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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF ETHANOL FRACTION OF
LEAVES AND BARK OF MANGROVE OIL (Rhizophora apiculata)
AGAINST ACNE-CAUSING BACTERIA

By

Pitha Maykania Poty

Background: The resistance of acne-caused bacteria to antibiotic treatment so
that alternative acne treatment using ingredients from nature is needed. One plant
that had the potential to be developed as an antibacterial was mangrove oil
(Rhizophora apiculata).

Methods: Oil mangrove leaf and bark samples were macerated with 96% ethanol
then fractionated with ethyl acetate and n-hexane, then evaporated. The fraction
was diluted into five concentrations, namely 1.56%, 3.125%, 6.25%, 12.5%, and
25%. The positive control used 2% clindamycin and the negative control used
aquades. Antibacterial activity tested by the well diffusion method is carried out
by measurement of the inhibitory zone. Furthermore, MIC and MBC tests were
carried out.

Results: The mangrove leaf fraction of oil had antibacterial activity against
Cutibacterium acnes and Staphylococcus epidermidis bacteria, namely at a
concentration of 12.5% which categorized as weakly antibacterial, with MIC at a
concentration of 6.25% and MBC at concentrations of 12.5% and 6.25%
respectively. Meanwhile, the stem bark ethanol fraction had antibacterial activity
at a concentration of 25% which was categorized as strong antibacterial, with MIC
at a concentration of 6.25% and MBC at a concentration of 12.5%. In
Staphylococcus aureus bacteria, mangrove leaf oil fraction had antibacterial
activity at a concentration of 25% which was categorized as medium antibacterial,
with MIC at a concentration of 12.5% and MBC at a concentration of 25%. The
ethanol fraction of mangrove bark oil had antibacterial activity at a concentration
of 25% which was categorized as strong antibacterial, with MIC at a concentration
of 6.25% and MBC at a concentration of 12.5%.

Conclusions: The ethanol fraction of the leaves and bark of Rhizophora apiculata
has been shown to have bacteriostatic and bactericidal abilities against acne-
caused bacteria Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus, and Staphylococcus
epidermidis.

Keywords: ethanol fraction, Rhizophora apiculata, bacteria that causes acne.



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI ETANOL DAUN DAN KULIT
BATANG BAKAU MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP
BAKTERI PENYEBAB JERAWAT

Oleh

Pitha Maykania Poty

Latar Belakang: Resistensi bakteri penyebab jerawat terhadap perawatan
antibiotik sehingga diperlukan alternatif pengobatan jerawat dengan menggunakan
bahan-bahan dari alam. Salah satu tanaman yang berpotensi dikembangkan
sebagai antibakteri adalah bakau minyak (Rhizophora apiculata).

Metode: Sampel daun dan kulit batang bakau minyak dimaserasi dengan etanol
96% kemudian difraksinasi dengan etil asetat dan n-heksana, kemudian dilakukan
evaporasi. Fraksi diencerkan menjadi lima konsentrasi, yaitu 1,56%, 3,125%,
6,25%, 12,5%, dan 25%. Kontrol positif menggunakan clindamycin 2% dan
kontrol negatif menggunakan aquades. Uji aktivitas antibakteri dengan metode
difusi sumuran dilakukan dengan pengukuran zona hambat. Selanjutnya,
dilakukan uji KHM dan KBM.

Hasil: Fraksi daun bakau minyak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Cutibacterium acnes dan Staphylococcus epidermidis, yaitu pada konsentrasi
12,5% yang terkategorikan antibakteri lemah, dengan KHM pada konsentrasi
6,25% dan KBM masing-masing pada konsentrasi 12,5% dan 6,25%. Sedangkan,
pada fraksi etanol kulit batang memiliki aktivitas antibakteri pada konsentrasi
25% yang terkategorikan antibakteri kuat, dengan KHM pada konsentrasi 6,25%
dan KBM pada konsentrasi 12,5%. Pada bakteri Staphylococcus aureus, fraksi
daun bakau minyak memiliki aktivitas antibakteri pada konsentrasi 25% yang
terkategorikan antibakteri sedang, dengan KHM pada konsentrasi 12,5% dan
KBM pada konsentrasi 25%. Sedangkan pada fraksi etanol kulit batang bakau
minyak memiliki aktivitas antibakteri pada konsentrasi 25% yang terkategorikan
antibakteri kuat, dengan KHM pada konsentrasi 6,25% dan KBM pada
konsentrasi 12,5%.

Kesimpulan: Fraksi etanol daun dan kulit batang Rhizophora apiculata terbukti
memiliki kemampuan bakteriostatik dan bakterisidal terhadap bakteri penyebab
jerawat Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus
epidermidis.

Kata Kunci: Fraksi etanol, Rhizophora apiculata, bakteri penyebab jerawat.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Masalah

Jerawat atau akne vulgaris adalah gangguan kulit umum yang terjadi pada
remaja dan dewasa. Studi Global Burden of Disease (GBD) menyatakan
bahwa jerawat menyerang 85% pada individu berusia 12-25 tahun (Janani
and Sureshkumar, 2019). Jerawat lebih sering terjadi pada usia remaja dan
berkorelasi dengan masa pubertas. Prevalensi jerawat pada masa remaja
sebesar 65%, sedangkan prevalensi pada dewasa sebesar 28% (Ali et al.,
2019). Prevalensi jerawat di Provinsi Lampung juga cukup tinggi yaitu
53,2% dengan gambaran epidemiologi lebih banyak terjadi pada perempuan
berusia 16-25 tahun (Sibero dkk., 2019). Jerawat bukan merupakan penyakit
kulit yang berbahaya, namun berdampak besar terhadap kesehatan (Tyasari
dkk., 2022).

Jerawat dapat menimbulkan gangguan pada kesehatan mental dan fisik
penderitanya. Jerawat mempengaruhi tampilan fisik berupa lesi jerawat
hingga hiperpigmentasi pada kulit bekas jerawat (Tyasari dkk., 2022). Oleh
sebab itu, jerawat dapat menyebabkan penderitanya mengalami gangguan
psikologis seperti kecemasan, depresi, skizofrenia, adjustment disorder,
personality disorder, gangguan penggunaan zat dan alkohol, serta risiko
bunuh diri. Jerawat juga menyebabkan penyakit kejiwaan pada masa kanak-
kanak dan remaja, gangguan perkembangan, gangguan kontrol impuls,
Attention Deficit Disorder (ADD), Attention Deficit Hyperactivity Disorder
(ADHD), conduct disorder dan gangguan kognitif (Singam et al., 2019).



Jerawat adalah peradangan kronis yang terjadi pada kulit. Jerawat dapat
menimbulkan lesi non-inflamasi berupa komedo terbuka (blackheads) dan
komedo tertutup (whiteheads) maupun lesi inflamasi berupa nodul, pustula,
dan papula (Janani and Sureshkumar, 2019). Lesi jerawat paling sering
muncul pada area wajah, dada, punggung atas, dan lengan atas yang
diketahui memiliki banyak kelenjar sebaceous. Terdapat empat faktor yang
berperan dalam perkembangan jerawat, diantaranya peningkatan produksi
sebum, perubahan proses keratinisasi yang menyebabkan pembentukan
komedo, koloni folikel oleh bakteri terutama Cutibacterium acnes, dan
mediator inflamasi di sekitar unit pilosebaceous. Peranan bakteri
Cutibacterium acnes dalam menyebabkan jerawat masih menjadi
perdebatan karena bakteri ini merupakan anggota dominan flora normal
kulit, namun beberapa penelitian menunjukkan bahwa Cutibacterium acnes
menginduksi respon inflamasi pada parenkim kulit dan sel imun (Hazarika,
2019).

Bakteri yang ditemukan pada komedo secara kualitatif mirip dengan
mikroflora pada folikel sebaceous normal, diantaranya Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes, dan
Cutibacterium granulosum. Hal ini menunjukkan bahwa semua individu
memiliki bakteri-bakteri tersebut sebagai flora normal pada permukaan
kulit, adapun peranannya dalam menyebabkan terjadinya jerawat
dipengaruhi oleh respon imun masing-masing individu terhadap patogen.
Oleh karena itu, peranan bakteri menjadi unsur yang paling mungkin
menyebabkan jerawat, sehingga menjadikan inhibisi terhadap aktivitas
bakteri penyebab jerawat sebagai salah satu target pengobatan jerawat yaitu
dengan perawatan antibiotik (Fox et al., 2016).

Antibiotik topikal sering digunakan untuk mengobati peradangan jerawat
derajat ringan hingga sedang dan untuk pengobatan derajat sedang hingga
berat umumnya menggunakan antibiotik oral. Antibiotik yang paling sering

digunakan untuk mengobati jerawat adalah erythromycin dan clindamycin.



Penggunaan antibiotik erythromycin dan clindamycin dalam jangka waktu
yang lama dan berulang mengakibatkan terjadinya resistensi bakteri
penyebab jerawat terhadap kedua antibiotik tersebut (Fox et al., 2016).
Selain itu, bakteri penyebab jerawat khususnya Cutibacterium acnes
diketahui juga telah mengalami resistensi terhadap antibiotik yang lain,
seperti agen 5-nitroimidazole, aminoglikosida, sulfonamide, dan mupirocin
(Dreno et al., 2018).

Semakin meningkatnya resistensi bakteri penyebab jerawat terhadap
antibiotik sehingga diperlukan pengobatan jerawat yang lebih efisien dan
aman. Salah satu pengobatan jerawat yang telah banyak didukung dan
dianggap aman, yaitu terapi Complementary and Alternative Medicines
(CAM) dengan menggunakan bahan-bahan dari alam (Fox et al., 2016).
Kondisi ini mendorong pengembangan penelitian antibakteri alami terhadap
bahan-bahan dari alam berupa ekstrak tanaman yang memiliki senyawa aktif
didalamnya. Salah satu tanaman yang berpotensi dikembangkan sebagai
antibakteri adalah bakau minyak (Rhizophora apiculata) (Wardina dkk.,
2023).

Bakau minyak atau Rhizophora apiculata merupakan spesies tanaman
mangrove yang banyak tumbuh di pesisir pantai Provinsi Lampung. Salah
satu hutan mangrove yang ada di Provinsi Lampung, yaitu Hutan Lindung
Register 15 Muara Sekampung di Kecamatan Pasir Sakti, Kabupaten
Lampung Timur (Harianto, dkk., 2015). Pada beberapa penelitian ekstrak
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) yang berasal
dari kawasan Hutan Lindung Register 15 Muara Sekampung di Kecamatan
Pasir Sakti, Kabupaten Lampung Timur, terbukti sebagai antioksidan yang
dapat memberikan efek protektif terhadap histopatologi hepar, pankreas,
testikuler, arteri koroner dan jantung tikus putih (Rattus novergicus) galur
Sparague dawley, serta terbukti mencegah peningkatan kadar kolesterol
total dan trigliserida (Mustofa, dkk., 2018; Mustofa, dkk., 2019; Mustofa



dan Hanif, 2019; Mustofa dan Anisya, 2020; Mustofa dan fahmi, 2021,
Mustofa, dkk., 2022)

Penelitian pada bagian daun, kulit batang, dan akar Rhizophora apiculata
menunjukkan bahwa tanaman ini memiliki potensi sebagai antibakteri. Pada
uji antibakteri ekstrak Rhizophora apiculata terhadap Staphylococcus
aureus didapatkan zona hambat kisaran 10,8-14,0 mm, dengan potensi
paling besar yaitu pada ekstrak daun. Pada penelitian yang sama, pengujian
ekstrak Rhizophora apiculata pada bakteri Escherichia coli didapatkan hasil
zona hambat sebesar 21,3-23,9 mm, dengan potensi paling besar yaitu pada
ekstrak kulit batang (Rahayu dkk., 2019). Hasil positif uji aktivitas
antibakteri pada Rhizophora apiculata dapat terjadi dikarenakan ekstrak
tanaman ini memiliki senyawa-senyawa fitokimia yang berperan sebagai
agen antibakteri. Senyawa-senyawa fitokimia yang terkandung pada akar
Rhizophora apiculata, diantaranya saponin, terpenoid, tanin, alkaloid, dan
flavonoid. Pada batang Rhizophora apiculata mengandung senyawa
fitokimia berupa saponin, steroid, tanin, alkaloid, dan flavonoid, sedangkan
pada bagian daun mengandung saponin, steroid, tanin, dan flavonoid
(Supono dkk., 2022).

Senyawa-senyawa fitokimia yang terkandung pada ekstrak Rhizophora
apiculata telah terbukti secara ilmiah memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
Flavonoid memiliki mekanisme antibakteri dengan menghambat enzim dan
berinteraksi dengan substrat sehingga tidak tersedia untuk mikorganisme.
Tanin memiliki aktivitas antibakteri berupa pembentukan kompleks dengan
protein pada dinding sel bakteri. Alkaloid juga memiliki mekanisme
antibakteri, yaitu dengan cara mempengaruhi pembelahan sel bakteri
(Othman et al., 2019). Saponin dan steroid juga terbukti memiliki aktivitas
antibakteri dengan target yang sama, yaitu lisisnya membran sel bakteri
(Maesyaroh dkk., 2017).



1.2.

1.3.

Berdasarkan uraian-uraian diatas, mendorong penulis untuk melakukan
penelitian lebih mendalam mengenai aktivitas antibakteri fraksi etanol daun
dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri
penyebab jerawat (Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, dan

Staphylococcus aureus).

Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah terdapat aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang
bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri penyebab
jerawat Cutibacterium acnes?

2. Apakah terdapat aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang
bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri penyebab
jerawat Staphylococcus epidermidis?

3. Apakah terdapat aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang
bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri penyebab
jerawat Staphylococcus aureus?

4. Bagaimana perbandingan aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan
kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri
penyebab jerawat anaerob aerotoleran (Cutibacterium acnes) dan bakteri
aerob (Staphylococcus epidermidis dan Staphylococcus aureus)?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Mengetahui aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang
bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri penyebab

jerawat.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mengetahui diameter zona hambat fraksi etanol daun dan kulit

batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri



Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, dan
Staphylococcus aureus.

2. Mengetahui konsentrasi hambat minimum (KHM) fraksi etanol
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata)
terhadap bakteri Cutibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis, dan Staphylococcus aureus

3. Mengetahui konsentrasi bunuh minimum (KBM) fraksi etanol
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata)
terhadap bakteri Cutibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis, dan Staphylococcus aureus.

4. Mengetahui perbandingan aktivitas antibakteri fraksi etanol
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata)
terhadap bakteri penyebab jerawat anaerob aerotoleran
(Cutibacterium acnes) dan bakteri aerob (Staphylococcus

epidermidis dan Staphylococcus aureus).

1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini memiliki beberapa manfaat sebagai berikut:
1.4.1. Manfaat bagi Penulis

Penulis mendapat wawasan, baik pengalaman maupun ilmu
pengetahuan tentang aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan
kulit batang Rhizophora apiculata terhadap bakteri penyebab

jerawat.

1.4.2. Manfaat bagi Instansi Terkait

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi informasi ilmiah
serta dijadikan rujukan bacaan di Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung khususnya.



1.4.3. Manfaat bagi Peneliti Lain

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan untuk penelitian
selanjutnya dan sebagai studi banding untuk meneliti hal-hal yang

belum dijelaskan dalam penelitian ini.
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2.1. Jerawat (Akne Vulgaris)

Jerawat atau akne vulgaris adalah peradangan dari unit pilosebaceous, yaitu

folikel rambut dan kelenjar sebaceous. Jerawat merupakan gangguan yang

umum dan self-limited. Jerawat ditandai dengan perkembangan kronis atau

berulang dari komedo, papula eritematosa, dan pustula (Leung et al., 2021).

2.2.1.

2.2.2.

Epidemiologi

Jerawat dapat terjadi pada usia remaja maupun dewasa. Studi Global
Burden of Disease (GBD) menyatakan bahwa jerawat menyerang
85% pada individu berusia 12-25 tahun (Janani and Sureshkumar,
2019). Dalam tinjauan epidemiologi jerawat terhadap gender masih
kontroversial, jerawat cenderung lebih parah pada laki-laki, hamun
pada perempuan frekuensinya meningkat setelah usia dua puluh
tahun. Dalam studi cross-sectional, angka kejadian jerawat pada
remaja laki-laki sebesar 27,9% dan pada anak perempuan sebesar
20,8% (Kultu et al., 2023).

Etiologi

Etiologi jerawat belum diketahui secara pasti, namun terdapat faktor-
faktor utama yang berperan dalam timbulnya jerawat vaitu,
peningkatan produksi sebum karena hormon, hiperproliferasi epitel
folikular sehingga terbentuknya mikrokomedo, dan peranan bakteri

Cutibacterium acnes sehingga merangsang respon inflamasi.



2.2.3.

Terdapat juga faktor-faktor lain yang berperan dalam pembentukan
jerawat, diantaranya faktor genetik, kebiasaan merokok, paparan
sinar matahari, makanan yang menyebabkan jerawat (coklat dan
produk susu), kosmetik yang mengandung bahan minyak, mencuci
wajah dengan pembersih secara berlebihan, perubahan hormon
(pubertas dan menstruasi), jenis rambut berminyak, memencet
jerawat, paparan bahan kimia, debu, dan obat-obatan yang

mengandung lithium atau steroid (Janani and Sureshkumar, 2019).

Patogenesis
Terdapat beberapa faktor penyebab jerawat, diantaranya:
a. Hiperproliferatif Epitel Folikular

Penurunan asam linoleat, peningkatan androgen, dan
meningkatnya Interleukin 1 alpha (IL-1a) menyebabkan
terjadinya hiperproliferasi keratinosit. Hiperkeratinisasi akan
menimbulkan kohesi antar keratinosit sehingga ostium folikel
tersumbat. Selanjutnya, folikel berdilatasi dan membentuk
mikrokomedo (Janani and Sureshkumar, 2019).

b. Hipersekresi Sebum

Produksi sebum dipengaruhi oleh hormon androgen dan
testosteron. Apabila terjadi peningkatan hormon-hormon tersebut
akan terjadi peningkatan produksi sebum yang merupakan media
pertumbuhan Cutibacterium acnes, sehingga memicu timbulnya
inflamasi dan munculnya jerawat (Janani and Sureshkumar,
2019).

c. Peran Bakteri dan Inflamasi

Cutibacterium acnes dapat memecah trigliserida sebum dan
melepaskan asam lemak bebas yang akan merangsang respon

inflamasi. Cutibacterium acnes akan mengaktifkan Toll Like
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Receptor (TLR2) pada monosit dan neutrofil sehingga
melepaskan berbagai mediator inflamasi: IL-12, IL-8, dan Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) (Janani and Sureshkumar, 2019).

Peningkatan

produksi sebum Pori-pord

Proliferasi bakteri
tersumbat

anaerobic

Mediator
inflamasi

- +
Kelenjar Aktivitas

sebacea berlebih
kelenjar < e,
sebacea o S, S NF:'x;

Folikel
rambut e

Infiltrat

inflamasi

Gambar 1. Patogenesis Jerawat (Fox et al., 2016)

Seperti yang tampak pada gambar 1 di atas, terjadinya jerawat
akibat faktor hiperkeratinisasi dan produksi sebum yang berlebih
menyebabkan ostium folikel tersumbat. Asam lemak dan minyak
kulit tersumbat kemudian mengeras. Teradapat peranan
Cutibacterium acnes sehingga  menimbulkan inflamasi
menyebabkan pembentukan lesi. Jika jerawat disentuh maka
inflamasi akan meluas sehingga padatan asam lemak dan minyak
kulit yang mengeras akan membesar menyebabkan perkembangan

derajat keparahan jerawat (Fox et al., 2016).

2.2.4. Bakteri Penyebab Jerawat
Bakteri yang berperan dalam patogenesis jerawat, diantaranya:
a. Cutibacterium acnes

Cutibacterium acnes atau Propionibacterium acnes merupakan

salah satu flora normal pada kulit manusia. Bakteri ini
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mendominasi di daerah folikel sebasea kulit dan dapat
menyebabkan  jerawat ketika berkolonisasi pada unit
pilosebaceous (Dreno et al., 2018). Cutibacterium acnes
berperan pada patogenesis jerawat dengan menghasilkan lipase
yang memecah asam lemak bebas dari lipid kulit. Asam lemak
ini dapat mengakibatkan inflamasi jaringan ketika berhubungan
dengan sistem imun dan mendukung terjadinya jerawat (Jawetz
et al, 2017).

Klasifikasi bakteri Cutibacterium acnes dijelaskan dalam tabel 1
sebagai berikut:

Tabel 1. Klasifikasi Cutibacterium acnes

Tingkatan Takson Cutibacterium acnes

Kerajaan Bacteria
Divisi Actinobacteria
Kelas Actinobacteridae
Bangsa Actinomycetales
Suku Propionibacteriaceae
Marga Cutibacterium
Jenis Cutibacterium acnes

Sumber: Corvec et al., (2018)

-~ »
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Gambar 2. Cutibacterium acnes tipe la (Corvec et alr-2018)
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Gambar 3. Cutibacterium acnes tipe Il (Corvec et al., 2018)

A

-

Gambar 4. Cutibacterium acnes tipe Il (Corvec et al., 2018)

Berdasarkan gambar 2, 3, dan 4 diatas, bakteri Cutibacterium
acnes adalah bakteri anaerob aerotoleran gram positif yang
berbentuk basil. Bakteri ini memiliki pertumbuhan relatif lambat,
dapat tumbuh di udara dan tidak menghasilkan endospora
(Jawetz et al, 2017). Sifat-sifat bakteri Cutibacterium acnes
diantaranya nonmotil, dapat memproduksi karbohidrat,
mendegradasi asam amino triptofan, menguraikan hidrogen
peroksida (H.0;), dan mampu memanfaatkan sitrat menjadi

sumber energinya (Lestari, 2018).
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b. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis merupakan bagian dari flora normal
tubuh yang juga menjadi salah satu penyebab jerawat (O’neill
and Gallo, 2018). Klasifikasi bakteri Staphylococcus epidermidis
dijelaskan dalam tabel 2 sebagai berikut:

Tabel 2. Klasifikasi Staphylococcus epidermidis

Tingkatan Takson Staphylococcus aureus
Kerajaan Eubacteria
Divisi Firmicutes
Kelas Bacilli
Bangsa Bacillales
Suku Staphylococcaceae
Marga Staphylococcus
Jenis Staphylococcus epidermidis

Sumber: Soedarto, (2015)

2
Gambar 5.  Staphylococcus epidermidis dengan pewarnaan
gram (Zhou and Li, 2015)
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Gambar 6.  Staphylococcus epidermidis Scanning Electron
Microscope (SEM) pembesaran 20.000 kali

(Zhou and Li, 2015)

Berdasarkan gambar 5 dan 6 diatas, Staphylococcus epidermidis
merupakan bakteri aerob gram positif. Bakteri Staphylococcus
epidermidis merupakan bakteri aerob, namun dapat hidup pada
kondisi anerobik. Staphylococcus epidermidis memiliki bentuk
coccus atau bulat, menonjol, mengkilat, berwarna abu-abu dan

memiliki diameter koloni sekitar 2,5 mm (Zhou and Li, 2015).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan salah satu flora normal
manusia yang ditemukan pada permukaan tubuh, diantaranya
kulit, konjungtiva, faring, mulut, hidung, usus bagian bawah, dan
vagina, serta dapat menjadi bakteri patogen pada tubuh manusia.
Kolonisasi Staphylococcus aureus pada manusia bisa di dapat
sejak proses persalinan, baik persalinan normal maupun
perabdominal. Kolonisasi terbanyak bakteri ini ditemukan pada
bagian tubuh nares anterior (Soleha dan Rahil, 2018). Selain itu,
bakteri Staphylococcus aureus juga merupakan bakteri penyebab
infeksi pascaoperasi terbanyak di Rumah Sakit (Soleha dan

Oktafany, 2013). Patogenesis penyakit oleh Staphylococcus
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aureus, yaitu dengan menginvasi jaringan dan menghasilkan
toksin sehingga merusak pertahanan kulit dan mukosa hospes.
Pada akhirnya akan timbul inflamasi jaringan seperti furunkel,
karbunkel, hingga terjadi abses dan pus (Soedarto, 2015). Pada
patogenesis jerawat, Staphylococcus aureus lebih sering
ditemukan pada acne keloidalis nuchae, vyaitu folikulitis
keloidalis pada leher yang dimungkinkan sebagai penyebab

terbentuknya nanah kronis (Corvec et al., 2018).

Klasifikasi Staphylococcus aureus dijelaskan dalam tabel 3
sebagai berikut:

Tabel 3. Klasifikasi Staphylococcus aureus

Tingkatan Takson Staphylococcus aureus

Kerajaan Eubacteria
Divisi Firmicutes
Kelas Bacilli

Bangsa Bacillales
Suku Staphylococcaceae
Marga Staphylocococcus
Jenis Staphylococcus aureus

Sumber: Soedarto, (2015)
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Gambar 7. Staphylococcus aureus dengan pewarnaan gram

(Soedarto, 2015)
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Gambar 8. Staphylococcus aureus dengan SEM pembesaran
9.560 kali (Soedarto, 2015)

Seperti yang tampak pada gambar 7 dan 8 di atas,
Staphylococcus aureus merupakan bakteri aerob gram positif
yang berbentuk kokus dan membentuk koloni seperti anggur. S.
aureus memiliki diameter 1 um dan diameter koloni 6-8 mm
berwarna bening. Bakteri ini memiliki sifat yang tahan terhadap
suhu panas hingga 50°C, nonmotil, dan tidak membentuk spora
(Soedarto, 2015).

Perbedaan S. aureus dengan bakteri lain seperti, S. epidermidis
dapat dilihat dari uji identifikasi bakteri dan media pembiakan
bakteri. Pada uji koagulase, S. aureus positif sedangkan S.
epidermidis negatif. Pada pembiakan bakteri menggunakan
medium Manitol Salt Agar, S. aureus dapat memfermentasi
manitol sedangkan S. epidermidis tidak. Selain itu, pada
pembiakan medium agar darah, S. aureus dapat menghemolisis
darah, sedangkan S. epidermidis tidak (Soedarto, 2015).

Bakteri S. aureus diketahui telah mengalami resisten terhadap
beberapa antibiotik golongan beta laktamase khususunya
methicilin. Berdasarkan penelitian, S. aureus juga diketahui
resisten tertinggi terhadap antibiotuk amoksisilin, vankomisin,
sefatoksim, dan sefoksitin (Khairunnisa, dkk., 2020).



2.2.5.

2.2.6.
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Gejala Klinis

Area predileksi jerawat, yaitu pada wajah, leher, dada, punggung,
bahu, dan lengan atas. Jerawat menimbulkan keluhan berupa gatal
dan nyeri. Efloresensinya berupa komedo hitam (terbuka) dan putih
(tertutup), papul, pustul, nodus, Kista, jaringan parut, dan pigmentasi.
Komedo merupakan lesi non inflamasi, sedangkan papul, pustul,
nodus, dan kista adalah bentuk lesi inflamasi. Jerawat berdasarkan
derajat keparahannya dibagi menjadi tiga (Menaidi, 2015), yaitu:

a. Grade ringan : komedo < 20 atau lesi inflamasi < 15,

atau total lesi < 30

b. Grade sedang : komedo 20-100, atau lesi inflamasi 15-
50, atau total lesi 30-125
c. Grade berat : kista > 5 atau komedo > 100, atau lesi

inflamasi > 50, atau total lesi > 125

Tatalaksana

Perawatan jerawat harus mempertimbangkan jenis kulit, luas lesi,
lokasi, tingkat keparahan dan kejadian pasca inflamasi (Kultu et al.,
2023). Perawatan jerawat, diantaranya:

a. Perawatan Topikal

Perawatan topikal dapat diberikan pada grade jerawat ringan.
Obat topikal lini pertama jerawat ringan hingga sedang adalah
asam azelaic yang dapat mengurangi hiperpigmentasi dengan
aktivitas anti-tirosinase. Perawatan topikal lainnya, yaitu retinoid
topikal, seperti mikrokristalin adapalene 0,1 % dan tretinoin.
Retinoid topikal memiliki aktivitas anti komedogenik dan
keratolitik sehingga bermanfaat mengurangi pigmentasi dan bekas
jerawat, membangun dermis papiler, dan memberikan efek pro
kolagenase. Selain itu, dapat juga mengkombinasikan antibiotik
topikal atau retinoid topikal dengan benzoil peroksida (Kultu et

al., 2023). Antibiotik topikal yang sering digunakan dalam
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pengobatan jerawat Yyaitu, clindamycin, erythromycin, dan
tetracycline (Janani and Sureshkumar, 2019).

b. Perawatan Sistemik

Perawatan sistemik dapat diberikan pada jerawat sedang dan
berat. Perawatan sistemik dapat berupa antibiotik, zink, dan
pengobatan hormonal. Salah satu pengobatan standar untuk
jerawat dewasa Yyaitu spironolactone 50-150 mg/hari dan
Isotretinoin dengan dosis 0,3-0,5 mg/kg (penggunaan minimal 6
bulan) (Kultu et al., 2023). Antibiotik juga menjadi pilihan
pengobatan jerawat sistemik, seperti tetracycline, doxycycline,
minocycline, erythromycin, dan azithromycin dengan durasi

penggunaan 4-6 bulan (Janani and Sureshkumar, 2019).

c. Terapi pemeliharaan

Pengobatan jerawat remaja lebih merespon dengan cepat daripada
jerawat dewasa sehingga terapi jerawat dewasa akan lebih lama.
Pada terapi pemeliharaan, kombinasi retinoid topikal dengan
asam azelaic lebih efektif digunakan, terutama pada jerawat

wanita dewasa (Kultu et al., 2023).

2.2. Antibiotik

Antibiotik adalah zat yang dihasilkan oleh mikroba khususnya fungi yang
memiliki manfaat untuk membasmi mikroba jenis lainnya. Antibiotik pada
manusia digunakan untuk membasmi mikroba penyebab infeksi. Antibiotik
yang dibuat untuk manusia memiliki toksisitas selektif yang tinggi terhadap
mikroba namun tidak toksik untuk hospes (Setiabudy dkk., 2016).
Penggunaan antibiotik harus berdasarkan kondisi, tingkat sensitivitas bakteri
terhadap antibiotik, dan biaya pengobatan pasien. Penggunaan antibiotik
secara tepat dan rasional akan meningkatkan kualitas perawatan pasien dan
resistensi bakteri (Kurniawaty dkk., 2022).
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2.2.1. Klasifikasi

Antibiotik berdasarkan daya kerjanya dapat dibagi menjadi 2, yaitu
bakteriostatik dan bakterisid. Bakteriostatik adalah antibiotik yang
daya kerjanya menghambat atau menghentikan pertumbuhan bakteri
sehingga bakteri  jumlahnya stasioner. Contoh antibiotik
bakteriostatik, yaitu sulfonamid, eritromisin, tetrasiklin, novobiosin,
linkomisin, klindamisin, kloramfenikol, dan para aminosalicylic
acid (PAS). Bakterisid merupakan antibiotik yang daya kerjanya
membunuh bakteri sehingga jumlah bakteri akan berkurang. Contoh
antibiotik bakterisid, yaitu sefalosporin, streptomisin, penisilin,
kanamisin, neomisin, gentamisin, kotrimoksazol, kolistin, dan
polimiksin (Abdulkadir, 2022).

Berdasarkan spektrum aktivitasnya, antibiotik dapat dibedakan
menjadi 4, diantaranya antibiotik dengan spektrum luas, antibiotik
dengan spektrum sempit, antibiotik yang aktif terhadap neoplasma,
dan antibiotik yang aktif terhadap jamur. Antibiotik spektrum luas
(broad spectrum) adalah antibiotik yang bersifat bakteriostatik atau
bakterisid terhadap bakteri gram negatif maupun positif. Contoh
antibiotik spektrum luas, yaitu turunan aminoglikosida, turunan
tetrasiklin, turunan makrolid, turunan penisilin, turunan amfenikoll,
dan sefalosporin. Antibiotik spektrum sempit (narrow spectrum)
yaitu antibiotik yang bersifat bakteriostatik atau bakterisid terhadap
salah satu jenis bakteri saja. Contoh antibiotik spektrum sempit
terhadap bakteri gram positif, diantaranya turunan lincosamide,
eritromisin, basitrasin, turunan penicillin, dan beberapa sefalosporin.
Contoh antibiotik spektrum sempit terhadap bakteri gram negatif,
diantaranya sulfomisin, polimiksin, dan kolistin (Abdulkadir, 2022).
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2.2.2. Mekanisme Antibiotik

Mekanisme kerja antibiotik dibedakan menjadi lima kelompok,
yaitu:
a. Antibiotik yang Menghambat Metabolisme Sel Mikroba

Untuk kelangsungan hidupnya mikroba harus mensintesis asam
folat dari asam para aminobenzoat (PABA). Hal ini menjadikan
target agen antimikroba untuk bersaing dengan PABA dan
membentuk analog asam folat yang nonfungsional sehingga
akan mengganggu kehidupan mikroba. Contoh antibiotik yang
memiliki mekanisme kerja menghambat metabolisme sel
mikroba, diantaranya asam p-aminosalisilat (PAS), sulfonamid,
sulfon, dan trimetroprim (Setiabudy dkk., 2016).

b. Antibiotik yang Menghambat Sintesis Dinding Sel Mikroba

Struktur dinding sel adalah target ideal bagi agen antimikroba.
Susunan dinding sel mikroba yaitu peptidoglikan, terdiri atas
polimer pengulangan N-asetil glukosamin dan N-asetilmuramin
yang memiliki rantai peptida memanjang dan membentuk
ikatan silang antar peptida sehingga dapat memperkuat dinding
sel mikroba (Anggita dkk., 2022). Oleh karena itu, target
penghambatan sintesis dinding sel mikroba oleh agen
antimikroba dimulai pada proses awal sintesis peptidoglikan
sampai reaksi terakhir transpeptidase yang dapat menyebabkan
perbedaan osmotik di dalam sel mikroba menjadi lebih tinggi
sehingga dinding sel akan rusak dan lisis. Contoh antibiotik
yang menghambat proses awal sintesis dinding sel yaitu
sikloserin, vankomisin, dan basitrasin sedangkan yang
menghambat reaksi transpeptidase diakhir yaitu antibiotik

golongan penisilin dan sefalosporin (Abdulkadir, 2022).
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c. Antibiotik yang mengganggu permeabilitas membran sel
mikroba

Mekanisme kerja antibiotik jenis ini yaitu dengan bekerja
secara langsung pada membran sel sehingga dapat
mempengaruhi permeabilitas dan menyebabkan keluar senyawa
intraseluler mikroba, seperti protein, asam nukleat, nukleotida
dan lain-lain sehingga dapat mengganggu kehidupan mikroba.
Contoh antibiotik yang mekanisme kerjanya mengganggu
permeabilitas membran sel adalah polimiksin (Setiabudy dkk.,
2016).

d. Antibiotik yang menghambat sintesis protein sel mikroba

Untuk kelangsungan hidupnya mikroba harus mensintesis
berbagai protein. Sintesis protein berlangsung di ribosom
dengan bantuan mMRNA dan tRNA. Hal ini menjadikan
interaksi terhadap ribosom sebagai salah satu target kerja
antibiotik. Terdapat 2 subunit ribosom yang dimiliki bakteri,
yaitu ribosom 30S dan 50S. Antibiotik berinteraksi dengan
ribosom yang mengakibatkan salah pembacaan kode mRNA
oleh tRNA pada sintesis protein, sehingga terjadi pembentukan
protein nonfungsional bagi bakteri yang mengganggu
kehidupan bakteri. Contoh antibiotik yang memiliki
mekanisme kerja ini adalah golongan aminoglikosida,
tetrasiklin, kloramfenikol, dan makrolida (Abdulkadir, 2022).

e. Antibiotik yang menghambat sintesis atau merusak asam
nukleat sel mikroba

Contoh antibiotik yang menghambat sintesis atau merusak
asam nukleat sel mikroba adalah rifampisin dan kuinolon.
Mekanisme kerjanya yaitu dengan berikatan pada enzim

polimerase-RNA sehingga menghambat sintesis RNA dan
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DNA pada enzim tersebut. Pada kuinolon memiliki mekanisme
kerja menghambat enzim DNA girase sehingga terganggunya

penataan kromosom dalam sel mikroba (Setiabudy dkk., 2016).

2.2.3. Antibakteri Pembanding

Clindamycin adalah salah satu antibiotik yang sering digunakan
dalam pengobatan jerawat. Clindamycin memiliki sensitivitas
terhadap bakteri penyebab jerawat, diantaranya Propionibacterium
acnes, Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus epidermidis
(Kamala dan Permana, 2020). Sediaan antibiotik clindamycin yang
sering digunakan sebagai obat antijerawat, yaitu sediaan topikal
dalam bentuk gel atau larutan dengan dosis 1% hingga 2%.
Clindamycin dapat menghambat pertumbuhan kemotaksis leukosit
sehingga dapat menekan proses inflamasi. Efek samping penggunaan
clindamycin topikal, diantaranya dapat menyebabkan kulit kering

lokal, eritema, pengelupasan, pruritus, dan rasa terbakar (Leung et

al., 2021).
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Gambar 9. Struktur Kimia Clindamycin (Katzung et al., 2017)
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Seperti yang terlihat pada gambar 9 di atas, clindamycin merupakan
antibiotik turunan linkomisin tersubtitusi Klorin. Rumus bangun
clindamycin mirip dengan linkomisin, perbedaannya hanya pada 1
gugus hidroksil pada linkomisin yang diganti dengan atom CI.
Mekanisme kerja clindamycin yaitu dengan menghambat sintesis
protein dengan mengikat subunit 50S ribosom sehingga mengganggu
pembentukan kompleks inisiasi dan reaksi-reaksi translokasi

aminoasil (Katzung et al., 2017).

Dosis oral clindamycin adalah 0,15-0,3 g setiap 8 jam (10-20 mg/
kg/hari untuk anak), menghasilkan kadar serum 2-3 mcg/ mL. Jika
diberikan secara intravena, 600 mg clindamycin setiap 8 jam
menghasilkan kadar 5-15 mcg/mL. Obat ini terikat ke protein sekitar
90%. Clindamycin masuk ke sebagian besar jaringan dengan baik,
kecuali otak dan cairan LCS. Clindamycin dimetabolime di hati, obat
aktif maupun metabolit aktifnya diekskresikan di empedu dan urin.
Waktu paruh clindamycin pada orang normal adalah 2,5 jam dan
meningkat pada pasien anuria menjadi 6 jam. Efek samping
clindamycin adalah diare, mual, ruam kulit, gangguan fungsi hati,

dan neutropenia (Katzung et al., 2017).

2.3. Bakau Minyak (Rhizophora apiculata)

Tanaman bakau minyak atau Rhizophora apiculata adalah salah satu jenis
mangrove yang banyak dijumpai di Indonesia. Rhizophora apiculata
merupakan tanaman pantai yang membantu menjaga ekosistem daratan dan
lautan dengan menahan abrasi laut. Selain itu, sebagai penyokong hutan
mangrove, Rhizophora apiculata juga berperan sebagai penghasil O, dan
penyerap CO,. Rhizophora apiculata dapat tumbuh dan berkembang pada
pantai tropis maupun subtropis dengan karakteristik lingkungan daerah
pasang surut, berlumpur dan berpasir. Syarat pertumbuhan Rhizophora

apiculata, yaitu kondisi pantai yang relatif tenang dan mendapat sedimen
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dari muara sungai. Pada zonasi pertumbuhannya, Rhizophora apiculata
berada di tengah, zona paling luar berbatasan dengan laut didominasi
dengan Avicennia sp., sedangkan yang paling dalam mengarah ke daratan
yaitu Bruguiera sp. dan diikuti tumbuhan semak (Rahim dan Baderan,
2017).

Klasifikasi dari bakau minyak (Rhizophora apiculata) dijelaskan dalam
tabel 4 sebagai berikut:
Tabel 4. Klasifikasi Rhizophora apiculata

Tingkatan Takson Bakau Minyak
Kerajaan Plantae
Divisi Spermatophyta
Sub divisi Angiospermae
Kelas Dicotiledonae
Sub kelas Dialypetalae
Bangsa Myrtales
Suku Rhizophoraceae
Marga Rhizophora
Jenis Rhizophora apiculata

Sumber: Hadi dkk., (2016)

Gambar 10. Rhizophora apiculata (Nisa dkk., 209) |
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Seperti yang terlihat pada gambar 10, Rhizophora apiculata merupakan
tanaman mangrove yang perawakannya pohon. Tinggi rata-rata tanaman
Rhizophora apiculata dewasa mencapai 15 meter (Hadi dkk., 2016). Pada
vegetasi mangrove dewasa, Rhizophora apiculata bersama dengan
Bruguiera sp. membentuk zona spesifik dengan tinggi 50-60 meter (Rahim
dan Baderan, 2017). Rhizophora apiculata memiliki akar tidak beraturan
seperti jangkar melengkung atau menjulang. Tipe perakaran Rhizophora
apiculata adalah akar gantung (aerial root). Akar yang timbul dari batang

atau cabang bagian bawah tidak bercabang (Rahim dan Baderan, 2017).

Gambar 11. Daun Rhizophora apiculata; (—) tanda pénah menunjukkan
stipula berwarna merah (Hadi dkk., 2016)

Seperti yang terlihat pada gambar 11, Rhizophora apiculata memiliki daun
yang berbentuk lonjong memanjang, bertepi rata, ujung meruncing, dan
memiliki duri. Panjang daun berkisar 3-13 cm dan lebar berkisar 1-6 cm.
Pangkal helaian daun tidak bertoreh dan berbentuk baji. Permukaan bawah
tulang daun berwarna kemerahan dengan tangkai yang pendek. Tangkali
daun berwarna coklat keputihan dengan panjang berkisar 10-50 cm. Bagian
permukaan bawah daun berwarna putih kehijauan. Bagian permukaan atas
daun berwarna lebih hijau kehitaman dengan permukaan daun mengkilap.
Pada ujung tangkai daun (stipula) terdapat kuncup dengan bentuk
memanjang ke atas berwarna hijau atau merah (Hadi dkk., 2016).
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(@)

Gambar 12. Batang Rhizophora apiculata; (a) secara makroskopis; (b)
secara mikroskopis (Hadi dkk., 2016)

Seperti yang terlihat pada gambar 12, Rhizophora apiculata memiliki
batang berkayu dengan tipe keras. Diameter batang bisa mencapai 50 cm.
Kulit batang berwarna abu-abu tua dan memiliki banyak lentisel. Pada
penampang melintang batang Rhizophora apiculata menunjukkan jaringan
batang bakau terdiri dari epidermis, hipodermis, korteks, endodermis, floem,
xylem dan empulur (Hadi dkk., 2016).

2.1.1. Komposisi Kimia Rhizophora apiculata

Rhizophora apiculata merupakan tanaman mangrove yang memiliki
metabolit primer berupa karbohidrat, protein, dan lemak, serta
mengandung kadar air, serat, dan abu. Rhizophora apiculata juga
mengandung unsur makro dan mikro. Unsur makro tercatat memiliki
konsentrasi pada semua sampel bagian Rhizophora apiculata, namun
menunjukkan penurunan konsentrasi dari kulit kayu ke daun.
Tingkat konsentrasi unsur makro Kalsium (Ca) berkisar antara
593,67-2973,28 mg/kg, Natrium (Na) berkisar 421,80-1525,04
mg/kg, Kalium (K) berkisar 958,56-2344,82 mg/kg, dan 282,20-
1163,32 mg/kg untuk Magnesium (Mg) (Abdullah et al., 2018).
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Unsur mikro merupakan unsur pendukung dalam pertumbuhan
tanaman, terdapat konsentrasi pada semua sampel Rhizophora
apiculata tetapi tidak setinggi konsentrasi makro, seperti yang

tampak pada tabel 5 di bawabh ini.

Tabel 5. Mikro Element Rhizophora Apiculata

Jenis Konsentrasi (mg/kQg)
Akar Stem disk Kulit Cabang Daun
pohon

Fe 48,48+12,25 3,21+1,65 23,16+3,96 13,27+5,13 9,23+2,50

Cu 0,53%0,13 0,21+0,12 1,11+0,36  0,97+0,60  0,58+0,15

Mg 59,9946,26 18,04+24,6 235,09+40,38 169,19+53,64 65,07+9,16

Zn 3,6£0,97  1,38+0,54  3,35%1,22 3,35%+2,5 1,14+0,34

Cd 0,02+0,01 0,01+0,01 0,03+0,01 0,01+0,001 0,01+0,006
Sumber: Abdullah et al., (2018)

Komponen Bioaktif Rhizophora apiculata

Pada skrining fitokimia akar Rhizophora apiculata senyawa yang
teridentifikasi postif, diantaranya saponin, terpenoid, tanin, alkaloid,
dan flavonoid (Supono dkk., 2022). Pada bagian daun Rhizophora
apiculata mengandung senyawa aktif berupa: saponin, terpenoid,
tanin, alkaloid, dan flavonoid (Mustofa dkk., 2022). Sementara itu,
skrining fitokimia pada kulit batang mengandung senyawa-senyawa
fitokimia, yaitu alkaloid, terpenoid, flavonoid, dan saponin (Mustofa
dan Fahmi, 2021).

Senyawa bioaktif yang terkandung pada Rhizophora apiculata
memiliki kesamaan dengan mangrove-mangrove lainnya. Pada
tumbuhan bakau Bruguiera gymnorrhiza mengandung senyawa aktif
berupa saponin, tannin, dan flavonoid (Kurniawaty et al., 2022).
Pada penelitian tanaman bakau lainnya, Xylocarpus granatum
dengan uji KLT teridentifikasi mengandung senyawa-senyawa
fenolik, seperti flavonoid dan fenolik non-kategori lainnnya
(Kurniawaty dan Audah, 2020).
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a. Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa yang bersifat basa dengan atom
nitrogen. Sifat alkaloid yakni mudah larut pada alkohol dan
sedikit dalam air, namun garam alkaloid biasanya larut air.
Proporsi alkaloid dalam tumbuhan banyak ditemukan pada bagian
biji dan akar (Julianto, 2019).
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Gambar 13. Struktur kimia Alkaloid (Julianto, 2019)

Seperti yang tampak pada gambar 13 di atas, Jenis alkaloid
sebenarnya memiliki kerangka cincin heterosiklik yang
mengandung atom nitrogen dan merupakan turunan asam amino,
seperti pada struktur kimia artrofin. Alkaloid memiliki jenis lain,
pseudoalkaloid dan protoalkaloid. Struktur kimia pseudoalkaloid
memiliki cincin heterosiklik, namun bukan merupakan turunan
asam amino, sedangkan protoalkaloid merupakan turunan asam
amino dan mempunyai cincin heterosiklik yang tidak

mengandung atom nitrogen (Julianto, 2019).

b. Tanin

Senyawa tanin banyak ditemukan pada tumbuhan karena
berfungsi sebagai pelindung tumbuhan dari hama dan pemangsa
herbivora. Senyawa tanin juga berperan sebagai pengatur

metabolisme dalam tumbuhan. Sifat senyawa tanin, diantaranya
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memiliki rasa pahit dan sepat, serta dapat bereaksi dengan protein
dan senyawa lainnya yang mengandung asam amino dan alkaloid
(Julianto, 2019).

HO

Asam galat asam elagat

Gambar 14. Struktur Kimia Tanin (Julianto, 2019)

Seperti yang tampak pada gambar 14 diatas, senyawa tanin
merupakan senyawa polifenol yang mengandung gugus hidroksil
dan gugus lainnya yang sesuai, seperti gugus karboksil. Senyawa
tanin membentuk ikatan komplek terhadap protein dan molekul
lainnya. Contoh senyawa tanin adalah asam galat dan elagat
(Julianto, 2019).

Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida yang memiliki berat
molekul tinggi. Senyawa saponin dapat diproduksi oleh
tumbuhan, bakteri, dan hewan laut. Senyawa saponin bersifat
polar sehingga mudah larut dalam air. Senyawa saponin juga
memiliki sifat non polar karena mengandung gugus aglikogen
pada gugus hidrofobnya (Indratno dkk., 2023).
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Gambar 15. Struktur Kimia Saponin (Julianto, 2019)

Seperti yang tampak pada gambar 15, salah satu senyawa saponin
adalah asam glycyrrhizinic. Struktur kimia saponin yaitu memiliki
gugus polar berupa gugus glikosil. Gugus glikosida dibentuk oleh
ikatan atom C anomerik dan dapat terikat oleh atom O- (O-
glikosida), S- (Thioglikosida), C- (C-glikosida), dan N- (glikosida
amin). Pada gugus glikosida, bagian gula disebut glikon dan

bagian bukan gula disebut genin (Julianto, 2019).

. Terpenoid

Terpenoid merupakan senyawa organik hidrokarbon yang banyak
dihasilkan oleh tumbuhan. Pada tumbuhan senyawa ini berfungsi
sebagai pelindung dari predator dan herbivora. Selain itu,
senyawa ini juga dapat dihasilkan oleh serangga. Semua jenis
terpenoid disintesis melalui kondensasi unit terkecilnya yang

berupa isoprene (Julianto, 2019).
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Gambar 16. Struktur Kimia Terpenoid Myrcene (Nugroho, 2017)

Berdasarkan gambar 16 di atas, struktur isoprene terdiri atas lima
atom karbon. Jumlah isoprene yang hadir pada struktur intinya
menentukan kelompok dari senyawa terpenoid. Kelompok
senyawa terpenoid, diantaranya hemiterpene, monoterpene,
sesquiterpene, diterpene, triterpene, tetrapene, dan politerpene.
Terpenoid merupakan cairan yang memiliki karakteristik berupa
cairan, berbau, tidak berwarna, berat jenis lebih ringan dari air,
dan larut dalam pelarut organik, namun tidak larut air (Nugroho,
2017).

Steroid

Steroid merupakan turunan dari triterpene squalene. Pada
tumbuhan  steroid berperan penting dalam  menjaga
keseimbangan garam dan mengendalikan metabolisme. Jenis
sterol yang banyak ditemukan dalam tumbuhan, yaitu
campesterol, stigmasterol, dan p-sitosterol (Nasrudin, 2017).
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Gambar 17. Struktur Kimia stigmasterol (Nasrudin, 2017)

Berdasarkan gambar 17 di atas, steroid merupakan golongan
triterpenoid  yang memiliki inti  struktur kimia berupa
siklopentana perhidrofenantren, terdiri dari tiga cincin

sikloheksana dan satu cincin siklopentana (Nasrudin, 2017).

Flavonoid

Flavonoid merupakan metabolit sekunder pada semua tumbuhan
hijau kecuali alga. Flavonoid paling banyak ditemukan pada
tumbuhan angiospermae. Flavonoid terdapat pada semua bagian
tumbuhan, seperti daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, nektar,
bunga, buah, dan biji (Wardani, 2021). Flavonoid berperan
penting dalam melindungi tumbuhan terhadap patogen, panas,
dan sinar UV, serta mempertahankan keadaan redoks dalam sel
(Mierziak et al., 2014).

Flavonoid bersifat agak asam dan dapat larut dalam basa.
Flavonoid merupakan senyawa polihidroksi yang bersifat polar
sehingga, larut dalam pelarut polar, seperti metanol, aseton, air,

butanol, etanol, dimetil sulfoksida, dan dimetilformamida. Selain
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itu, flavonoid juga mudah larut air karena memiliki ikatan gugus
glikosida (Wardani, 2021).

Gambar 18. Struktur Kimia Flavonoid (Wardani, 2021)

Seperti pada gambar 18 yang memperlihatkan gugus flavonoid,
Senyawa flavonoid merupakan senyawa polifenol yang memiliki
15 atom karbon tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6. Flavonoid
terdiri dari dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh 3 atom
karbon yang biasanya membentuk cincin ketiga. Cincin ketiga
terdiri dari dua cincin benzena yang dihubungkan menjadi satu
oleh rantai linear (Wardani, 2021).

2.1.3. Efek Farmakologis

Tumbuhan bakau pada umumnya memiliki berbagai efek
farmakologis, diantaranya sebagai  antitumor,  anticancer,
antiinflamasi, antiviral, antifungal, antimikrobial dan antidiabetic
(Kurniawaty and Audah, 2021). Berdasarkan berbagai penelitian
ilmiah, efek farmakologi dari tumbuhan bakau Rhizophora apiculata

adalah sebagai berikut:
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2.1.3.1. Antibakteri

Rhizophora apiculata terbukti  memiliki  aktivitas
antibakteri terhadap bakteri gram positif maupun gram
negatif. Pada uji antibakteri ekstrak metanol daun, kulit
batang, dan akar Rhizophora apiculata, ketiga ekstrak
positif menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli (Rahayu dkk., 2019). Pada penelitian lain,
uji antibakteri ekstrak daun Rhizophora apiculata dengan
pelarut kombinasi metanol dan dicloromethone didapatkan
hasil aktivitas antibakteri tertinggi pada bakteri gram positif
Listeria monocytogenes, sedangkan pada bakteri gram
negatif ~Pseudomonas aeruginosa dan Salmonella
typhimurium menunjukkan kategori lemah (Dewanto et al.,
2021).

Selain itu, pada penelitian lain dengan penggunaan pelarut
yang berbeda-beda, ekstrak metanol daun Rhizophora
apiculata menunjukkan aktivitas antibakteri yang sangat
kuat pada bakteri Klebsiella pneumoniae dan E. coli. Pada
ekstrak etanol akar dan kulit batang menunjukkan zona
hambat terhadap K. pneumoniae dalam kategori moderat
hingga kuat, serta tidak menunjukkan ada zona hambat
terhadap E. coli. Pada ekstrak air daun dan kulit batang
Rhizophora apiculata menunjukkan aktivitas antibakteri
terhadap S. aureus dalam kategori sedang, serta terhadap S.
typhi masing-masing ekstrak kulit batang dan akar
menunjukkan aktivitas antibakteri sedang (Seepana et al.,
2016).

2.1.3.2. Antioksidan

Pada uji aktivitas antioksidan ekstrak daun Rhizophora

apiculata didapatkan hasil 1Csy 96,68 + 0,58 pg/ml pada
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konsentrasi DPPH 50 pM yang menunjukkan aktivitas
antioksidan kuat (Dewanto et al., 2021). Pada penelitian
secara in vivo terhadap tikus, ekstrak kulit batang
Rhizophora apiculata terbukti memiliki efek antioksidan
sehingga mampu menurunkan kadar malondialdehid
(MDA) (Caesario dkk., 2019). Selain itu, ekstrak kulit
batang Rhizophora apiculata juga terbukti memiliki
aktivitas antioksidan sehingga dapat melindungi arteri
koronaria, ginjal, serta paru-paru tikus dari kerusakan akibat
dipaparkan asap rokok (Mustofa dkk., 2019; Mustofa and
Dewi, 2023; Mustofa dan tarigan, 2023).

2.1.3.3. Antikanker

Ekstrak metanol dari Rhizophora apiculata menunjukkan
aktivitas sitotoksik yang baik pada sel kanker paru A549
pada uji micro tetrazolium (MTT). Hal ini menunjukkan
Rhizophora apiculata memiliki potensi sebagai antikanker

(Ramalingam and Rajaram, 2018).

2.1.3.4. Antiinflamasi

Pada penelitian secara in vivo terhadap tikus yang
dikondisikan kolitis ulseratif dengan induksi asam asetat,
ekstrak Rhizophora apiculata terbukti mengurangi kolitis
dengan peningkatan enzim antioksidan dan menurunkan
peroksida lipid (LPO), nitrit oksida (NO) dan mediator
inflamasi  seperti, myeloperoksidase (MPO), laktat
dehidrogenase (LDH), sintase nitrit oksida terinduksi
(INOS), siklooksigenase-2 (COX-2), dan TNF-a (Vinod
and Guruvayoorappan, 2014). Selain itu, pada penelitian
ekstrak kulit batang Rhizophora apiculata juga terbukti

mampu memberikan efek protektif pada kerusakan testis
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tikus jantan yang dipapari asap rokok (Mustofa and Hanif,
2019).

2.1.3.5. Antidiabetes

Ekstrak Rhizophora apiculata mengandung senyawa
glikosin yang dapat berperan sebagai antihiperglikemik,
sehingga berfungsi sebagai ligan untuk protein yang
menjadi target obat antidiabetes. Pada studi in vivo
perawatan alkaloid glikosin ekstrak Rhizophora apiculata
terhadap tikus diabetes didapatkan hasil penelitian glikosin
yang signifikan dalam mengurangi glukosa darah,
meningkatkan berat badan, hemoglobin, HDL, insulin,
protein, dan aktivitas hexokinase dibandingkan tikus yang
tidak diobati (Selvaraj et al., 2016).

2.1.3.6. Hepatoprotektif

Pemberian ekstrak etanol Rhizophora apiculata mampu
melindungi hepatosit tikus dari kerusakan akibat paparan
rokok karena terdapat kandungan zat aktif yang bersifat
antioksidan (Mustofa dan Anisya, 2020).

2.1.3.7. Antikolesterol

Ekstrak etanol kulit batang Rhizophora apiculata memiliki
kemampuan dalam mempengaruhi metabolisme lipid,
diantaranya menurunkan kolesterol total, trigliserida, dan
LDL, serta meningkatkan kadar HDL (Mustofa dkk., 2024).
Selain itu, ekstrak etanol daun Rhizophora apiculata juga
terbukti mampu mencegah peningkatan kadar kolesterol
total dan trigliserida pada tikus yang diinduksi diet lemak
tinggi dengan dosis efektif berurutan, yaitu 28 mg/KgBB
dan 14 mg/KgBB (Mustofa dkk., 2022).
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Selain memiliki efek farmakologis yang telah terbukti secara ilmiah,
ekstrak Rhizophora apiculata juga memiliki dosis toksik. Studi
toksisitas subakut pada tikus menunjukkan bahwa dosis toksik
ekstrak kulit batang terhadap hati dan pankreas tikus, yaitu lebih dari
114 mg/kg dan 228 mg/kg (Mustofa et al., 2020). Selain itu, pada
penelelitian jumlah, motilitas dan morfologi spermatozoa tikus
menunjukan efek toksik pada dosis 912 mg/kg, 456 mg/kg, dan 228
mg/kg (Mustofa dan Paleva, 2023).

Mekanisme Antibakteri

Kemampuan penghambatan bakteri pada ekstrak Rhizophora
apiculata dikarenakan metabolit sekunder yang terkandung di
dalamnya.  Metabolit-metabolit  sekunder yang terkandung,
diantaranya flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, dan tanin. Dalam
beberapa penelitian, senyawa-senyawa metabolit sekunder tersebut
sudah dibuktikan memiliki aktivitas antibakteri (Othman et al.,
2019).

Dalam mekanisme antibakteri, flavonoid menghambat enzim dengan
reaksi protein, mengikat adhesin pada permukaan sel mikroba,
berinteraksi dengan substrat sehingga tidak tersedia untuk
mikroorganisme, dan membentuk kompleks dengan ion logam atau
protein ekstraseluler sehingga merusak membran sel bakteri,
sedangkan tanin memiliki aktivitas antibakteri berupa pembentukan
kompleks dengan protein pada dinding sel bakteri melalui interaksi
kovalen dan non-kovalen. Alkaloid juga memiliki mekanisme
antibakteri, yaitu dengan cara mempengaruhi pembelahan sel
bakteri.  Alkaloid dapat menghambat aktivitas reduktase
dihydrofolate sehingga menghambat sintesis asam nukleat (Othman
et al.,, 2019). Saponin juga berperan sebagai antibakteri dengan
target membran sel bakteri. Saponin berinteraksi dengan kolesterol

dan menimbulkan pori sehingga memaksa membran sel menjadi



2.15.

38

pecah (Amaha et al., 2022). Selain itu, Steroid juga telah terbukti
sebagai agen antibakteri dengan mekanisme Kkerja berupa
pembentukan senyawa kompleks dengan protein selular sehingga
merusak membran sel dan keluarnya senyawa-senyawa intraseluler
(Maesyaroh dkk., 2017).

Acuan Dosis Ekstrak Rhizophora apiculata

Pada penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
Rhizophora apiculata terhadap bakteri Edwardsiella tarda dengan
metode difusi cakram kirby-bauer menggunakan konsentrasi 100%,
90% , 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, dan 10%. Penelitian
tersebut menunjukkan hasil bahwa ekstrak Rhizophora apiculata
dapat memberikan efek bakteri mulai dari konsentrasi 10% dengan
rata-rata diameter zona hambat 6,27 mm dan zona hambat tertinggi
pada konsentrasi 100% sebesar 9,87 mm sebagaimana yang

tercantum pada tabel 6 di bawah ini (Kurniawan, 2021).

Tabel 6. Hasil Diameter Zona Hambat Aktivitas Antibakteri
Ekstrak Etanol Daun Rhizophora apiculata terhadap
bakteri E. tarda

Konsentrasi Konsentrasi Rata-Rata Zona
(dalam %) (dalam ppm) Hambat (mm)
Oxytetracycline Oxytetracycline 16,41
100 10000 9,87
90 9000 8,72
80 8000 8,17
70 7000 7,93
60 6000 7,27
50 5000 7,13
40 4000 6,86
30 3000 6,74
20 2000 6,48
10 1000 6,27

Sumber: Kurniawan, (2021)

Pada penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol akar

mangrove Rhizophora apiculata terhadap bakteri Staphylococcus



39

aureus dan Escherichia coli dengan metode well diffusion
menggunakan konsentrasi 125 pg/well, 250 upg/well, dan 500
ug/well. Penelitian dilakukan dengan variasi waktu inkubasi 12 jam,
24 jam, 48 jam dan 72 jam. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas
antibakteri  tertinggi terhadap Staphylococcus aureus pada
konsentrasi 500 pg/well dalam inkubasi 24 jam dengan zona hambat
8,3 mm sedangkan terhadap Escherichia coli tidak menunjukkan
aktivitas antibakteri, seperti yang terlihat pada tabel 7 berikut
(Usman, 2017).

Tabel 7. Hasil Diameter Zona Hambat Aktivitas Antibakteri
Ekstrak Etanol akar Rhizophora apiculata terhadap
bakteri E. tarda

Rerata Zona Hambat (mm)

Waktu Konsentrasi S aureus E_ coli
500 pg/well 7,95 7,0
250 pg/well 7,0 7,0
12 jam 125 pg/well 7,0 7,0
Kontrol (+) 25 28
Kontrol (-) 7,0 7,0
500 pg/well 8,3 7,0
250 pg/well 7,0 7,0
24 jam 125 pg/well 7,0 7,0
Kontrol (+) 24 24
Kontrol (-) 7,0 7,0
500 pg/well 8,0 7,0
250 pg/well 7,5 7,0
48 jam 125 pg/well 7,0 7,0
Kontrol (+) 22,5 26
Kontrol (-) 7,0 7,0
500 pg/well 7,0 7,0
250 pg/well 7,0 7,0
72 jam 125 pg/well 7,0 7,0
Kontrol (+) 26 22
Kontrol (-) 7,0 7,0
Keterangan:

-Kontrol negatif: Etanol 40% -Kontrol positif: kloramfenikol 0,5 mg/mL

Sumber: Usman, (2017)
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2.4. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan tahapan utama dalam pengolahan bahan alam untuk
memperoleh kandungan senyawa kimia dari jaringan tumbuhan ataupun
hewan (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2017). Ekstraksi
adalah jenis pemisahan satu atau beberapa bahan dari suatu padatan atau
cairan. Biasanya dilakukan dengan menggunakan pelarut yang sesuai
dengan komponen yang diinginkan Prinsip proses ekstraksi yaitu
pembukaan jaringan atau dinding sel dengan perlakuan yang dilakukan
sehingga terjadi penarikan senyawa target menggunakan pelarut organik
yang sesuai. Proses ekstraksi dimulai dengan penggumpalan ekstrak dan
pelarut yang menimbulkan kontak antar keduanya sehingga pada bidang
datar antarmuka bahan ekstraksi dengan pelarut akan terjadi pengendapan
massa secara difusi. Dalam proses ekstraksi akan dihasilkan dua jenis
larutan, yaitu fase organik dan fase air (rafinat). Fase organik kaya dengan
solut yang diinginkan sedangkan fase air sebaliknya. Setelah terjadi
pemisahan cairan kemudian cairan diuapkan sampai mendapat kepekatan

tertentu (Wardani, 2021). Metode ekstraksi terdapat dua macam, yaitu:

2.2.1 Metode Ekstraksi Cara Dingin
a. Metode Maserasi

Metode maserasi dalam bahasa latin memiliki arti merendam.
Maserasi merupakan cara penyaringan yang paling sederhana
yang dilakukan dengan merendam serbuk simplisia dalam cairan
penyari selama berapa hari pada temperatur kamar dan terlindungi
dari cahaya dimana cairan penyari akan masuk ke dalam sel
melalui dinding sel. Adapun tahapan-tahapan maserasi yaitu
dengan mencampur bahan ekstraksi dengan pelarut dan
membiarkannya saling berkontak. Kemudian, terjadilah
perpindahan massa dengan cara difusi pada bidang antarmuka
bahan ekstraksi dan pelarut dengan demikian terjadi interaksi

yang sebenarnya vyaitu pelarutan ekstrak.  Selanjutnya,
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memisahkan larutan ekstrak dari rafinat dengan cara filtrasi.
Tahap terakhir yaitu mengisolasi ekstrak dari larutan dan
mendapatkan kembali pelarut umumnya dilakukan dengan

penguapan (Wardani, 2021).

b. Metode Soxhletasi

Sokletasi adalah suatu metode pemisahan suatu komponen yang
terdapat dalam zat padat dengan cara penyaringan berulang-ulang
dengan menggunakan pelarut tertentu sehingga serta komponen
yang diinginkan akan terisolasi. Metode soxhletasi yaitu dengan
penyaringan  simplisia  secara  berkesinambungan cairan
dipanaskan  sehingga menguap uap cairan  penyaring
terkondensasi menjadi molekul-molekul air oleh pendinginan
balik dan turun dari simplisia dalam kelongsong yang selanjutnya
masuk ke dalam labu alas bulat setelah melewati pipa sifon
(Wardani, 2021).

c. Metode Perkolasi

Perkolasi adalah cara penyarian dengan mengalirkan penyaring
melalui serbuk simplisia yang telah dibasahi. Alat utama
perkolator dengan prosesnya yaitu melarutkan senyawa metabolit
pada suatu bahan yang akan diekstrak dengan cara mengalirkan
pelarut yang sesuai pada matriks bahan atau sampel yang telah
dipakai atau ditata pada perkolator sehingga senyawa metabolit
berikut dengan pelarut dan mengalir keluar dari bejana untuk
ditampung (Wardani, 2021).

2.2.2. Metode Ekstraksi Cara Panas
a. Metode Refluks

Metode refluks merupakan ekstraksi dengan pelarut yang

dilakukan pada titik didih pelarut tersebut selama waktu tertentu



42

dan jumlah pelarut tertentu. Dengan adanya pendinginan balik
dilakukan 3 kali sampai 5 kali pengulangan proses pada residu
pertama agar proses ekstraksi nya sempurna. Metodenya dengan
cara memasukkan sampel ke dalam labu alas bulat bersama-sama
dengan cairan penyari lalu dipanaskan, cairan penyari
terkondensasi pada kondensor bola menjadi molekul-molekul,
cairan penyari yang akan turun kembali menuju labu alas bulat
akan menyari kembali sampel yang berada pada labu alas bulat
sampai penyarian sempurna, penggantian pelarut dilakukan
sebanyak 3 kali setiap 3 sampai 4 jam, filtrat yang diperoleh
dikumpulkan dan dipekatkan (Wardani, 2021).

. Metode Destilasi Uap

Metode destilasi uap adalah metode untuk mengekstraksi minyak
minyak menguap dari sampel tanaman. Metode ini diperuntukan
untuk menyaring simplisia yang mengandung minyak menguap
atau mengandung komponen kimia yang mempunyai titik didih
tinggi. Pada prosesnya yaitu dilakukan pada tekanan udara normal
dengan penguapan cairan dengan cara memanaskan selanjutnya

dengan kondensasi uapnya menjadi cairan (Wardani, 2021).

. Metode Infusa

Metode infusa dilakukan dengan infundasi yakni penyarian
dengan cara menyaring simplisia dalam air pada suhu 90 derajat
Celcius selama 15 menit. Metode ini untuk simplisia yang lunak,
mengandung minyak atsiri dan tidak tahan pemanasan. Metode
infusa dilakukan dengan membuat sediaan cair dengan cara
mengekstraksi simplisia nabati dengan air pada suhu 90 derajat
Celcius selama 15 menit (Wardani, 2021).



43

d. Metode Dekokta

Metode ini lebih disarankan untuk simplisia Kkeras, tidak
mengandung minyak atsiri dan tahan pemanasan. Metode dekokta
dilakukan dengan membuat sediaan cair dengan mengekstraksi
simplisia dengan air 90 derajat C pada waktu lama kurang lebih
30 menit (Wardani, 2021).

e. Metode Ultrasonika

Metode ini mirip dengan metode maserasi, apabila pada metode
maserasi bahan dimasukan bejana kemudian diaduk untuk
mempercepat proses, pada metoda ultrasonika hal tersebut
digantikan dengan pemberian gelombang suara yang berfrekuensi
tinggi (20.00 Hz) dengan suhu tinggi hingga 60 derajat C
(Wardani, 2021).

2.3. Fraksinasi

Untuk mendapatkan ekstrak dengan komposisi senyawa yang lebih
sederhana dapat dilakukan fraksinasi. Fraksinasi berasal dari kata fraction
yang artinya bagian. Fraksinasi adalah mekanisme pemisahan senyawa dari
ekstrak yang didalamnya terkandung banyak senyawa metabolit sekunder.
Fraksinasi dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan bagian/fraksi aktif
tertentu dari suatu ekstrak atau mendapatkan ekstrak yang lebih murni
(Wardani, 2021).

Fraksinasi dapat dilakukan dengan metode ekstraksi cair-cair, yaitu metode
pemisahan senyawa pada ekstrak yang sudah dilarutkan pada suatu pelarut,
dengan pelarut yang kepolarannya berbeda sehingga tidak bercampur antara
kedua pelarut (immiscible) (Wardani, 2021). Metode fraksinasi cair-cair ini
dilakukan menggunakan corong pisah. Pada prinsipnya, saat kedua pelarut
sudah dimasukkan dalam corong pisah, akan dilakukan pengocokkan

sampai terbentuknya dua fase atau fraksi. Hal itu terjadi dikarenakan
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perbedaan polaritas antar pelarut yang menyebabkan senyawa-senyawa
bioaktif dalam ekstrak bergabung pada pelarut sesuai dengan kedekatan
sifat/polaritasnya. Fase atau fraksi dengan massa jenis yang lebih tinggi
akan menempati bagian bawah corong pisah sedangkan fase dengan massa
jenis lebih rendah akan menempati bagian atas. Proses fraksi diulang dengan
menggunakan pelarut yang berbeda polaritasnya hingga pelarut jernih yang
menunjukkan bahwa fraksi yang diinginkan telah murni. Setelah masing-
masing fraksi dipisahkan, selanjutnya dilakukan pengentalan fraksi dengan

metode evaporasi (Nugroho, 2017).

Proses fraksinasi akan menghasilkan ekstrak yang lebih murni sesuai
dengan pelarut yang digunakan. Setiap pelarut memiliki sifat-sifat yang
berbeda seperti nilai polaritas, viskositas, titik didih, dan tingkat kelarutan
pada air, seperti yang dijelaskan pada tabel 8 di bawah ini (Nugroho, 2017).

Tabel 8. Sifat Fisik dan Kimia Pelarut Organik

Pelarut Indeks Titik Didih Viskositas Kelarutan
Polaritas (°C) (cPoise) dalam air (%)
n-heksan 0.0 69 0.33 0.001
Diklorometan 3.1 41 0.44 1.6
n-butanol 3.9 118 2.98 7.81
Isopropanol 3.9 82 2.30 100
n-propanol 4.0 92 3.27 100
Kloroform 4.1 61 0.57 0.815
Etil asetat 4.4 77 0.45 8.7
Aseton 5.1 56 0.32 100
Metanol 5.1 65 0.60 100
Etanol 5.2 78 1.20 100
Akuades 9.0 100 1.00 100

Sumber: Nugroho, (2017)

2.3.1. Fraksi Etanol

Fraksi etanol adalah bagian dari ekstrak tumbuhan yang diperoleh
dengan menggunakan etanol sebagai pelarut. Etanol merupakan

salah satu pelarut polar dengan indeks polaritas 5,2 (Nugroho, 2017).
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Fraksi etanol mengandung senyawa-senyawa yang memiliki afinitas
terhadap etanol sebagai pelarut polar, seperti fenolik, flavonoid, dan
alkaloid (Julianto, 2019).

Fraksi Etil Asetat

Fraksi etil asetat adalah bagian dari ekstrak tumbuhan yang diperoleh
menggunakan etil asetat sebagai pelarut. Etil asetat merupakan salah
satu pelarut polar dengan indeks polaritas 4,4 (Nugroho, 2017).
Fraksi etil asetat mengandung senyawa yang memiliki afinitas
terhadap etil asetat sebagai pelarut semi polar, seperti senyawa fenol,
tanin, flavonoid, dan saponin (Julianto, 2019).

Fraksi N-Heksana

Fraksi n-heksana adalah bagian dari ekstrak tumbuhan yang
diperoleh menggunakan n-heksana sebagai pelarut. Pelarut n-
heksana termasuk kedalam pelarut non-polar sehingga memiliki
indeks kepolaran 0 (Nugroho, 2017). Fraksi n-heksana mengandung
senyawa-senyawa yang memiliki afinitas terhadap n-heksana sebagai
pelarut non polar, seperti senyawa karbon dan terpenoid (Julianto,
2019).

Komponen Bioaktif Fraksi Etanol Rhizophora apiculata

Pada penelitian ekstrak dan fraksi Rhizophora apiculata, potensial
pada ekstrak lebih tinggi dari pada ketiga fraksi, yaitu fraksi polar,
semipolar, dan non polar. Komponen bioaktif yang terkandung pada
ekstrak dan fraksi etanol Rhizophora apiculata, diantaranya terdapat
metabolit sekunder golongan flavonoid, tanin, dan terpenoid
(Haryoto dan Frista, 2019).
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2.5. Penentuan Aktivitas Antibakteri

Potensi dari suatu antimikroba diperkirakan dengan membandingkan zona
hambat pertumbuhan terhadap mikroorganisme yang sensitif dari hasil
penghambatan suatu konsentrasi larutan uji dibandingkan dengan antibiotik
(Mustapa, 2014). Penentuan aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan

dua metode, yaitu:

2.5.1. Metode Difusi
a. Metode Disk Diffusion (Tes Kirby & Bauer)

Metode ini menggunakan piringan yang berisi agen antimikroba,
kemudian diletakkan pada media agar yang sebelumnya telah
ditanami mikroorganisme sehingga agen antimikroba dapat
berdifusi pada media agar tersebut. Area jernih mengindikasikan
adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen

antimikroba pada permukaan media agar (Mustapa, 2014).

b. Cup-Plate Technique / Well Diffusion

Metode ini serupa dengan disk diffusion, dimana dibuat sumur
pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan
pada sumur tersebut diberi agen antimikroba yang akan diuji
(Mustapa, 2014).

c. Metode E-Test

Metode ini digunakan untuk mengestimasi Kadar Hambat
Minimum (KHM), vyaitu konsentrasi minimal suatu agen
antimikroba  untuk  dapat menghambat  pertumbuhan
mikroorganisme. Pada metode ini digunakan strip plastik yang
mengandung agen antimikroba dari kadar terendah sampai
tertinggi dan diletakkan pada permukaan media agar yang telah
ditanami mikroorganisme sebelumnya. Pengamatan dilakukan

pada area jernih yang ditimbulkan yang menunjukan kadar agen
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antimikroba yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme

pada media agar (Mustapa, 2014).

d. Ditch-Plate Technique

Pada metode ini sampel uji berupa agen antimikroba yang
diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media
agar dalam cawan petri pada bagian tengah secara membujur dan
mikroba uji (maksimum 6 macam) digoreskan ke arah parit yang

berisi agen antimikroba tersebut (Mustapa, 2014).

2.5.2. Metode Dilusi
a. Metode Dilusi Cair

Metode ini digunakan untuk mengukur Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh Minimum (KBM). Dilusi
cair dibagi 2, yaitu mikrodilusi dan makrodilusi. Perbedaan
diantara keduanya, vyaitu pada volume yang digunakan.
Mikrodilusi volume yang digunakan 0,05 ml sampai 0,1 ml,
sedangkan makrodilusi volume yang digunakan > 1 ml (Soleha,
2015). Metode dilusi cair adalah dengan membuat seri
pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang
ditambahkan dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba
pada kadar terkecil yang terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan
mikroba uji ditetapkan sebagai KHM (Mustapa, 2014).

Penentuan KBM dilakukan dengan penanaman bakteri pada
perbenihan cair untuk KHM sebelumnya ke dalam agar kemudian
diinkubasi 24 jam pada suhu 37°C. Pada konsentrasi terendah
yang tidak terjadi lagi pertumbuhan bakteri disimpulkan sebagai
KBM (Soleha, 2015).
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b. Metode Dilusi Padat

Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun
menggunakan media padat (solid), seperti media agar. Metode
dilusi agar dapat dilakukan dengan menambahkan antibiotik
sesuai dengan pengenceran ke dalam agar. Konsentrasi terendah
antibiotik yang mampu menghambat bakteri merupakan KHM
(Soleha, 2015).



2.6. Kerangka Penelitian

2.6.1. Kerangka Teori

Fraksi Etanol

Daun dan Kulit Batang

Bakau Minyak

(Rhizophora apiculata)

49

Metabolit Primer

Metabolit sekunder

Karohidrat, protein,
lemak, air, serat, abu, -
unsur makro (K, Mg, Na, Senyawa Senyawa Alkaloid
Ca) dan unsur mikro (Al, Terpenoid Fenolik
Mn, Cu, Fe, Zn)
Steroid Saponin Flavonoid Tanin
Aktivitas Antibakteri Aktivitas Aktivitas
Antibakteri Antibakteri
] |
Mengganggu permeabilitas siﬁ?esifg sintesis asam
membran bakteri dinding sel nukleat bakteri
bakteri

Lisis sel bakteri

Bakteri tidak
dapat
multiplikasi

Terhambatnya pertumbuhan bakteri Cutibacterium acnes, Staphlococcus aureus,
dan Staphylococcus epidermidis

Keterangan:
: variabel diteliti

: variabel tidak diteliti
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2.6.2. Kerangka Konsep

Fraksi etanol daun dan kulit Pertumbuhan Cutibacterium
batang bakau minyak .| acnes, Staphlococcus aureus,
(Rhizophora apiculata) dan Staphylococcus
epidermidis
2.7. Hipotesis

2.7.1. Hipotesis Null (H0)

Fraksi etanol daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) tidak memiliki aktivitas inhibisi terhadap bakteri

penyebab jerawat.

2.7.2. Hipotesis Alternatif (Ha)

Fraksi etanol daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) memiliki aktivitas inhibisi terhadap bakteri penyebab

jerawat.
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3.2
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BAB Il

METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian true eksperimental untuk
mengetahui aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang bakau
minyak (Rhizophora apiculata) terhadap bakteri penyebab jerawat. Pada
penelitian kuantitatif ini akan digunakan desain penelitian berupa postest
only control design dengan pengujian yang dilakukan pada akhir perlakuan
(Sugiyono, 2013). Pada penelitian ini menggunakan metode difusi sumuran
(well diffusion) untuk pengujian aktivitas antibakteri, makrodilusi cair untuk

menentukan KHM dan makrodilusi padat untuk menentukan KBM.

Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan September 2023-Januari
2024.

3.2.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung
untuk determinasi jenis tanaman. Proses pembuatan ekstrak akan
dilaksanakan pada dua tempat, yaitu Laboratorium Biokimia,
Biologi molekuler dan Fisiologi (BBF) Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung untuk melakukan maserasi dan Laboratorium

Kimia Organik Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
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Universitas Lampung untuk melakukan fraksinasi, serta evaporasi.
Uji fitokimia akan dilakukan di Laboratorium Kimia Organik
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung. Uji aktivitas antibakteri akan dilakukan di Laboratorium

Kesehatan Daerah Provinsi Lampung.

3.3 ldentifikasi Variabel Penelitian

3.3.1

3.3.2

Variabel Bebas

Variabel Bebas dalam penelitian ini adalah fraksi etanol daun dan
kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) masing-masing
dengan konsentrasi 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, dan 25%.
Konsentrasi pada uji antibakteri didapatkan berdasarkan penelitian
sebelumnya terkait konsentrasi ekstrak etanol daun Rhizophora
apiculata terhadap bakteri Edwardsiella tarda dengan konsentrasi
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, dan 100%. Pada
penelitian tersebut, konsentrasi 10% hingga 100% menunjukkan
adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri Edwardsiella tarda
dengan daya hambat lemah ke sedang. Oleh karena itu, peneliti
menguji aktivitas antibakteri fraksi etanol daun dan kulit batang
bakau minyak dengan konsentrasi yang berbeda, yaitu dimulai dari
konsentrasi yang lebih kecil dari penelitian sebelumnya (Kurniawan,
2021).

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri
Cutibacterium  acnes,  Staphylococcus  epidermidis,  dan
Staphylococcus aureus pada media Mueller Hinton Agar (MHA)
dengan metode pengukuran diameter zona hambat, konsentrasi

hambat minimal dan konsentrasi bunuh minimal.



3.4 Definisi Operasional Variabel Penelitian

Tabel 9. Definisi Operasional
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Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur  Skala
Operasional
Variabel Independen
Fraksi etanol Sediaan fraksi etanol Menggunakan Fraksi etanol  Ordinal
kulit batang kulit batang bakau persamaan: kulit batang
bakau minyak  minyak yang telah  MxV;=M,xV,  bakau minyak
(Rhizophora dibuat melalui dengan
apiculata) proses maserasi konsentrasi
dengan pelarut 1,5625%,
etanol dengan 3,125%,
konsentrasi yang 6,25%,
telah ditentukan dan 12,5%, dan
fraksinasi 25% untuk uji
antibakteri
Fraksi etanol Sediaan fraksi etanol Menggunakan Fraksi etanol ~ Ordinal
daun bakau daun bakau minyak persamaan: daun bakau
minyak yang telah dibuat  MxV;=M,xV, minyak
(Rhizophora melalui proses dengan
apiculata) maserasi dengan konsentrasi
pelarut etanol 1,5625%,
dengan konsentrasi 3,125%,
yang telah 6,25%,
ditentukan dan 12,5%, dan
fraksinasi 25% untuk uji
antibakteri
Clindamycin Clindamycin adalah Pengukuran Clindamycin  Kategorik
antibiotik yang dapatclindamycin akan dengan dosis
menghambat disesuaikan 2% untuk uji
pertumbuhan dengan dosis yang antibakteri
kemotaksis leukosit dibutuhkan
sehingga menekan
inflamasi dan
menurunkan kadar
Cutibacterium acnes
(Leung et al., 2021)
Akuades Akuades adalah air Pengukuran Akuades akan Kategorik
hasil dari akuades akan diujikan
penyulingan yang  disesuaikan aktivitas
bebas dari zat-zat  dengan yang antibakteri

pengotor (khotimah dibutuhkan
dkk., 2017)
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Variabel Dependen

Diameter zona
hambat bakteri

Konsentrasi
hambat
minimum

Konsentrasi
bunuh
minimum

Area media dimana Mengukur 1. x<5mm = Rasio
bakteri tidak dapat  diameter terluar lemah

tumbuh dikarenakan zona bening di 2. 5<x<10 mm

adanya fraksi etanol sekitar sumuran = sedang

daun dan kulit 3. 10<x<20

batang bakau mm = kuat

minyak yang 4. x >20 mm =
menghambat sangat kuat
pertumbuhannya

Konsentrasi Menentukan Konsentrasi Rasio
terendah fraksi konsentrasi terendah

etanol daun dan terendah yang fraksi (%)

kulit batang menghasilkan uji

Rhizophora dilusi broth yang

apiculata untuk jernih

menghambat

pertumbuhan

bakteri

Konsentrasi Menentukan Konsentrasi Rasio
terendah fraksi konsentrasi terendah

etanol daun dan terendah yang fraksi (%)

kulit batang
Rhizophora
apiculata untuk

membunuh bakteri

menunjukkan tidak
adanya koloni
bakteri pada uji
dilusi agar

3.5 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental metode sumuran atau well
difussion meliputi 5 konsentrasi, yaitu 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%,

dan 25%. Kontrol positif pada penelitian ini akan menggunakan antibakteri

pembanding berupa clindamycin 2% dan kontrol negatifnya berupa akuades

steril, sehingga terdapat 7 kelompok pada masing-masing fraksi etanol daun

dan kulit batang bakau minyak. Penentuan banyaknya pengulangan uji

antimikroba pada penelitian ini, ditentukan dengan rumus triplo atau

pengulangan sebanyak 3 kali. Hal ini berdasarkan penelitian sebelumnya

menyatakan bahwa pengujian antimikroba sebanyak 3 kali telah memenuhi

syarat minimal untuk pengujian antimikroba (Mustopa, 2015).
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3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1. Alat Penelitian

3.6.2.

3.6.3.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, diantaranya masker,
handscoon, neraca analitik, blender, ayakan mesh, toples/wadah
tertutup, kertas saring, rotary evaporator, corong pisah, water bath,
gelas kimia, bejana tertutup/toples gelas, plat tetes, gelas ukur,
batang pengaduk, autoclave, tabung reaksi, vortex, mikroskop,
object glass, erlenmeyer, alumunium foil, hot plate, inkubator,
batang penjepit, cawan petri, pipet steril, hockey stick, anaerobic jar,
Laminar Air Flow, bunsen, jarum ose, pipet tetes, mikropipet, pinset,

jangka sorong, kertas label, rak tabung reaksi, dan spidol.

Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu daun bakau
minyak, kulit batang bakau minyak, etanol 96%, n-heksana, etil
asetat, NaCl 0,9%, akuades, H,SO4, BaCl,, 2H,0, safranin, iodin,
alkohol 96%, kristal violet, FeCl 13%, HCI, Magnesium, H,SO,4
Asam asetat anhidrida, pereaksi meyer, reagen H,O, plasma sitrat
darah 3,8%, medium Mannitol Salt Agar (MSA), biakan bakteri
Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus
epidermidis, Nutrient Agar (NA), Nutrient broth, Mueller Hinton
Agar (MHA), dan clindamycin 2%.

Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.
Determinasi tanaman ini dilakukan untuk memastikan bahwa
kebenaran bahan yang digunakan dalam penelitian adalah daun dan

kulit batang Rhizophora apiculata.
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Ekstraksi Daun dan Kulit Batang Bakau Minyak

Tahapan proses ekstraksi daun dan kulit batang bakau minyak
meliputi penghancuran sampel, maserasi, dan evaporasi. Langkah
awalnya, pengambilan sampel bakau minyak di Lampung Timur,
kemudian, dilakukan sortasi basah. Setelah terbebas dari benda
asing, simplisia dipotong kecil-kecil dan dikering-anginkan di dalam
ruangan selama 7-10 hari. Setelah simplisia kering dilakukan sortasi
kering. Simplisa dihaluskan dengan blender dan diayak sampai

menjadi serbuk, lalu, dilakukan penimbangan (Kurniawan, 2021).

Proses selanjutnya, simplisia dimaserasi dengan larutan etanol 96%
dengan perbandingan 1:2,5 pada wadah/toples berbahan kaca yang
tertutup. Simplisia ditimbang masing-masing 600g dimasukkan
dalam wadah maserasi direndam dengan etanol 96% sebanyak 2,5 L.
Proses maserasi dilakukan 1x24 jam, dilakukan pengadukan pada 6
jam pertama dan harus terlindungi dari sinar matahari langsung.
Setelah 18 jam, campuran tersebut disaring dengan kertas saring
sehingga didapatkan filtrat. Remaserasi dilakukan dengan metode
yang sama hingga didapatkan warna bening pada pelarut. Filtrat
yang didapatkan ditampung menjadi satu pada masing-masing
simplisia (Mustofa dkk., 2018).

Proses selanjutnya, filtrat diuapkan menggunakan rotary evaporator
untuk memisahkan pelarut pada suhu tidak lebih dari 50° hingga
pelarut selesai menguap dan didapatkan ekstrak etanol daun maupun
kulit batang kental atau berbentuk pasta (Wardani, 2021).

Fraksinasi

Ekstrak etanol kental daun dan kulit batang bakau minyak yang
diperolen kemudian difraksinasikan dengan metode ekstraksi cair-
cair dengan menambahkan pelarut n-heksana pada ekstrak etanol

dengan perbandingan sama (1:1) pada corong pisah kemudian,
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dilakukan pengocokkan hingga terbentuk 2 fraksi pada bagian atas
dan bawah corong. Pada proses tersebut senyawa-senyawa dari
ekstrak akan bergerak memisah sesuai dengan kedekatan sifat dari
senyawa pelarutnya. Pada bagian atas ditempati pelarut dengan
massa jenis rendah sedangkan bagian bawah ditempati pelarut
dengan massa jenis yang lebih tinggi (Wardani, 2021). Setelah
terjadi pemisahan, fraksi etanol dimasukan kembali ke corong pisah
ditambahkan pelarut etil asetat dengan cara dan perbandingan yang
sama untuk memisahkan senyawa polar dari senyawa semipolar.
Selanjutnya, dilakukan pengocokkan dan pemisahan berulang hingga
pelarut n-heksana maupun etil asetat terlihat jernih yang
menunjukkan bahwa pada pelarut etanol hanya tertinggal zat yang
bersifat polar saja. Setelah didapatkan fraksi etanol yang murni,
fraksi etanol dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga
diperoleh sediaan kental (Jannah dkk., 2020).

Setelah itu, sediaan kental ditimbang dan dilakukan penghitungan
rendemen sebagai berikut (Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia, 2017).

Rendemen % = berat ekstrak (g) x 100%
berat bubuk simplisia (g)

Selanjutnya, fraksi dapat disimpan dalam wadah yang tertutup
(Kurniawan, 2021).

Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa
bioaktif atau metabolit sekunder dalam frakasi daun dan kulit batang
Rhizophora apiculata. Proses uji fitokimia yang akan dilakukan pada

masing-masing fraksi etanol daun dan kulit batang bakau dijelaskan

dalam tabel 10 di bawah ini.
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Tabel 10. Uji Fitokimia

Uji Proses Uji Pengamatan
Fitokimia Hasil Positif
Alkaloid  Mencampurkan 2 ml fraksi + 2 ml  Positif  apabila

HCL + Pereaksi Meyer terbentuk
endapan putih
Fenolik Mencampurkan 2 ml fraksi + Positif  apabila
FeCl13 1% terbentuk warna
biru kehitaman
Saponin  Mencampurkan 2 ml fraksi + Positif jika busa
akuades 5 ml, kemudian dikocok tetap stabil
hingga terbentuk busa stabil, setelah
ditambahkan 1 tetes HCL 2N. ditambahkan 1
tetes HCL 2N.
Flavonoid Mencampurkan 2 ml fraksi + Positif jika
etanol 5 ml + 3 tetes HCL pekat + terbentuk warna
1,5 gr Magnesium merah
Tanin Mencampurkan 2 ml fraksi + Positif jika
FeCI3 + 2-3 tetes H2SO4 terbentuk warna
kuning
kecoklatan
Steroid Menambahkan filtrat pada plat Positif  steroid
dan tetes dan dibiarkan sampai kering  (warna biru dan
Terpenoid + 1 tetes asam asetat anhidrida + 1 hijau), Positif
tetes asam sulfat pekat Terpenoid
(warnna  merah
dan ungu)

Sumber: Akasia, et al., (2021)

3.6.7. Pengenceran Fraksi
1. Pembuatan Larutan Induk Fraksi Etanol 100%

Larutan induk fraksi etanol dibuat dengan cara melarutkan 1
gram fraksi etanol ke dalam akuades sebanyak 100 mL ke
dalam labu takar, sehingga didapatkan volume larutan induk
fraksi etanol dengan konsentrasi 100% sebanyak 100 mL. Hal
ini didapatkan dari penyetaraan konsentrasi pada penelitian
sebelumnya yang menggunakan konsentrasi 100% setara dengan
10.000 ppm, sehingga apabila dikonversikan dalam g/ml akan
didapat 1 g/200 ml.
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Pengenceran Fraksi Induk Untuk Konsentrasi Uji:

Fraksi induk akan diencerkan menggunakan akuades steril agar
memperoleh konsentrasi 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, dan

25% dengan menggunakan rumus:
MixVi=MyxV,

Keterangan:

M; : Konsentrasi awal

V1 : Volume yang dicari

M, : Konsentrasi yang diinginkan

V5, : Volume yang diinginkan

a. Fraksi dengan Konsentrasi 25%:
MixVi=Myx V>

100% x V1= 25% x 10 ml

_25%x10ml

- =2
1 100% ,5ml

b. Fraksi dengan konsentrasi 12,5%:
MixVi=Myx V>

100% x V1 =12,5% x 10 ml

_12,5% x10ml

V1
100%

=1,25ml

c. Fraksi dengan konsentrasi 6,25%:
MixVi=Myx V>

100% x V1= 6,25% x 10 ml

_625%x10ml

V1
100%

=0,625ml

d. Fraksi dengan konsentrasi 3,125%:
MixVi=MyxV,

100% x V1= 3,125% x 10 ml

_ 3,125%x 10 ml

V1= =0,3125ml
100%
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Fraksi dengan konsentrasi 1,5625%:
MixVi=MyxV,

100% x V1= 1,5625% x 10 ml

_ 1,5625% x 10 ml

V= = 0,15625 ml
100%

3.6.8. Uji Aktivitas Antibakteri

3.6.8.1.

3.6.8.2.

Sterilisasi Alat

Alat-alat gelas yang digunakan dalam penelitian
dibersihkan dan dikeringkan terlebih dahulu kemudian
dibungkus dengan kertas pembungkus. Sterilisasi dengan
autoclave pada suhu 121° selama 15 menit. Alat-alat
seperti kawat ose dan pinset disterilkan dengan cara dibakar
dengan api bunsen sebelum pemakaian (Gerung dkk.,
2021).

Identifikasi Bakteri

Bakteri yang akan diuji dilakukan identifikasi bakteri
dengan pewarnaan gram, uji katalase, dan uji koagulase,
serta untuk membedakan bakteri S. aureus dan S.
epidermidis dilakukan uji Mannitol Salt Agar (MSA)

sebagai berikut:

a. Pewarnaan Gram

Identifikasi sampel bakteri Cutibacterium acnes,
Staphylococcus aureus, dan Staphylococcus epidermidis
dilakukan dengan pewarnaan gram. Pewarnaan gram
dapat membedakan antara gram positif dan negatif.
Bakteri gram positif akan menyerap kristal violet
sehingga berwarna ungu sedangkan bakteri gram negatif
akan menyerap safranin sehingga berwarna merah. Pada

proses pewarnaan gram diawali dengan proses mengoles
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bakteri pada kaca preparat dengan ose yang disterilkan
terlebih  dahulu dengan api bunsen. Selanjutnya,
menuangkan zat warna Kristal violet dan dibiarkan
selama 1 menit kemudian, dicuci dengan air mengalir.
Setelah itu, beri larutan lugol dan biarkan 1 menit.
Sediaan selanjutnya dibilas dengan air lalu dengan
alkohol 96% sampai tidak ada zat warna terlarut. Cuci
dengan air hingga bersih, lalu teteskan safranin,biarkan
selama 1 menit lalu, cuci dengan air bersih. Keringkan
dengan kertas saring. Tahap selanjutnya dapat dilakukan
identifikasi pada preparat bakteri menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 1000 kali (Suarjana dkk.,
2017).

. Uji Katalase

Prinsip kerja uji katalase adalah mengubah hidrogen
peroksida (H,O,) yang bersifat toksin menjadi air (H,0)
dan oksigen (O,) dengan bantuan enzim katalase. Uji
katalase dilakukan dengan cara mencelupkan 1 ose
bakteri ke dalam tabung berisi reagen hidrogen peroksida
(H20,). Reaksi positif ditandai dengan terbentuknya
gelembung-gelembung udara (Sianipar dkk., 2020).

Uji Koagulase

Uji koagulase dilakukan dengan cara menghomogenkan
koloni bakteri dengan plasma sitrat manusia, domba,
atau kelinci 3,8% di atas object glass, kemudian diamati
adanya gumpalan seperti pasir halus dalam waktu 1-2
jam. Hal ini menunjukkan adanya kerja enzim
koagulase yang mengubah fibrinogen dalam plasma
sitrat menjadi fibrin (Jiwintarum dkk., 2015).
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d. Uji Mannitol salt agar (MSA)

Uji MSA dilakukan dengan cara mengkultur bakteri
kedalam media MSA, kemudian diinkubasi selama 18-
24 jam pada suhu 37°C. Hasil positif ditunjukkan
dengan perubahan medium dari warna merah menjadi

kuning karena adanya fenol acid (Darmawi dkk., 2019).

3.6.8.3. Peremajaan Bakteri
a. Pembuatan Media Agar Miring

Media agar miring akan digunakan untuk inokulasi
bakteri. Pembuatan media agar miring diawali dengan
penimbangan Nutrient Agar (NA) sebanyak 0,56 ¢
kemudian dilarutkan ke dalam 20 ml akuades (28g/1000
ml) menggunakan erlenmeyer. Larutan dihomogenkan
dengan hot plate hingga mendidih lalu, dituangkan pada
tabung reaksi steril sebanyak 5 ml dan ditutup dengan
alumunium foil. Selanjutnya, media disterilkan dalam
autoclave pada suhu 121° selama 15 menit. Media
dibiarkan pada suhu ruangan 30 menit sampai media
menjadi padat dengan kemiringan 30° (Gerung dkk.,
2021).

b. Inokulasi Bakteri Uji

Sebelum melakukan penginokulasian bakteri, ose
disterilkan terlebih dahulu dengan api bunsen.
Selanjutnya, dilakukan pengambilan bakteri dengan ose
yang sudah lalu digoreskan pada media agar miring.
Selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C
dalam waktu 24 jam (Gerung dkk., 2021).
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Perlakuan pada bakteri anaerob aerotolerant cukup
berbeda. Penanaman bakteri dilakukan dalam Laminar
air flow, agar terjamin tidak ada kontaminasi bakteri lain.
Setelah penginokulasian, media disimpan dalam anarob
jar, kemudian, diinkubasikan pada inkubator dengan
suhu 37°C (Hasfari, dkk., 2015).

3.6.8.4. Pembuatan Media Pengujian
a. Pembuatan Standar Kekeruhan Suspensi Bakteri
(McFarland 0,5)

Pembuatan standar kekeruhan suspensi bakteri yaitu
dengan mencampurkan 9,95 ml larutan H,SO, 1%,
BaCl,, 0,05 ml, 2H,O 1,175% dalam erlenmeyer.
Dikocok hingga terbentuk kekeruhan larutan (Gerung
dkk., 2021).

b. Pembuatan Suspensi Bakteri

Masing-masing bakteri diambil dari media agar miring
dengan  menggunakan  ose  steril,  kemudian,
disuspensikan ke dalam tabung reaksi yang berisi NaCl
0.9% sebanyak 10 ml sampai diperoleh kekeruhan yang
sama dengan standar kekeruhan larutan McFarland
(Gerung dkk., 2021).

c. Media Nutrient Broth (NB)

Pembuatan media Nutrient Broth dilakukan dengan cara
menimbang sebanyak 8 g serbuk NB dan dilarutkan
dengan akuades sebanyak 1000 ml. Selanjutnya, media
Nutrient Broth dihomogenkan menggunakan erlenmeyer
dan dipanaskan selama 10 menit menggunakan hot plate.

Media yang sudah larut, disterilkan dengan autoclave
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selama 15 menit pada suhu 121° celcius (Lajira dan
Lister, 2019).

d. Media MHA

Pembuatan  media  pengujian  diawali  dengan
penimbangan MHA sebanyak 19 g, kemudian dilarutkan
dengan akuades hingga mencapai volume 500 mL
menggunakan  erlenmeyer.  Setelah itu, media
dihomogenkan dengan cara dipanaskan diatas hot plate.
Setelah homogen, media disterilisasi menggunakan
autoclave selama 15 menit pada suhu 121 °C. Media di
tuangkan pada cawan petri lalu, dibiarkan hingga
memadat (Nurhayati dkk., 2020).

3.6.8.5. Uji Aktivitas Antibakteri

Masing-masing suspensi bakteri uji diinokulasikan pada
media MHA sebanyak 0,1 mL, selanjutnya, diratakan
dengan hockey stick. Setelah kering, dilakukan pembuatan
sumuran dengan melubangi media menggunakan ujung
pipet yang steril dengan diameter 6 mm. Larutan uji fraksi
etanol daun dan kulit bakau minyak masing-masing dengan
berbagai konsentrasi (1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, dan
25%), kontrol negatif berupa akuades steril, dan kontrol
positif berupa larutan clindamycin diteteskan pada sumuran
yang berbeda sebanyak 40 pl. Dilakukan pengulangan
sebanyak tiga kali. Selanjutnya, diinkubasi selama 1x24 jam
pada suhu 37°C. Pada bakteri yang bersifat anaerob
aerotolerant, sebelum diinkubasi dimasukkan dalam
anaerobic jar terlebih dahulu. Setelah diinkubasi, dilakukan
pengamatan zona bening yang terbentuk di sekitar sumuran.
Diameter zona hambat tersebut diukur dengan jangka

sorong dengan cara diameter keseluruhan dikurangi
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diameter sumuran 7 mm dan ditentukan kategori kekuatan
daya hambat antibakterinya (Nurhayati dkk., 2020).
Selanjutnya, dilakukan pengkategorian aktivitas antibakeri
berdasarkan zona hambat yang terbentuk. Menurut David
dan Stout pada tahun 1971 mengklasifikasikan zona hambat
menjadi empat kategori, yaitu zona hambat <5 mm
terkategorikan sebagai antibakteri lemah, 5-10 mm sebagai
antibakteri sedang, 10-20 mm sebagai antibakteri kuat, >20
mm terkategorikan sebagai antibakteri sangat kuat (Ouchari,
et al. 2019).

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Konsentrasi  hambat minimum (KHM) merupakan
konsentrasi terendah dari agen antimikroba yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri. Pada penelitian ini,
penentuan KHM akan dilakukan dengan metode
makrodilusi cair. Pada prinsipnya, metode makrodilusi
adalah  metode penentuan KHM dengan cara
membandingkan kejernihan tabung yang diberikan
perlakuan dengan kontrol (Fitriana dkk., 2019).

Sebelum melakukan uji KHM, dilakukan sterilisasi pada
tabung reaksi dan diberi label sesuai konsentrasi yang
diujikan. Pada setiap tabung diisi media NB sebanyak 3,5
mL dan 0,5 mL suspensi masing-masing bakteri.
Selanjutnya, masing-masing tabung uji ditambahkan 1 ml
fraksi etanol bakau minyak dengan konsentrasi 1,5625%,
3,125%, 6,25%, 12,5%, dan 25%. Tabung kontrol positif
ditambahkan suspensi antibiotik clindamycin. Tabung
kontrol  negatif  ditambahkan akuades. Dilakukan
pengulangan sebanyak tiga kali. Selanjutnya, semua tabung

diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C.
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Setelah diinkubasi, dilakukan pengamatan pada kekeruhan
dan kejernihan masing-masing medium uji dengan tabung
kontrol sebagai pembandingnya. Konsentrasi ekstrak
terkecil pada tabung perlakuan yang sudah mulai
menghambat pertumbuhan bakteri dapat disimpulkan
sebagai kadar hambat minimum (Munira dan Nasir, 2023).

Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Konsentrasi bunuh minimum atau KBM merupakan
konsentrasi terendah antimikroba untuk membunuh 99,9%
bakteri setelah inkubasi 24 jam. Penentuan KBM dilakukan
dengan metode dilusi padat dengan cara menggores 0,1 mL
masing-masing konsentrasi dari tabung uji KHM ke dalam
media MHA yang telah diberi label dengan konsentrasi
yang sesuai dan dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali.
Selanjutnya, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Kemudian, dilakukan  pengamatan ada tidaknya
pertumbuhan koloni bakteri pada media agar. Konsentrasi
yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri dapat
disimpulkan sebagai KBM (Munira dan Nasir, 2023).
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Pengambilan sampel uji daun dan kulit batang bakau minyak
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Determinasi tanaman
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\

v

\’

Kontrol Ekstraksi daun Ekstraksi kulit
bakau minyak batang bakau
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Pegenceran fraksi etanol Pegenceran fraksi etanol
daun bakau minyak kulit batang bakau minyak
menjadi 1,5625%, menjadi 1,5625%,
3,125%, 6,25%, 12,5%, 3,125%, 6,25%, 12,5%,
) (+) dan 25% dan 25%
v

Uji identifikasi P. acnes, S. epidermidis, dan S. aureus

!

Pembuatan media dan inokulum P. acnes, S. epidermidis, dan S. aureus
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Uji aktivitas antibakteri P. acnes, S. epidermidis, dan S. aureus
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Analisis Data

Pada penelitian ini, data diameter zona hambat yang didapat berdasarkan

pengujian aktivitas antibakteri akan dianalisis menggunakan software

statistik SPSS. Data hasil penelitian akan dianalisis terdistribusi normal atau

tidaknya menggunakan uji normalitas Shapiro-wilk karena jumlah sampel

penelitian <50 dan uji homogenitasnnya menggunakan Levene. Jika data

terdistribusi normal (p>0,05), uji statistik yang akan digunakan adalah uji

one way ANOVA dengan beberapa hal yang harus diperhatikan, sebagai

berikut (Dahlan, 2014):l,

a. Gunakan uji one way ANOVA dengan post hoc Bonferroni atau LSD,
bila sebaran normal dengan varian yang sama;

b. Gunakan uji one way ANOVA dengan post hoc Tamhane’s, bila sebaran
normal dan varian berbeda;

c. Bila sebaran tidak normal, lakukan transformasi. Analisis yang dilakukan
bergantung pada sebaran dan varian hasil transformasi;

d. Gunakan uji Kruskal-Wallis dengan post hoc Mann-Whitney, bila sebaran
tidak normal (p<0,05).

Data hasil penelitian makrodilusi konsentrasi hambat minimum (KHM) dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM) yang didapat berdasarkan pengamatan
secara makro akan disajikan dalam bentuk tabel, dideskripsikan, dan

disertakan dokumentasi pendukung.

Etika Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor ethical
clearance NO. 4020/UN26.18/PP.05.02.00/2023. Surat keterangan

persetujuan etik (ethical approval) ini terdapat pada lampiran.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan bahwa:

1. Fraksi etanol daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
penyebab jerawat Cutibacterium acnes. Fraksi daun bakau minyak
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Cutibacterium acnes
pada konsentrasi 12,5% yang terkategorikan antibakteri lemah,
dengan KHM pada konsentrasi 6,25% dan KBM pada konsentrasi
12,5%. Sedangkan pada fraksi etanol kulit batang bakau minyak
memiliki  aktivitas antibakteri pada konsentrasi 25% yang
terkategorikan antibakteri kuat, dengan KHM pada konsentrasi 6,25%
dan KBM pada konsentrasi 12,5%.

2. Fraksi etanol daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
penyebab jerawat Staphylococcus epidermidis. Fraksi daun bakau
minyak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
epidermidis pada konsentrasi 12,5% yang terkategorikan antibakteri
lemah, dengan KHM pada konsentrasi 6,25% dan KBM pada
konsentrasi 6,25%. Sedangkan pada fraksi etanol kulit batang bakau

minyak memiliki aktivitas antibakteri pada konsentrasi 25% yang
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terkategorikan antibakteri kuat, dengan KHM pada konsentrasi 6,25%
dan KBM pada konsentrasi 12,5%.

3. Fraksi etanol daun bakau minyak (Rhizophora apiculata) terbukti
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri penyebab jerawat
Staphylococcus aureus. Fraksi daun bakau minyak memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi
25% yang terkategorikan antibakteri sedang, dengan KHM pada
konsentrasi 12,5% dan KBM pada konsentrasi 25%. Sedangkan pada
fraksi etanol kulit batang bakau minyak memiliki aktivitas antibakteri
pada konsentrasi 25% yang terkategorikan antibakteri kuat, dengan
KHM pada konsentrasi 6,25% dan KBM pada konsentrasi 12,5%.

4. Fraksi etanol kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata)
menunjukkan aktivitas antibakteri yang lebih kuat terhadap bakteri
Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, dan Staphlococcus

aureus daripada fraksi etanol daun bakau minyak.

5.2 Saran

Adapun saran pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Dapat dilakukan uji fitokimia secara kuantitatif maupun kualitatif,
seperti menggunakaan metode spektrofotometer Uv-Vis.

2. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui fraksi etanol
daun dan kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) yang
memiliki dosis teraupetik lebih optimal untuk membunuh bakteri
secara efektif.

3. Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktivitas
antibakteri daun dan kulit batang bakau minyak dengan metode
ekstraksi, fraksinasi, dan pelarut lainnya, serta metode uji aktivitas
antibakteri yang berbeda.
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