokal,
beragam infeksi piogenik, dan septikemia yang berpotensi
mengancam  jiwa.  Staphylococcus aureus  memiliki
polisakarida dan protein yang berfungsi sebagai antigen dan
berperan penting dalam komposisi dinding sel. Bakteri ini
kurang mampu menghasilkan spora dan flagella (Hasibuan,
2016).

Pertumbuhan bakteri ini dapat terjadi dengan ada atau tidak
adanya oksigen. Staphylococcus aureus adalah bakteri yang
dikenal karena kemampuannya menyebabkan keracunan
makanan melalui produksi enterotoksin. Bakteri ini sering
terdeteksi pada makanan kaya protein seperti sosis, telur, dan
produk sejenis. Staphylococcus aureus diklasifikasikan sebagai
bakteri gram positif yang menunjukkan bentuk bulat yang
dikenal sebagai kokus, dengan diameter berkisar antara 0,7
hingga 0,9 um. Pertumbuhan bakteri ini terjadi pada kondisi
anaerobik fakultatif, difasilitasi oleh pembentukan kelompok
sel yang menyerupai kelompok buah anggur. Infeksi

Staphylococcus aureus berpotensi mempengaruhi beberapa
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wilayah anatomi dalam tubuh manusia. Bakteri ini terdapat di
beberapa lokasi anatomi, antara lain rongga hidung, rongga
mulut, permukaan kulit, daerah mata, jari, saluran pencernaan,
dan organ hati. Bakteri ini memiliki kemampuan untuk
sementara menghuni daerah lembab pada kulit. Terjadinya
infeksi Staphylococcus aureus sering terlihat pada luka yang
terbuka (Sari, 2018).

2.2.1.3. Patogenitas Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adalah bakteri komensal yang sering
ditemukan di epidermis manusia, sistem pernapasan, dan
saluran pencernaan. Bakteri ini juga terdapat pada tekstil,
tempat tidur, dan habitat manusia di sekitarnya. Staphylococcus
aureus bertanggung jawab atas terjadinya beberapa sindrom
infeksi, termasuk infeksi kulit. Infeksi kulit dapat timbul di
lingkungan yang ditandai dengan kehangatan dan kelembapan,
atau ketika kulit menjadi rentan karena penyakit yang
mendasari seperti eksim, luka akibat kebersihan yang tidak
memadai, atau adanya peralatan infus. Infeksi yang disebabkan
oleh Staphylococcus aureus juga dapat timbul melalui
kontaminasi langsung pada luka, seperti infeksi pasca operasi
atau infeksi yang berhubungan dengan trauma (Gillespie,
2018).

Penyebaran Staphylococcus aureus menyebabkan
perkembangan bakteremia, yang pada gilirannya dapat
menimbulkan berbagai manifestasi klinis seperti endokarditis,
osteomielitis hematogen akut, meningitis, atau infeksi paru.
Infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus dibedakan
berdasarkan kerusakan pada jaringan yang berdekatan dan
pembentukan abses yang terdiri dari nanah. Selanjutnya, luka

yang terkena akan mengalami nekrosis, diikuti dengan
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terjadinya pembekuan fibrin yang mengelilingi pembuluh getah
bening. Akibatnya, proses nekrotik dibatasi oleh pembentukan
barier (Paju et al., 2016).

2.2.2. Streptococcus pyogenes

2.2.2.1. Klasifikasi Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes diklasifikasikan seperti Tabel 2
berikut.

Tabel 2. Klasifikasi Streptococcus pyogenes (Stephens, 2016)

Klasifikasi Nama
Kingdom Bacteria
Phylum Firmicutes
Class Bacilli
Ordo Lactobacillales
Family Streptococcaceae
Genus Streptococcus
Species Streptococcus pyogenes

2.2.2.2. Morfologi Streptococcus pyogenes
Streptococcus pyogenes adalah bakteri yang mampu bertahan
hidup di lingkungan aerobik dan anaerobik. la termasuk dalam
kelompok bakteri gram positif dan dikenal karena
kemampuannya menghasilkan asam laktat (Stephens, 2016).

Morfologi Streptococcus pyogenes dapat dilihat pada Gambar
2 berikut.

Gambar 2. Streptococcus pyogenes (Stephens, 2016)
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Berdasarkan Gambar 2 di atas, Streptococcus pyogenes
memiliki diameter berkisar antara 0,5 hingga 1,0 um. Bakteri
ini berbentuk bulat dan tidak memiliki kemampuan untuk
menghasilkan spora. Bakteri mempunyai pola reproduksi yang
ditandai dengan perkembangbiakan ke arah poros tengah,
sehingga terbentuk pasangan bakteri atau rantai memanjang.
Selanjutnya pertumbuhannya membutuhkan media yang
mengandung darah. Bakteri tersebut menunjukkan g-hemolisis
pada media agar darah, menghasilkan pembentukan zona

transparan di sekitar setiap koloni bakteri (Kaiser, 2016).

2.2.2.3. Patogenitas Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes memiliki distribusi yang luas di
seluruh populasi manusia. Patogen disebarkan dan ditularkan
melalui sentuhan dan inhalasi, baik secara langsung maupun
tidak langsung (Stephens, 2016). Streptococcus pyogenes
sering menyebabkan infeksi pada permukaan Kkulit atau
orofaring yang kemudian menyebar ke lapisan kulit yang lebih
dalam (Young et al., 2016).

Streptococcus pyogenes mampu menghasilkan berbagai faktor
virulensi, termasuk protein M, protein pengikat fibronektin
(protein F), dan asam lipoteichoic, yang berfungsi sebagai
molekul lengket yang memfasilitasi perlekatan bakteri.
Penggunaan kapsul asam hialuronat sebagai sarana untuk
menghambat fagositosis dan menyembunyikan sel-sel
kekebalan agar tidak terlibat dalam pertempuran melawan
kuman. Protein M dikenal karena kemampuannya menghambat
proses  fagositosis. Invasin, termasuk streptokinase,
streptodornase (DNase B), hyaluronidase, dan streptolysins,
diketahui memainkan peran penting dalam proses invasi.

Eksotoksin, seperti racun pirogenik (eritrogenik) telah
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diidentifikasi sebagai agen penyebab penyakit seperti demam
berdarah dan sindrom syok toksik (Todar, 2018).

2.2.3. Pseudomonas aeruginosa
2.2.3.1. Klasifikasi Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa diklasifikasikan seperti Tabel 3
berikut.

Tabel 3. Klasifikasi Pseudomonas aeruginosa (Todar, 2013)

Klasifikasi Nama
Kingdom Bakteri
Phylum Proteobacteria
Class Gamma Proteobacteria
Ordo Pseudomonadales
Family Pseudomonadadaceae
Genus Pseudomonas
Species Pseudomonas aeruginosa

2.2.3.2. Morfologi Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa dapat berada di tanah, tumbuhan, dan
atmosfer. Bakteri ini banyak menginfeksi manusia (Todar,

2013). Morfologi Pseudomonas aeruginosa dapat dilihat pada
Gambar 3 berikut.

Gambar 3. Pseudomonas aeruginosa (Todar, 2013)

Berdasarkan Gambar 3 di atas, Pseudomonas aeruginosa
memiliki ciri khas sebagai bakteri gram negatif, dengan

morfologi berbentuk batang atau kokus. Selain itu, P.
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aeruginosa juga diklasifikasikan sebagai organisme aerobik
obligat, yang mengandalkan keberadaan oksigen untuk proses
metabolismenya. P. aeruginosa dicirikan oleh adanya flagel
kutub, yang memungkinkan motilitasnya. Bakteri ini
menunjukkan reaksi oksidasi dan katalasi yang positif, tidak
berfermentasi, dan menunjukkan pertumbuhan optimal pada
suhu berkisar antara 40°C hingga di bawah 43°C (Suyono &
Salahudin, 2016).

2.2.3.3. Patogenitas Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri dengan sifat berbahaya,
sering terlibat dalam perkembangan infeksi pada kulit manusia
(Siregar et al., 2012). Pseudomonas adalah spesies bakteri yang
dikenal karena kemampuannya menyebabkan pembusukan
makanan, sebagian besar disebabkan oleh aktivitas
enzimatiknya yang memfasilitasi degradasi kandungan lipid dan
protein dalam produk makanan (Hariyati et al.,, 2020).
Pseudomonas aeruginosa juga merupakan salah satu bakteri
yang diketahui mampu mengkontaminasi susu dan
menyebabkan pembusukan. Pseudomonas aeruginosa mampu
menghidrolisis protein secara enzimatis menjadi asam amino
penyusunnya dan memetabolisme lemak melalui aksi enzim
lipase, sehingga menghasilkan pengasaman dan pembentukan

tekstur kental pada susu (Suwito, 2020).
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2.2.4. Candida albicans
2.2.4.1. Klasifikasi Candida albicans
Candida albicans diklasifikasikan seperti Tabel 4 berikut.

Tabel 4. Klasifikasi Candida albicans (Waluyo, 2016)

Klasifikasi Nama
Kingdom Fungi
Phylum Ascomycota
Class Saccharomycetes
Ordo Saccharomycetales
Family Saccharomycetaceae
Genus Candida
Species Candida albicans

2.2.4.2. Morfologi Candida albicans
Morfologi Candida albicans dapat dilihat pada Gambar 4
berikut.

50 pm

Gambar 4. Candida albicans (Sardi, 2013)

Berdasrkan Gambar 4 di atas, Candida albicans memiliki
morfologi  tunas berbentuk oval dan menghasilkan
pseudomycelium dalam kultur, jaringan, dan eksudat. Candida
albicans menunjukkan dimensi panjang antara 2 hingga 3
milimeter dan lebar 4 hingga 6 milimeter. Candida albicans
merupakan penyusun mikrobiota asli yang berada di lapisan
mukosa sistem pernapasan, saluran pencernaan, dan alat kelamin

wanita(Kusumaningtyas, 2015).
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Candida albicans dikultur di laboratorium menggunakan media
SDA (Sabouraud Dextrose Agar) atau PDA (Potatoes Dextrose
Agar) selama jangka waktu 2-4 hari pada suhu 37°C atau pada
suhu kamar sekitar. Besarnya koloni jamur ini bergantung pada
tahap kematangan reproduksi. Pinggiran koloni Candida
albicans memperlihatkan hifa semu, yaitu struktur berserabut
halus yang menembus media sekitarnya. Dalam media cair, hifa
semu ini sering berkembang di bagian paling bawah tabung

(Kusumaningtyas, 2015).

2.2.4.3. Patogenitas Candida albicans

Candida albicans berpotensi menyebabkan berbagai penyakit
pada manusia seperti sariawan, lesi kulit, vulvovaginitis,
kandiduria, dan kandidiasis. Candida albicans memiliki
kemampuan untuk menyusup ke sirkulasi, menyebabkan kondisi
seperti trombofebitis, endokarditis, dan infeksi mata dan multi-
organ. Candida albicans memiliki kemampuan untuk
mengalami  fermentasi glukosa dan maltosa, sehingga
menghasilkan produksi asam dan gas. Namun, tidak
menimbulkan reaksi bila terkena laktosa (Kusumaningtyas,
2015).

Patogenesis infeksi Candida albicans ditandai dengan proses
multifaset yang melibatkan adhesi, invasi, dan transisi morfologi
dari morfologi sel ragi ke bentuk filamen (hifa). Pergeseran
fenotipik ke bentuk filamen memungkinkan Candida albicans
untuk secara efektif menembus penghalang epitel, sehingga
memfasilitasi infeksi dan penyebaran di dalam sel inang.
Candida albicans memiliki kemampuan untuk mengembangkan
biofilm yang diduga berperan dalam invasi sel inang dan terkait
dengan perkembangan resistensi terhadap agen antijamur (Sardi,
2016).
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Kapasitas Candida albicans untuk berkembang pada suhu 37°C
memungkinkannya berkembang biak di dalam sel hewan dan
manusia, sedangkan plastisitas morfologinya, yang ditandai
dengan kemampuan transisi antara bentuk ragi dan filamen,
berperan penting dalam patogenisitas infeksi inang. Fase
pertama infeksi pada organisme hewan atau manusia melibatkan
proses perlekatan. Proses menempelnya sel inang merupakan
langkah penting dalam kolonisasi dan invasi patogen (Sardi,
2016).

Candida albicans dapat menyebabkan penyakit infeksi seperti
kandidiasis mukosa, kandidiasis diseminata, dan infeksi
oportunistik. Infeksi yang disebabkan oleh Candida albicans
dapat bermanifestasi sebagai infeksi akut dan subakut, atau
menetap sebagai kondisi kronis di seluruh tubuh manusia.
Candida albicans mampu menghasilkan tabung germinal atau
tabung benih dalam serum, serta menghasilkan klamidospora,
yaitu spora berukuran besar dan berdinding tebal (Mutiawati,
2016).

2.3. Antimikroba

2.3.1. Definisi Antimikroba
Antimikroba mengacu pada zat farmasi yang memiliki kemampuan
untuk membasmi mikroorganisme, terutama yang mengancam
kesehatan manusia. Mikroorganisme yang dipertimbangkan dalam
konteks ini dibatasi pada mikroorganisme yang tidak termasuk dalam

kategori parasit (Ganiswarna, 2017).

Zat antimikroba mengacu pada bahan kimia yang memiliki kemampuan

untuk menghilangkan atau menghambat perkembangbiakan kuman
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secara efektif. Senyawa antimikroba mempunyai kemampuan untuk
membasmi kuman (mikrobisida) atau menghambat perkembangannya
(mikrobiostatik) (Djide, 2018).

Untuk menghilangkan mikroorganisme patogen yang menyebabkan
penyakit pada manusia, hewan, atau tumbuhan secara efektif, obat yang
digunakan harus memiliki toksisitas yang beresonansi. Istilah ini
mengacu pada kebutuhan obat atau zat yang menunjukkan toksisitas
terhadap mikroba penyebab penyakit dengan tetap mempertahankan
tingkat toksisitas yang relatif rendah terhadap organisme atau organisme
inang (Djide, 2018).

Klasifikasi Antimikroba
Antimikroba dapat dikategorikan berdasarkan spektrum atau rentang
aktivitas antimikrobanya (Ganiswarna, 2017).

a. Spektrum sempit mengacu pada agen antimikroba yang memiliki
kemampuan untuk menghambat hanya kategori bakteri tertentu,
seperti bakteri gram negatif atau gram positif. Contoh antimikroba
tersebut adalah benzil penisilin dan streptomisin.

b. Antimikroba spektrum luas, seperti tetrasiklin dan kloramfenikol,
mempunyai kemampuan menghambat atau membunuh bakteri

gram negatif dan gram positif.

Antimikroba juga dapat diklasifikasikan berdasarkan pada diameter

zona hambat yang terbentuk, diantaranya adalah (Simatupang, 2017):

a. Zona hambat sangat kuat, diklasifikasikan bila ukuran
penghambatannya yaitu 20 mm atau lebih.

b. Zona hambat kuat, diklasifikasikan bila ukurannya antara 11-20
mm.

c. Zona hambat berukuran sedang, sering diklasifikasikan berkisar

antara 5 hingga 10 mm.
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d. Zona hambat lemah, didefinisikan sebagai zona berukuran 5 mm

atau kurang.

2.3.3. Sifat Antimikroba

Sifat-sifat yang dimiliki oleh antimikroba diantaranya sebagai berikut:

(Dwayana, 2016)

a. Agen bakteriostatik yang merupakan zat yang mempunyai
kemampuan menghambat atau menghentikan perkembangan
mikroorganisme. Contohnya adalah obat golongan sulfonamid,
tetrasiklin, kloramfenikol, dan eritromisin.

b. Agen bakteriosida yang merupakan agen yang efektif untuk
membasmi bakteri. Dalam skenario ini, populasi mikroorganisme
akan mengalami penurunan atau pemusnahan total, sehingga tidak
mampu berkembang biak atau bereproduksi. Hal ini dapat
dicontohkan dengan efek beberapa antibiotik seperti penisilin,

sefalosporin, dan neomisin.

2.3.4. Mekanisme Kerja Antimikroba
a. Mengganggu metabolisme sel mikroba
Mikroorganisme seringkali membutuhkan asam folat untuk
pertumbuhannya. Asam folat adalah suatu senyawa yang berasal
dari asam amino para benzoat (PABA) melalui proses sintesis
(Ganiswarna, 2017).

Antimikroba berfungsi sebagai antimetabolit dengan menghambat
sintesis metabolit mikroba tertentu seperti sulfonamid. Sulfonamida
memberikan efek penghambatannya pada perkembangan sel bakteri
melalui penghambatan produksi asam folat. Sulfanamida memiliki
kemiripan struktural dengan asam folat dan asam para amino
benzoat (PABA), dan berfungsi secara kompetitif dengan

menghambat enzim yang terlibat dalam sintesis langsung asam
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dihidraptroat melalui penyatuan PABA dan pteridin tertentu
(Sukohar, 2018).

. Penghambatan produksi dinding sel mikroba

Selubung sel bakteri terdiri dari peptidoglikan, suatu struktur
kompleks yang terdiri dari polimer mukopeptida, sering disebut
sebagai mukopeptida. Terdapat banyak jenis antibiotik termasuk
sikloserin, basitrasin, vankomisin, penisilin, dan sefalosporin, telah
terbukti menghambat berbagai tahapan proses pembuatan dinding
sel. Sikloserin diketahui menghambat reaksi pertama, sedangkan
basitrasin dan vankomisin bekerja pada tahap selanjutnya. Terakhir,
penisilin dan sefalosporin diketahui dapat menghambat reaksi

terakhir yaitu transpeptidase (Sukohar, 2018).

Morfologi sel bakteri terutama ditentukan oleh komposisi dan
struktur dinding selnya, yang berfungsi untuk melindungi
lingkungan intraseluler dari fluktuasi tekanan osmotik dan banyak
faktor eksternal. Lingkungan intraseluler terdiri dari sitoplasma,
yang dibungkus oleh membran sitoplasma dan berfungsi sebagai
tempat aktivitas biokimia sel. Proses pembentukan dinding sel pada
bakteri diatur oleh mekanisme yang melibatkan transpeptidase
bakteri atau disebut juga cross-linking. Mekanisme ini
menyebabkan penurunan stabilitas membran, yang pada akhirnya
mengakibatkan lisis sel (Mycek, 2016).

Penghambatan fungsi membran sel mikroba

Antimikroba memberikan efeknya dengan menargetkan membran
sel secara langsung, sehingga mengubah permeabilitasnya dan
menginduksi  pelepasan  bahan  kimia intraseluler  dari
mikroorganisme. Membran sel yang terletak di lapisan terdalam
dinding sel memiliki karakteristik permeabilitas selektif. Peran

utamanya adalah mengatur jalannya zat masuk dan keluar sel,
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sekaligus menjaga tekanan osmotik internal dan memfasilitasi
proses ekskresi. Antibiotik tertentu memiliki kemampuan untuk
berinteraksi dengan membran sel dan bertindak sebagai ionofor,
yaitu bahan kimia spesifik yang memfasilitasi masuknya ion atipikal
ke dalam sel. Mekanisme yang disebutkan di atas berpotensi
mengganggu biokimia seluler, seperti yang terlihat pada kasus
gramicidin.  Antibiotik polimiksin  berpotensi menyebabkan
kerusakan membran sel melalui interaksinya dengan fosfat yang ada
dalam fosfolipid membran sel. Polimiksin mempunyai efikasi yang
lebih besar terhadap bakteri gram negatif (Sukohar, 2018).

. Penghambatan sintesis protein mikroba

Kelangsungan hidup suatu sel bergantung pada pelestarian unsur-
unsur molekulernya dalam kondisi bawaannya. Protein mengalami
denaturasi ketika terkena suatu keadaan atau zat yang menyebabkan
kerusakan permanen pada struktur sel. Koagulasi komponen
biologis penting yang tidak dapat diubah dapat terjadi karena
peningkatan suhu atau peningkatan jumlah bahan kimia tertentu.
Antimikroba memiliki mekanisme kerja ribosom di dalam bakteri
sehingga mengakibatkan terhambatnya sintesis protein. Pengikatan
zat ke ribosom 30S dapat menyebabkan penumpukan sintesis
protein awal yang rumit, sehingga menyebabkan kesalahan
penerjemahan tag mMRNA dan selanjutnya produksi polipeptida
anomali. Selain itu, ia memiliki kemampuan untuk berinteraksi
dengan ribosom 50S, sehingga menghambat perlekatan asam amino
segar ke rantai peptida yang diperluas. Contohnya seperti
aminoglikosida, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin, dan

linkomisin (Setyawan, 2018).

Penekanan proses sintesis asam nukleat
Asam nukleat memainkan peran penting dalam perkembangan sel.

Perkembangan sel terutama bergantung pada proses sintesis DNA,
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karena menyediakan materi genetik yang diperlukan untuk replikasi
sel. Sebaliknya, RNA memainkan peran penting dalam transkripsi,
berfungsi sebagai cetakan untuk sintesis protein dan memfasilitasi
transmisi informasi terkait produksi protein dan enzim. Pentingnya
DNA dan RNA dalam aktivitas kehidupan sel cukup signifikan. Hal
ini menyiratkan bahwa gangguan apa pun dalam sintesis atau fungsi
bahan kimia ini dapat menyebabkan kerusakan seluler yang
menyeluruh. Senyawa ini berdampak pada metabolisme asam
nukleat melalui interaksi dengan enzim RNA-polimerase yang
bergantung pada DNA bakteri, sehingga menghambat
perkembangan (Setyawan, 2018).

2.4. Rhizopora apiculata

2.4.1. Definisi dan Taksonomi Rhizopora apiculata

Rhizophora apiculata merupakan mangrove sejati yang biasanya
ditemukan di zona darat atau tengah, dimana akar atau batangnya sering
terendam air payau. Rhizophora apiculata, atau yang dikenal sebagai
bakau minyak, merupakan spesies tumbuhan yang sebagian besar
tersebar di sepanjang garis pantai negara-negara tropis. Berbagai spesies
Rhizophoraceae, dengan penekanan khusus pada Rhizopra apiculata,
menunjukkan kecenderungan untuk tumbuh subur pada kondisi tanah
yang bercirikan kadar air tinggi, seperti lingkungan berlumpur, berpasir,
dan tergenang air (Dewi et.al., 2017). Klasifikasi Rhizophora apiculata
dapat dilihat pada Tabel 5 berikut.

Tabel 5. Klasifikasi Rhizopora apiculata (Hadi & Irawati, 2016)

Klasifikasi Nama
Kingdom Plantae
Phylum Magnoliopsida
Class Magnoliophyta
Ordo Myrtales
Family Rhizoporaceae
Genus Rhizopora

Species Rhizopora apiculata




26

2.4.2. Morfologi Rhizopora apiculata

Spesies bakau atau mangrove yang dikenal dengan nama Rhizophora
apiculata tersebar di berbagai negara tropis, seperti wilayah Sumatera
di Indonesia (Sofian et al., 2019). Mangrove ditemukan di habitat yang
bercirikan lumpur padat dan dangkal, serta genangan air pasang yang
terus-menerus sepanjang hari. Kondisi tersebut dapat memudahkan
terbentuknya tegakan monospesifik (Ambinari et al., 2016). Morfologi
Rhizopora apiculata dapat dilihat pada Gambar 5 berikut.

Gambar 5. Pohon Rhizopora apiculata (Dokumen pribadi, 2023)

Berdasarkan Gambar 5 di atas, Rhizopora apiculata biasanya
mempunyai tinggi vertikal kurang lebih 30 meter, disertai diameter
batang yang bisa mencapai 50 sentimeter. Pohon-pohon ini dicirikan
oleh struktur akarnya yang unik, yang memanjang hingga batas tertentu.
Ketinggian pohonnya bisa mencapai 5 meter, kadang-kadang
memperlihatkan akar udara yang menonjol dari cabang-cabangnya.
Kulit pohonnya menampilkan warna abu-abu tua yang mungkin
berbeda-beda. Komposisi botani pohon bakau mencakup berbagai
komponen, termasuk bunga, buah, daun, dan pepohonan, yang masing-
masing memiliki keunggulan tersendiri (Ambinari et al., 2016).
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Rhizophora apiculata tumbuh subur di daerah muara sungai yang
bercirikan substrat lumpur lunak, biasanya mencapai ketinggian kurang
lebih 15 meter di atas permukaan laut. Spesies ini menunjukkan pola
pertumbuhan yang khas, menampilkan akar pendukung yang menonjol.
Daun R. apiculata tersusun dalam konfigurasi tunggal dan bersilangan,
dengan asumsi bentuk elips sempit dengan dimensi panjang berkisar
antara 9 hingga 18 sentimeter. Bunga dari spesies ini selalu
berpasangan, dengan kelopak berukuran panjang 12 hingga 14
milimeter dan lebar 9 hingga 10 milimeter. Bunga-bunga ini
menunjukkan rona oranye kekuningan. Buah R. apiculata dapat tumbuh
hingga panjang 25 hingga 30 sentimeter, berwarna coklat dan memiliki
kulit luar yang kasar. Peristiwa pembungaan spesies ini biasanya terjadi
antara bulan April dan Oktober (Syahrial, 2020). Bentuk daun
Rhizopora apiculata dapat dilihat pada Gambar 6 berikut.

Gambar 6. Daun Rhizopora apiculata (Dokumen pribadi, 2023)

Berdasarkan Gambar 6 di atas, daun Rhizopora apiculata mempunyai
warna hijau tua, dengan rona hijau muda pada permukaan lateral dan
rona kemerahan pada pangkalnya. Tangkai daunnya berbentuk elips,
berwarna kemerahan dan berukuran panjang kurang lebih 17-35 mm.
Selain itu, batang ini memiliki ujung yang sempit dan meruncing dengan
ukuran panjang 7-19 cm dan lebar 3,5-8 cm (Syahrial, 2019). Morfologi
lengkap daun, bunga, dan buah Rhizopora apiculata dapat dilihat pada
Gambar 7 berikut.
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Gambar 7. Morfologi Rhizopora apiculata (Dokumen pribadi, 2023)

Berdasarkan Gambar 7 di atas, Rhizophora apiculata merupakan salah
satu jenis tumbuhan yang memiliki ciri tinggi maksimal 15 meter. la
memiliki struktur akar unik yang memberikan dukungan, dan strategi
reproduksinya melibatkan produksi benih vivipar. Buah Rhizopora
apiculata berbentuk lonjong dengan diameter sekitar 1,3-1,7 cm,
sedangkan panjang hipokotilnya berkisar antara 20 hingga 25 cm.
Ketika buah mencapai kematangan, warnanya berubah dari hijau
menjadi coklat, dan lehernya menjadi merah. Daun mahkota tanaman
mempunyai warna putih, sedangkan daun kelopak mempunyai corak
hijau kekuningan dengan pigmentasi hijau kemerahan pada permukaan
luarnya (Aini, 2018). Secara ilustrasi, morfologi Rhizopora apiculata
dapat dibedakan menjadi beberapa komponen seperti pada Gambar 8
berikut.

Gambar 8. llustrasi Morfologi Rhizopora apiculata (Aini, 2018)



29

Berdasarkan Gambar 8 di atas, pohon bakau terdiri dari beberapa
komponen antara lain daun, bunga, buah, dan hipokotil. Dedaunan
menunjukkan rona hijau dengan ujung merah, sedangkan bunganya
menunjukkan semburat kekuningan. Demikian pula buah dan hipokotil

menunjukkan warna kuning kehijauan (Aini, 2018).

2.4.3. Manfaat Daun dan Kulit Batang Rhizopora apiculata
Rhizophora apiculata mempunyai arti penting secara botani dan sering
digunakan sebagai sumber obat tradisional di wilayah Afrika dan Asia.
Polisakarida yang berasal dari daun dan kulit batang tanaman bakau
minyak Rhizophora apiculata telah ditemukan menunjukkan efek
penghambatan terhadap strain HIV-1, HIV-2, dan SIV dalam beragam
sistem kultur sel. Ekstrak organik yang berasal dari daun bakau
memiliki sifat antibakteri, antikanker, dan antimalaria pada model
hewan percobaan (Nasir, 2019). Rhizopora apiculata memiliki Indeks
Nilai Pohon (INP) yang mempunyai kepentingan ekologis yang
signifikan. Selain itu, ia berfungsi sebagai sumber bahan kimia
metabolit sekunder yang berharga, yang digunakan dalam pengobatan

tradisional karena sifat antibakterinya (Prayitno, 2016).

Berbagai sumber bahan kimia metabolit sekunder, antara lain alkaloid,
flavonoid, steroid, terpenoid, saponin, dan zat lainnya (Agmal et. al.,
2022). Bahan kimia tersebut di atas memiliki sifat bioaktif yang
menjadikan tanaman cocok untuk tujuan pengobatan dan berpotensi
menghambat perkembangbiakan bakteri patogen, khususnya S. aureus,
S. pyogenes, A. hydrophila, P. aureginosa, dan C. albicans. (Syawal et
al., 2020).

Pemanfaatan daun dan kulit batang Rhizophora apiculata sebagai obat
herbal pilihan didukung oleh komposisi senyawa aktifnya yang
beragam, antara lain alkaloid, tanin, saponin, fenol, dan flavonoid.

Senyawa ini telah diidentifikasi melalui analisis fitokimia dan telah
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menunjukkan kemanjuran klinis dalam menghambat infeksi patogen.
Secara khusus, bahan ini memiliki sifat antimikroba yang menonjol,
menunjukkan efek antiseptik, antibakteri, antijamur, antivirus, dan
antiinflamasi (Fadillah et al., 2019).

Selain itu, evaluasi aktivitas antioksidan pada tanaman mangrove telah
dilakukan dengan menggunakan teknik skrining fitokimia yang
mengungkapkan adanya komponen flavonoid, alkaloid, dan tannin yang
berfungsi sebagai antioksidan eksogen (Mustofa etal., 2019).
Antioksidan eksogen mengacu pada antioksidan yang berasal dari
sumber eksternal, seperti makanan. Dalam konteks ekstrak daun bakau,
komponen fenol dan flavonoid memainkan fungsi penting sebagai

antioksidan di laboratorium (Mustofa dan Fahmi, 2021).

2.4.4. Kandungan pada Daun dan Kulit Batang Rhizopora apiculata
a. Tanin
Tanin merupakan salah satu jenis senyawa organik yang banyak
ditemukan pada jaringan tanaman, seperti daun, kulit kayu, dan

buah. Struktur kimia tanin dapat dilihat pada Gambar 9 berikut.
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Gambar 9. Struktur Tanin (Bone & Mills, 2013)

Berdasarkan Gambar 9 di atas, adanya senyawa tanin pada daun
dan kulit batang bakau dapat menyebabkan terjadinya krenasi

dinding sel bakteri akibat masuknya bahan kimia aktif yang
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berasal dari asam tanat sehingga menghambat reproduksi bakteri.
Rhizophora apiculata diketahui memiliki asam tanat, senyawa
yang menunjukkan efek penghambatan pertumbuhan bakteri.
Tanin memiliki kemampuan menghambat enzim pada mikroba
sehingga sel mikroba tidak dapat terbentuk (Mustofa, 2019).

. Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa alami yang
tersebar luas pada tumbuhan. Struktur kimia flavonoid dapat
dilihat pada Gambar 10 berikut.

OH O
Gambar 10. Struktur Flavonoid (Bone & Mills, 2013)

Berdasarkan Gambar 10 di atas, flavonoid dicirikan oleh struktur
kimianya, yang dianggap sebagai bahan kimia bioaktif yang
berpotensi mencegah radikal bebas dan memiliki sifat antibakteri.
Mekanisme kerja flavonoid yaitu melalui penghambatan sintesis
asam nukleat dalam sel bakteri dan gangguan ikatan hidrogen
dalam untaian DNA. Flavonoid, dalam kapasitasnya sebagai
antioksidan, memiliki kemampuan menghambat aktivitas Reactive
Oxygen Species (ROS). Flavonoid juga memiliki kemampuan
redoks yang  terbatas, sehingga = memungkinkannya
menyumbangkan atom hidrogen dan secara efektif mengurangi
tingkat radikal bebas (Sukohar, 2015).
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Sebagai antibakteri dan anti inflamasi, flavonoid memberi respons
terhadap infeksi patogen melalui mekanisme penurunan
permeabilitas kapiler dan modulasi metabolisme asam arakidonat.
Hal ini melibatkan penghambatan pelepasan enzim lisosom, yang
berfungsi sebagai mediator peradangan, sehingga mendorong
percepatan resolusi fase inflamasi. Flavonoid berfungsi juga
sebagai  antioksidan dengan  melibatkan  penghambatan
metabolisme lipid sehingga terjadi penambahan serat kolagen,
penghapusan sel-sel yang rusak, dan percepatan sintesis DNA

selama fase proliferasi (Priamsari & Yuniawati, 2019).

Saponin

Saponin merupakan salah satu golongan senyawa kimia yang
tersebar luas di seluruh tumbuhan. Struktur kimia saponin dapat
dilihat pada Gambar 11 berikut.
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Gambar 11. Struktur Saponin (Kim et. al., 2013)

Berdasarkan Gambar 11 di atas, saponin tersusun atas komponen
glikon dan aglikon yang disebut dengan struktur kimia glikosida.
Komponen glikon terdiri dari gugus ribosa, termasuk glukosa dan
fruktosa. Komponen sapogenin merupakan bagian aglikon
(Nurzaman, 2018). Saponin berfungsi dalam memodulasi sintesis
kolagen, sebuah proses penting pada tahap awal regenerasi

jaringan, melalui efek penghambatannya pada pembentukan
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jaringan luka berlebihan yang disebabkan oleh infeksi. Senyawa
saponin juga berfungsi untuk meningkatkan pembentukan sel
epitel baru dan memfasilitasi proses reepitelisasi selama fase
proliferasi. Saponin sebagai antibakteri yang utama, berfungsi
untuk menurunkan permeabilitas dinding sel bakteri. Penurunan
permeabilitas ini menyebabkan krenasi sel, yang akhirnya
menyebabkan pelepasan bahan kimia intraseluler melalui
membran sel. Fenomena di atas memberikan pengaruh terhadap
stabilitas sel yang pada akhirnya menyebabkan kematian sel
(Sukohar, 2019).

Sebagai antibakteri, saponin memiliki kemampuan berinteraksi
dengan porin, yaitu protein transmembran yang terdapat pada
membran luar dinding sel bakteri. Interaksi ini mengarah pada
pembentukan ikatan polimer yang kuat sehingga menyebabkan
kerusakan pada porin. Rusaknya porin, saluran keluar masuknya
zat, akan menurunkan permeabilitas membran sel bakteri. Hal ini
akan menyebabkan kekurangan nutrisi pada sel bakteri, yang pada
akhirnya menghambat pertumbuhannya atau menyebabkan
kematian (Wijaya et.al., 2014).

. Steroid

Steroid memiliki sifat anti-inflamasi. Steroid adalah kelas
terpenoid yang dicirikan oleh struktur cincin
prehydrophenantherna siklopentana. Steroid adalah kelas bahan
kimia metabolik terkemuka yang memberikan kegunaan
signifikan sebagai unsur terapeutik. Hormon ini terdapat dalam
berbagai bahan tumbuhan alami. Pemberian steroid berpotensi
mempercepat proses epitelisasi dalam tubuh manusia (Sukohar,
2019). Struktur kimia steroid dapat dilihat pada Gambar 12
berikut.
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Gambar 12. Struktur Steroid (Salempa & Muharram, 2016)

Berdasarkan Gambar 12 di atas, steroid memiliki komposisi kimia
yang ditandai dengan kerangka berbasis karbon yang terdiri dari
tiga cincin yang terdiri dari enam unit hidrofenantrena, yang
digabungkan bersama dalam susunan hierarki termasuk lima
tingkat. Senyawa yang disebut 1,2siklopentenoperhidrofenantrena
merupakan contoh hidrokarbon siklik jenuh dengan sistem cincin

yang terdiri dari 21 atom karbon (Salempa & Muharram, 2016).

Steroid memiliki sifat antibakteri yang efektif dalam mengobati
luka. Mekanisme kerja steroid melibatkan penekanan
pertumbuhan bakteri patogen dan selanjutnya penurunan
terjadinya infeksi. Hal ini, pada gilirannya, mempersingkat waktu
penyembuhan penyakit yang disebabkan oleh infeksi tersebut
(Febriana, 2016).

. Alkaloid

Alkaloid merupakan kategori senyawa kimia umum yang sering
dijumpai di lingkungan alam. Zat alkaloid dicirikan oleh adanya
setidaknya satu atom nitrogen, yang biasanya menunjukkan sifat
basa. Dalam sebagian besar kasus, atom nitrogen ini termasuk
dalam struktur cincin heterosiklik. Aktivitas antibakteri senyawa
alkaloid disebabkan oleh kemampuannya mengganggu komposisi
peptidoglikan sel bakteri. Gangguan ini mencegah pembentukan

lengkap lapisan dinding sel, yang pada akhirnya menyebabkan
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kematian sel. Alkaloid telah diamati berfungsi sebagai racun
lambung, sehingga mengakibatkan penurunan perilaku makan dan
pada akhirnya menyebabkan kematian pada serangga (Sukohar,
2019).

f. Terpenoid
Terpenoid mencakup sejumlah besar bahan kimia organik yang
ditemukan pada tanaman. Dari perspektif biosintetik, dapat
diamati bahwa semua bahan kimia tanaman berasal dari senyawa
prekursor yang sama. Molekul terpenoid biasanya diamati pada
jaringan tanaman dalam keadaan tidak terikat, dibandingkan
dengan protein, seperti pengamatan biasa. Terpenoid mencakup
kelas senyawa kimia yang berkontribusi terhadap atribut sensorik
tanaman, termasuk rasa, bau, dan warna. Dalam konteks
biopestisida, terpenoid berfungsi sebagai pencegah serangga,
berfungsi sebagai agen yang mencegah serangga memakan bahan

tanaman (Setyawan, 2018).

2.5. Metode Penyairan

Penyarian adalah proses dimana senyawa aktif, yang awalnya ada di dalam sel,
dipindahkan ke cairan penyari sehingga terjadi pembentukan larutan yang
mengandung zat aktif tersebut ke dalam cairan penyari. Secara umum
peningkatan penyarian dapat dicapai dengan meningkatkan luas permukaan
serbuk simplisia. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa kualitas proses
penyarian meningkat dengan penggunaan serbuk simplisia yang lebih halus
(Septiningsih, 2018).

Dalam proses pembuatan serbuk simplisia, terlihat sel-sel tertentu mengalami
kerusakan dinding sel, sedangkan sel-sel lain tetap mempertahankan keutuhan
strukturnya. Setelah dinding sel rusak, tidak ada lagi hambatan yang dapat
menghambat proses pelepasan zat aktif. Dalam sel dengan dinding sel utuh,

proses penyarian memerlukan pelepasan bahan kimia aktif yang terlarut dalam
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cairan penyari melalui dinding sel. Fenomena osmosis dan difusi terlibat dalam

proses penyarian (Septiningsih, 2018).

Terlepas dari keadaan selulernya, larutan harus melewati lapisan batas yang
ada antara butiran serbuk dan cairan penyari. Kecepatan di dalam lapisan batas
bergantung pada berbagai parameter yang mempengaruhi proses perpindahan
massa. Unsur-unsur tersebut meliputi derajat perbedaan konsentrasi, ketebalan
lapisan batas, dan koefisien difusi (Septiningsih, 2018).

Jika proses penyarian melibatkan perendaman serbuk simplisia dalam jumlah
tertentu ke dalam cairan penyari, maka penyarian akan mencapai
kesempurnaan karena terciptanya keseimbangan antara larutan zat aktif yang
ada di dalam sel dan larutan zat aktif yang ada di luar partikel seluler.
Penyarian dipengaruhi oleh tingkat kehalusan serbuk, gradien konsentrasi
dalam butiran serbuk simplisia, serta perbedaan konsentrasi pada lapisan batas.
Hal tersebut menentukan apakah suatu zat akan terekstraksi berdasarkan
adanya gaya penggerak yang signifikan terhadap perpindahan massa. Besarnya
disparitas konsentrasi berpengaruh langsung terhadap kekuatan gaya
penggerak sehingga mempercepat proses ekstraksi. Hubungan antara
kekasaran serbuk simplisia dengan jarak tempuh sedemikian rupa sehingga
semakin kasar serbuk maka jarak tempuhnya semakin besar. Akibatnya, hal ini
menyebabkan peningkatan konsentrasi bahan kimia aktif yang terlarut dan

tertahan di dalam sel (Septiningsih, 2018).

Oleh karena itu, bubuk simplisia harus dihaluskan hingga tingkat kehalusan
tertinggi dan meminimalkan kerusakan sel. Cairan penyari harus efektif
menutupi seluruh area serbuk dan secara konsisten memberikan tekanan untuk
mengeluarkan larutan dengan konsentrasi yang lebih besar (Dirjen POM,
2016).

Pemilihan pelarut cair dalam proses ekstraksi sangat penting untuk

mengisolasi senyawa aktif yang diinginkan dari bahan dan senyawa lain secara
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efektif. Pelarut yang optimal dipilih untuk memastikan bahwa sebagian besar
senyawa penyusun yang diinginkan terdapat dalam ekstrak yang dihasilkan.
Pelarut ini harus mempunyai kemampuan untuk melarutkan sebagian besar

metabolit sekunder yang ada (Septiningsih, 2018).

Proses pemilihan cairan penyari memerlukan pertimbangan cermat terhadap
berbagai parameter. Agar cairan penyari dianggap efektif, cairan tersebut harus
memenuhi kriteria berikut (Septiningsih, 2018):

Murah dan mudah diakses

Adanya stabilitas fisik dan kimia.

Dapat mempertahankan reaksi netral

Zat yang tidak mudah menguap dan tidak mudah terbakar.

Selektif, bersifat menarik hanya zat nutrisi yang diinginkan.

Tidak mempengaruhi zat gizi.

N o g s~ w D Pe

Diizinkan sesuai dengan peraturan perundang-undangan.

2.5.1. Ekstraksi
2.5.1.1. Definisi Ekstraksi

Ekstraksi dapat didefinisikan sebagai proses isolasi selektif atau
penghilangan zat atau komponen yang diinginkan dari
campuran atau matriks, biasanya melalui penggunaan pelarut
atau teknik pemisahan lainnya. Ekstraksi mengacu pada proses
memperoleh bahan kimia kuat atau senyawa aktif dari berbagai
sumber, seperti tumbuhan obat, hewan, dan organisme laut.
Bahan kimia aktif terdapat di dalam struktur sel, meskipun
penting untuk dicatat bahwa terdapat variasi dalam komposisi
dan ketebalan sel tumbuhan dan hewan. Akibatnya, ekstraksi
zat-zat ini memerlukan penggunaan prosedur dan pelarut
khusus (Depkes, 2016).
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2.5.1.2. Mekanisme Ekstraksi

Proses ekstraksi zat aktif dari tumbuhan melibatkan infiltrasi
pelarut organik melalui dinding sel dan masuk ke dalam rongga
sel tempat zat aktif tersebut berada. Hal ini mengakibatkan
larutnya zat aktif sehingga menimbulkan gradien konsentrasi
antara larutan di dalam sel yang mengandung zat aktif dan
pelarut organik di luar sel. Selanjutnya larutan pekat akan
mengalami difusi sehingga terjadi berulang-ulang hingga
tercapai keseimbangan antara konsentrasi bahan kimia aktif di
dalam dan di luar sel (Alam, 2018).

2.5.1.3. Metode Ekstraksi Bahan Alami
a. Tujuan Ekstraksi
Tujuan utama ekstraksi adalah untuk mengisolasi kandungan
kimia yang ada dalam simplisia. Prosedur ekstraksi ini
bergantung pada perpindahan komponen padat dari simplisia
ke pelarut melalui perpindahan massa. Setelah pelarut
menembus dinding sel, pelarut kemudian berdifusi,
menghasilkan gradien tekanan antara lingkungan eksternal
dan internal sel (Depkes, 2016).

b. Definisi Ekstraksi
Istilah "ekstrak™ mengacu pada proses memperoleh atau
mengisolasi komponen atau zat tertentu dari campuran atau
bahan sumber dengan berbagai teknik seperti ekstraksi
pelarut, distilasi, atau filtrasi. Ekstrak juga mengacu pada
formulasi dengan konsentrasi tinggi yang diperoleh dari
ekstraksi zat aktif dari bahan tumbuhan atau hewan
menggunakan pelarut yang sesuai. Selanjutnya, pelarut
sebagian besar atau seluruhnya dihilangkan melalui
penguapan, meninggalkan massa padat atau bubuk yang

mengalami pemrosesan lebih lanjut untuk memastikan
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kepatuhan terhadap kriteria kualitas yang telah ditentukan
(Sukohar, 2019).

Klasifikasi Metode Ekstraksi

Ekstraksi panas dan dingin sering digunakan metode
ekstraksi bahan alami. Proses ekstraksi panas melibatkan
pemanfaatan refluks, infus, dan distilasi uap air. Sedangkan
ekstraksi dingin dilakukan melalui teknik maserasi,
perkolasi, dan sokhletasi (Depkes, 2016).

. Maserasi

Maserasi adalah proses yang melibatkan perendaman atau
perendaman suatu zat dalam cairan untuk mengekstrak
komponen yang diinginkan. Maserasi adalah teknik
penyarian sederhana yang melibatkan perendaman bubuk
simplisia dalam larutan filter (Depkes, 2016). Alat yang
digunakan dalam proses maserasi dapat dilihat pada
Gambar 13 berikut.

Gambar 13. Maserasi (Humaidi, 2020)

Berdasarkan Gambar 13 di atas, cairan penyari akan
menembus membran sel dan mendapatkan akses ke
kompartemen intraseluler tempat bahan aktif berada. Zat
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aktif akan mengalami pelarutan sehingga terjadi gradien
konsentrasi antara larutan zat aktif intraseluler dan
ekstraseluler. Gradien konsentrasi ini akan mendorong
pergerakan larutan intraseluler keluar sel. Fenomena di atas
terjadi  secara  berulang-ulang  sampai tercapai
keseimbangan konsentrasi zat terlarut antara lingkungan
ekstraseluler dan intraseluler. Simplisia yang akan
diekstraksi terlebih dahulu dihaluskan hingga tingkat
kehalusan tertentu dan kemudian dipindahkan ke dalam
bejana maserasi. Simplisia direndam dalam cairan
penyaring kemudian diaduk sebentar-sebentar selama
waktu tertentu. Pengobatan tersebut diberikan selama 5 hari
(Depkes, 2016).

Salah satu keuntungan menggunakan teknik maserasi untuk
ekstraksi adalah kesederhanaan dan peralatan yang mudah
digunakan. Maserasi dapat dilakukan dengan modifikasi
sebagai berikut (Rusmiati, 2018):
a) Digesti
Digesti adalah proses yang melibatkan maserasi, yang
mencakup penerapan panas ringan, seringkali pada
kisaran suhu 40 — 50-C. Teknik maserasi hanya
digunakan untuk simplisia yang mempunyai bahan aktif
yang tahan terhadap degradasi termal.

b) Maserasi dengan menggunakan mesin pengaduk
Penggunaan alat pengaduk yang berputar terus menerus
memungkinkan pengurangan durasi proses maserasi

hingga kisaran 6 hingga 24 jam.
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¢) Remaserasi
Cairan penyari dipartisi menjadi dua bagian terpisah.
Serbuk simplisia tersebut dilakukan maserasi dengan
filtrat awal, dilanjutkan dengan penyerapan dan
selanjutnya dekantasi. Sisanya kemudian dimaserasi

sekali lagi, kali ini dengan filtrat kedua.

d) Maserasi melingkar
Maserasi melingkar adalah proses yang ditandai dengan
gerakan melingkar suatu zat, biasanya dalam media
cair, yang mengakibatkan penguraian atau pelunakan
bahan. Proses penyaringan melibatkan pergerakan dan
dispersi cairan penyari yang konstan secara terus
menerus, memastikan bahwa cairan penyari jenuh

Secara seragam.

2.5.2. Fraksinasi
Fraksinasi adalah metode yang digunakan untuk memisahkan dan
mengisolasi bahan kimia dari ekstrak awal dengan menggunakan suatu
pelarut. Pelarut yang digunakan selama proses fraksinasi menunjukkan
tingkat polaritas yang berbeda-beda. Senyawa yang mempunyai sifat
non-polar cenderung larut dalam pelarut yang mempunyai sifat non-
polar serupa. Bahan kimia semi polar menunjukkan kelarutan dalam
pelarut semi polar, sedangkan senyawa polar juga menunjukkan

kelarutan dalam pelarut polar (Mutiasari, 2017).

Fraksinasi adalah proses yang melibatkan pemisahan campuran menjadi
komponen-komponen individualnya berdasarkan perbedaan sifat fisik
atau kimianya. Fraksinasi pada dasarnya mengacu pada prosedur
mengisolasi komponen dari ekstrak dengan menggunakan dua pelarut
yang tidak dapat bercampur. Pelarut yang biasa digunakan untuk proses

fraksinasi antara lain n-heksana, etil asetat, dan metanol. Untuk menarik
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lipid dan molekul non-polar secara selektif, digunakan n-heksana,
sedangkan etil asetat digunakan untuk menarik senyawa semi-polar, dan
metanol digunakan untuk menarik bahan kimia polar. Berdasarkan
prosedur ini, perkiraan polaritas senyawa dapat diperoleh. Telah
diketahui secara luas bahwa bahan kimia non-polar menunjukkan
kelarutan dalam pelarut non-polar, sedangkan senyawa polar juga

menunjukkan kelarutan dalam pelarut polar (Fajariyah, 2019).

Ekstrak awal merupakan kombinasi dari beberapa zat kimia. Ekstrak
awal sulit untuk difraksinasi menggunakan teknik pemisahan tunggal
untuk mengisolasi molekul atau senyawa tunggal. Oleh karena itu,
ekstrak awal harus dibagi menjadi beberapa pecahan fraksi berdasarkan
kesamaan polaritas dan ukuran molekulnya. Fraksinasi dapat dilakukan
melalui pemanfaatan teknik ekstraksi cair-cair (ECC) dan Kromatografi
Cair Vakum (KCV) (Mukhriani, 2014).

Proses fraksinasi dengan menggunakan teknik Ekstraksi Cair-Cair
(ECC) memerlukan pemasukan pelarut yang tidak mampu bercampur
ke dalam corong pisah yang kemudian diikuti dengan agitasi dan
pengendapan. Distribusi zat terlarut atau molekul organik ke dalam fase
masing-masing bergantung pada kelarutannya dalam fase tersebut,
sehingga menghasilkan pembentukan dua lapisan berbeda. Pelarut yang
mempunyai massa jenis lebih besar akan berada pada lapisan bawah,
sedangkan pelarut yang mempunyai massa jenis lebih kecil akan
menempati lapisan atas. Konstituen yang termasuk dalam ekstrak akan
mengalami pemisahan berdasarkan polaritas pelarut yang digunakan,
dimana masing-masing konstituen akan tertarik pada pelarut yang
mempunyai tingkat polaritas yang sama dengan konstituen tersebut
(Dey, 2017).

Pada proses ECC, terdiri dari dua fase yang diantaranya adalah
(Sastroamidjojo, 2015):
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a. [Fase diam, mengacu pada lapisan yang terdiri dari elemen berbutir
halus yang terletak di atas pelat. Karakteristik mendasar dari
adsorben ECC meliputi ukuran partikel dan keseragamannya.
Ukuran partikel yang sering digunakan berkisar antara 1 hingga 25
mikron. Fase diam yang digunakan dalam kromatografi mencakup
berbagai bahan, termasuk silika gel, alumina, selulosa, resin,
kieselguhr, dan magnesium silikat.

b. Fase gerak, berfungsi sebagai media transportasi dan terdiri dari
satu atau banyak pelarut. Pergerakan fase ini terjadi dalam fase
diam sebagai akibat dari gaya kapiler. Berbagai fase gerak tersedia,
seperti heksana, toluena, eter, kloroform, aseton, etil asetat,

asetonitril, etanol, metanol, dan air.

Pemisahan senyawa dilakukan melalui pengamatan langsung terhadap
berbagai sifat fisika yang ditunjukkan oleh zat yang diteliti, seperti
kecenderungan molekul untuk larut dalam cairan, kecenderungan adhesi
molekul pada permukaan partikel kecil, dan kecenderungan penguapan

molekul atau transisi menjadi gas (Gritter, 2021)

Tujuan utama melakukan ECC adalah untuk menentukan keberadaan
berbagai zat (analisis kualitatif), mengukur jumlahnya (analisis
kuantitatif), dan menetapkan metode untuk memperoleh senyawa murni
(Gritter, 2021).

ECC memiliki banyak keuntungan. Hal ini memungkinkan pemisahan
beragam molekul secara efisien, termasuk bahan kimia organik alami
dan buatan pabrik, kompleks anorganik-organik, dan bahkan ion
anorganik. Selain itu, teknik ini dapat dilakukan dalam jangka waktu
singkat dan tidak memerlukan peralatan yang mahal. Pelarut dan sampel
yang digunakan dalam penelitian ini memiliki volume yang terbatas
(Satroamidjojo, 2015).
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Kromatografi Cair Vakum (KCV) adalah sejenis kromatografi gravitasi
kolom. Metode khusus ini biasanya digunakan untuk tujuan fraksinasi
sejumlah besar bahan, biasanya berkisar antara 10 sampai 50 gram.
Biasanya, kolom kaca digunakan, menampilkan lapisan berpori yang
terletak di dekat dasar. Ukuran kolom menunjukkan variasi berdasarkan
dimensinya. Kolom dihubungkan ke reservoir eluen yang kemudian
dihubungkan ke pompa vakum. Eluen dalam kolom akan ditarik oleh
pompa vakum sehingga mempercepat proses pemisahan. Penerapan
tekanan digunakan dengan tujuan untuk menambah laju aliran eluen,
sehingga mengurangi proses difusi. Hal ini disebabkan oleh fakta bahwa
silika gel yang digunakan sebagai fase diam pada lapisan kromatografi
KLT biasanya dicirikan oleh ukuran partikel 200-400 mesh (Cahyani,
2018). ECC dapat digunakan untuk tujuan kualitatif, sedangkan KCV
dapat digunakan untuk pemisahan bahan kimia dalam jumlah banyak
(Fajariyah, 2019).

Penelitian ini menggunakan metode ECC untuk fraksinasi yang
melibatkan penggunaan corong pisah dan pelarut metanol. Pendekatan
ini memfasilitasi pemisahan sampel menjadi satu fraksi yaitu fraksi

metanol. Fraksi metanol diklasifikasikan sebagai pelarut polar.

2.6. Pelarut Metanol
Metanol yang sering dikenal dengan CH3OH merupakan senyawa Kimia
dengan rumus kimia tertentu (Hard et al., 2013). Struktur kimia metanol dapat
dilihat pada Gambar 14 berikut.

H

H C O H

H
Gambar 14. Struktur Kimia Metanol (Hard et al., 2013)
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Berdasarkan Gambar 14 di atas, metanol mampu mengekstraksi zat
fitokimia dalam jumlah yang lebih besar. Pelarut metanol menunjukkan
efisiensi ekstraksi yang signifikan, menunjukkan kemampuannya
mengekstraksi komponen bioaktif dalam jumlah lebih besar dengan

polaritas tinggi (Supiyanti et al., 2020).

Perkiraan kelarutan suatu zat dalam suatu pelarut sangat terkait dengan
polaritasnya. Senyawa polar menunjukkan kelarutan yang tinggi dalam
pelarut polar, sedangkan senyawa non polar memiliki kelarutan yang
tinggi dalam pelarut non polar (Supiyanti et al., 2020). Sebaliknya
senyawa polar tidak larut dengan baik pada pelarut nonpolar, begitu pula
sebaliknya. Polaritas metanol dapat diamati dengan memeriksa struktur
kimianya yang terdiri dari gugus hidroksil (polar) dan gugus karbon
(nonpolar) (Ukhty et al., 2016). Sifat-sifat metanol dapat dilihat pada
Tabel 6 berikut.

Tabel 6. Sifat-Sifat Metanol (lbrahim et al., 2018)

Indikator Nilai
Massa molekul 32,04 gr/mol
Titik didih 64,7 C
Titik leleh -97,7C

Densitas 0,791 gr/mL

Metanol larut sempurna dalam air

2.7. Uji Antimikroba

Metodologi pengujian antibakteri digunakan untuk memastikan kemanjuran
obat tertentu dalam memerangi organisme bakteri. Proses pengujian
antibakteri melibatkan pemanfaatan mikroorganisme untuk menilai
konsentrasi komponen tertentu dalam campuran kimia yang rumit, dengan
tujuan untuk mendiagnosis penyakit tertentu. Tujuan dari percobaan ini adalah
untuk menilai kerentanan bakteri terhadap agen antimikroba (Rahmadani,
2019).
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Terdapat beberapa macam prosedur pengujian antimikroba, yaitu: metode
pengenceran, merupakan suatu teknik yang digunakan dalam penelitian ilmiah
untuk menurunkan konsentrasi suatu zat dengan menambahkan pelarut atau
pengencer. Metode ini umum digunakan di berbagai bidang. Metodologi ini
menggunakan pengenceran antibakteri untuk menghasilkan beberapa
konsentrasi obat dengan memasukkan suspensi bakteri ke dalam medium.
Metode ini melibatkan pengamatan pertumbuhan bakteri, khususnya mencatat
ada atau tidaknya bakteri tersebut. Jika diperhatikan pertumbuhan bakteri,
maka tingkat kesuburan ditentukan dengan menghitung jumlah koloni yang
terbentuk (Hasibuan, 2016). Tujuan akhir dari penelitian ini adalah untuk
menentukan konsentrasi minimum bahan antibiotik yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan atau menyebabkan kematian bakteri yang diteliti
(Brooks et al., 2017). Proses ini dapat dikategorikan menjadi dua pendekatan

berbeda, yaitu:

2.7.1. Difusi
Metode difusi merupakan pendekatan ilmiah yang digunakan untuk
mempelajari proses difusi. Metode ini bergantung pada penilaian
aktivitas antimikroba dengan mengevaluasi kapasitas difusinya dalam
lempeng agar yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme uji. Hasil
observasi yang diperoleh akan berkaitan dengan potensi pembentukan
zona hambat di sekitar bahan antimikroba selama jangka waktu tertentu
sepanjang masa inkubasi (Brooks, 2017). Teknik ini dapat
diimplementasikan dengan menggunakan tiga cara atau metode

berbeda, yaitu:

a. Metode Cakram (Disk)
Metode cakram adalah teknik matematika yang digunakan dalam
kalkulus untuk menghitung volume revolusi benda padat. Metode
ini biasanya digunakan untuk memastikan kerentanan dan

kepekaan mikroorganisme terhadap berbagai jenis obat (Maradona,
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2018). Metode difusi agar cakram dapat dilihat pada Gambar 15
berikut.

Gambar 15. Metode Difusi Agar Cakram (Disk) (Balouiri et al., 2016)

Berdasarkan Gambar 15 di atas, metode difusi agar cakram
menggunakan suatu cakram kertas saring sebagai wadah bahan
kimia antibakteri. Selanjutnya, kertas saring ditempatkan secara
hati-hati pada lempeng agar yang sebelumnya telah diinokulasi
dengan mikroba uji. Pelat tersebut kemudian diinkubasi pada
parameter waktu dan suhu tertentu, sesuai dengan kondisi optimal
yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangan bakteri uji.
Biasanya, hasil yang diperoleh dapat dilihat setelah masa inkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Hasil pengamatan yang
diperoleh berkaitan dengan ada tidaknya daerah tertentu di sekitar
kertas cakram, yang menunjukkan terbentuknya zona hambat pada
perkembangbiakan bakteri. Salah satu keuntungan dari cara ini
adalah independensinya dari peralatan khusus, mudah diakses, dan
hemat biaya. Namun, beberapa faktor seperti kondisi inkubasi,
inokulum, predifusi, preinkubasi, dan ketebalan medium mungkin
mempengaruhi efektivitasnya, sehingga menimbulkan keterbatasan
tertentu. Ketika keempat elemen tersebut tidak sesuai, maka
terkadang sulit untuk menginterpretasikan hasil dari metode
cakram disk (Maradona, 2018).
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b. Metode Parit (Ditch)
Metode parit dilakukan dengan cara parit dibuat di atas cawan agar
yang telah disuntik dengan bakteri uji (Maradona, 2018). Metode
difusi agar parit dapat dilihat pada Gambar 16 berikut.

Gambar 16. Metode Difusi Agar Parit (Ditch) (Balouiri et al., 2016)

Berdasarkan Gambar 16 di atas, parit diisi dengan zat antimikroba,
kemudian diinkubasi pada kondisi waktu dan suhu optimal yang
kondusif  bagi  pertumbuhan dan  kelangsungan  hidup
mikroorganisme uji. Hasil pengamatan yang diperoleh yaitu berupa
ada tidaknya zona hambatan di sekitar parit (Maradona, 2018).

c. Metode Sumuran (Hole/cup)
Metode sumuran dikenal juga sebagai metode lubang. Metode
sumuran adalah metode yang digunakan di berbagai bidang untuk
mencapai hasil yang diinginkan (Maradona, 2018). Metode difusi
agar sumuran dapat dilihat pada Gambar 17 berikut.

Gambar 17. Metode Difusi Sumuran (Hole/Cup) (Balouiri et al., 2016)
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Berdasarkan Gambar 17 di atas, sebuah rongga dibuat pada
lempeng agar yang sebelumnya telah diinokulasi dengan bakteri
uji, yang kemudian dimasukkan zat antimikroba uji. Selanjutnya,
zat uji dimasukkan ke dalam setiap lubang, dan keberadaan zona
hambat di sekitar lubang ditentukan melalui pemeriksaan yang
cermat (Maradona, 2018).

2.7.2. Dilusi
Metode ini menggunakan prinsip pengenceran untuk mendapatkan
berbagai konsentrasi obat dengan memasukkan suspensi bakteri ke
dalam media (Brooks et al., 2017). Metode ini melibatkan pengamatan
pertumbuhan bakteri, khususnya berfokus pada ada tidaknya
pertumbuhan tersebut. Jika pertumbuhan bakteri terdeteksi, tingkat
kesuburan dinilai dengan menghitung jumlah koloni yang ada
(Hasibuan, 2016). Tujuan utamanya adalah untuk menentukan
konsentrasi minimum bahan antibakteri yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan atau menyebabkan kematian bakteri yang
diteliti (Brooks et al., 2017). Metode dilusi dapat dibedakan menjadi dua

macam, yaitu:

a. Metode Dilusi Cair (Broth Dilution Tes)
Metode dilusi cair adalah metode yang digunakan di laboratorium
untuk menentukan efektivitas bahan antimikroba terhadap
mikroorganisme. Metodologi yang digunakan meliputi pembuatan
rangkaian pengenceran obat antibakteri dalam media cair,
kemudian ditambah dengan bakteri uji. Teknik ini digunakan untuk
kuantifikasi Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Tingkat
Pembunuhan Minimum (KBM). KHM mengacu pada larutan uji
yang mengandung zat antibakteri yang menunjukkan kejernihan
tanpa terlihat adanya pertumbuhan bakteri uji. Selanjutnya, larutan

yang dinyatakan sebagai larutan KHM tersebut dikenai proses
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kultur ulang dalam media cair, dimana tidak ada bakteri uji atau zat
antibakteri yang dimasukkan dan kemudian diinkubasi selama 18
hingga 24 jam. Sedangkan media cair yang tetap transparan dan
jernih secara visual setelah masa inkubasi disebut dengan KBM.
(Hasibuan, 2016).

. Metode Dilusi Padat (Solid Dilution Test)

Metode dilusi padat adalah metode yang digunakan dalam
penelitian akademis untuk mengencerkan zat padat. Metode ini
memiliki kemiripan dengan metode dilusi cair, meskipun
menggunakan media padat. Dalam proses dilusi padat, konsentrasi
masing-masing obat digabungkan dengan media agar, kemudian
diinokulasi dengan bakteri, dan diinkubasi. Salah satu manfaat
penting dari penggunaan metode ini adalah kemampuan untuk
memanfaatkan konsentrasi tunggal obat antibakteri yang diteliti
untuk menilai banyak bakteri uji (Hasibuan, 2016).
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2.8. Kerangka Teori

Diperlukan adanya suatu Memiliki sediaan
antimikroba terbarukan Rhizopora apiculata sebagai mangrove melimpah
yang dapat menghambat antimikro_ba yang bersumber yang tumbuh di
dan mengeliminasi dari bahan alam pesisir pantai
mikroba resisten |
| Kandungan Indonesia merupakan
Infeksi mikroba e Flavonoid negara kepulauan
S.aureus, S.pyogenes, e Steroid dengan garis pantai
c PI-S?VUQ'HOSE‘: danl ) e Alkaloid terpanjang di dunia
.albicans yang mulai .
resisten Tntibiotik : '?'2?1?: n

Penyakit infeksi |
merupakan penyebab Antimikroba
utama kematian di
negara berkembang |

Mekanisme Kerja Antimikroba

Menghambat Menghambat Merusak Menghambat Menghambat
sintesis metabolisme keutuhan sintesis sintesis asam
dinding sel sel mikroba membran sel protein sel nukleat sel
mikroba mikroba mikroba mikroba

Uji Pendahuluan

Uji Antimikroba

Difusi Dilusi

Cakram — Dilusi Cair
—  Sumuran Dilusi Padat
—  Silinder

Gambar 18. Kerangka Teori (Darlin et al., 2015; Sukohar, 2019; Ganiswara, 2017;
dan Hasibuan, 2016)
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Berdasarkan Gambar 18 di atas, penyakit infeksi merupakan penyebab utama
kematian yang ada di suatu negara berkembang, tidak terkecuali di negara
Indonesia. Penyakit infeksi pada manusia disebabkan oleh adanya mikroba patogen
asing yang masuk ke dalam tubuh manusia. Terdapat banyak jenis penyakit infeksi
baik dengan gejala ringan maupun berat. Seiring dengan berjalannya pengobatan
menggunakan antimikroba yang biasa digunakan untuk menghambat pertumbuhan
mikroba penginfeksi, beberapa mikroba kini telah banyak ditemukan resisten
terhadap antimikroba yang biasa digunakan sehari-hari seperti Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa dan Candida albicans.
Sehingga diperlukan adanya suatu antimikroba baru guna mengatasi hal tersebut.
Indonesia merupakan negara kepulauan dengan garis pantai terpanjang di dunia
yaitu seluas 80.791,42 km? dan dua pertiga wilayahnya ditutupi lautan. Hal tersebut
menjadikan Indonesia berpotensi memanfaatkan kekayaan alamnya terkhusus
dalam pengembangan antimikroba terbaru yang berasal dari bahan alam. Berbagai
penelitian menyebutkan bahwa tumbuhan bakau (Rhizopora apiculata) yang
banyak tumbuh di pesisir pantai dapat dimanfaatkan sebagai antimikroba melalui
senyawa metabolitnya yaitu flavonoid, steroid, alkaloid, saponin, dan tanin yang
dipercaya memiliki peranan sebagai antimikroba dan antioksidan. Dalam hal
menghambat dan mengeliminasi mikroba, antimikroba memiliki mekanisme kerja
khusus yang diantaranya adalah dengan menghambat sintesis dinding sel mikroba,
menghambat metabolisme mikroba, merusak keutuhan membrane sel mikroba,
menghambat sintesis protein sel mikroba, dan menghambat sintesis asam nukleat
sel mikroba. Untuk menilai seberapa besar daya hambat Rhizopora apiculata
terhadap mikroba, maka diperlukan suatu metode pengujian antimikroba. Metode
ini memiliki dua cara yaitu difusi yang terdiri dari cakram, sumuran, dan silinder;
serta dilusi yang terdiri dari dilusi cair dan padat. Sehingga didapatkanlah nilai daya
hambat Rhizopora apiculata terhadap mikroba patogen Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans.



2.9. Kerangka Konsep

Fraksi metanol daun dan kulit batang
bakau (Rhizopora apiculata) dengan
berbagai konsentrasi 1,5625%, 3.125%,
6.25%, 12,5%, dan 25% yang telah
dilakukan uji pendahuluan
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Variabel Bebas

Alkaloid Flavonoid Saponin Tanin Steroid
Mengganggu Menghambat Merusak Menghambat Merusak
komponen sintesis asam permeabilitas enzim pada membran lipid
penyususn nukleat dan dinding sel mikroba sehingga sehingga liposom
peptidoglikan metabolisme dengan sel mikroba tidak mengalami
pada sel dan energi dari mendenaturasi dapat terbentuk kebocoran
mencegah mikroba protein
replikasi DNA

Diameter zona hambat koloni
Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
dan Candida albicans

Variabel Terikat

Gambar 19. Kerangka Konsep

Berdasarkan Gambar 19 di atas, penelitian ini diawali dengan fraksi metanol daun

dan kulit batang bakau (Rhizopora apiculata) dengan konsentrasi 1,5625%,

3,125%, 6,25%, 12,5%, dan 25% yang sebelumnya telah menjalani proses ekstraksi

menggunakan pelarut metanol yang dalam hal ini sebagai variabel bebas. Fraksi

metanol daun dan kulit batang Rhizopora apiculata telah diketahui berpotensi

sebagai antimikroba melalui senyawa metabolit yang dimilikinya seperti alkaloid

yang berperan dalam mengganggu komponen penyusun peptidoglikan dan

mencegah replikasi sel mikroba, flavonoid yang berperan dalam penghambatan
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sintesis asam nukleat dan metabolisme energi mikroba, saponin yang berperan
merusak permeabilitas dinding sel mikroba dengan cara mendenaturasi protein sel
mikroba, tannin yang berperan menghambat enzim mikroba sehingga sel mikroba
tidak dapat terbentuk, dan steroid yang berperan dalam merusak membran lipid
sehingga liposom mengalami kebocoran. Selanjutnya dilakukan pengujian fraksi
metanol daun dan kulit batang Rhizopora apiculata sebagai antimikroba dengan
cara mengukur diameter zona hambat pada pertumbuhan koloni Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans

yang dalam hal ini sebagai variabel terikat.

2.10. Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Hyl . Tidak terdapat aktivitas antimikroba fraksi metanol daun dan
kulit batang bakau (Rhizopora apiculata) terhadap
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus — pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans.

H;1 . Terdapat aktivitas antimikroba fraksi metanol daun dan kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata) terhadap Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
dan Candida albicans.

Hy2 . Tidak terdapat nilai konsentrasi fraksi metanol daun dan kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata) yang dapat memberikan
aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan
Candida albicans.

H,;2 . Terdapat nilai konsentrasi fraksi metanol daun dan kulit
batang bakau (Rhizopora apiculata) yang dapat memberikan
aktivitas antimikroba terhadap Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan

Candida albicans.
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METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental untuk mengetahui efek
antimikroba dari fraksi metanol daun dan kulit batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata) terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida albicans kemudian

dibandingkan dengan kelompok kontrol.

3.2. Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1. Waktu Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Oktober sampai dengan
November 2023.

3.2.2. Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di:

1. Dalam mendeterminasikan tanaman bakau minyak (Rhizophora
apiculata), Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung akan digunakan dalam
penelitian ini.

2. Dalam penelitian ini, Laboratorium Biokimia dan Biologi
Molekuler Fakultas Kedokteran serta Laboratorium Kimia Fakultas
Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam di Universitas Lampung
akan digunakan untuk melakukan pembuatan ekstrak dan fraksi dari
daun dan kulit batang tanaman bakau minyak (Rhizophora

apiculata).
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3. Laboratorium Kesehatan Daerah (Labkesda) Provinsi Lampung

untuk pengujian aktivitas antimikroba

3.3. Mikroba dan Bahan Uji Penelitian
3.3.1. Mikroba Uji
Mikroorganisme yang akan diuji dalam penelitian ini meliputi bakteri
gram positif, bakteri gram negatif, dan jamur vyaitu bakteri
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, dan jamur Candida albicans. Bakteri tersebut merupakan
biakan bakteri yang diperoleh dari Laboratorium Kesehatan Daerah

(Labkesda) Provinsi Lampung.

3.3.2. Bahan Uji

Bahan yang dijadikan objek penelitian dalam kajian ini terdiri dari daun
dan kulit batang tanaman bakau minyak (Rhizophora apiculata), yang
diperoleh dari KPU Gunung Balak di Kabupaten Lampung Timur.
Proses awal penelitian melibatkan pencucian bersih daun dan kulit
batang tanaman bakau minyak (Rhizophora apiculata), yang kemudian
dikeringkan pada suhu ruangan dengan bantuan sinar matahari dan diiris
menjadi potongan kecil. Selanjutnya, daun dihaluskan menggunakan
blender dan disaring hingga diperoleh bubuk halus. Lalu serbuk di
ekstraksi menggunakan pelarut metanol, kemudian dilanjutkan dengan
fraksinasi hasil ekstrak metanol daun dan kulit batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata) (Mustofa et al., 2019).

3.3.3. Media Kultur
Pada penelitian ini media kultur yang digunakan yaitu Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) dan Muller Hinton Agar (MHA) yang telah
disediakan dari Balai Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi

Lampung.
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3.4. ldentifikasi Variabel
3.4.1. Variabel Bebas

Berdasarkan hasil uji pendahuluan, variabel bebas dalam penelitian ini
adalah fraksi metanol daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) dengan berbagai konsentrasi, yaitu 1,5625%, 3,125%,
6,25%, 12,5%, dan 25% berdasarkan hasil uji pendahuluan.

3.4.2. Variabel Terikat

Dalam penelitian ini, variabel terikat yang diamati adalah ukuran
diameter zona hambat pertumbuhan mikroba terhadap Staphylococcus

aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan
Candida albicans.
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3.5. Definisi Operasional

Tabel 7. Definisi Operasional

No. Variabel Pengertian Alat Ukur Hasil Ukur Eﬁ:?
1. Fraksi metanol  Suatu zat yang Menggunakan Fraksi Ordinal
daun dan kulit  diperoleh dari persamaan : metanol
batang Bakau fraksinasi N1xV1=N2xV2 daun dan
(Rhizopora ekstrak metanol kulit batang
apiculata) menggunakan Keterangan : Bakau
konsentrasi pelarut metanol e N1 adalah (Rhizophora
1,5625%, hingga jernih konsentrasi apiculata)
3,125%, awal suatu dengan
6,25%, 12,5%, larutan. kadar
25% (Mustofa, e N2 adalah 1,5625%,
2019). konsentrasi 3,125%,
akhir suatu 6,25%,
larutan. 12,5%, 25%
e V1 adalah
volume awal
suatu larutan.
e /2 adalah
volume akhir
suatu larutan
2. Diameter zona  Zona hambat Pengukuran Zona hambat  Numerik
hambat adalah area dilakukan pertumbuhan
pertumbuhan transparan yang  menggunakan bakteri
Staphylococcus  muncul di jangka sorong dalam
aureus sekitar lubang milimeter
(Suryani, pada media
2015). pertumbuhan Kategori:
bakteri uji yang o Kategori
tidak Lemah:<5
diinokulasi oleh mm
bakteri. Lebar o Kategori
diameter zona Sedang: 6-
hambat ini 10 mm
diukur e Kategori
menggunakan Kuat: 11-
alat pengukur 20 mm
panjang, seperti o Kategori
mistar atau Sangat
jangka sorong. kuat: > 21
mm
3. Diameter zona ~ Zona hambat Pengukuran Zona hambat  Numerik
hambat adalah area dilakukan pertumbuhan
pertumbuhan transparan yang  menggunakan bakteri
Streptococcus muncul di jangka sorong dalam
pyogenes sekitar lubang milimeter
(Suryani, pada media
2015). pertumbuhan Kategori:
bakteri uji yang o Kategori
tidak Lemah: <5
diinokulasi oleh mm

bakteri. Lebar
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diameter zona o Kategori
hambat ini Sedang: 6-
diukur 10 mm
menggunakan o Kategori
alat pengukur Kuat: 11-
panjang, seperti 20 mm
mistar atau o Kategori
jangka sorong. Sangat
kuat: > 21
mm
Diameter zona Zona hambat Pengukuran Zona hambat  Numerik
hambat adalah area dilakukan pertumbuhan
pertumbuhan transparan yang  menggunakan bakteri
Pseudomonas muncul di jangka sorong dalam
aeruginosa sekitar lubang milimeter
(Suryani, pada media
2015). pertumbuhan Kategori:
bakteri uji yang o Kategori
tidak Lemah: <5
diinokulasi oleh mm
bakteri. Lebar e Kategori
diameter zona Sedang: 6-
hambat ini 10 mm
diukur * Kategori
menggunakan Kuat: 11-
alat pengukur 20 mm
panjang, seperti « Kategori
mistar atau Sangat
jangka sorong. kuat: > 21
mm
Diameter zona  Zona hambat Pengukuran Zona hambat  Numerik
hambat adalah area dilakukan pertumbuhan
pertumbuhan transparan yang  menggunakan jamur dalam
Candida muncul di jangka sorong milimeter
albicans sekitar lubang
(Suryani, pada media Kategori:
2015). pertumbuhan o Kategori
jamur uji yang Lemah: <5
tidak mm
diinokulasi oleh ¢ Kategori
jamur. Lebar Sedang: 6-
diameter zona 10 mm
hambat ini o Kategori
diukur Kuat: 11-
menggunakan 20 mm
alat_pengukur . e Kategori
panjang, seperti Sangat
mistar atau kuat: > 21
jangka sorong. mm
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Dalam penelitian ini, menggunakan desain penelitian Rancangan Acak

Kelompok (RAK) dengan dilakukan secara triplo atau tiga kali pengulangan
pada tujuh konsentrasi atau perlakuan yaitu 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%,

25%, kontrol positif, dan kontrol negatif dengan sampel yang menjadi objek

uji adalah fraksi metanol yang berasal dari daun dan kulit batang tanaman

bakau minyak (Rhizophora apiculata). Kontrol positif yaitu antibiotik

ampicillin 1% terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Streptococcus

pyogenes, antibiotik ciprofloxacin 1% terhadap Pseudomonas aeruginosa, dan

nystatin 100 IU terhadap jamur Candida albicans. Kontrol negatif yang

digunakan yaitu aquades steril sebagai pembanding (Emelia, 2020; Wulaisfan,
2017).

3.6.1. Kelompok Perlakuan

Tabel 8. Kelompok Perlakuan

No Kelompok Perlakuan

Al K(+) Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan antibiotik
ampicillin 1% sebagai kontrol positif (+)

A2 K(-) Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan aquadest steril
sebagai control negatif (-)

A3 P1 Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
1,5625%

A4 P2 Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
3,125%

A5 P3 Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 6,25%

Ab P4 Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 12,5%

AT P5 Kelompok Staphylococcus aureus yang diberikan fraksi metanol

daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 25%
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No Kelompok Perlakuan

Bl K(+) Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan antibiotik
ampicillin 1% sebagai control positif (+)

B2 K(-) Kelompok perlakuan Streptococcus pyogenes Yyang hanya
menerima aquadest steril sebagai kelompok kontrol negatif (-)

B3 P1 Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
1,5625%

B4 P2 Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
3,125%

B5 P3 Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 6,25%

B6 P4 Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 12,5%

B7 P5 Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 25%

No Kelompok Perlakuan

C1 K(+) Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang menerima antibiotik
ciprofloxacin 1% digunakan sebagai kelompok kontrol positif (+)

Cc2 K(-) Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan aquadest steril
sebagai control negatif (-)

C3 P1 Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
1,5625%

C4 P2 Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi
3,125%

C5 P3 Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 6,25%

C6 P4 Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 12,5%

C7 P5 Kelompok Pseudomonas aeruginosa yang diberikan fraksi metanol
daun dan kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 25%

No Kelompok Perlakuan

D1 K(+) Kelompok Candida albicans yang diberikan antijamur nystatin 100
IU sebagai control positif (+)

D2 K(-) Kelompok Candida albicans yang diberikan aquadest steril sebagai

control negatif (-)
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Kelompok Candida albicans yang diberikan fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 1,5625%

Kelompok Candida albicans yang diberikan fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 3,125%

Kelompok Candida albicans yang diberikan fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 6,25%

Kelompok Candida albicans yang diberikan fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 12,5%

Kelompok Candida albicans yang diberikan fraksi metanol daun dan
kulit batang Rhizopora apiculata dengan konsentrasi 25%
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3.6.2. Alur Penelitian

Persiapan Alat dan Bahan

v v

Pewarnaan bakteri melibatkan penggunaan
empat jenis cat berbeda, yaitu Gram A
(Kristal violet), Gram B (iodine Lugol), GramC
(etanol 96%), dan Gram D (Safranin).

Fraksinasi dengan pelarut metanol ekstrak
metanol 96% daun dan kulit batang Bakau
dengan metode fraksinasi cair-cair.

!

Hasil fraksi diuapkan menggunakan rotary
evaporator hingga diperoleh fraksi kental

‘lL ‘L

Pembuatan media dan inoculum.

Uji identifikasi mikroba ulang dengan
media selektif.

Skrining fitokimia fraksi metanol kental
daun dan kulit batang Bakau.

3
Uji aktivitas antimikroba
v v v v v v
K (+) K () P(1) P(2) P(3) P(4) P(5)
Mikroba Mikroba Mikroba Mikroba Mikroba Mikroba Mikroba
diberikan diberikan diberikan diberikan diberikan diberikan diberikan
antibiotikdan aquadest steril fraksi fraksi metanol fraksi metanol fraksi metanol fraksi metanol
antifungi sebagai kontrol metanol daun dan kulit daun dan kulit daun dan kulit daun dan kulit
sebagai kontrol negatif. daun dan batang batang batang batang
positif. kulit batang Rhizopora Rhizopora Rhizopora Rhizopora
Rhizopora apiculata apiculata apiculata apiculata
apiculata dengan dengan dengan dengan
dengan konsentrasi konsentrasi konsentrasi konsentrasi
konsentrasi 10% 20% 40% 80%
5%
'y
Pengukuran diameter area hambat
v
| Pengumpulan data |
v
| Analisis data |

Gambar 20. Diagram Alur
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Berdasarkan Gambar 20 di atas, penelitian diawali dengan persiapan alat dan
bahan penelitian seperti pengambilan daun dan kulit batang Rhizopora
apiculata serta pembelian alat dan bahan yang akan dibutuhkan sejak bulan
September 2023. Selanjutnya daun dan kulit batang dilakukan uji determinasi
tanaman untuk memastikan kembali sampel yang diambil yaitu spesies
Rhizopora apiculata yang kemudian dikeringkan dan dilakukan ekstraksi
menggunakan pelarut metanol 96%. Kemudian dilakukan proses fraksinasi
ekstrak metanol menggunakan pelarut metanol sebagai pelarut polar serta dua
tambahan pelarut yaitu n-heksan dan etil asetat sebagai pelarut non polar dan
semi polar. Hasil fraksi diuapkan menggunakan rotary evaporator sehingga
menjadi kental dan dilakukan uji fitokimia fraksi metanol kental daun dan kulit
batang Rhizopora apiculata. Sebelum dilakukan uji aktivitas bakteri dengan
konsentrasi yang telah disebutkan di atas, terlebih dahulu dilakukan uji
pendahuluan dengan konsentrasi <1% untuk menilai dan memperkirakan
konsentrasi yang sesuai yang akan menjadi perlakuan dan diamati jumlah
terkecil konsentrasi yang mempunyai pengaruh terhadap zona hambat
mikroba. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimikroba dengan tujuh
perlakuan yaitu P(1), P(2), P(3), P(4), P(5), K(+), dan K(-). Kemudian
dilakukan pengukuran diameter zona hambat yang ada pada media agar dan
langkah terakhir yaitu dilakukan pengumpulan dan analisis data.
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3.7. Prosedur Penelitian
3.7.1. Persiapan
a. Determinasi Tanaman
Proses identifikasi atau determinasi tanaman bakau minyak
Rhizopora apiculata akan dijalankan di fasilitas Laboratorium
Botani yang berada di Fakultas MIPA Universitas Lampung.
Langkah ini ditempuh untuk mengenali dan mengklasifikasikan
jenis Bakau secara ilmiah. Dalam lingkungan laboratorium ini,
mengamati ciri-ciri morfologi serta struktur tanaman Bakau. Tujuan
utama dari kegiatan ini adalah untuk mengidentifikasi spesies bakau
khususnya bakau minyak Rhizopora apiculata dengan akurat dan
akademis (Senduk et al., 2020).

b. Alat Penelitian
Dalam penelitian ini, peralatan yang digunakan dalam proses
fraksinasi meliputi botol maserasi, timbangan analitik, dan blender,
rotary evaporator, cawan porselen, waterbath, corong pisah, gelas
ukur, beaker glass, kertas saring, kertas label, mikroskop, rak tabung
reaksi, pipet tetes, oven, rak dan tabung reaksi, batang pengaduk,
ayakan mesh 100, erlenmeyer, spatula, autoklaf, cawan petri, jarum
ose, pinset, mikropipet, tip, pembakar spirtus, lemari pendingin,

incubator, dan jangka sorong (Mustofa, 2018).

c. Bahan Penelitian
Dalam penelitian ini, bahan yang akan digunakan adalah daun dan
kulit batang dari tanaman Rhizophora apiculata, metanol, dan etanol
96%, aquadest steril, mikroba uji Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida
albicans. Medium yang digunakan yaitu Mannitol Salt Agar (MSA),
Media agar darah, Media nutrient agar, Sabouraud Dextrose Agar
(SDA), Muller Hinton Agar (MHA). Bahan uji bakteri yang

digunakan yaitu cat gram bakteri Gram A (Kristal violet), Gram B
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(iodine lugol), Gram C (etanol 96%), Gram D (Safranin), antibiotik
ampicillin 1%, antibiotik ciprofloxacin 1%, antijamur nystatin 100
IU (Mustofa, 2018).

3.7.2. Sterilisasi Alat
Semua peralatan harus disterilkan sebelum digunakan dalam penelitian
tentang sifat antibakterinya. Selama sekitar dua jam, peralatan kaca
dipanaskan dalam oven pada suhu 170°C untuk membersihkannya.
Sementara itu, pinset dan jarum ose tetap bersih dengan dibakar di atas
api langsung. Selain itu, media yang akan digunakan dalam penelitian
disterilkan melalui proses autoklaf selama 30 menit pada suhu 121°C.
Tujuan dari prosedur sterilisasi ini adalah untuk memastikan bahwa
semua media dan alat bebas dari kontaminasi mikroba, yang dapat

mempengaruhi hasil penelitian antibakteri (Mustofa, 2018).

3.7.3. Ekstraksi dan Fraksinasi
a. Ekstraksi
Langkah awal dalam penelitian ini adalah mengambil daun dan kulit
batang tanaman bakau, yang kemudian dicuci secara menyeluruh
untuk menghilangkan kotoran dan debu. Setelah itu, bahan tersebut
dikeringkan dengan bantuan sinar matahari secara tidak langsung.
Setelah kering, daun dipotong menjadi potongan kecil dan
dihaluskan dengan blender atau saringan untuk menghasilkan bubuk
yang halus. Simplisia bakau dicuci terlebih dahulu dan kemudian
dikeringkan di tempat terbuka. Sebanyak 600 gram simplisia bakau
tersebut dicuci dan kemudian dipotong menjadi beberapa bagian.
Simplisia bakau yang telah dipersiapkan tersebut dihaluskan dengan
menggunakan mesin penggiling hingga berubah menjadi bentuk
bubuk. Serbuk simplisia Bakau yang telah dihaluskan kemudian
direndam ke dalam 1,5 liter pelarut metanol selama 6 jam pertama
sambil sesekali diaduk, dan proses ini diteruskan selama 18 jam.

Campuran bahan dengan pelarut berupa metanol kemudian
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menjalani tahap penyaringan dengan menggunakan kertas saring
untuk mendapatkan hasil filtrasi. Setelah selesai melalui proses
penyaringan, filtrat tersebut dijalani proses penguapan
menggunakan perangkat evaporator (Mustofa et al., 2018).
Selanjutnya, nilai rendemen ekstrak kering dihitung. Nilai rendemen
yang lebih tinggi biasanya menunjukkan bahwa lebih banyak bahan
bioaktif atau zat bernilai terkandung dalam produk akhir (Senduk et
al., 2020).

. Fraksinasi

Metode fraksinasi yang digunakan adalah fraksinasi cair cair.
Setelah ekstrak kental daun dan kulit batang Rhizophora apiculata
diperoleh dari proses ekstraksi maserasi. Pada penelitian ini,
dilakukan pemisahan fraksi dari ekstrak metanol kulit batang dan
daun bakau dengan menggunakan metode partisi, dan proses ini
dilakukan dengan menggunakan corong pisah. Ekstrak metanol dari
daun dan kulit batang Bakau seberat 10 gram di larutkan dalam
campuran air dan pelarut n-heksan dengan perbandingan 1:1
sebanyak 50 mL. Setelah itu, fase n-heksan dibuang dan dimasukkan
kembali ke dalam pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:1
sebanyak 50 mL. Langkah berikutnya yaitu penambahan ekstrak ini
ke dalam pelarut metanol sebanyak 50 mL dalam corong pisah.
Setelah dicampur, campuran tersebut diaduk hingga terbentuk dua
lapisan, dan kemudian fase-fase yang terbentuk dipisahkan satu
sama lain. Lapisan yang mengandung metanol diambil, kemudian
menjalani proses fraksinasi hingga lapisan metanol menunjukkan
hasil negatif ketika diuji dengan pereaksi Liebermann-Burchard.
Setelah itu, lapisan metanol yang telah terkumpul diproses dengan
menggunakan rotary evaporator untuk menghasilkan fraksi metanol
yang memiliki konsistensi yang lebih kental (Haryoto & Putri,
2019). Langkah selanjutnya adalah melakukan perhitungan

persentase rendemen, yang dihitung dengan membandingkan berat
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ekstrak yang dihasilkan dengan berat ekstrak awal yang digunakan
sebagai bahan utama. Dalam proses ini, rendemen mencerminkan
sejauh mana pelarut efektif dalam memisahkan dan menarik
komponen bioaktif selama proses ekstraksi. Namun, rendemen
tersebut tidak memberikan informasi mengenai sejauh mana ekstrak
tersebut memiliki sifat bioaktif atau aktivitas biologis yang
bermanfaat. Perhitungan ini memberikan gambaran tentang sejauh
mana efisiensi ekstraksi berlangsung, serta menunjukkan seberapa
besar hasil yang berhasil diperoleh dari jumlah bahan awal yang
telah diolah (Fadlilaturrahmabh et al., 2021).

3.7.4. Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia digunakan untuk menilai jumlah senyawa kimia yang

ada dalam ekstrak tanaman. Untuk melakukan skrining fitokimia,

reagen yang dapat mendeteksi golongan senyawa seperti flavonoid,

alkaloid, tanin, saponin, dan terpenoid, antara lain, digunakan. Setelah

ekstrak tanaman yang ingin diuji dimasukkan ke dalam tabung reaksi,

reagen pendeteksi kemudian ditambahkan. Kandungan senyawa dalam

ekstrak tanaman akan ditentukan oleh perubahan yang terjadi padanya

(Putri & Lubis, 2020). Skrining fitokimia dilakukan dengan cara sebagai
berikut:

1.

Identifikasi alkaloid

Fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora apiculata
ditimbang 0,5 gram dan campurkan dengan 5 mL asam klorida 2 N.
Selama dua menit, campuran dipanaskan menggunakan penangas
air. Kemudian tambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorf LP. Endapan
berwarna dari kuning oranye hingga merah bata menunjukkan

bahwa sampel mengandung alkaloid (Dewi, 2020).

Identifikasi flavonoid
Timbang 0,5 gram fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora

apiculata, campurkan dengan 10 mL akuades, dan panaskan
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campuran di atas penangas air. Setelah dipanaskan, campuran
tersebut disaring. Selanjutnya, hasil penyaringan kemudian
dilarutkan dalam 1 mL metanol dengan penambahan serbuk
magnesium. Selanjutnya, larutan ini diencerkan dalam 10 mL asam
klorida pekat. Perubahan warna menjadi merah ungu
mengindikasikan keberadaan flavonoid, sedangkan perubahan
warna menjadi kuning menunjukkan keberadaan flavon, kalkon, dan

auron dalam sampel (Dewi, 2020).

Identifikasi tanin

Sebanyak 0,5 gram fraksi metanol dari daun dan kulit batang
tanaman Rhizophora apiculata diukur dan kemudian dicampur
dengan 5 mL akuades. Campuran tersebut dipanaskan hingga
mencapai titik didih dan dipertahankan selama 5 menit. Setelah
dididihkan, campuran tersebut disaring dan filtratnya kemudian
diberi tambahan 5 tetes larutan FeCI3 1% (berat per volume).
Perubahan warna menjadi biru tua atau hitam kehijauan yang
muncul mengisyaratkan adanya senyawa tanin yang terdapat dalam
sampel (Dewi, 2020).

Identifikasi saponin

Sebanyak 0,5 gram fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora
apiculata ditimbang, kemudian dicampur dengan 5 mL akuades.
Setelah itu, campuran dipanaskan selama 5 menit. Sampel kemudian
dikocok selama 5 menit, dan jika busa yang terbentuk mencapai
ketinggian sekitar 1 c¢cm dan tetap stabil setelah dibiarkan diam
selama 10 menit, hal ini mengindikasikan keberadaan senyawa

saponin dalam sampel (Dewi, 2020).

Identifikasi steroid
Sebanyak 2 mL fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora
apiculata ditambahkan dengan 10 tetes CH3COOH glasial dan 2
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tetes H2SO4 pekat. Campuran bahan tersebut dikocok perlahan dan
dibiarkan beberapa saat. Kehadiran senyawa steroid dalam larutan
akan terindikasi dengan perubahan warna menjadi biru atau hijau,
sementara senyawa triterpenoid akan menghasilkan perubahan

warna menjadi merah atau ungu (Wahid & Safwan, 2020).

3.7.5. Pengenceran Fraksi Metanol Daun dan Kulit Batang Bakau
Pengenceran fraksi dilakukan dengan pembuatan 100% fraksi metanol
daun dan kulit batang bakau dengan cara menimbang 20 gram fraksi
kental, kemudian dilarutkan dalam akuades 20 ml. Kemudian hasil
fraksi tersebut dilakukan pengenceran dengan konsentrasi 1,5625%,
3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%. Pengenceran fraksi dilakukan dengan
rumus berikut (Ridwan, 2015):

N1.V1=N2\V2
Keterangan :
N1 : konsentrasi awal suatu larutan.
N2 : konsentrasi akhir suatu larutan.
V1 : volume awal suatu larutan.

V2 : volume akhir suatu larutan.

Perhitungan pengenceran fraksi daun dan kulit batang Bakau dalam
konsentrasi 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%. Perhitungan
dilakukan dengan cara berikut:
a. Konsentrasi 1,5625%
N1.V1=N2.\V2
100.V1 =1,5625.20
V1=0,3125 mL
Berdasarkan perhitungan tersebut, konsentrasi 1,5625% adalah
0,3125 mL fraksi ditambahkan 19,6875 mL akuades.

b. Konsentrasi 3,125%
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N1.V1=N2.\V2
100.V1 = 3,125.20
V1=0,625mL
Berdasarkan perhitungan tersebut, konsentrasi 3,125% adalah 0,625
mL fraksi ditambahkan 19,375 mL akuades.

c. Konsentrasi 6,25%
N1.V1=N2.V2
100.V1 =6,25.20
V1=125mL
Berdasarkan perhitungan tersebut, konsentrasi 6,25% adalah 1,25
mL fraksi ditambahkan 18,75 mL akuades.

d. Konsentrasi 12,5%
N1.V1=N2\V2
100.v1=12,5.20
V1=25mL
Berdasarkan perhitungan tersebut, konsentrasi 12,5% adalah 2,5 mL
fraksi ditambahkan 17,5 mL akuades.

e. Konsentrasi 25%

N1.V1=N2.V2
100.V1 =25.20
V1=5mL

Berdasarkan perhitungan tersebut konsentrasi 25% adalah 5 mL
fraksi ditambahkan 15 mL akuades.

3.7.6. Identifikasi Bakteri
Pada penelitian ini, tidak dilakukan uji identifikasi bakteri, namun
dibuktikan dengan surat keterangan keaslian mikroba uji yang
diterbitkan oleh Balai Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi

Lampung.
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3.7.7. Uji Diameter Zona Hambat
Seluruh proses persiapan media yang akan digunakan dalam penelitian
ini telah tersedia dan difasilitasi oleh Laboratorium Kesehatan Daerah

(Labkesda) Provinsi Lampung yang meliputi:

a. Inokulasi Mikroba dengan Media Agar Miring
b. Pembuatan Standar Kekeruhan Larutan

c. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

d. Pembuatan Media Uji

Setelah media uji telah siap digunakan, selanjutnya adalah pengujian
diameter zona hambat dengan menggunakan metode difusi sumuran
yang dilakukan dengan membuat lubang berdiameter 6 mm lalu ditetesi
zat antimikroba yang dalam hal ini adalah berbagai varian konsentrasi
fraksi metanol daun dan kulit batang Rhizopora apiculata. Setelah itu
dilakukan inkubasi selama 24 jam. Setelah proses inkubasi selesai,
daerah penghambatan senyawa antimikroba dari fraksi metanol daun
dan kulit batang Rhizopora apiculata diidentifikasi melalui pengukuran
diameter zona hambat, yang ditandai oleh area bening di sekitar sumur
uji. Metode ini melibatkan penggunaan jangka sorong untuk mengukur
lebar zona hambatan yang terbentuk untuk mengukur diameter zona
hambat, lalu angka tersebut dikurangi dari diameter sumur uji. Dengan
demikian, nilai diameter zona hambatan dapat dihitung. Kekuatan daya
hambat dikelompokkan berdasarkan diameternya seperti pada Tabel 9
berikut (Suryani et al., 2015).

Tabel 9. Kategori Zona Hambat (Suryani et.al., 2015)

Diameter (mm) Kategori Zona Hambat
<5 Kategori Lemah (Weak)
6-10 Kategori Sedang (Moderate)
11-20 Kategori Kuat (Strong)

>20 Kategori Sangat Kuat (Very Strong)
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3.8. Analisis Data
Analisis data dilakukan dengan menggunakan aplikasi Statistical Packages for
Social Science (SPSS) dan analisis pada penelitian ini melibatkan analisis
univariat dan analisis bivariat untuk mengkaji data dan hubungan antara

berbagai variabel dalam penelitian, yang dilakukan sebagai berikut:

a. Analisis Univariat
Analisis univariat dalam penelitian ini memiliki tujuan untuk memberikan
deskripsi atau penjelasan mengenai karakteristik masing-masing variabel
yang tengah diselidiki. Bentuk analisis ini disesuaikan dengan jenis data
yang tersedia dalam penelitian. Jika data bersifat numerik, maka digunakan
nilai rata-rata (mean), median, deviasi standar (standard deviation), rentang

interkuartil, serta nilai minimum dan maksimum (Dhanam et al., 2021).

b. Analisis Bivariat
Analisis bivariat dilaksanakan guna mengevaluasi hubungan/variabel
independen dan dependen. Fokus metode ini adalah menentukan apakah
variasi konsentrasi fraksi metanol daun dan kulit batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata) memiliki dampak terhadap daya hambat
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, dan Candida albicans. Hasil penelitian diuji terlebih dahulu
menggunnormalitas (Shapiro-Wilk) untuk memeriksa sebaran data, dan
homogenitas (Levene) untuk memastikan keseragaman varians. Distribusi
dianggap normal jika nilai p lebih besar dari 0,05, hal ini mengindikasikan

bahwa data tersebut sesuai dengan asumsi normalitas.

Sebaliknya, jika nilai p kurang dari 0,05, distribusi dianggap tidak
mengikuti pola normal. Uji One Way ANOVA dilakukan ketika data
terdistribusi secara normal yang kemudian, dilanjutkan dengan melakukan
uji Post Hoc untuk mengevaluasi signifikansi data pada setiap kelompok
secara terpisah. Sedangkan uji nonparametrik (Kruskal-Wallis) digunakan

jika data tidak memenuhi asumsi normalitas dan homogenitas. Uji Mann
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Whitney digunakan untuk membandingkan perbedaan antar kelompok jika
diperlukan (Dhanam et al., 2021). Interpretasi dari uji statistic sebagai
berikut:

1. Jika nilai yang dihasilkan adalah p <0,05, maka kesimpulannya adalah
adanya hubungan signifikan atau berarti antara variabel independen
dan dependen. Dengan kata lain, HO akan ditolak dan Ha akan
diterima.

2. Jika nilai yang dihasilkan adalah p >0,05, maka kesimpulannya adalah
tidak terdapat hubungan yang signifikan antara variabel independen
dan dependen. Dengan kata lain, HO akan diterima dan Ha akan
ditolak.

3.9. Etika Penelitian
Etika dalam penelitian uji antibakteri sangat penting untuk memastikan bahwa
penelitian tersebut dilakukan dengan integritas, kehati-hatian, dan
menghormati hak-hak semua pihak yang terlibat. Sebelum pelaksanaan
penelitian, telah dilakukan persetujuan etik dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung selaku institusi tempat penelitian dengan

No. Surat pesetujuan etik dapat dilihat pada Lampiran 1.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Nilai rendemen fraksi metanol daun bakau (Rhizopora apiculata) adalah
20% dan kulit batang bakau (Rhizopora apiculata) adalah 22%.

2. Kandungan senyawa metabolit sekunder berdasarkan hasil skrining
fitokimia fraksi metanol daun dan kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata) adalah saponin, steroid, terpenoid, tanin, alkaloid, flavonoid,
dan fenolik.

3. Terdapat aktivitas antimikroba daun dan kulit batang bakau (Rhizopora
apiculata) terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, dan
Pseudomonas aeruginosa sedangkan pada Candida albicans tidak
ditemukan adanya aktivitas antimikroba.

4. Konsentrasi 12,5% fraksi metanol daun dan kulit batang bakau
(Rhizopora apiculata) mulai memberikan aktivitas antimikroba terhadap
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, dan Pseudomonas

aeruginosa.

5.2. Saran

1. Peneliti lain disarankan untuk menguji toksisitas fraksi metanol daun dan
kulit batang bakau (Rhizopora apiculata).

2. Peneliti lain disarankan untuk meneliti lebih lanjut terkait konsentrasi
minimal fraksi metanol daun dan kulit batang bakau (Rhizopora apiculata)

yang dapat memberikan efek antimikroba.
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