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Abstract

The previous study shows ethanol extract of Filicium decipiens leaf possesses a strong
antibacterial activity against Staphylococcus aureus, but there have been no study of the
antibacterial activity with different solvents. The purpose of this study was to determine the
antibacterial activities of methanol, n-hexane fraction of methanol, and n-hexane extract of F.
decipiens leaves against S. aureus and Bacillus subtilis bacteria. Extraction was carried out by
soxletation method using methanol and n-hexane solvent. The antibacterial activity test was
done by measuring the minimum inhibitory concentration (MIC) and zone of Inhibition. The
results showed that methanol extract did not have activity either against S. aureus bacteria or
against B. subtilis. N-hexane extract which was fractionated from methanol extract had no
activity against B. subtilis but showed moderate activity against S. aureus with 9 mm inhibition
diameter at an extract concentration of 40%. N-hexane extract has very strong antibacterial
activity against S. aureus with inhibition diameter reaching 21 mm at extract concentration of
30% and showing strong activity against B. subtilis bacteria with inhibition diameter of 10 mm
at extract concentration of 30%. It can be concluded that n-hexane extract from F. decipiens
has a potent as natural antibiotic material.

Keywords: Filicium decipiens; Staphylococcus aureus; Bacillus subtilis; n-hexane extract;
methanol extract

Abstrak

Ekstrak etanol tanaman Filicium decipiens diketahui memiliki aktivitas antibakteri kuat
terhadap Staphylococcus aureus, namun belum ada penelitian aktivitas antibakteri ekstrak F.
decipiens dengan pelarut berbeda. Tujuan penelitian ini mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak
metanol, fraksi n-heksan ekstrak methanol, dan ekstrak n-heksan daun F. decipiens terhadap
bakteri S. aureus dan bakteri Bacillus subtilis. Ekstraksi dilakukan dengan metode soxletasi
menggunakan pelarut metanol dan n-heksan. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan
mengukur konsentrasi hambat minimum (KHM) dan lebar daerah hambat (LDH). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol tidak memiliki aktivitas baik terhadap bakteri S.
aureus maupun terhadap B. subtilis. Ekstrak n-heksan yang difraksinasi dari ekstrak metanol
tidak memiliki aktivitas terhadap B. subtilis, namun menunjukkan aktivitas sedang terhadap
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bakteri S. aureus dengan LDH tertinggi 9 mm pada konsentrasi ekstrak 40%. Ekstrak n-heksan
memiliki aktivitas antibakteri yang sangat kuat terhadap S. aureus dengan diameter hambat
mencapai 21 mm pada konsentrasi 30% dan menunjukkan aktivitas kuat terhadap B. subtilis
dengan diameter hambat 10 mm pada konsentrasi 30%. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak n-
heksan F. decipiens memiliki aktivitas antibakteri paling kuat dibandingkan dengan ekstrak
metanol dan ekstrak fraksi n-heksan.

Kata kunci: Filiciums decipiens, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, ekstrak n-hexan,
ekstrak metanol

Pendahuluan

Penyakit infeksi hingga saat ini masih merupakan penyebab tertinggi angka kesakitan
dan kematian di dunia terutama di negara-negara berkembang.! Staphylococcus aureus dan
Bacillus subtilis adalah bakteri penyebab infeksi yang paling umum ditemukan pada kasus-
kasus infeksi. Pemberian antibiotik merupakan penanganan yang digunakan untuk mengatasi
penyakit-penyakit ini. Walaupun demikian pemberian antibiotik dalam jangka waktu lama dapat
menimbulkan masalah resistensi bakteri terhadap antibiotik. Antibiotik dari tanaman dapat
menjadi alternatif yang lebih aman untuk mengatasi penyakit akibat infeksi bakteri.

Penelitian untuk mendapatkan senyawa antibiotik baru dari tanaman telah menunjukkan
hasil yang positif.2® Salah satu kendala penelitian antibiotik dari bahan alam adalah sulit
mendapatkan bahan mentah dalam jumlah yang besar. Pohon Filicium decipiens yang dikenal
dengan nama lokal kiara payung atau ki sabun adalah tanaman yang mudah didapat dan mampu
menghasilkan bahan mentah dalam jumlah yang besar. Dari penelitian terdahulu diketahui
bahwa ekstrak etanol daun F. decipiens memiliki aktivitas antibakteri yang kuat terhadap
bakteri gram positif S.aureus, namun negatif terhadap gram negatif Escherichia coli dan
terhadap jamur Candida albicans.* Senyawa yang diduga memiliki aktivitas antibakteri dari F.
decipiens adalah senyawa golongan saponin karena F. decipiens memiliki kadar saponin tinggi
mencapai 12,5%.* Saponin secara umum adalah senyawa glikosida polar yang dapat ditarik
dengan pelarut-pelarut golongan polar seperti metanol, etanol, dan air. Selain senyawa golongan
saponin, diketahui juga bahwa pada tanaman F. decipiens terdapat senyawa-senyawa golongan
terpenoid dan steroid® yang termasuk ke dalam senyawa-senyawa golongan non polar. Senyawa-
senyawa golongan non polar mudah diekstrak dengan pelarut-pelarut non polar seperti benzen
dan n-heksan. Senyawa-senyawa dari golongan saponin, terpenoid, dan steroid dari beberapa
jenis tanaman dikenal memiliki aktivitas antibakteri yang cukup kuat.®” Tujuan penelitian ini
adalah mengetahui aktivitas antibakteri S. aureus dan bakteri B. subtilis dari ekstrak F.

decipiens yang ditarik dengan dengan pelarut metanol, aktivitas antibakteri ekstrak F. decipiens

J Med Health.2020;2(5):11-21 12


http://u.lipi.go.id/1421209968

Journal of Medicine and Health Antibacterial Activities Test of Methanol...
Vol.2 No.5 February 2020
e-ISSN : 2442-5257

Research Article

dari fraksi n-heksan ekstrak metanol dan aktivitas antibakteri ekstrak F. decipiens yang ditarik
dengan pelarut n-heksan.

Metode
Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan adalah timbangan digital, tabung erlenmeyer, tabung reaksi,
kertas saring, evaporator, alat sokhlet, inkubator, cawan petri disposable. Bahan yang digunakan
pada penelitian ini adalah daun F. decipiens yang didapat dari daearah Ciheuleut, Kota Bogor
dan telah dideterminasi oleh Pusat Penelitian Biologi, Lembaga llmu Pengetahuan Indonesia,
dengan nomor keterangan 1769/IPH.1.01/1f.07/1X/2019, biakan bakteri S. aureus dan B. subtilis
dari Lab. Bioteknologi LIPI Bogor, nutrient agar (NA), nutrient broth (NB), n-heksan, metanol,
kloroform, dimetil sulfoksida (DMSO), standar mc Farland 1 x 10® CFU, aquadest. Bahan-
bahan yang digunakan berkualitas pro analisis produk dari Merck & Co., Inc. dan Sigma-
Aldrich Inc.

Ekstraksi Sampel

Sebanyak masing-masing 100 gram serbuk kering F. decipiens diekstrak denganl liter
metanol dan 1 liter n-heksan menggunakan alat sokslet pada suhu 70° C sampai pelarut jernih.
Masing-masing filtrat kemudian dipekatkan menggunakan vacuum evaporator sehingga didapat
ekstrak metanol pekat dan ekstrak n-heksan pekat. Ekstraksi dilakukan tiga kali untuk
mendapatkan jumlah ekstrak pekat yang cukup banyak. Ekstrak metanol pekat selanjutnya
difraksinasi dengan n-heksan. Fraksinasi dilakukan dengan mengambil 20 gram ekstrak metanol
pekat dan dilarutkan dalam 200 mL aquadest. Larutan dimasukkan ke dalam corong pisah
kemudian ditambahkan 200 mL n-heksan sehingga terbentuk dua fraksi. Fraksi n-heksan
dipisahkan dari fraksi air dan dipekatkan sehingga didapatkan ekstrak fraksi n-heksan dan
ekstrak metanol. Metoda ekstraksi dan jenis pelarut digunakan berdasarkan pada prinsip

ekstraksi bahan alam Harbone.®

Uji Aktivitas Antibakteri S. aureus

Uji aktivitas ekstrak F. decipiens terhadap bakteri S. aureus dan Bacillus subtilis
dilakukan menggunakan metode difusi agar Kirby-Bauer® dengan sistem pour plate. Koloni
bakteri S. aureus dan B. subtilis dari pertumbuhan 24 jam diambil, disuspensikan ke dalam 0,5

mL media NB, diinkubasi 5-8 jam pada suhu 37°C. Suspensi ditambah akuades steril hingga
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mencapai kekeruhan sesuai dengan standar konsentrasi bakteri 1,5 X 108 CFU per mL (standar
McFarland 0,5). Suspensi bakteri digunakan selanjutnya untuk menentukan konsentrasi hambat
minimum (KHM) dan lebar daerah hambat (LDH).

Pemeriksaan KHM dilakukan dengan cara disiapkan satu seri media kemudian
ditambahkan masing-masing ekstrak metanol, ekstrak fraksi h-heksan, dan ekstrak n-heksan
sehingga masing-masing media memiliki konsentrasi 0% (kontrol), 1%, 2% 3%, 4%, 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35% dan 40%. Satu mata ose bakteri diambil dari suspensi bakteri,
dicelupkan pada masing-masing media NA (20 mL, 40°C), dihomogenkan, lalu dituang pada
cawan petri steril sampai membeku. Cawan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Selanjutnya KHM diukur dengan membandingkan kekeruhan cawan berisi media ekstrak
terhadap cawan kontrol.

Penentuan LDH dilakukan dengan cara mengambil satu mL suspensi bakteri,
ditempatkan pada cawan petri steril dan ditambahkan dengan 20 mL media NA temperatur
40°C, dihomogenkan dan ditunggu sampai membeku. Kertas cakram yang telah dicelupkan ke
dalam ekstrak metanol, ekstrak fraksi n-heksan, dan ekstrak n-heksan dengan konsentrasi 1%,
2% 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% dan 40% diletakkan di atas media NA berisi
suspensi bakteri S. aureus dan B. subtilisdan diinkubasi selama 24 jam pada temperatur 37°C.
Kloramfenikol 30 mikrogram digunakan sebagai kontrol dan DMSO 10% digunakan sebagai
kontrol positif dan kontrol negatif. Lebar Hambat yang terbentuk di sekitar piringan kertas pada
biakan S. Aureus dan B. subtilisdiukur dalam satuan mm dan data yang dihasilkan dianalisis
menggunakan ANOVA satu arah dan dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

dengan taraf signifikan 5%.

Hasil
Karakteristik Ekstrak
Ekstrak yang dihasilkan dengan pelarut metanol dan n-heksan memiliki karakteristik

berbeda seperti terlihat pada tabel 1 dan gambar 1.

Tabel 1 Rendemen dan Kadar Air Ekstrak F. decipiens

Jenis Ekstrak Rendemen Kadar Air
Ekstrak metanol 19,8% 6,2%
Ekstrak fraksi n-heksan 8,77% 5,4%
Ekstrak n-heksan 7,56% 5,1%
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Gambar 1 Ekstrak Metanol dan Ekstrak N-heksan Konsentrasi 1% sampai 5%

Aktivitas Antibakteri

Hasil uji KHM pada tabel 1 menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun F. decipiens
tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan B. subtilis, ekstrak n-heksan
memiliki aktvitas baik terhadap S. aureus maupun B. subtilis, sementara ekstrak fraksi n-heksan

hanya memiliki aktivitas sedang terhadap S. aureus.

Tabel 2 Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Ekstrak Metanol, Ekstrak Fraksi n-
heksan, dan Ekstrak n-Heksan terhadap Staphylococcus aureus dan Bacillus subtilis

Jenis Ekstrak Bakteri Uji Konsentrasi ekstrak (%)
1 2 3 4 5 10 15 20 25 30 35 40

+
+
+

Ekstrak Staphylococcus aureus + + 4+ + + + + + 4+
metanol Bacillus subtilis + + + + + + + + + + + o+

Ekstrak fraksi ~ Staphylococcus aureus + o+ o+ - - - .o
n-heksan Bacillus subtilis s S T

Ekstrak n- Staphylococcus aureus + + + + + + + + + + + -
heksan Bacillus subtilis + + + + + + + + + + + +

Keterangan: + Terlihat pertumbuhan bakteri
- Tidak terlihat pertumbuhan bakteri

Daya antibakteri ditunjukkan oleh nilai LDH pada tabel 2 dan 3, dan gambar 2 dan 3.
Ekstrak n-heksan menunjukkan aktvitas antibakteri dengan kategori kuat terhadap B. subtilis

dan sangat kuat terhadap S. aureus, sedangkan ekstrak fraksi n-heksan hanya menunjukkan

aktivitas sedang terhadap bakteri S. aureus.

Tabel 3 LDH Ekstrak N-heksan pada Bakteri Stapylococcus aureus
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Ekstrak Lebar Daerah Hambat
n-Heksan (%) (LDH)/(mm)
S. aureus
Kontrol (+) 28
Kontrol (-) 0
5% 0
10% 0
15% 0
20% 0
25% 0
30% 82
35% 92
40% 92

Tabel 4 LDH Ekstrak N-heksan pada Bakteri Stapylococcus aureus dan B. subtilis

Ekstrak n- Lebar Daerah Hambat (LDH)/(mm)
Heksan (%) S. aureus B. subtilis

Kontrol (+) 29 24

Kontrol (-) 0 0
1% 0 0
2% 118 0
3% 118 0
4% 13® 0
5% 140 0
10% 17¢ 7
15% 18,5¢ 92
20% 19,5¢ 9.52
25% 20,5¢ 9.52
30% 21°¢ 108
35% 21°¢ 108
40% 21°¢ 108

Keterangan:  Angka yang diikuti superskrip yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan
signifikan pada tingkat kepercayaan 95% (a = 0.05)

Eksernc V-Hegan!
Sa u-d
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Gambar 2 Aktivitas Ekstrak N-heksan Daun F. decipiens
Konsentrasi 1% sampai 40% terhadap S. aureus

Gambar 3 Aktivitas Ekstrak N-heksan Daun F. decipiens
Konsentrasi 10% sampai 40% terhadap S. aureus

Diskusi

Karakteristik Ekstrak
Rendemen yang dihasilkan ekstrak metanol sebesar 19.8% jauh lebih tinggi
dibandingkan dengan rendemen ekstrak n-heksan sebesar 8,77%. Angka ini mengindikasikan

bahwa daun F. decipiens mengandung lebih banyak senyawa-senyawa bersifat polar yang larut
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dalam metanol dibanding senyawa-senyawa bersifat non polar yang larut dalam pelarut n-
heksan. Rendemen fraksi n-heksan sebesar 7,56% adalah sebagian dari senyawa-senyawa yang
sebelumnya tertarik pelarut metanol sehingga kadar rendemennya dipastikan di bawah
rendemen ekstrak metanol. Kadar air ketiga jenis ekstrak berada pada kisaran memenuhi syarat
mutu ekstrak sesuai dengan parameter yang ditetapkan Depkes RI.1° Karakteristik fisik
menunjukkan perbedaan warna antara ekstrak metanol, ekstrak fraksi n-heksan, dan ekstrak n-
heksan. Ekstrak metanol dan ekstrak fraksi n-heksan berwarna kuning kehijauan sedangkan
ekstrak n-heksan berwarna kecoklatan seperti terlihat pada gambar 1.

Aktivitas Antibakteri

Tidak adanya aktivitas antibakteri pada ekstrak metanol diduga berkaitan dengan
senyawa-senyawa polar yang tertarik oleh pelarut metanol seperti senyawa-senyawa golongan
fenolik dan golongan alkaloid. Senyawa-senyawa polar dari tanaman F. decipiens lebih
memiliki aktivitas-aktivitas farmakologis seperti antidiabetes! dan anti-inflamasi'?, tapi tidak
efektif sebagai antibakteri. Walaupun tidak memiliki sifat antibakteri, namun dari penelitian
sebelumnya diketahui bahwa ekstrak metanol daun F. decipiens memiliki aktivitas fitotoksik
yang menghambat terjadinya perkecambahan.t® Ekstrak n-heksan yang difraksi dari ekstrak
metanol tidak memiliki aktivitas terhadap B. subtilis namun menunjukkan aktivitas terhadap
bakteri S. aureus dengan KHM dicapai pada konsentrasi ekstrak 40%. Nilai LDH ekstrak fraksi
n-heksan menunjukkan hasil yang sejalan dengan nilai KHM. Nilai LDH tertinggi ekstrak fraksi
n-heksan adalah 9 mm pada konsentrasi ekstrak 40%. Dari data ini dapat dinyatakan bahwa
ekstrak fraksi n-heksan memiliki aktivitas sedang terhadap bakteri S. aureus berdasarkan
parameter McDermott dan Hartley** yaitu:
- Daerah hambat 20 mm atau lebih berarti ekstrak memiliki aktivitas sangat kuat.
- Deerah hambat 10 — 20 mm berarti ekstrak memiliki aktivitas kuat.
- Daerah hambat 5 — 10 mm berarti ekstrak memiliki aktivitas sedang.

- Daerah hambat 5 mm atau kurang berarti ekstrak memiliki aktivitas lemah.

Senyawa terduga larut pada ekstrak fraksi n-heksan adalah senyawa-senyawa golongan
saponin, karena fraksinasi ekstrak metanol dengan pelarut semipolar atau polar adalah metode
dasar untuk penarikan senyawa golongan saponin.®® Data dari penelitian sebelumnya diketahui
bahwa pada tanaman F. decipiens terdapat 4 senyawa saponin berbeda yaitu p-D-
glucopyranosyl gypsogenic acid, p-D-glucopyranosyl medicagenic acid, medicagenic acid,

zanhic acid.'® Aktivitas antibakteri S. aureus dari fraksi n-heksan F. decipiens kemungkinan ada
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kaitannya dengan kehadiran senyawa golongan saponin ini. Mengacu pada berbagai penelitian
sebelumnya, diketahui bahwa saponin pada berbagai tanaman seperti Abutilon indicum,
Solanum trilobatum, dan Centella asiatica memiliki sifat antibakteri.1”181° Aktivitas antibakteri
fraksi n-heksan F. decipien tergolong tidak kuat walaupun kadar saponinnya cukup tinggi
mungkin karena sebagian saponin pada F. decipiens memiliki fungsi lain yaitu sebagai
antioksidan dan anti-inflamasi.?® %

Tabel 4 menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan memiliki aktivitas antibakteri yang
sangat kuat terhadap bakteri S. aureus dengan diameter hambat mencapai 21 mm pada
konsentrasi 30% dan menunjukkan aktivitas kuat terhadap bakteri B. subtilis dengan diameter
hambat 10 mm pada konsentrasi 30%. Senyawa-senyawa yang diduga berkaitan dengan
aktivitas antibakteri adalah senyawa-senyawa non polar golongan terpenoid terutama golongan
sterol.?2 Tanaman F. decipiens diketahui mengandung beberapa macam senyawa golongan
steroid yaitu sitosterol p-D-glucoside, 3-O-B-D-glucopyranosyl kaempferol, 3-O-p-D-
glucopyranosylquercetin,  3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1 — 2)-B-D-glucopyranosylkaempferol®
dan stigmasta-7,22-dien-3-ol (spinasterol).?* Beberapa penelitian telah menunjukkan kaitan
yang kuat antara kehadiran senyawa-senyawa steroid pada tanaman dengan aktivitas antibakteri
yang dimilikinya.?® Senyawa stigmasterol bahkan diketahui memiliki daya inhibisi bakteri yang
kuat pada konsentrasi rendah.?® Mekanisme steroid sebagai antibakteri berhubungan dengan
membran lipid dan sensitivitas terhadap komponen steroid yang menyebabkan kebocoran pada
liposom.?’ Steroid dapat berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat permeabel
terhadap senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan integritas membran menurun serta

morfologi membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh dan lisis.?®2°

Simpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak n-heksan daun F. decipiens
adalah ekstrak yang memiliki aktivitas antibakteri paling kuat terhadap bakteri S. aureus dan B.
subtilis, sehingga untuk penelitian selanjutnya dapat digunakan pelarut n-heksan untuk
mengekstrak senyawa aktif antibakteri S. aureus dan B. subtilis dari tanaman F. decipiens.
Senyawa aktif terduga memiliki aktivitas antibakteri adalah senyawa non polar dari golongan

terpenoid atau golongan sterol.
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