
LAPORAN HASlL PENELITIAN UNGGULAN 
PERGURUAN TINGGI 
Tahun Anggaran 2012 

FRAKSINASI DAN UJI DA YA HAMBAT BAKTERI 
Mycobacteriu11z tuberculosis DARI EKSTRAK n-HEKSANA 

DAN METANOL UMBI BIDARA UPAS 
(Merremia mammosa Hall.) 

Prof. Dr. Mangestuti Agil, Apt., MS 
Rr. Retno Widyowati, S.Si, Apt., M.Pharm 
Prof. Dr. Noor Erma Sugijanto, MS, Apt 

biayai oleh DIP A Universitas Airlangga sesuai dengan Surat Keputusan Rektor 

T ntang Kegiatan Penclitian Unggulan Perguruan Tinggi Tahun Anggaran 2012 

N mor: 2613/H3/KRJ2012, Tanggal9 Maret 2012 

UNIVERSITAS AIRLANGGA 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Fraksinasi dan Uji Daya... Mangestuti Agil



LAPORAN HASIL PENELITIAN UNGGULAN 
PERGURUAN TINGGI 
Tahun Anggaran 2012 

FRAKSINASI DAN UJI DAYA HAMBAT BAKTERI 
Mycobacteriu1n tuberculosis DARI EKSTRAK n-HEKSANA 

DAN METANOL UMBI BIDARA UPAS 
(Merremia mammosa Hall.) 

Prof. Dr. Mangestuti Agil, Apt., MS 
Rr. Retno Widyowati, S.Si, Apt., M.Pharm 
Prof. Dr. Noor Erma Sugijanto, MS, Apt 

D iayai oleh DIP A Universitas Airlangga sesuai dengan Surat Keputusan Rektor 

T ntang Kegiatan Penelitian Unggulan Perguruan Tinggi Tahun Anggaran 2012 
N mor: 2613/H31KR12012, Tanggal9 Maret 2012 

UNIVERSITAS AIRLANGGA 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Fraksinasi dan Uji Daya... Mangestuti Agil



HALAMAN PENGESAHAN 

I. JUDUL : Fraks inas i dan Uj i Daya Hambat Bakteri Mycobacterium 
tuberculosis dari Ekstrak 11-Heksana dan Metanol Umbi Bidara Upas 
(Merremia mammosa Hall.) 

2. Ketua Peneliti 

a. Nama Lengkap 
b. Jcn is Kelamin 
c. NIP 
d. Pangkaugolongan 
e. Jabatan Fungsional 
f. Bidang Keahl ian 

:Prof. Dr. Hj. Mangestut i Agil, MS, Apt. 
:P 
: 19500422 198002 200 I 
: /Go I. IV //a 
: Pembina 
: Fannakognosi/ titokimia 

g. Fakul tas/Jurusan : Fannasi/Departemen Farmakognosi dan f-" itokimia Uni versitas 
Airlangga 

h. Perguruan Tinggi 
· ' im Peneliti 

: Universitas Airlangga 

No Nama Pencliti BIDANG KEA I-LLI AN FAKULTAS/ PERGU RUAN 

I. 

2. 

.., 
J. 

Prof. Dr. Mangcstuti 
Agil. MS .. Apt. 
Rr. Retno Widyowati. 
S.Si, Apt., M.Phann 

Prof. Dr. Noor Erma 
Sugijanto, MS. Apt 

Fannakognosi/Fitokimia 

Fannakognosi/Fitokimia 

Kimia analisa dan 
M ikrobiologi 

JURUSAN 

Farmasi 

Farmasi 

Farmasi 

3. Pendanaan dan Jangka Waktu Penclit ian : 2 tahun 
a. Jangka waktu penelitian yang diusulkan: 2 tahun 
b. Biaya yang diusulkan Rp. 85.000.000,-
c. Biaya yang disetujui tahun ini Rp. 35.000.000,-

TINGGI 
Un iversitas 
Airlangga 

Universitas 
Airlangga 

Un iversitas 
Airlangga 

Surabaya,31 Oktober 2012 
M ngetahui , 
Dq<an Fakultas Farmasi Ketua Peneliti, 
Ur: ivcrsitas Airlangga. 

Dr Hi. ~iiah. Aol.. w;-... ~ Mangestuti Agil, MS, Agt 
Nl .19560407 1 98103~~ff0,~~SAIHL~ l~ NIP.I9500422198002200 1 

// ~s ~1.P. , r I 
(( ft1M:.~.'.f:!l.J!, ~~ ~enrtahui: 
~ ~ t.~ , .)~ ~e '{bag~ Penclitian Unair, 
\\ « ~~ ~-~· I ~(.~~,..<;j~ 

··~O:·~t ~~~ ... 
""1/j/1 ~CA 1'0~\: ~" 

~~MP'~ · · A:uus"'Purwanto ADt.. MSi 
NIP ~ 9590805 19870 I l 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Fraksinasi dan Uji Daya... Mangestuti Agil



RINGKASAN 

Indonesia adalah salah satu negara dengan prevalensi penyakit Tuberculosis (TBC) 
ang tinggi. Menurut WHO, Indonesia menjadi negara penyumbang penyakit TBC terbesar 
etiga di Asia setelah India dan China dengan angka kematian yang cukup tinggi tiap 
ahunnya. Penyakit yang biasa menyerang paru-paru ini disebabkan oleh penularan 

gsung bakteri Mycobacterium tuberculosis. 
Sanitasi yang buruk, kurangnya kesadaran akan kebers~han ditambah kurang 

erhasilnya Obat Anti Tuberculosis (OAT) yang ada sekarang menjadi penyebab sulitny~ 
emberantasan penyakit ini di Indonesia. Adanya resistensi dan efek samping yang sangat 
engganggu dari OAT menjadi penyebab diperlukannya suatu penemuan atas obat 
timikroba baru terutama dari bahan alam yang aman, efektif dan memiliki efek samping 
ng rendah. 

Umbi Bidara Upas (Merremia mammosa Hall.) telah digunakan masyarakat 
adura secara turun temurun dari generasi ke generasi sebagai obat anti tuberkulosis. 

P makaian tersebut bel urn memiliki bukti ilmiah mengenai efektifitas ·dan keamannya. 

P da penelitian terdahulu, Mangestuti dkk (20 1 0) membuktikan khasiat ekstrak air, n

h ksana dan metanol dalam menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis. Oleh 
s bah itu, dalam penelitian ini dilakukan pemisahan lebih lanjut terhadap ekstrak n
h ksana dan metanol, dan terhadap fraksi yang mengandung senyawa yang terdeteksi 
m lalui skrining fitokimia akan dilak.ukan uji aktifitas daya hambat terhadap bakteri yang 
se sitif TBC (Mycobacterium tuberculosis) dengan menggunakan metode Dilusi Agar 
u uk mencari Konsentrasi Hambat Minimun (KHM). Selanjutnya fraksi yang memiliki 
da a hambat paling optimal akan disolasi lebih lanjut guna mendapatkan kandungan 
se yawa yang pot en sebagai anti-TBC. 
H il penelitian terhadap fraksi ekstrak n-heksana menunjukkan terdapatnya sebuah fraksi 
y g dinamakan fraksi E. Fraksi E menunjukkan aktivitas antituberkulosis dengan 
ko sentrasi 400-12,5 J.lg/ml. Sampai pada akhir penelitian belum dapat ditetapkan 
ko sentrasi hambat minimum. 
Ha il penelitian terhadap fraksi ekstrak metanol menunjukkan terdapatnya fraksi yang 
dis but fraksi 4 dengan MIC 50 J.tg/ml. 

Ke ords: Bidara Upas, bakteri sensitif TBC (Mycobacterium Tuberculosis), KHM, 
fraksinasi 
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Abstract 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF FRACTIONS OF EXTRACT OF n. HEXANE 

AND METHANOL OF BIDARA UPAS (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)'s 

AGAINST 

Mycobacterium tuberculosis 

Bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) is known as traditional anti
uberculosis plant in Madura. This study was aimed to investigate antibacterial activity of 
actions of n. hexane and methanol of Bidara upas inhibiting Mycobacterium Tuberculosis 
owth. These fractions were made by using vacuum liquid chromatography methods with 
hexane and a mixture of chloroform and methanol as the eluent. A former research 

s owed n.hexane and methanol extracts contained flavonoid and terpenoid components. 
he antibacterial test for n. hexane, fraction E showed antibacterial activity against 
ycobacterium tuberculosis H3 7RV A TCC 27294 at the concentration of 400-12,5 J.lg/ml. 

I MI C has not been detected yet. 

I antibacterial test for methanol extract, 9 fractions at 500 J.lg/ml concentration was 
c osen to be analyzed the antibacterial activity. The result showed only one fraction, 
k own as fraction 4, showed antibacterial activity against both Mycobacterium 
t berculosis H37Rv 27294 strains. The MIC of fraction 4 is 50 J.lg/ml. 

: antibacterial, flavonoid, terpen, Merremia mammosa, tuberculosis 
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PRAKATA 

uji syukur kami sampaikan atas kesempatan yang telah kami terima untuk melaksanakan 

enelitian Unggulan Perguruan Tinggi Tahun Anggaran 2012 yang berjudul: 

FRAKSINASI DAN UJI DA YA HAMBAT BAKTERI Mycobacterium tuberculosis 
DARI EKSTRAK n-HEKSANA DAN METANOL UMBI BIDARA UPAS 

(Merremia mammosa Hall.) 

Melalui program tersebut, kami mendapatkan dana untuk melanjutkan penelitian 

g sudah dilakukan terhadap umbi bidara upas yang memang secara turun temurun 

s dab digunakan oleh masyarakat Madura sebagai obat tuberkulosis. 

elalui informasi pemakaian sari umbi tersebut secara empiris, maka diharapkan akan 

d peroleh landasan ilmiah secara lebih dalam yang berkaitan dengan senyawa aktif dan 

d sis. Dengan demikian, diharapkan akan diperoleh altematif cara pengobatan penyakit 

t erkulosis yang sampai sekarang belum dapat diberantas secara tuntas. 

Bersama ini, kami menyampaikan terima kasih kepada Rektor Universitas 

A rlangga, Ketua Lembaga Penelitian dan Pengabdian pada Masyarakat Universitas 

A rlangga, Dekan Fakultas Farmasi Universitas Airlangga atas kesempatan yang sudah 

i peroleh tersebut. 

i berharap agar hasil program ini membawa manfaat bagi upaya pemanfaatan bahan 

untuk tujuan kesehatan. 

Ketua tim 
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llAB I. PENDAHULUAN • :·· ?' !.-,· .. '\r~AAr-i / 

tJ I'IIJV::R,s, fAS AIHLArJGGA 

,_ .:J U H A H t-.. '! A 1 

1.1. Lata r Bc1akang 

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit menular langsung yang cliscbabkan oleh 
Mycobacterium tuberculosis yang menyerang paru clan organ tubuh lainnya. 
1\tlyculwcterium tuberculosis bl.!rsifat khusus, ) aitu laban terhadap asam pada pe\\arnaan 
sehingga disebut Basil Tahan Asam (13TA), cl.!pal mali dcngan sinar matahari langsung, 
tetapi dapat bcrtahan hidup bcberapa jam eli tcmpat yang gelap dnn lembab. Di dalam 
jaringan tubuh kuman ini dapat bersifal tidak nktif (dormant) (t\nonim. 2002). Mcnurut 
WHO lcrdapat 22 negara yang berprevnlensi pendcrita Tubcrkulosis yang tinggi, I 0 negara 
berada di Asia dengan prevalensi yang tertinggi ialah India, Cina dan Indonesia. 

Hampir seluruh daerah di Indonesia mengalami permasalahan tuberkulosis. Tingkat 
prevalensi tuberkulosis di DIY-Bal i adalah 641100.000 orang, eli Jawa 1071100.000 orang, 
eli Sumatera 1601100.000 orang, dan wilayah KTI mempunyai tingkat prevalensi yang 
lebih tinggi dengan 210/ l 00.000 orang. Laporan tuberkulosis WHO yang tcrbam (2006) 
menyatakan, bahwa pacta tahun 1999, Indonesia masih merupakan negara penyumbang 
Tuberkulosis terbesar ke 3 eli dunia setelah India dan Cina. Dalam laporan itu disebutkan 
pula, bnhwa jumlah kasus baru adalah sekitm 539.000 dcngan jumlah kemntian I 01.000 
pertahun (Anonim. 2004). 

Peningkatan kasus tuberkulosis ini disebabkan tingginya angka resistcnsi terhadap 
obat tuberkulosis, baik resistensi primer maupun resistensi sekundcr. Penycbab resislensi 
itu antara lain karena pemakaian obat antitubcrkulosis (OAT) tunggal, kombinasi OAT 
yang tidak memadai dan pemakaian OAT yang tidak teratur (Mansyur. 200 I). Penderita 

berkulosis harus menjalani pengobatan ulang disebabkan beberapa faktor ya itu !alai atau 
erhenti sebelum akhir pengobatan, kambuh dan gaga! dalam pengobatan. Laporan Anti

Tuberculosis Drug Resistance in the World, didasarkan pada informasi yang dikumpulkan 
tara tahun 2002-2006 pada 90.000 pasien TB di 81 negara. 

Penanggulangan TB-paru pada penderita dengan kuman TB sensitif memerlukan 
vaktu pengobatan 6 bulan, semcntara untuk pcndcrita TB yang rcsistcnsi (MDR-TB) harus 
enggunakkan OAT lini kedua yang sangat mahal. Disamping angka kesembuhannya 

ang tidak menjarnin dan efek samping yang sangat toksis, dipl.!rlukan waktu 
cnyembuhan yang sangat lama (Zulkarnain, 2004). 

Salah satu cara pengobatan tuberkulosis yang sudah dilaksanakan secara turun 
emurun di Indonesia adalah dengan konsumsi umbi bidara upas. Bidara upas adalah 
anaman yang mempunyai nama ilmiah Merremia mammosa Hall (Convolvulaceae). 
anaman ini tumbuh baik eli daerah Sumenep, Madura dan rebusan umbi dalam air 

ligunakan oleh penduduk untuk mengobati pcnyakit tuberkulosis (llcmbing. 2004). 
Beberapa literatur memang menyebutkan pemakaian umbi tanaman ini sebagai obat 

adisional (Anonim, 1980), namun dukungan ilmiah pada pemakaiannya untuk 
engobatan tuberkulosis belurn pernah di lakukan. Penelitian yang sudah dilakukan 
rhadap ekstrak air, n-heksana dan mctanol untuk rncngetahui daya hambat terhadap 
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akteri Mycubaderiwn wberculosis mcmbuktikan akth·itas ekstrak dalam menghambat 

akteri tersebut (Mangcstuti. 2010). Oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 
ntuk mengetahui daya hambat fraksi ekstrak terhadap bakteri itu. Fraksi ekstrak n

eksana dan metanol yang dipilih adalah yang mcngandung senyawa yang diduga bekerja 

ebagai anti kuman tuberkulosis yang diketahui melalui identifikasi senyawa secara 
imiawi. Penelitian terdahulu membuktikan, bahwa pada ekstrak n-heksana umbi M 
ammosa Hall terkandung senyawa golongan triterpenoid (Kriselina. 1997). Penelitian 

erhadap fraksi ekstrak tersebut mempakan langkah Janjutan menuju pada penelitian 

enyawa aktif yang terkandung di dalam ekstrak. 
Pendekatan untuk mengetahui aktivitas biologis fraksi ekstrak dilakukan dengan uji 

aya antibakteri terhadap bakteri yang sensitif TBC (Mycobacterium wbercu/osis) secara 
n vitro menggunakan metode dilusi agar. Uji aktivitas antimikroba digunakan pula untuk 

engetahui konsentrasi hambat minimum (KHM). Fraksi yang menunjukkan KHM 
erendah akan diteliti lebih lanjut untuk mengetahui senyawa aktif yang terkandung di 
alamnya . 

. 2. Tujuan Khusus 

Penelitian ini diharapkan dapat mendasari penggunaan umbi bidara upas secara 
lmiah sebagai obat dan selanjutnya akan diperoleh suatu obat anti tuberkulosis baru yang 
erasal dari bahan alam yang efektif dan aman . 

. 3. Urgcnsi (Keutamaan) Penclitian 

Data WHO yang menyebutkan bahwa saat ini Indonesia adalah negara dengan 
revalensi TBC yang tinggi (no.3 di Asia dibawah China dan India) memerlukan upaya 

ang serius untuk menanggulanginya Pengobatan TBC dengan obat anti tuberkulosis yang 
da saat ini, seperti Streptomisin, Ethambutol dan Isoniazid sudah menimbulkan efek 
amping dan resistensi yang dialami sejumlah pasien. 

Masyarakat Madura telah menggunakan umbi bidara upas (Merremia mammosa 
all) secara turun temurun sebagai obat anti TBC. Namun, belum terdapat penelitian 
miah yang membuktikan khasiat dan keamanan penggunaannya. Penelitian awal telah 
ilakukan pada tahun 2010 (Mangestuti, 2010) untuk mempelajari daya hambat ekstrak air, 
-heksana dan metanol umbi bidara upas terhadap bakteri yang sensitif TBC 

cobacterium tuberculosis). Hasilnya menunjukkan hambatan ekstrak tersebut dengan 

onsentrasi hambat minimum ekstrak air 300 ~Lg/ml, ekstrak n-heksana 300 ~g/ml dan 

kstrak metanol 400 ~g/ml. Penelitian tersebut perlu dilanjutkan dengan penelitian 

ambatan fraksi dari ekstrak n-heksana dan metanol yang mengandung zat tertentu 
rhadap bakteri yang sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis). Kandungan golongan 

enyawa fraksi diketahui melalui skrining fitokimia. Penelitian ini diharapkan· dapat 
enunjukkan secara lebih spesifik fraksi dari ekstrak n-heksana dan metanol yang 

empunyai aktifitas hambatan terhadap bakteri yang sensitif TBC (Mycobacterium 
l bercu/osis). Hal ini akan menambah informasi terhadap penelitian kandungan senyawa 

tif umbi bidara upas yang bekerja sebagai anti tuberkulosis. Selain itu diharapkan 
enelitian ini juga dapat mensukseskan program pemerintah Indonesia Sehat 2010 dan 
kaligus usaha dalam memberantas penyakit TBC di Indonesia. 
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BAll I I. TINJAli.\ N Pt'ST \K;\ 

.1 Tinjauan ten tang Jlllerremia IIUII/mzosa IJ all. 

.1.1 Klasifikasi Tanaman 
Klasi ftkasi secara terperinci dari tumbuhan pada penelitian ini ada lah sebagai 

erikut (Backer and 13akhuizen. 1965: Heyne. I 9S7: Tjitrosocpomo. 1991 ): 

Divisi : Spermatophyta 
Subdivisi : Angiospermac 
Kelas : Dicotyledonae 
Sub kelas : Metachlamydac (Sympetalae) 
Ban gsa 
Suku 
Marga 
Jenis 
Nama daerah 

Sumatra 
Jawa 
Ambon 
Indonesia 

Sinonim 

: Tubi florae 
: Convolvulaceae 
: Merremia 
: Merremia mammosa Hall. 

: Bidara upas 
: Blanar, widara upas 
: Hailale 
: Bidara upas 

Ipomoea mammosa. Chois. 
Ballala mammosa, Rumph. 
Convolvulus ma11m10sus, !!all. 

Gambar 2. 1 (a) Tanaman Men·emia mammosa Hall. 
(b) Umbi Merremia mammosa Hall (Jsmiati, 1999) 

.1.2 Habitus dan Morfologi Tanaman 
Habitus : tumbuhan memanjat 

Batang : meli lit dengan batang-batangnya bengkok runcing, bulat dan 
ramping. Panjang batang 3-6m 

Daun : tunggal, berseling, helai daun tidak bcrbentuk perisai, pangkal daun 
berbentuk jantung atau bundar, ujung cl:nm runcing, panjang daun 5-12 
em, Iebar 4-15 em 
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13unga : b~.:rbcntul-. lonccng Qli:IU pa;. un::; m~ngg:1rpu. ~ampai -1 hung:1. mnhknta 
bunga bcrwarna putih, panjang 7-R em. Kelopak hunga <1 hclai dan 
bcrbentuk bulat telur atau lonjong. 

Umbi : menycrupai kentang atau ubi jalar. Di tanah yang subur akan mcnjadi lcbih 
bcsar dari umbi biasa, dapat bcsar mcncapai buah kelap~1 

Akar : banyak bergelantungan, letak akar yang paling alas sctengah di atas tanah 

(Anonim. 1979: lleyne. 1987) . 

. 1.3 Pcnyebaran dan Tcmp~lt T um huh 
i\4. mammosa Hall berasal dari Asia Tenggara,yang kcmudian menyebar ke dacrah 

ndia, Indo Cina dan Andaman. Di Malaysia bagian Timur, bidara upas telah 
libudidayakan scjak bcrnbad-abad yang lalu untuk dimakan umbinya. Kcmudian tanaman 
ni menycbar kc fi lipina, terus ke Ambon, Bal i, Jawa. Baru pada awal abaci ke 20 lanaman 
ni di Jawa, digunakan juga untuk obat dan temyata mempunyai khasiat yang beragam 

Sastrapradja et a/., 1977). 
Jenis ini lumbuh di dataran rendah pada ketinggian sekitar 250 m dpl., pada tempal-

empat yang terlindung dan tanah yang lembab. Di kebun-kebun orang membiarkannya 
emanjat pohon-pohon dengan batang-batangnya bengkok bulat dan ramping. Di Jawa 
itanam di pekarangan dan di Madura kadang-kadang ditemukan tumbuh liar (Anonim. 
979: Sastrapradja et a/ .. 1977) . 

. 1.4 Kandungan Tanama n 
Kandungan senyawa yang terdapat dalam tanaman bidara upas adalah suatu resin 

likosida, zat pahil, damar, ami lum, tanin (Chairani et a/., 1984; i\noni m, 1979). 

erdasarkan penelitian Kriselina pada tahun 1997 disebutkan bahwa kandungan kimia 
alam ekstrak n-heksana M manimosa HaJl adalah triterpenoid. Dari literatur lain, basil 
enelitian Kitagawa et a/. pada tahun 1997 melaporkan bahwa ada dua macam resin 
likosida yaitu merremosida dan mammosida. Merremosida terdiri dari sembilan struktur 
'ang berbeda yaitu struktur a, b, c, d, e, f, g, h1, h2• Sedangkan mammosida terdiri dari 
mpat struktur yaitu A, B, H1 dan H2. Beriknt ini adalah gambar merremosida dan 
ammosida: 

Gambar 2.2 Struktur merremosida a, b, c, d, e, f, g, h1 dan h2 (Ki tagawa, 1997) 
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Gam bar 2.3 Struktur mammosida A, 13, 11 1 dan l-1 2 (Kitagawa. 19<.J7) 

1.5 Kcgunaan Tanaman 
Bagian umbi Jvf mammosa Hall digunakan sebagai obat radang amandel, batuk 

r jan, bronkitis, tuberkulosis, batuk darah, disentri, perut sakit, demam, tipes, difteri , 
· gigit ular, busung lapar, hidung bernanah, kudis, kencing man is (diabetes), kencing batu, 
urang darah, eksema, luka kanker, radang usus (umbai usus buntu), lepra (Heyne, 1987; 
'lardisiswojo, 1986; Widowati et a/., I 997). Selain digunakan sebagai sumber karbohidrat, 
rang Jawa menggunakan umbi bidara upas ini untuk bcrbagai macam obat. Parutan 

unbinya dapat digunakan untuk men1 perbanynk air susu ibu (Sastrnpradja et a!.. l 977). 

ilaporkan juga bahwa tanaman ini digunakan untuk pengobman diabetes scrta penynkit 
l nggorokan dan sistem respirasi (Kitagawa el al., 1907) . 

. 2 T injauan ten tang Terpenoid 
Terpenoid terdiri dari molekul-molekul isoprena, yaitu CH2=C(CH3)-CH=CH2, dan 

erangka karbonnya dibangun dari gabungan dua atau lebih unit Cs (Harborne, 1987). 
dapun gam bar struktur kimia terpenoid dapat dilihat pada gambar 2.4. 

CH3 

~CH2 
H2C 

Isoprene 

Gambar 2.4 Struktur kimia terpcnoid (www.npsnet.org) 

Terpenoid terdiri atas beberapa macam senyawa, mulai dari komponen minyak 
tsiri, yaitu monoterpen dan seskuiterpen yang mudah menguap (C10 dan C15), diterpen 
ang sukar menguap (C2o), sampai ke senyawa yang tidak menguap, yaitu triterpenoid dan 
terol (CJo), serta pigmen karotenoid (C40). Pacta tabel 11.1 dapat dilihat penggolongan 
rpenoid dan contoh tanaman yang mengandung terpenoid. 
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T abel 11.1 Penggolongan terpenoid (I l<uh m1~, I 9R 7) 

Jumlah 
Jumlah atom Nama atau 

unit Contoh 
karbon kclas 

isoprene 

1 Cs Isoprena Daun Hamamelis japonica 

2 C1o Monoterpenoid Monoterpen, minyak essensial 
(contoh mental dari mint) 

3 C1s Seskuiterpenoi Seskuiterpen pada minyak 

d essensial, seskuiterpen lakton 

( Compositae) 

4 C2o Diterpenoid Asam diterpen pada resin 
tanaman 

6 C3o Triterpenoid Sterol (sitosterol), triterpen 
(amyrin), saponin (yamogenin), 

(glikosida jan tung) 

8 C4o Tetraterpenoid Karotenoid (karotene) 

N Cn Poliisoprena Karet (Hevea brasiliensis) 

Secara kimia, terpenoid adalah senyawa yang larut lemak, dan terlokasi di 
~ toplasma dari sel tumbuhan. Minyak yang essensial terkadang terdapat pada glandular sel 
1 ada pennukaan daun, sementara karotenoid biasanya secara khusus tergabung dengan 
lloroplas pada daun dan dengan kromoplas pada petal (Harborne. 1987). 

Terpenoid secara normal diekstrasi dari jaringan tumbuhan dengan petroleum, eter 
1 tau klorofonn dan dapat dipisahkan dengan kromatografi dengan silika atau alumma 
4 engan menggunakan solven yang sama. Dalam deteksinya dalam skala kecil senng 
1pengalami kesulitan, kecuali karotenoid semuanya tidak berwarna dan tidak ada pereaksi 

I f!omogenik semesta yang peka. Berdasarkan hal terse but pendeteksian masih bersifat 
onspesifik pada pelat KL T dengan H2S04 terkonsentrat dan pemanasan (Harbome, 1987). 

Walaupun secara biosintesis terpenoid diperoleh dari molekul isoprena, yaitu 
~ enyawa yang memang terdapat sebagai bahan alam, senyawa terse but bukanlah pra zat in 
'ivo. Senyawa yang sebenamya terlibat adalah isopentenil pirofosfat, 

( H2=C(CH3)CH2CH20PP, yang terbentuk dari asetat melalui asam mevalonat, CH20H
( H2C(OH,CH3)CH2C02H. Isopentenil pirofosfat terdapat di dalam sel hidup dan 

1 erkesinambungan dengan isomemya, yaitu dimetilalil pirofosfat. Pada biosintesis, satu 
1 ~olekul isopentenil pirofosfat disambung dengan satu molekul dimetilalil pirofosfat 
1 pembentuk geranil pirofosfat (Cto), yaitu senyawa antara yang merupakan kunci pada 

1 embentukan monoterpena; kemudian geranil pirofosfat disambung lagi dengan 
i~opentenil pirofosfat sehingga membentuk famesil pirofosfat (C15), yaitu senyawa antara 
1 ada sintesis seskuiterpena (Harbome, 1987). 

Berbagai kombinasi satuan Cs, C10, dan C15 selanjutnya dapat terjadi pada sintesis 
1 ~rpenoid tinggi, misalnya triterpenoid terbentuk dari dua satuan famesil dan karotenoid 
1 ~rbentuk karena penyambungan dua satuan geranil-geranil. Kebanyakan terpenoid alam 
nempunyai struktur siklik dan mempunyai satu gugus fungsi atau lebih (hidroksil, 
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arbonil, dll.) sehingga pada langkah akhir sintesis terjadi siklisnsi dan oksidasi at<m 
engubahan struktur lainnya (Harborne. 1987) . 

. 3 Tinjauan tentang Triterpenoid 
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari enam satuan 

soprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon CJo asiklik, yaitu skualena. 
riterpenoid mempunyai struktur siklik yang kompleks yang terdiri dari alkohol, aldehida, 
tau asam karboksilat. Triterpenoid berbentuk kristal, tidak berwama, terkadang titik 

ebumya tinggi dan sering kali bersifat optis aktif (Harborne, 1987). 
Triterpenoid biasanya sulit diidentifil<asi karena aktivitas kimianya kecil. Secara 

mum untuk mendeteksi ada atau tidaknya senyawa triterpenoid dan sterol maka 
igunakan pereaksi Libermann-Burchard. Triterpenoid dapat dibagi menjadi empat 
elompok senyawa antara lain triterpen sebenarnya, steroid, saponin dan glikosida jantung 
Harborne. 1987). Sejauh ini tidak ditemukan senyawa triterpenoid dengan struktur 
onosiklik dan bisiklik. Triterpenoid trisikik jarang dijumpai, tetapi yang tetrasikik cukup 
ikenal. Triterpenoid yang paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik. Beberapa 
ontoh triterpenoid pentasiklik adalah ursan, lupan, oleanan, dan friedelan .. 

Steroid adalah triterpenoid yang memiliki cincin siklopentana perhidrofenantren 
ang terdiri dari 3 cincin beratom 6 C dan 1 cincin beratom 5 C. Dahulu, sterol sebagian 
esar terdapat pada sel hewan (hormon seks, asam empedu, dan lain-lain) tetapi akhir-akhir 
ni dapat ditemukan pada jaringan tanaman. Sterol yang biasanya terdapat pada jaringan 
anaman disebut fitosterol, senyawa ini mungkin terdapat pada kebanyakan jaringan 
anaman, di tanaman tingkat tinggi banyak ditemukan senyawa sterol yang disebut 
·tosterol, stigmasterol, dan kampesterol (Harborne, 1987). 

Saponin merupakan glikosida triterpen dan sterol. Saponin telah terdeteksi pada 
ebih dari 90 suku tumbuhan. Saponin adalah sen}!awa aktif permukaan yang bersifat 
eperti sabun. Saponin dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa dan 
enghemolisis sel darah (Harborne, 1987). 

Golongan triterpenoid yang terakhir adalah glikosida jantung atau kardenolida. 
umber yang kaya akan glikosida jantung adalah anggota suku Scrophulariaceae, 
igitalis, Apocynaceae, Nerium, Moraceae dan Asclepiadaceae, Asclepias (Harborne, 
987) . 

. 4 Tinjauan tentang Ekstrak 

.4.1 Defmisi Ekstrak 
Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi suatu senyawa 

ari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian 
·emua atau hampir semua pelarut diuapkan. Ekstrak cair adalah sediaan dari simplisia 
abati yang mengandung etanol sebagai pelarut atau sebagai pengawet. Jika tidak 
inyatakan lain pada masing - masing monografi tiap ml ekstrak mengandung senyawa 

if dari I g simplisia yang memenuhi syarat (Anonim. 2000) . 

. 4.2 Proses Pembuatan Ekstrak 
ahapan proses pembuatan ekstrak adalah : 
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Pembuatan scrbuk simplisia 
Pembuatan serbuk simplisia kering dengan peralntan tertentu sampai derajat kehalusan 
tertentu. Proses ini dapat mempengaruhi mutu ekstrak, karena semakin halus serbuk 
simplisia proses ekstraksi akan semakin efektif dan efisien tetapi semakin rumit 

teknologi peralatan yang dibutuhkan (Anonim. 2000). 

Cairan pelarut 
Cairan pelarut dalam proses pembuatan serbuk adalah pelarut yang optimal untuk zat 
kandungan berkhasiat, dengan demikian zat tersebut dapat dipisahkan dari zat 

kandungan lainnya serta ekstrak hanya mengandung sebagian besar zat kandungan 
yang diinginkan. Faktor utama untuk pertimbangan pada pemUihan cairan pelanit 

adalah: 
a) Selektifitas 
b) Kemudahan kerja dan proses dengan cairan tersebut 

c) Ekonomis 
d) Ramah lingkungan 
e) Keamanan (Anonim, 2000). 

Separasi dan pemisahan 
Tahapan ini bertujuan untuk menghilangkan zat yang tidak dikehendaki semaksimal 
mungkin tanpa dipengaruhi zat kandungan yang dikehendaki (Anonim. 2000). 

Pemekatan dan penguapan 
Pemekatan berarti meningkatkan jumlah atau konsentrasi zat terlarut dengan cara 
menguapkan pelarut sampai menjadi kandungan kering sehingga ekstrak menjadi 

kental atau pekat (Anonim, 2000). 
Pengeringan ekstrak 
Proses ini dilakukan dengan menghilangkan pelarut dari bahan sehingga menghasilkan 
serbuk, massa kering dan rapuh tergantung proses dan peralatan yang digunakan 

(Anonim, 2000) . 

• 4.3 Tinjauan tentang Metode Ekstraksi 
Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut sehingga 

erpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Simplisia yang diekstrak 
engandung senyawa aktif yang dapat larut dan senyawa yang tidak dapat larut, seperti 

erat, karbohidrat, protein dan lain-lain. Struktur kimia yang berbeda-beda akan 
empengaruhi kelarutan serta stabilitas senyawa-senyawa tersebut terhadap pemanasan, 
dara, cahaya, logam berat dan derajat keasaman. Dengan diketahuinya senyawa aktifyang 
'kandung simplisia akan mempermudah pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat. 
implisia yang lunak seperti rimpang dan daun mudah diserap oleh pelarut, karena itu pada 

roses ekstraksi tidak perlu diserbuk -sampai hal us. Ada beberapa macam metode ekstraksi 
ang dapat digunakan, antara lain : 

Ekstraksi dengan menggunakan pelamt 
a. Cara dingin. 

1) Maserasi 

Maserasi adalah proses pengekstraksian simplisia dengan menggunakan 
pelamt dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur 
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ruangan (kmnar). Sc:cara tcknologi termnsuk ckstraksi dengnn prms1p 
metode pencapaian konsentrasi pada keseimbangan. Maserasi kinetik berarti 
dilakukan pengadukan yang kontinyu. Remaserasi berarti dilakukan 
pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat 
pertama, dan seterusnya (Anonim. 2000). 

2) Perkolasi 
Perkolasi adalah suatu metode ekstraksi yang dilakukan dengan melewatkan 
pelarut secara perlahan sehingga pelamt tersebut dapat dapat menembus 
sampel bahan yang biasanya ditampung dalam suatu bahan kertas yang agak 
tebal dan berpori serta berbentuk seperti kantong atau sampel sampel 
ditampung dalam kantong yang terbuat dari kertas saring 

b. Cara panas 
I) Refluks 

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur pada titik didihnya, 
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan 
dengan adanya pendingin balik (Anonim, 2000). 

2) Soxhletasi 
Soxhletasi merupaka11 ekstraksi berkesinambungan dengan jumlah pelarut 
yang relatif konstan dengan menggunakan alat ekstraktor Soxhlet yang 
dilengkapi dengan adanya pendingin balik (Anonim, 2000). 

3) Digesti 
Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinyu) pada 

temperatur yang Iebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yang secara 

umum dilakukan pada temperatur 40-50°C (Anonim, 2000). 

4) Infusi 

Infusi adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air 
(bejana infus tercelup ke dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 

96-980Cselama waktu tertentu (15-20 menit) (Anonim, 2000). 

5) Dekoksi 

Dekoksi adalah infusi pada waktu yang lebih lama ~30°C) dan temperatur 

sampai titik didih air (Anonim, 2000). 

. Destilasi uap 

Destilasi uap adalah ekstraksi senyawa yang mudah menguap (minyak atsiri) dari 
b an (segar atau simplisia) dengan uap air berdasarkan peristiwa tekanan partial senyawa 
y g mudah menguap dengan fase uap air dan ketel secara kontinyu sampai sempurna dan 
d akhiri dengan kondensasi fase uap campuran (senyawa mudah menguap ikut terdestilasi) 

enjadi destilat air bersama · senyawa kandungan yang memisah sempuma atau memisah 
s bagian (Anonim, 2000). 

2 5 Tinjauan ten tang Kromatografi 
2 5.1 Definisi Kromatografi 
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Krumatografi adalah sebuah metode untuk mcmisahkan suatu campuran menjadi 

eberapa komponennya. Kromatografi ini menggunakan solven yang disebut sebagai fase 

rak yang melewati fase cHam untuk memisahkan dua atau lebih komponen dari material 

ng dibawa oleh solven. Fase diam yang digunakan bisa berupa padat atau cair. Fase 

rak yang digunakan bisa berupa cair atau gas. Dengan begitu, kromatografi dapat 

lasifikasikan sebagai berikut: (a) cair-padat, (b) cair-cair, (c) gas-padat atau (d) gas-cair 

ouchstone, 1983) . 

. 5.2 Kromatografi Lapis Tipis 
·" KL T adalah metode kromatografi cair yang paling seder~ana dimana teknik 

emisahan komponen-komponen atas dasar perbedaan adsorpsi, partisi, bentuk ion 

aupun filtrasi. Namun yang paling penting dan umum adalah mekanisme pemisahan 

erdasarkan prinsip adsorpsi dan partisi oleh fase diam dibawah gerakan pelarut 

engembang atau pelarut pengembang campur (Mulja and Suha1man, 1995). 
Fase diam yang umum dan banyak dipakai adalah silika gel yang dicampur dengan 

aS04 untuk menambah daya lengket partikel silika gel pada pelat. Adsorben lain yang 

anyak dipakai adalah aluminium, kieselguhr, serbuk selulosa, serbuk poliamida, kanji dan 

phadex. Pemilihan pelarut pengembang atau pelarut pengembang campur sangat 

ipengaruhi oleh macam dan polaritas zat - zat kimia yang dipisahkan (Mulja and 

uharman, 1995). 
Keuntungan KL T dibandingkan LC (Liquid Chromatography) an tara lain adalah 

lven yang digunakan sedikit, polaritas solven dapat diubah dengan cepat dan sesuai 

enginan, metodenya cepat dan mudah. Karena keuntungan itulah, maka KL T merupakan 

etode kromatografi yang paling mudah diterapkan untuk komponen senyawa secara 

esifik (Touchstone, 1983). 

Kromatogram pada ·KL T merupakan noda-noda yang. terpisah setelah melihat 
omatogram yang mengadsorspi radiasi ultraviolet atau visualisasi dengan cara fisika atau 

kimia. Visualisasi cara fisika yaitu dengan cara berfluoresensi dengan radiasi 

ltraviolet pada A. =254 nm atau A. = 365 nm. Sedangkan visualisasi dengan cara kimia 

alah dengan mereaksikan kromatogram dengan pereaksi wama yang memberikan wama 

au fluoresensi yang spesifik. Pada kromatogram KL T dipakai istilah Faktor Retardasi 
r) untuk kromatogram yang didefinisikan : 

Rr= Jarak migrasi komponen 

Jarak migrasi fase mobil (Mulja and Suharman. 1995) . 

.5.3 Kromatografi Cair Vakum 
Kromatografi· Cair Vakum digunakan untuk fraksinasi ekstrak tumbuhan secara 

asar berhasil baik. K.romatografi ini melibatkan gradien eluasi dan temyata efektif untuk 
emisahkan campuran bahan-bahan alam. Pemisahan dapat dilakukan dengan mudah dan 

pat dengan kromatografi ini (Harborne, 1987; Hostcttmann et a/., 199 5 ). 

Kolom kromatografi dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh 

rapatan kemasan maksimum. Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah 
ituangkan ke permukaaan penyerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering 
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d n sekarang siap dipakai. Cuplikan dilarutkan dalam pclarut yang cocok, mulai dcngan 
p larut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan perlahan-lahan, kolom 
d hisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi (Hnrborne. 1987: Hostcttmann el 

a .• 1995). 
Faktor-faktor yang mempengaruhi pemisahan dengan kromatografi ini antara lain 

b rat sampel, ukuran partikel fase diam, perbandingan tinggi kolom dan diameter kolom 
s rta kecepatan alir fase diam (Harborne, 1987; Hostettmann el a/., 1995). 

2 5.4 Kromntografi Kolom Lnmbnt 
Kromatografi kolom lambat telah lama dikemil sebagai suatu cara untuk 

emisahkan campuran zat. Pemisahan yang terjadi pada kromatografi kolom lambat 
b rdasarkan perbedaan daya adsorP"si oleh fasa diam terhadap masing - masing korriponen 
d dalam campuran. Zat - zat yang teradsorpsi lemah pada fase diam akan terbawa lebih 
d lu oleh cairan pengeluasi, sedang zat - zat yang teradsorpsi kuat pada fase diam akan 
t rbawa kemudian (Heftman, 1983). 

Zat penyerap (seperti aluminium oksida yang telah diaktifkan, silika gel, kieselguhr 
t rkalsinasi dan kieselguhr kromatografi mumi) dalam keadaan kering atau setelah 

campur dengan sejumlah cairan, dimampatkan ke dalam tabung kaca atau tabung kwarsa 
ngan ukuran tertentu dan mempunyai lubang pengalir keluar dengan ukuran tertentu. 

Sejumlah sediaan yang diperiksa dilarutkan dengan sedikit pelarut kemudian 
tambahkan pada puncak kolom dan dibiarkan mengalir ke dalam zat penyerap. Zat 

b rkhasiat diserap dari larutan oleh bahan penyerap secara sempurna berupa pita sempit 
da puncak kolom. 

Dengan mengalirkan pelarut lebih lanjut, dengan atau tanpa tekanan udara, masing
asing zat bergerak turun dengan kecepatan khas hingga terjadi pemisahan pada kolom. 
ecepatan bergerak zat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti daya serap zat penyerap, 

s fat pelarut, dan suhu dari sistem kromatografi (Heftman, 1983). 

~ 6. Tinjauan Tentang Bakteri Percobaan 
6.1. Klasifikasi 

(Bakteri yang sensitif terhadap TBC (Mycobacterium tuberculosis H3 7RV A TCC 
27294)) 

Kingdom : Bacteria 

Filum Actinobacteria 

Ordo Actinomycetales 

Famili Mycobacteriaceae 

Genus Mycobacterium 

Spesies Mycobacterium tuberculosis 

6.2. Morfologi Bakteri 

Dalam jaringan binatang, basil tuberkel merupakan batang ramping lurus berukuran 
ra-kira 0,4 x 3 ~Lm. Pada perbenihan buatan, terlihat bentuk kokus dan filament. 
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likobacteria tidak dapat diklasifikasikai1 s~bagai grU1h·J)OS1tif·ar:.'fl'l gram-negatif. Sekali 
iwarnai dengan zat warna basa, warna tersebut tidak dapat dihilangkan dengan alkohol, 
eskipun diberikan yodium. Basil tuberkel yang sebenarnya ditandai oleh sifat tahan 

sam. Mikobakteria kaya akan lipid kompleks, asam lemak, dan lilin (Jawetz. 1991 ) . 

. 6.3. Perbiakan 
Mycobacterium tuberculosis tumbuh pada 3 jenis perbenihan, yaitu perbenihan 

. intetik sederhana, perbenihan asam oleat albumin dan perbenihan organik kompleks. 

akteri ini tumbuh baik pada temperatur rendah (Jawetz, 1991 ) . 

. 6.4. Sifat-sifat Pertumbuhan 
Kenaikan tekanan C02 dapat memperbesar pertumbuhan Mycobacterium 

berculosis. Bentuk saprofit cenderung tumbuh lebih cepat, berproliferasi dengan baik 

ada 22t, menghasilkan lebih banyak pigmen, dan kurang tahan asam daripada bentuk 

ang patogen ( J awetz. 1991 ) . 

• 6.5. Epidemiologi dan Etiologi . 
Sumber infeksi yang paling sering adalah manusia yang mensekresi basil tuberkel 

alam jumlah besar, terutama melalui saluran pernapasan, kontak yang rapat (misal dalam 
eluarga) dan kontak secara masif (misalnya tenaga kesehatan) yang menyebabkan 
enularan melalui inti droplet yang kemungkinan yang paling bisa terjadi. Cara untuk 
encegah infeksi 1\1ycobacterium tuberculosis adalah dengan imunisasi BCG dan tes 
berculin (.T awetz, 1991 ) . 

• 6.6. Patogenesis 
Mycobacterium tuberculosis tidak menghasilkan toksin yang dikenal. Organisme 

alam tetesan dari 1-5 J.lffi dapat terhirup dan mencapai alveoli. Penyakit timbul akibat 
enetapnya dan berpoliferasinya organism virulen, serta adanya interaksi dengan tuan 

ah. Kuman tidak virulen yang disuntikkan (misalnya, BCG) hanya dapat hidup selama 
eberapa bulan atau tahun pada tuan rumah normal (Jawetz, 1991 ) . 

• 7. Tinjauan Tentang Antibiotik untuk Tubekulosis 
Antibiotik adalah zat yang dihasilkan suatu mikroba, terutama fungi yang dapat 

enghambat atau membasmi mikroba jenis lain. Antibiotika harus mempunyai toksisitas 
lektif setinggi mungkin artinya, antibiotik harus bersifat sangat toksik untuk mikroba, 

amun relatif tidak toksik untuk hospes. 
Dalam penelitian ini digunakkan antibiotika etambutol sebagai kontrol positif untuk 

rycobacterium tuberculosis. Etambutol merupakan. serbuk hablur putih, sangat mudah 
I t dalam air, larut dalam etanol dan dalam metanol, sedikit larut dalam kloroform dan 
alam eter (Anonim, 1995). 

Hampir semua galur Mycobacterium tuberculosis sensitif terhadap etambutol. 
ntibiotik ini tidak efektif untuk kuman lain dan bekerja dengan cara menekan 
ertumbuhan kuman tuberkulosis yang telah resisten terhadap isoniazid dan strreptomisin. 
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lekanisme ke1ja dari etambutol adalah ml!nghambat sintcsis RNA schingga metabolisme 

elterhambat dan sel mati (Sulistia, 1995) . 

. 8. Metode Pcnentuan Aldivitas Antibaktcri 
erdapat tiga macam metode pengujian aktivitas antibakteri, yaitu : 

I. Metode penyebaran (diffusion method) 
- Metode cakram kertas (paper disk method) 
- Metode cairan dalam cincin (ring diffusion method) 
- Metode lubang (hole plate method) 

Metode pengenceran (dilution method) 
- Metode pengenceran agar (agar dilution method) 
- Metode pengenceran tabung (tube dilution method) 
Metode bioautografi (bioautography method) 
- Metode bioatografi kontak (contact bioautography method) 
- Metode bioatografi langsung (direct bioautography method) 
- Metode bioautografi pencelupan (immersion bioautography method) (Bergne et a/. 

1998) . 

• 8.1. Metode Penyebaran 
Metode ini dilakukan dengan cara menanam bakteri dalam media agar padat yang 

esuai. Selanjutnya diletakkan cakram atau silinder yang telah ditetesi dengan bahan uji 
ang dimasukkan dalam lubang agar yang telah dibuat pada media yang berisi inokulum 

akteri dan bahan uji diinkubasi pada suhu 36-37"Cselama 18-24 jam. Aktivitas 

ntibakterinya terlihat dengan mengukur daerah sekitar cakram, yaitu lubang yang tidak 

itumbuhi bakteri. Makin besar diameter daerah hambatan pertumbuhan tersebut berarti 

tivitas bahan uji terhadap bakteri makin baik (Bergne eta/, 1998) . 

• 8.2. Metode Pengenceran 
Metode pengenceran dilakukan dengan pengencaran dalam tabung reaksi, petri 

ecil dan dengan lempeng mikroliter dengan 96 lubang. Cara pengenceran dalam tabung 

ilakukan dengan pengenceran bahan uji dengan media cair menjadi kelipatan dua secara 

ertahap sehingga didapat beberapa konsentrasi dengan kelipatan setengahnya. 

engenceran agar menggunakkan satu seri lempeng agar dengan kosentrasi bahan uji yang 

erbeda. Selanjutnya diinokulasi dengan suspensi bakteri dan diinkubasi selama 24 jam 

ada suhu 36-37'C. Kemudian diamati hambatan pertumbuhan kuman dengan 

embandingkan kekeruhan atau pertumbuhan dengan kontrol yang mengandung media. 
onsentrasi hambat minimal didapat pada tabung yang jernih pada pengenceran tertinggi. 

etode ini digunakan untuk mengetahui harga kadar hambatan minimal suatu bahan 
tibakteri (Bergne et a/. 1998) . 

• 8.3. Metode Bioautografi 
Metode ini sangat berguna untuk mengetahui senyawa baru atau yang belum 

iketahui aktivitas antibakterinya. Bahan uji dipindahkan ke dalam cawan petri yang berisi 
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gar dan diinokulum bakteri melalui proses difusi. Bioautografi kontak mcnggunnkkan 
rinsip difusi senyawa yang terpisah dengan kromatografi lapis tipis atau kromatografi 

Lempeng kromatografi ditempelkan pada media yang telah diinokulasi dengan 

ikroba. Setelah 15-30 menit lempeng dipindahkan, diinkubasi dan diamati senyawa 

tibakteri yang berdifusi pada lapisan agar dan menghambat pertumbuhan bakteri. Pada 

ioautografi langsung, zona hambatan diamati secara langsung pada lempeng kromatografi 

ang telah disemprot suspensi bakteri dalam media cair dan diinkubasi pada suhu dan 

aktu yang sesuai. Sedangkan metode bioautograti pencelupan dilakukan dengan 

encelupkan lempeng kromatografi ke dalam media yang telah diinokulasi bakteri, setelah 

edia yang menempel pada lempeng kromatografi mengeras diinkubasi dan dilakukan 

engamatan daerah hambatan (Paxton, 1991 ) . 

. 9. Tinjauan Tentang Metode yang Digunakan 
Pada penentuan efek antimikroba fraksi dari ekstrak n-heksana dan ekstrak metana) 

mbi bidara upas Merremia mammosa Hall digunakkan metode dilusi agar. Konsentrasi 

ambat Minimum dinyatakan dalam satuan-Jlg/ml. Bahan antimikroba diuji dengan cara 

engenceran lipat dua secara berseri dan konsentrasi terendah yang menghambat 

ertumbuhan kasat mata dari suatu mikroorganisme dicatat sebagai konsentrasi hambat 

inimum. Jangka waktu konsentrac;i uji dapat beragam tergatung bahan uji dan 

ikroorganisme uji yang digunakkan. Keuntungan dari metode ini adalah fleksibilitasnya, 

uga memungkinkan untuk digunakkan dalam studi antimikroba bagi senyawa mudah larut 

an tak mudah larut (Rios et a/, 1988). 
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BAB III. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

II. l. Tujuan Penelitian 

enelitian ini bertujuan untuk: 

• Mengetahui aktivitas antimikroba fraksi-fraksi ekstrak n-heksana dan metanol umbi 

bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) terhadap lvfycobacterium 
tuberculosis H37RV ATCC 27294. 

• Menentukan Konsentrasi Hambat Minimum fraksi ekstrak n-heksana dan metanol 

umbi bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f) terhadap Mycobacterium 
tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Manfaat Penelitian 

Diharapkan dari penelitian ini diperoleh data ilmiah tentang fraksi ekstrak n

ksana dan metanol yang aktif sebagai antimikroba terhadap Mycobacterium tuberculosis 

37RV ATCC 27294 yang selanjutnya dapat dikembangkan dan dimanfaatkan dalam 

sediaan fitofarmaka yang dapat menjadi obat alternatif penyakit 
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BAB IV. METODE PENELITIAN 

4 •• Bahan 
4 .. 1. Bahan tanaman 

Bahan baku untuk percobaan berupa umbi Merremia mammosa Hall yang 
di eroleh dari Sampang, Madura, JATIM. 

Umbi dicuci dengan air bersih, ditiriskan sampai kering, kemudian diiris-iris 
m lintang dengan ketebalan antara 6-1 0 mm. kemudian di keringkan di bawah sinar 
m tahari langsung sampai kering. umbi yang sudah kering ditumbuk sampai halus, lalu 
di yak. Serbuk umbi yang telah halus ini selanjutnya dipakai sebagai bahan penelitian 
( 1onim, 1985). 

4 .. 2. Bakteri Uji dan Hewan Coba 
Bakteri yang digunakan pada penelitian ini bakteri yang sensitif TBC yaitu 

M cobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294. Bakteri diperoleh dari persediaan di 
La oratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga 

4. .3. Bahan Kimia 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Tween 80, Dimetil Sulfoksida 

(D SO), Middlebrook agar 7H9 dan 7Hl0, CMC-Na untuk uji antimikroba. Sedangkan 
un k proses fraksinasi dibutuhkan bahan n-heksana teknis, etil asetat teknis, kloroform 
pr analisis, pereaksi anisaldehida H2S04 pekat dan pereaksi Liebem1ann-Burchard, serbuk 
sili a gel 60 GF254 Merck (0,063-0,200 mm dan 0,200-0,500 mm), pelat KL T dan kaca 
sili a gel 60 GF2s4 Merck, dan ethanol 

4.2 Alat-alat 
Alat-alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah wadah maserator, sintered 

s Schoot Jena glass diameter 5 em, rotary Evaporator Buchi R-200, lampu UV Camag 
nm dan 365 nm, penyemprot noda, spektrofotometer UV-Vis HP 8452 A Single 
, Diode Array , perkin Elmer Spectrum One FT-IR Spectrometer, LAF Cabinet, 

an petri, pinset, tabung reaksi tertutup, lemari pengeram, kapas penghapus steril, jarum 
ose vortex, Kit Aspartat Amino Trans aminase (AST) dari Merck, Kit Alanin Amino 
Tra saminase (ALT) dari Merck, dan Venoject EDTA steril 

4.3 ancangan Penelitian 
Ad pun rancangan penelitian yang akan dilakukan adalah sebagai berikut: 
1. Penyiapan bahan 

Bahan yang akan digunakan adalah umbi M mammosa Hall yang diperoleh dari 
daerah Sumenep, Madura, Jawa Timur yang diambil pada bulan April2009. 

2. Ekstraksi bahan 
Serbuk umbi M mammosa Hall dimaserasi dengan pelarut n-heksana agar senyawa 
yang bisa larut dengan n-heksana terutama senyawa nonpolar bisa tertarik/larut dengan 
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n-heksana. Ampas umbi bidara upas yang didapal sdelah proses maserasi dcngan 

pelarut n- heksana dilakukan maserasi lanjut dengan pelarut metanol 

Fraksinasi ekstrak n-heksana dan metanol 
Fraksinasi ekstrak dilakukan dengan metode kromatografi cair vakum. Pemilihan 

eluen dilakukan berdasarkan data hasil skrining fitokimia terdahulu, yaitu eluen untuk 
senyawa golongan terpenoid pada ekstrak n-heksana dan senyawa flavonoid pada 

ekstrak metanol. 
Uji daya hambat bakteri sensitifTBC (Mycobacterium tuberculosis). 
Hasil fraksinasi dari ekstrak n-heksana dan ekstrak metanol kemudian dilakukan uji 

daya hambat terhadap bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis) dengan 
metode dilusi agar. Pada uji ini juga ditentukan konscntrasi ham bat minimum (KHM). 

4 .. Tahapan Kerja 
4. .1. Penyiapan bahan 

Umbi bidara upas segar dicuci sampai bersih, lalu dikeringkan dengan cara diangin
a inkan dibawah sinar matahari secara tidak langsung. Setelah simplisia kering, 

udian digiling sehingga diperoleh serbuk yang hal us. 

4. .2. Ekstraksi serbuk 
Serbuk halus diekstraksi dengan cara maserasi, yaitu perendaman dengan pelarut n

he sana dalam wadah gelas. Perendaman dilakukan selama 24 jam dan disaring vakum 
de gan corong Buchner. Proses maserasi ini dilakukan berulang-ulang selama 4-5 kali. 
Pe ghentian proses dilakukan setelah filtrat hasil penyaringan tidak menunjukkan noda 
pa a pemeriksaan dengan metode kromatografi lapis tipis untuk senyawa golongan 

te enoid. KL T dilakukan dengan penampak noda anisaldehid sulfat. Filtrat hasil 
pe yaringan selanjutnya diuapkan dalam alat rotary evaporator hingga menjadi ekstrak 

ke tal. 
Ampas sisa penyarian direndam dengan pelarut metanol dalam wadah gelas. 

Pe ndaman dilakukan selama 24 jam dan selanjutnya disaring vakum dengan corong 
Bu hner. Proses maserasi dilakukan berulang dan dihentikan setelah flltrat hasil 
pe aringan tidak menunjukkan noda berwama kuning pada pemeriksaan dengan metode 
kro atografi lapis tipis untuk senyawa golongan flavonoid. Filtrat diuapkan dalam alat 

rot y evaporator hingga menjadi ekstrak kental. 

4.4. • Fraksinasi ekstrak n-heksana dan metanol 
Pemisahan/fraksinasi dari ekstrak n-heksana lebih lanjut dilakukan dengan metode 

Kro atografi Cair Vakum menggunakan fase gerak kombinasi pelarut n-heksana-etil 
ase t dengan perbandingan secara gradien. Kemudian terhadap fraksi yang diperoleh 
dil ukan uji KLT dan fraksi yang menunjukkan noda yang sama digabung menjadi satu. 
Sela ~utynya dipilih fraksi yang akan dipakai untuk uji daya ham bat bakteri sensitif TBC 
(My obacterium tuberculosis). 

Pemisahanlfraksinasi dari ekstrak metanol dilakukan dengan metode kromatografi 
cair vakum menggunakan fase gerak kombinasi pelarut kloroform-metanol dengan 
perb ndingan secara gradien. Terhadap fraksi yang diperoleh dilakukan uji KLT dan fraksi 
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ang menunjukkan noda yang sama digabung menjadi satu. Selanjutnya dipilih fraksi yang 
an dipakai untuk uji daya hambat bakteri sensitifTBC (Mycobacterium tuberculosis) . 

• 4.4 Uji Daya Hambat Mycobacterium tuberculosis 
.4.4.1 Penyiapan Media 

( embuatan suspensi bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 
294) yang setara dengan McFarland 1,0 ( 108 CFU/ml) 

Satu ose penuh koloni bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis) diambil 
d i biakannya pada medium Lowenstein-jenssen yang berumur 3 minggu kemudian 
d masukkan dalam media cair Middlebrook 7H9, divortex ± 1 menit, disetarakan 
k keruhanya dengan Mcfarland 1 ,0. Kekeruhannya diukur dengan spektrofotometer 

B usch and Lomb Spectronic pada· A. 580 nm sampai dipero1eh transmitan 25% sehingga 
d eroleh suspensi yag mengandung 1 08 mikroba/ml. 

P mbuatan Suspensi Dilusi Bakteri 
Dilusi 1 m1 suspensi Mycobacterium tuberculosis menjadi 1 0 7 CFU/m1 dalam 

m dia cair 9 ml Middlebrook 7H9. 

4 . .4.2.Pembuatan Kontrol Positif 
Kontrol positif yang digunakkan untuk bakteri adalah etambutol dengan kadar 

g/ml. Dibuat larutan baku induk etambuto1 1 00 j.tg/ml dengan menimbang 20 mg 
butol ditambahkan DMSO 36 ml dan 4 ml Tween 80 serta aquades sampai 200 ml 

tabu ukur. Dari larutan tersebut diambil 1 ml yang dimasukkan dalam tabung dan 
bahkan dengan 9,0 m1 media, diaduk sampai homogen. Campuran dimasukkan ke 
cawan petri dan dibiarkan pada suhu kamar sampai memadat. 

4.4 4.3.Pembuatan Kontrol negatif 
Kontrol negatif pertama dibuat dengan mencampur 1 ml larutan pengencer dengan 

9,0 m1 media, diaduk sampai homogen kemudian dimasukkan keda1am cawan petri dan 
dib kan pada suhu kamar sampai memadat sehingga konsentrasi akhir (Tween 80 dan 
D SO) da1am media adalah 2%. 

4.4 .. 3.Pembuatan Larutan Uji 
Sampel berupa fraksi ekstrak n-heksana dan metanol terpilih perlu ditambahkan 

Tw n 80 untuk membantu mendispersikan bahan yang bersifat non polar (Rios el al. 

198 ). Pada penelitian ini pelarut yang digunakan adalah DMSO dan Tween 80. 
Larutan uji dibuat dari fraksi ekstrak n-Heksana dan ekstrak metanol masing

mas g dengan konsentrasi 8000 j.t1, 4000 j.tl, 2000 ~-tl, 1 000 Jl1, 500 Jll. Pengenceran 
men gunakkan pelarut dimana 100 ml pelarut pengencer mengandung 2 ml Tween 80, 18 
ml MSO, dan 80 ml air steril. 

3.4.4 2. Uji Kepekaan 
3.4.4 2.1. Kontrol Positif (Etambutol) 
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Suspensi bakteri (I 0 7 CFU/ml) Jilusi l ml ke cia lam tabung ditambah I ml 
ethambutol kemudian ditambah media sampai volume 8 mi. 

.4.4.2.2. Kontrol Negatif 
Suspensi bakteri A (I 07 CFU/ml) dilusi 1 ml ke dalam tabung, ditambah I ml 

mpuran DMSO dan Tween 80 kemudian ditambah media sampai volume 8 mi. 

.4.4.2.3. Larutan Uji (Fraksi dari ckstrak 11-heksana dan metanol ) 
Dilakukan dilusi fraksi ekstrak n-heksana dan metanol konsentrasi 8000 ppm, 4000 

pm, 2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm. Suspensi bakteri (107 CFU/ml) dia_mbil 1 ml ke 
alam tabung ditambah 1 mllarutan ekstrak kemudian ditambah media sampai 8 mi. 

Suspensi bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis) dan kontrol yang 

udah ditambahkan bahan uji dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 7 hari. Kemudian 
ilakukan subkultur dari tabung uji diambil 1 00 J.ll pada media padat Midllebrook 7H 1 0 

Lowenstein -Jenssen, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C (C02 inkubator) selama 
-8 minggu. 

Pertumbuhan koloni yang positif dilakukan· uji mikroskopis BTA dan uji niasin 
tuk identifikasi bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis). Untuk media yang 

'dak memberikan pertumbuhan dicatat sebagai adanya harnbatan pertumbuhan kuman 
akterisidal). Pada tabung dengan konsentrasi terendah yang menunjukkan hambatan 

inyatakan sebagai KHM. 
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Skcma l<.crjil Ekstntksi Uilll Fralisinasi: 

Umbi Meremia mammosa Hall. 

Dipotong-potong, dikeringkan 

Serbuk Umbi Meremia mammosa Hall. 

Ekstrak kental Residu 

Ekstraksi dengan metanol 

Fraksinasi KCV 
(heksan: etil asetat 
gradient system) 

Ekstrak kental metanol 

Fraksinasi KCV 
(kloroform: methanol 

Orarlient svstem) 

Fraksi A, B, C, D dst untuk noda yang mempunyai profil sama 
secara KLT digabung 

Uji Daya Hambat Bakteri: 
bakteri sensitifTBC (Mycobacterium tuberculosis) 

menggunakan metode Dilusi Agar untuk mengetahui KHM (Konsentrasi 
Hambat Minimun) dengan konsentrasi 500 ppm -8000 ppm. 

1 
Fraksi aktif dilakukan isolasi senyawa kandungan sehingga 

didapat suatu senyawa yang poten sebagai anti-TBC 
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Skcma Kerja Uji day a ham bat ;mti b;lktcri scnsitif TBC (:Hycolmcterium tuberculosis) 

dan bakteri rcsistcn TBC: 

10 ml suspensi bakteri sensitif TBC (Mycobacterium tuberculosis) (I 08 CFU/ml) dalam media 7H9 -7 
kekeruahan susoensi bakteri dibandinekan denean McFarland 1.0 

dilusi 

Suspensi bakteri jumlah koloni 107CFU/ml dibuat 
reolikasi 3 kali (A. B. C) 

supensi bakteri diambil I ml 

Kontrol negatif 1 ml etambuto1 1 0 
~glm1 +media ad 10 ml 

( kontro1 positif) I Uji fraksi ekstrak I 

+ + 

1 m1 ( campuran DMSO dan 
Tween 80) + media ad I 0 ml 

+ + 
1 ml ekstrak 1 ml ekstrak I ml ekstrak 1 ml ekstrak 1000 I ml ekstrak 500 
8000ppm + 4000 ppm+ 2000 ppm+ ppm + media ad ppm + media ad 

111edia ad 10 ml media ad 10 ml media ad I 0 ml IOml 

I I 

Diusapkan pada media 7H 10 dan 
direplikasi 2x dan diinkubasi37°C 

selama 2-8 minggu 

I 
tabung yangjernih masing

ma'\ine di amhiiiOO ul 
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V. HASIL DAN PElVIBAHASAN 

Fraksinasi dnn Uji Aktivitas Ekstrak n- Heksann 

5.1. Pcnyiapnn Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah umbi bidara upas (Merremia 

mammosa (Lour.) Hallier f.) yang diambil dari Sumenep-Madura, Jawa Timur. Tanaman 

ini dideterminasi di Kebun Raya Purwodadi. Umbi bidara upas yang diperoleh kemudian 

dicuci, diiris tipis dan dikeringkan dengan .cara diangin-anginkan. Setelah kering, umbi 

diserbuk kemudian serbuk yang diperoleh ditimbang. 

5.2. Ekstraksi Bahan 

Serbuk umbi bidara upas sebanyak 1 ,620 kg kemudian dimaserasi dengan pelarut 

n-heksana sebanyak 9 kali (masing-masing wadah berisi serbuk ± 500 gram dimaserasi 

dengan pelarut n-heksana 1,5 liter). Pengujian dengan KL T pada remaserasi ke-9 

enunjukkan tidak ada noda intensif berwama ungu atau merah ungu yang berarti 

enyawa terpenoid di dalam umbi Merremia mammosa (Lour.) Hallier f. sudah terekstraksi 

ecara sempurna. Hasil maserasi berupa massa cair berwarna coklat. Setelah diuapkan 

engan rotavapour. diperoleh ekstrak kental berwarna coklat sebanyak 56,9589 gram . 

. 3 Skrining Fitokimia Terpenoid dan Triterpenoid Ekstrak n-heksana 

.3.1. Skrining Fitokimia Terpenoid 

Hasil eluasi ekstrak n-heksana dengan fase gerak n-heksana : etil asetat = 4 : 

1 dengan penampak noda anisaldehid-H2S04 menghasilkan 5 noda intensif 

berwarna merah ungu yang positif terpenoid. Kromatogram hasil pemeriksaan 

ekstrak n-heksana terhadap terpenoid dengan Kromatografi Lapis Tipis dengan fase 

diam silika gel 60 GF2s4 Merck dapat dilihat pada gambar 5.1. h. Noda hasil KL T 

beserta dengan harga Rr tertera pada tabel V .1. h. 
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Rf = 0,76 

Rf = 0,68 

Rf = 0,53 

Rf = 0,34 

Rf = 0,23 

ambar 5.1. h. Kromatogram Lapis Tipis ekstrak n-heksana umbi Merremia mammosa 

Lour.) Hallier f. dengan fase gerak n-heksana: etil asetat (4: 1), fase diam silika gel60 

F254 Merck dengan penampak noda anisaldehida-H2S04. 

Tabel V. 1. h. Hasil KLT skrining fitokimia terpenoid ekstrak n-heksana umbi M. 

mammosa (Lour.) Hallier f. dengan penampak noda an isaldeh id-1-hSO., 

No. Rr noda 

I. 0, 76 

2. 0,68 

3. 0,53 

4 0,34 

5 0,23 

.3.2. Skrining Fitol<.imia Triterpcnoid 

1). Reaksi Liebermann-Burchard 

\Varna noda 

Merah ungu 

Mcrah ungu 

Merah ungu 

Merah ungu 

Merah ungu 

Hasil eluasi ckstrak n-heksana dengan fase gcrak n-heksana : etil asctat 

= 4 : 1 dengan penampak noda Liebermann-Burchard menghasilkan 3 noda 

intensif berwama merah muda dan berpenclar merah muda di bawah lampu UV 

366 run yang positif triterpenoicl. Kromatogram hasil pemeriksaan ekstrak n

heksana terhadap triterpenoid dengan Kromatografi Lapis Tipis dcngan fase 

diam silika gel GF254 Merck dapal dilihat pada gambar 5.2. h. Noda hnsil KLT 

bcserta dengan harga Rr tertera pacta tabcl V .2. h. 
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Rf ;: 0, 77 

Rf ;: 0,64 

Rf = 0,26 

Gambar 5.2. h. Kromatogram Lapis Tipis ekstrak n-heksana umbi Nfmammosa (Lour.) 

Hallier f. dengan fase gerak n-heksana : etil asetat (4: I), fase diam si lika gel 60 GF254 

Merck dengan penampak noda Liebermann-Burchard 

Tabel V .2. h. Hasil KL T skrining fitokimia triterpenoid ekstrak n-heksana umbi M. 

mammosa (Lour.) Hallier f. dengan penampak noda Liebermann-Burchard 

No. Rr noda \Varna noda 

I. 0, 77 Merah muda 

2. 0,64 Merah muda 

3. 0,26 Merah muda 

2). Uji Salkowski 

Hasil Uji Salkowski dari ekstrak menunjukkan terbentuknya cincin 

merah. Gambar uji Salkowsi ekstrak n-heksana dapat dilihat pada gambar 5.3. 

h. dibawah ini: 

Gambar 5.3. h. Uj i Salkowski ekstrak n-heksana 
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. Pcmisahan ucngan Kromatugrali C1ir Y :1kum 

llasil pcmisahan 15 gram ekstrak n-lh:ksana yang terdiri dari dun knli proses 

matografi Cair Yakum (masing-masing proses 7,5 gram ckstrak) dengan eluasi gradien 

i n-hcksana I 00% sampai dengan n-heksnna : ctil asctat = 50 % : 50% (dengan 

unman kadar n-heksann scbanyak 10%). Masing-masing pcrbandingan elucn dilakukan 

kali dengan \·olume masing-masing 25 ml , namun pada eluasi dengan n-heksana I 00% 

ilakuknn sebanyak 4 kali dcngan volume masing-masing 50 ml sehingga didapatkan 44 

fraksi yang kemudian dikumpulkan menjadi 6 fraksi yaitu A ( I a- I d), B (2a - Jb), C (Jc 

), 0 (4d - Sb), E (Sc- Sc) dan r (Sf- 6h). Kromatogram basil analisis KLT di atas 

ipcroleh dengan rase diam silika gel 60 GF25~ Nlerck, fnsc gerak 11-heksana : ctil asetat 

(4:1) serta penampak noda anisaldehida-H2S04 seperti yang terlihat pada gambar 5.4.h dan 

5.5. Jumlah noda beserta harga Rrhasil KLT tertera pada tabel V.3.h. 

3h 4a 4b 4c 4d 4e 41 4g 4h Sa Sb Sc Sd Se Sf Sg Sh 6a 6b 6c 6d 6e 61 6g 6h 

Gambar 5.4.h. Kromatogram Lapis Tipis 44 fraksi hasil pemisahan ekstrak n

heksana dengan Kromatografi Cair Vakum, fase gerak n-heksana: etil asetat (4: I), 

fase diam silika gel 60 GF2s4 Merck dengan penampak noda anisaldehida-H2S04 

A B c D F 

Gambar 5.5.h. Kromatogram Lapis Tipis 

6 fraksi basil penggabungan fraksi dari 

pemisahan ekstrak n-heksana dengan 

Kromatografi Cair Vakum, fase gerak 

n-heksana: etil asetat (4:1), fase diam si lika 

gel 60 GF2s.t rvterck dengan 

penampak noda anisaldehida-H2S04 
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Tabel V.3. h. Hasil KLT penggabungan fraksi dari fraksi hasil pemisahan ekstrak n

heksana dengan Kromatografi Cair V akum 

Berat (mg) Berat (mg) Jumlah 
No Rr Warna Noda 

KCV I KCV2 Noda 

A 
0,74 48,0 54,7 I Merah ungu 

(I a- I d) 

0,67 Merah ungu 

B 0,52 Merah ungu 
456,I 833,6 4 

(2a- 3b) 0,41 Merah ungu 

0,24 Merah ungu 

0,62 Merah ungu 

c 0,51 Merah ungu 

Merah ungu 872,I 872,3 5 0,36 
(3c- 4c) 

0,27 Merah ungu 

0,19 Merah ungu 

0,73 Merah ungu 

D 
0,55 __ Merah ungu 

378,7 463,1 5 0,32 Merah ungu 
(4d- 5b) 

0,24 Merah ungu 

O,I9 Merah ungu 

E 0,23 Merah ungu 
183,3 267,6 2 

(5c- 5e) 0,14 Merah ungu 

F 
250,0 100,5 1 0,73 Merah ungu 

(Sf- 6h) 

5. Uji Aktivitas Antimikroba 

5.1. Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi n-Heksana dengan Metode Dilusi Agar 

Pada penelitian ini dilakukan pengujian awal aktivitas antimikroba fraksi B, C, D, 

, dan F terhadap Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 menggunakan 

etode pengenceran agar (Agar Dilution Method) dengan konsentrasi 400 llg/ml. Hasil 

ngujian tersebut menunjukkan bahwa pada fraksi E positif terdapat hambatan 

rtumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 (Gb.5.6.h,Tabel V.4.h). 
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abel V.4.h. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi n-Heksana tcrhadap Mycobacterium 

tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Fraksi 

B 

c 
D 

E 

Kontrol Positif 

(etambutol) 

Kontrol Negati f 

Keterangan: 

Konsentrasi Lanllan Uj i Hasil 

(~g/rnl) Replikasi I Replikasi 2 

400 + + 

10 + 

DMSO 2% dan Tween I% 

(+) : Terdapat hambatan perturnbuhan i\llycobacterium tuberculosis H37RV 

ATCC 27294 

(-) : Tidak terdapat hambatan pcrtumbuhan Mycobacterium tuberculosis 

H37RV ATCC 27294 

Kontrol (+) : Etambutol I 0 ~g/ml 

Kontrol (-) : Campuran media dengan DMSO dan Tween 80 

A B c D 

E F G 

bar 5.6.h. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi n-Heksana terhadap Mycobacterium 

t berculosis H37RV !\ TCC 27294 
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Keterangan: 

Gam bar A : Kontrol positif mengandung etambutol 10 Jlg/ml 

Gambar B : Kontrol negatif mengandung campuran media dengan DMSO dan Tween 

80 

Gam bar C : Fraksi B ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 400 Jlg/ml 

Gambar D : Fraksi C ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 400 Jlg/ml 

Gam barE : Fraksi D ekstrak n-heksana ~mbi bidara upas konsentrasi 400 Jlg/ml 

Gambar F : Fraksi E ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 400 J.lg/ml 

Gambar G : Fraksi F ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 400 Jlg/ml 

: 3.2. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Aktivitas Antimikroba 

Fraksi n-Heksana dengan Metode Dilusi Agar 

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) fraksi E ekstrak n-heksana 

t~bi bidara upas dilakukan menggunakan larutan uji dengan konsentrasi 400-12,5 J.lg/ml. 

f~ngujian tersebut menunjukkan hasil positif yaitu adanya hambatan pertumbuhan 

A fycobacterium tuberculosis H37RV A TCC 27294. Hasil pengujian tersebut menunjukkan 

bahwa pada konsentrasi larutan uji 400-12,5 J.lg/ml tidak terdapat pertumbuhan bakteri 

s hingga belum bisa ditentukan harga KHM-nya ((Gb.5.7 h ,Tabel V.5.h). 

Tabel V.5.h. Hasil Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Fraksi n

Heksana terhadap Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Konsentrasi Larutan Uji Hasil 
Fraksi 

(J.Lg/ml) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

EI 400 + + + 

E2 200 + + + 

E3 100 + + + 

E4 50 + + + 

E5 25 + + + 

E6 12,5 + + + 

kontrol Positif 
10 + 

(etambutol) 

~ontrol Negatif DMSO 2% dan Tween 1% -
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K~terangan : 

( +) : Tcrdapat hambatan pcrtumbuhan J'vlycohacteri 11111 tuberculosis 1-13 7 R V 

ATCC 27294 

(-) : Tidak tcrdapat hambatan pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis 

H37RV ATCC 27294 

Kontrol (+) : Etambutol I 0 J..l g/ml 

Kontrol (-) : Carnpuran media dengan DMSO dan Tween 80 

A B c 

0 E F 

G H 

- . - - -~~·=:::.-:··.:.-···l. 

(
--_ · __ ·0'Sf ·\ ,_r, . .,~ 
f' ' . ·. ... . . }) 
~- . /;,\ .. j \ . , ' . . . ;. --- ._.-- '--~.. . ----.·~ ...... _.~ .. '. .. . ~--

bar 5.7.h. Hasil Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Fraksi n-Heksana 

ap Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Keterangan: 

Gam bar A : Kontrol positif mengandung etambutol I 0 J..lg/ml 

Gambar B : Kontrol negatif mengandung campuran media dengan DMSO dan Tween 

80 

Gambar C : Fraksi E 1 ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 400 J..l.g/ml 

Gam barD : Fraksi E2 ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 200 J..l.g/ml 

Gam barE : fraksi E3 ekstrak n-heksana umbi bidara upas konscntrasi 100 J..lg/ml 

Gambar F : Fraksi E4 ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 50 ).lglml 

Gambar G : Fraksi ES ekstrak n-heksana umbi bidara upas konsentrasi 25 ).lg/ml 

Gambar H : fraksi E6 ekstrak n-heksana umbi bidara upns konsentrasi 12,5 pg/ml 
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5.6. Uj i ldcntifikas i Standar J<oloni l< uman Mycolwcterium tuberculosis ID7RV 

AT CC 27294 pada Fraksi n-hcksana secant Mil<roslwpis 

Uj i idemifikasi standar koloni kuman .\lyc:obacterium tuberculosis 1137RV 

A TCC 27294 di lakukan secru·a mikroskopis menggunakan mikroskop cahaya dengan 

pewarnaan Zielh-Nelseen. Pada pengujian awal aktivitas antimikroba diperoleh hasil 

positif dengan terbentuknya warna merah yang menandakan adanya Basi l Tahan Asam 

(BT /\) (Gam bar 5.8.h.) pnda fraksi B, C. D, dan f , basil negati f dcngnn terbcntuknya 

warna biru (Gambar 5.9.h.) pacla fraksi E. Sedangkan pacla pcnent.uan Konsentrnsi 

Hambat Minimum (KHM), scmua konsentrasi larutan uj i menunjukkan hasil 

pewarnaan negatif. 

Gambar 5.8.h. Hasil rnikroskopis terhadap media pertumbuhan lvfycobacterium 

tuberculosis H37RV ATCC 27294: (A) BTA positif menandakan adanya pertumbuhan 

(perbesaran 1000 kali) 

Gambar 5.9.h. Hasil mikroskopis terhadap media pertumbuhan Mycobacterium 

tuberculosis H37RV A TCC 27294: (B) BTA negatif menandakan tidak terdapatnya 

pertumbuhan (perbesaran I 000 ka li) 
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l raksinasi dan Uji Aktivitas Anti Bakteri Fraksi Metanol 

5 1 Bahan P~nelitan 

Bahan penelitian yang digunakan adalah umbi bidara upas (Merremia mammosa 

( .. our.) Hallier f.) yang diambil dari Sumenep, Madura pada bulan Agustus 2010 

E erdasarkan hasil determinasi dari Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia UPT Bala1 

P engembangan Kebun Raya Cabang Balai Kebun Raya Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur 

n enunjukkan tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah umbi bidara upas 

( ~erremia mammosa (Lour.) Hallier f.). 

5 2 Ekstraksi Umbi Bidara Upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) 
Hasil maserasi sebanyak lima kali dari 2000 g serbuk umbi bidara upas (Merremia 

n ammosa (Lour.) Hallier f.) dengan pelarut n-heksana berupa massa cair berwarna coklat. 

Setelah diuapkan dengan vacuum rotary evaporator, diperoleh ekstrak kental berwarna 

c >klat sebanyak 12,4549 gram. Residu hasil maserasi dengan n-heksana, dimaseras1 

bmbali dengan metanol sebanyak 3 kali. Setelah diuapkan dengan vacuum rotary 

e aporator, diperoleh ekstrak kental benvarna coklat muda sebanyak 217,7039 gram. 

I< eterangan jumlah dan persentase serbuk dan ekstrak yang dihasilkan dapat dilihat pada 

g~mbar 5.l.m di bawah ini. 

Serbuk umbi bidara upas 
(Merremia mammosa (Lour.) 

Hallier f.) sebanyak2000 g 

Ekstra~ n-heksana umbi bidara upas 
(U 'rremia mammosa (Lour.) 
Haller f.) sebanyak 12,4549 g 

I 
I 

Maserasi dengan n-heksana sebanyak 5 kali 

I Residu j.- Maserasi dengan metanol 
sebanyak 3 kali 

Ekstrak metanol umbi bidara upas 
(Merremia mammosa (Lour.) Hallier 

f.) sebanyak 217,7039 g 

~ambar 5.1.m. Skema Hasil Pembuatan Ekstrak Umbi bidara upas (Merremia mammosa 

(Lour.) Hallier f.) 
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Hasil eluasi ekstrak metanol umbi bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier 

f) dengan elucn butanol : asam asetat : air (4:1 :5) mcnunjukkan adanya noda yang 

b rwama kuning pada penampak noda uap ammonia dan ceri sulfat dengan Rf sebesar 

0 38. Dapat dipastikan dalam ekstrak methanol umbi bidara upas (Jivlerremia mammosa 

( our.) Hallier f.) positif mengandung senyawa golongan flavonoid. Eluasi pemeriksaan 

e strak methanol terhadap fl avonoid menggunakan fase diam si lika gel GF2s4 Merck dapat 

d lihat pada gambar 5.2 m dan nj Jai Rftertera pada tabel V. l .m. 

Gambar 5.2.m. Kromatogram hasil KLT ekstrak metana! umbi bidara upas (Merremia 

mammosa (Lour.) I Iallier f.) dengan eluen butanol : asam asetat: air (4: I :5), fase diam 

silika gel GF254 Merck dengan penampak noda uap amonia 

bel V. I .m. Hasil KL T skrining ekstrak metanol umbi bidara upas (Merremia mammosa, 

(Lour.) Hallier f.) terhadap senyawa golongan flavonoid. 

No. Nilai Rf Wama Noda 

I 0,78 Kuning 

2 0,58 Kuning 

3 0,32 Kuning 

5. Fral<sinasi El<stral< Metanol Umbi Bidara Up4ls Dcngan Kromatografi Cair 

Valmm (KCY) 

Hasi l frak sinasi 7 gram ekstrak metanol umbi bidara upas (lvferremia mammosa 

(L ur.) 1-lallier f.) mcnggunakan eluen kloroform-metanol secara gradient berdasarkan 

op imasi cluen, menghasilkan 12 fraksi. Kemudian fraksi-fraksi terse but dilakukan KLT 

gan fase diam sil ika gel 60 GF2s4 Merck, fase gerak kloroform-mctanol 9: I Clv), serta 
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iberi penampak noda uap amonia dan ceri IV sulfat. Hasil KL T keseluruhan fraksi seperti 

. ang terlihat pada gambar 5.3.m. (a) dan 5.3 .m.(b). Jumlah noda beserta harga Rf tertera 

ada tabel V.2. m. Kernuclian dari scmua fraksi terscbut hanya fraksi 2 sarnpai clengan 

aksi I 0 yang dilakukan pengujian aktivitas antibaktcri. 

(a) 

(b) 

Garnbar 5.3.m. Basil KLT 12 fraksi hasil kromatografi cair vakum clcngan fase gerak 

loroform-mctanol 9: I Clv), rase diam silika gel 60 GF254 Merck dengan penarnpak noda 

(a) uap amonia (b) ceri IV sulfat 
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Tabel V .2.m. Hasil KL T berbagai fraksi ekstrak metanol umbi bidara denga n eluen 

klorofonn:metanol (9: 1) v lv dengan penampak noda uap ammonia dan ceri sulfat 

Warna Noda Warna Noda 
Fraksi No. Berat (g) Harga Rf 

(Ceri IV Sulfat (UapAmonia) 

1 0,0962 - - -
2 0,0681 0,64 Kuning Kuning oranye 

3 0,5559 0,45 Kuning Kuning oranye 

4 0,2238 0,1.6 Kuning Kuning oranye 

5 I, I972 - - -
6 I,8141 - - -
7 0,9186 - - -
8 0,5193 - - -
9 0,0278 - - -
10 0,4420 - - -
II 0,0643 - - -
I2 0,0776 - - -

54 Uji Aktivitas Antibakteri 

5 4.1 Pemilihan Fraksi Aktif Antibakteri 

Hasil pengujian aktivitas antibakteri menggunakan fraksi ektrak m etanol umbi 

b dara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) pada konsentrasi 

rr enunjukkan bahwa tidak semua fraksi menunjukkan hambatan pertumbuh 

500 llg/ml 

an terhadap 

ujian, hanya 

ecara visual 

.&~cobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294. Berdasarkan hasil peng 

fr i:tksi 4 saja yang menunjukkan adanya hambatan pertumbuhan bakteri, s 

d andai dengan tidak adanya koloni kuman yang tumbuh seperti pada 

m .Sedangkan pada fraksi 2, fraksi3, fraksi 5 sampai dengan I 0 secara visual t 

gambar 5.4. 

umbuh koloni 

bidara upas k man. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi-fraksi ekstrak metanol umbi 

O~erremia mammosa (Lour.) Hallier f.) tersaji pada tabel V.3.m. 
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T bel V.3.m. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Ekstrak Metanol Umbi Bidara Upas 

terhadap Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Frnksi 

Fraksi 2 

Fraksi 3 

Fraksi 4 

Fraksi 5 

Fraksi 6 

Fraksi 7 

Fraksi 8 

Fraksi 9 

Fraksi I 0 

Kontrol Pos iti f 

KontroiNegatif 

KontroiVertilitas 

Ketcrangan : 

Tanda (+) 

Tanda (-) 

Kontrol positif 

Kontrol negatif 

Kontrol vertilitas 

5 

Konscnlrasi (Jlg/ml) Hasil 

Replikasi I Replikasi 2 

500 

500 

500 + + 

500 

500 

500 

500 

500 

500 

10 + 

: Ada hambatan pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis 

: Tidak ada hambatan pertumbuhan 

: etambutol I 0 t-tg/ml 

: Media pertumbuhan bakteri dengan DMSO dan Tween 80 

: Media pertumbuhan bakteri 

2 3 4 
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Kontrol negatif Kontrol positif 

ambar 5.4.m. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi metanol terhadap Mycobacterium 

tuberculosis H37RV ATCC 27294 

Keterangan: 

Gambar I : Fraksi 2 ekstrak metanol umbi bidara upas konsentrasi 500 !Jg/rnl 

Gambar 2 : Fraksi 3 ekstrak metanol umbi bidara upas konsentrasi 500 !Jg/rnl 

Gambar 3 : Fraksi 4 ekstrak metanolumbi bidara upas konsentrasi 500 ~tg/ml 

Gam bar 4 : Fraksi 5 ekstrak metanol umbi bidara upas konsentrasi 500 ~tg/m l 

Gambar 5 : Fraksi 6 ekstrak metanolumbi bidara upas konsentrasi 500 !Jg/ml 

Gambar 6 : Praksi 7 ekstrak metanol umbi bidara upas konsentrasi 500 !Jg/rn l 

Gambar 7 : Fraksi 8 ekstrak metanol umbi bidara upas konsentrasi 500 !Jg/ml 

Gan1bar 8 : Fraksi 9 ekstrak metanolumbi bidara upas konsentras i 500 !Jg/ml 

5 .. 2 Pcnentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Penentuan KHM dilakukan pada fraksi 4 yang telah terbukti memiliki aktivitas 

a tibakteri. Fraksi 4 ini dibuat menjadi beberapa konsentrasi (500, 400, 200, l 00, 50, 25, 

d n 12,5 ppm). Kemudian larutan-larutan tersebut dicampur dengan media Midllebrook 

7 9 dan bakteri Mycobacterium tuberculosis dan ditanamkan pada media Miclllebrook 

7 I 0. Berdasarkan basil pengujian diketahui pada konsentrasi 25 dan 12,5 J.lg/rnl terdapat 

p rtumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27295 scperti pada gambar 

5.- .m. Pada konsentrasi lain tidak didapatkan adanya pertumbuhan kuman. Datahasil 

p ngujian disajikan sebagai berikut pada tabel V.4.m. 
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(a) 

(b) 

iambar 5.5.m. Hasil penentuan KHM pada Fraksi 4 dcngan konsentrasi (a) 25 ~tg/rnl dan 

(b) 12,5 ~Lg/m l 

Tabel V.4.m. Hasil Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Hasil 
Nom or Konsentrasi (J.Lg/rnl) 

Replikasi I Rep1ikasi 2 Rep1ikasi 3 

4a 500 + + + 

4b 400 + + + 

4c 200 + + + 

4d 100 + + + 

4e 50 + + + 

4f 25 

4g 12,5 

ontro1 Positi f 10 + 

ontro1Ncgatif 
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Kctcrangan : 

Tanda (+) :Ada hambatan perlumbuhan Mycobacterium tuberculosis 

Tanda (-) : Tidak ada hambatan pertumbuhan 

Kontrol positif : etarnbutol I 0 llglml 

Kontrol negatif : Media pertumbuhan bakteri dengan DMSO dan Tween 80 

Kontrol vertilitas : Media pertumbuhan bakteri 

5.5 Uji Iuent ifikasi Koloni Mycobacterium tuberculosis 

5.5.1 Pemilihan Fraksi Aktif 

llasil pengujian pada tahap pemilihan fraksi aktif dengan menggunakan fraksi 4 

secara mikroskopis menunjukkan hasil positif dengan hanya muncul warna biru muda pada 

pewarnaan Zielh-Neelsen sepcrti pada gambar 5.6.m. Pada fraksi 2, fraksi 3, fraksi 5 

ampai dengan I 0 menunjukkan hasil yang negatif dengan munculnya Bakteri Tahan 

sam yang berwarna merah muda pewarnaan Zielh-Neelsen seperti pada gambar 5.7.m. 

Penentuan Konsentrasi H:unbat Minimal 

llasil penguj ian pada tahap penetuan konsentrasi hambat minimal dengan 

1enggunakan fraksi 4 clcngan konsentrasi 500, 400, 200, 1 00 dan 501-lg/ml secara 

nikroskopis menunjukkan hasil positif dengan clengan hanya muncul warna biru muda 

ada pewarnaan Zielh-Neelsen seperti pada gambar 5.6. m.Seclangkan pada konsentrasi 25 

an 12,51-lg/ml menunjukkan hasil yang negatif dengan munculnya Basil Tahan Asam yang 

erwarna merah muda pewarnaan Zielh-Neelsen seperti pada gambar 5.7.m. 

Gambar 5.6.m. Hasil mikroskopis terhadap media pertumbuhan Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv A TCC 27294 BTA negatif menandakan tidak terdapatnya 

pertumbuhan 
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Gambar 5.7.m. Hasil mikroskopis terhadap media pcrtumbuhan Al/ycobaclerium 

tuberculosis 1137R v A TCC 27294 BTA positif menandakan adanya pertumbuhan 

PEMBAHASAN 

raksi ekstrak n-heksana 

Hasi l skrining fitokimia terpenoid dan triterpenoid yang dilakukan terhadap 

kstrak n-heksana umbi bidara upas menggunakan KL T dengan fase gerak n-heksana : etil 

setal (4: 1) dan pcnampak noda anisaldehid-H2S0 4 menghasilkan 5 noda intensif berwarna 

nerah ungu dengan Rf 0,76; 0, 68; 0,53; 0,34 dan 0,23 yang menunjukkan adanya senyawa 

erpenoid. Scclangkan dcngan penampak noda lain yaitu Liebermann-Burchard (gambar 

.2) menghasilkan 3 noda intensif dengan Rf 0,77; 0,64 dan 0,26 yang bcrpendar (mcrah 

uda) dibawah sinar UY 366 run yang menunjukkan positif senyawa tritcrpenoid. Sclain 

tu juga dilakukan uji Salkowski yang menunjukkan hasil negatif yang ditandai tidak 

rbentuknya cincin rnerah (steroid takjenuh negatif) 

Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan menggunakan 5 macam fraksi yaitu 

aksi B, C, D, E, dan F. Digunakan 5 macam fraksi karena hasil KL T menunjukkan noda 

ang dominan. Noda yang dominan tersebut diharapkan mempunyai konsentrasi yang 

esar sehingga dapat memberikan aktivitas yang besar sebagai antimikroba. P'raksi A tidak 

c igunakan untuk uji aktivitas karena tidak terdapat noda yang dominan pada hasil KL T 

hingga kemungkinan tidak memberikan aktivitas antimikroba, selain itu fraksi A sifatnya 

n polar sehingga sulit untuk menembus membran sel bakteri. Setelah mendapatkan 

aksi yang aktif sebagai antimikroba maka dilakukan penentuan Konsentrasi Hambat 

linimum (KHM) menggunakan larutan uji dengan bcrbagai konscntras i. 

Pada penguj ian awal aktivitas antimikroba digunakan 5 fraksi dengan konsentrasi 

4 0 )lg/ml. Hal ini didasarkan harga Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak n

h 'ksana umbi bidara upas yaitu sebesar 400 ).lg/ml (Oievianingrum, 20 I 0). Pada penentuan 
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Konsentrasi Ham bat Minimum (Kl IM) fraksi yang aktif terhadap Afycobacteriwn 

tuberculosis H3 7RV A TCC 27294 digunakan konsentrasi 400 - I2,5 ~tg/ml. Diharapkan 

penurunan konsentrasi fraksi terpilih tersebut masih mempunyai aktivitas antimikroba. 

Fraksi yang akan diuji ditambahkan DMSO dan Tween 80 sebanyak 2% dan I%. 

Penambahan bahan tersebut dilakukan agar fraksi terdispersi dengan baik dalam air 

sehingga terbentuk suspensi yang lebih homogen. 

Mikroba yang digunakan pada penelitian ini adalah Mycobacterium tuberculosis 

37RV ATCC 27294 yang berasal dari isolat mumi yang diperoleh dari Institute Tropical 

issease (lTD) dan biasa digunakan dalam penelitian antituberkulosis. Mikroba ini sensitif 

erhadap etambutol. Inokulum mikroba uji yang digunakan dibandingkan dengan standart 

c Farland 0,5 kemudian diencerkan sampai diperoleh jumlah koloni kuman I 05 CFU/ml. 

engenceran tersebut dilakukan karena apabila jumlah koloni kuman kurang dari 1 05 

FU/ml menyebabkan pertumbuhan mikroba tidak jelas, sedangkan apabila jumlah koloni 

uman lebih dari I 05 CFU/ml maka daya ham bat fraksi tidak dapat dilihat dengan jelas 

arena terlalu banyak mikroba yang tumbuh. 

Mycobacterium tuberculosis mempunyai dinding sel yang kaya akan lipid 

ehingga sulit ditembus fraksi yang didispersikan dalam air, oleh karena itu pada saat 

licampur dengan media middlebrook 7H9 digunakan glass beads kemudian dikocok agar 

ebih homo gen. Setelah dihomogenkan dengan media 7H9, campuran bakteri dan media 

. iddlebrook 7H9 tersebut diteteskan pada media padat 7HIO untuk mengetahui adanya 

ertumbuhan mikroba dan dapat diamati secara langsung. 

Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah etambutol dengan 

onsentrasi 1 0 J.lg/ml. Etambutol merupakan obat lini pertama pad a terapi penyakit 

berkulosis. Etambutol aktif secara bakteriostatik yaitu menghambat pertumbuhan 

rycobacterium tuberculosis. Mekanisme kerja etambutol adalah menghambat enzim 

abinosyl transferase yang terlibat dalam reaksi polimerisasi arabinoglikan, sebuah 

omponen penting dari dinding sel mikobakteri. Kontrol negatif digunakan larutan air yang 

icampur DMSO dan Tween 80 sesuai konsentrasi yang digunakan sebagai pelarut. Hal ini 

'lakukan untuk mengetahui pengaruh larutan tersebut t~rhadap pertumbuhan 

rycobacterium tuberculosis. Konsentrasi bahan yang terdapat dalam larutan tersebut 

alah DMSO 2% dan Tween 80 1 %. 

Hasil pengujian awal terhadap fraksi B, C, D, E, dan F pada konsentrasi 400 

ml menunjukkan bahwa fraksi E ekstrak n-heksana umbi bidara upas mempunyai 

a tivitas terhadap mikroba uji i\tfycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294. Hal ini 
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apat dilihat adanya hambatan terhadap pertumbuhan mikroba uji. Fraksi E merupakan 

asil pemisahan ekstrak n-heksana menggunakan metode Kromatografi Cair Vakum 

KCV) dengan fase gerak n-heksana: etil asetat (60: 40). Sedangkan fraksi B, C, D, dan F 

idak mempunyai aktivitas antimikroba yang ditunjukkan dengan tumbuhnya mikroba uji. 

raksi yang aktif tersebut kemudian dilakukan penentuan harga Konsentrasi Hambat 

inimum (KHM) dengan berbagai konsentrasi yaitu 400 - 12,5 Jlg/ml. Hasil pengujian 

ersebut menunjukkan bahwa pada semua konsentrasi larutan uji masih terdapat hambata.n 

ikroba uji sehingga belum dapat ditentukan harga _KHM. Diperlukan penelitian yang · 

ebih lanjut untuk penentuan KHM fraksi E dengan melakukan pengenceran larutan uji 

ampai konsentrasi terkecil. Adanya hambatan pertumbuhan mikroba uji ditunjukkan oleh 

akta secara visual tidak terdapat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis H3 7RV A TCC 

7294 dan secara mikroskopis dengan pewarnaan Zielh-neelsen dilakukan identifikasi 

akteri tahan asam. Pada pewamaan Zielh-neelsen, bakteri yang bersifat tahan asam akan 

engikat warna pertama (carbolfuchsin 0,3%). Bakteri ini tidak luntur atau tahan terhadap 

eluntur wama (dekolarisasi) oleh asam dan alkohol. Pada saat penambahan warna kedua 

ethylen blue 0,3%), bakteri ini sudah tidak bisa mengikat warna tersebut. Dibawah 

ikroskop, bakteri tahan asam akan berwama merah dengan dasar biru muda, sedangkan 

ntuk bakteri yang lain tidak dapat mengikat wama pertama karena telah dilunturkan oleh 

am dan alkohol sehingga akan mengikat warna kedua yaitu biru muda. . 

Pendekatan yang dapat digunakan untuk menjelaskan tentang aktivitas 

timikroba yang dimiliki oleh fraksi E ekstrak n-heksana umbi bidara upas adalah 

dungan terpenoid yang mempunyai aktivitas sebagai antimikroba. Mekanisme kerja 

s nyawa terpenoid sebagai antimikroba belum sepenuhnya dipahami, namun diketahui 

enimbulkan gangguan membran sel bakteri dari sifat lipofilik yang dimilikinya. Adanya 

p ningkatan hidrofilitas dari senyawa terpenoid akibat penambahan suatu gugus fungsi 

t rtentu dapat menimbulkan penurunan aktivitas antimikroba. 

Berdasarkan data empiris, air rebusan umbi bidara upas dapat digunakan sebagai 

o at anti tuberkulosis oleh masyarakat Madura. Hal ini diperkuat dengan data ilmiah yang 

enyebutkan bahwa ekstrak air dan n-heksana umbi bidara upas mempunyai aktivitas 

a timikroba terhadap Mycobacterium tuberculosis dengan harga KHM 400 Jlg/ml 

levianingrum, 201 0). Selain itu, fraksi ekstrak n-heksana umbi bidara upas juga 

miliki aktivitas antimikroba. Dibutuhkan penelitian lebih lanjut untuk mengisolasi 

s yawa aktif yang berpotensi sebagai antimikroba sehingga dapat dikembangkan menjadi 

o at anti tuberkulosis yang memenuhi persyaratan aman, efektif dan aseptabel. 
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Fraksi metanol 

Proses fraksinasi dilakukan dengan cara kromatografi cair vakum (KCV) dengan pclarut 

kloroform-metanol secara gradient. Fraksi-fraksi yang diperoleh dianalisa secara 

omatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan pelarut kloroform-metanol 9:1 tlv) dan 

enghasilkan noda kuning dengan penampak noda uap amonia dan ceri sulfat. Ternyata 

anya fraksi 2, 3 dan 4 yang memberikan pemisahan .baik, selain itu pada fraksi-fraksi 

ersebut menunjukkan P.ositif flavonoid dengan adanya noda berwarna kuning pada 

enampak noda uap amonia dan kuning jingga dengan penampak noda ceri sulfat. 

. erdasarkan hasil fraksinasi, yang menunjukkan reaksi warna positif dengan penampak 

oda untuk flavonoid yaitu dengan uap amonia dan ceri sulfat adalah fraksi 2 - 1 a, dengan 

emikian diasumsikan fraksi-fraksi tersebut memiliki senyawa golongan flavonoid 

emudian dilakukan uji aktivitas. Pada fraksi 1 tidak nampak adanya noda. Diasumsikan 

ada fraksi 1 tidak ada senyawa aktif sehingga tidak diujikan. Pada fraksi 11 dan 12 

erdapat noda yang samar. Diasumsikan pada fraksi 11 dan 12 senyawa aktifnya sudah 

abis atau konsentrasinya sangat rendah, sehingga kedua fraksi tersebut juga tidak 

iujikan. 

Bakteri uji yang digunakan adalah Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 

7294. Bakteri jenis ini digunakan karena bakteri ini masih sensitif terhadap obat lini 

ertama anti-TB dan juga yang biasa digunakan pada penelitian pendahuluan senyawa 

ti-TB. lnokulum bakteri uji ini kemudian distandarkan dengan McFarland a,5 lalu 

iencerkan sampai jumlah koloni sebesar 1 as CFU/ml. Apabila pengenceran lebih atau 

urang dari 1 as CFU/ml, akan menyebabkan koloni kuman tidak akan terlihat jelas atau 

·sa menyebabkan daya ham bat fraksi menjadi berkurang. 

Pada tahap pemilihan fraksi aktif, digunakan konsentrasi sebesar 5aO J.lg/rnl. Hal ini 

dasarkan pada penelitian terdahulu yang telah dilakukan oleh 01evianingrum (2ata) 

y g mengatakan bahwa konsentrasi terkecil yang masih memberikan hambatan 

rtumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294 dari ekstrak metanol 

u bibidaraupas (Merremiamammosa (Lour.) Hallier f.)adalah sebesar 5aO J.lg/ml. 

P mberian DMSO dan Tween dimaksudkan untuk membantu tercampurnya fraksi-fraksi 

ebut dalam 1arutan. 

Kontrol positif yang digunakan adalah etambutol. Etambutol merupakan 

teriostatik yang bekerja dengan cara menghambat pembentukan metabolit yang 
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diperlukan untuk proses replikasi sel. Kontrol negatif yang digunakan terdiri dari Iannan 

Tween 80 dan DMSO pada kadar :5 2% dan Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 

27294 tanpa ekstrak. Kontrol negatif digunakan untuk mengetahui pengaruh penggunaan 

Tween 80 dan DMSO terhadap petumbuhan bakteri. Kontrol fertilitas menggunakan media 

idllebrook 7H9 dan 7H 10 dengan Mycobacterium tuberculosis H3 7R v A TCC 27294. 

Hasil pengujian aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa hanya satu dari 1 0 fraksi 

ersebut yang aktif menghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis, yaitu fraksi 4. 

al ini ditunjukkan secara visual tidak nampak adanya koloni kuman Mycobacte1•ium 

uberculosis H37Rv ATCC 27294 pada media agar yang telah dicampur dengan fraksi 4 

etelah diinkubasi selama 2 minggu. Pada media agar yang telah diberi fraksi 2, fraksi 3, 

si 5 sampai dengan fraksi I 0 secara visual muncul koloni kuman Mycobacterium 

uberculosis setelah masa inkubasi 2 minggu. Secara mikroskopis kedua hal di atas bisa 

ibuktikan dengan cara pewamaan Ziehl-Neelsen. Pewarnaan ini secara spesifik dapat 

engidentifikasi adanya bakteri tahan asam. Adanya Bakteri Tahan Asam ditandai dengan 

unculnya warna merah muda dengan background berwama biru muda. Pada fraksi 4 

anya terlihat background biru muda, sedangkan fraksi lain terlihat Basil Tahan Asam 

ang berwama merah muda. 

Pada fraksi ekstrak metanol umbi bidara upas diidentifikasi secara KL T bahwa 

si tersebut mengandung senyawa golongan flavonoid. Flavonoid telah diketahui 

isintesis oleh tanaman sebagai respon terhadap infeksi dari mikroba, sehingga secara in 

'tro memiliki efek antibakteri (Cowan, 1999). Flavonoid juga telah terbukti aktif 

enghambat kerja salah satu enzim dari Mycobacterium tuberculosis. Mekanisme 

nghambatan pertumbuhan kuman Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294 

mungkinan berasal dari. kemampuan senyawa golongan flavonoid untuk membentuk 

k mpleks pada membran sel, merusak membran sel, atau menginaktivasi protein 

p mbentuk dinding sel. Dibutuhkan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui secara pasti 

~ gaimana mekanisme penghambatan tersebut. 

Pada fraksi 4 terbukti mengandung senyawa go Iongan flavonoid. Harga Rf fraksi 4 

berbeda dari fraksi-fraksi lainnya, sehingga dapat dikatakan fraksi 4 memiliki 

s yawa-senyawa yang berbeda dari fraksi lainnya. Senyawa-senyawa inilah yang aktif 

nghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294, walaupun 

p da fraksi 2 dan 3 juga mengandung senyawa golongan flavonoid, namun perbedaan 

s ktur pada senyawa golongan flavonoid bisa menghasilkan aktivitas yang berbeda. 

43 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Fraksinasi dan Uji Daya... Mangestuti Agil



Berdasarkan litcratur, pcrbedaan struktur sangat mempengaruhi aktivitas farmakologi pnda 

fraksi atau ekstrak tanaman. 

Penelitian yang dilakukan oleh Hosttetmann ( 1999) mengatakan isolat senyawa 

aktif yang diperoleh dari suatu fraksi atau ekstrak memiliki aktivitas lebih tinggi daripada 

fraksi atau ekstrak itu karena konsentrasi isolat pada ekstrak umumnya sangat kecil. Hal ini 

yang membuat aktivitas senyawa aktif pada ektrak tersebut menjadi lebih rendah. Hal yang 

sama kemungkinan terjadi pada farksi-farksi lainnya yang tidak menunjukkan aktivitas 

ehingga fraksi-fraksi tersebut tidak · bisa memberikan hambatan pertumbuhan 

rycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294. Pada fraksi 5 sampai dengan fraksi 10 

idak terjadi pemisahan yang baik, sehingga tidak diketahui dengan jelas apakah pada 

si-fraksi terse but juga mengandung flavonoid. 

Hasil penentuan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) menunjukkan bahwa fraksi 

ekstrak metanol umbi bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.)masih aktif 

enghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis sampai pada konsentrasi 50 !J.g/ml. 

al ini menunjukkan bahwa fraksi dari ektrak metanol umbi bidara upas memiliki aktivitas 

ang lebih baik daripada ekstrak metanol yang KHM-nya sebesar 500 f..lg/ml. Ada beberapa 

al yang kemungkinan menyebabkan hal tersebut antara lain adanya senyawa lain pada 

kstrak yang bersifat antagonis ataupun kompetitif dengan senyawa aktif yang terdapat 

alam fraksi 4 tersebut. Mengkaji hal-hal di atas, maka perlu dilakukan pengujian aktivitas 

si ekstrak metanol umbi bidara upas (Merremia mammosa (Lour.) Hallier f.) secara in 

itro dan dilakukan isolasi senyawa aktif. 

Aktivitas antibakteri fraksi 4 ekstrak metanol umbi bidara upas (Merremia 

ammosa (Lour.) Hallier f.) terhadap Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294 

embuktikan bahwa umbi bidara upas memang bisa digunakan sebagai pengobatan 

a ternatif anti-TB. Nilai KHM fraksi 4 yang sebesar 50 f.!g/ml mengindikasikan potensi 

bi bidara upas untuk dikembangkan menjadi suatu sediaan fitofarmaka. 
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BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN 

KESIMPULAN 

1. Fraksi E ekstrak n-heksana umbi Merremia mammosa (Lour.) Hallier f. merupakan 

fraksi yang aktifterhadap Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 

2. Fraksi E ekstrak n-heksana umbi Merremia mammosa (Lour.) Hallier f. pada 

konsentrasi 400-12,5 J.lg/ml masih mempunyai aktivitas terhadap ;\lycobacterium 

tuberculosis H37RV ATCC 27294, sehingga belum dapat ditentukan harga 
Konsentrasi Hambat Minimumnya. 

3. Fraksi ke-4 ekstrak metanol umbi bidara upas (A,ferremia mammosa (Lour.) Hallier 

f.) yang dapat rnenghambat pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
ATCC 27294. 

4. Konsentrasi Hambat Minimum(KHM) fraksi 4 terhadap Mycobaterium 

tuberculosis H37Rv ATCC 27294 sebesar 50 J.lg/ml. 

elalui basil penelitian ini, disarankan untuk melanjutkan penelitian untuk mengetahui 

ekanisme penghambatan ekstrnk dan senyawa aktif terhadap bakteri TBC. Jni 

ikarenakan keunikan struktur dinding sel bakteri yang tidak mudah diternbus. Hasil 

nelitian diharapkan dapat memberi harapan diperolehnya obat alternative untuk 
emberantas penyakit TBC. 
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