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ABSTRAK

Ardiansyah, 1. 2019. Isolasi dan Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder
Ekstrak Cacing Laor (Lysidice oele) sebagai Antibakteri terhadap
Salmonella typhi.

Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si.; Pembimbing II: Ahmad
Abtokhi, M. Pd.; Konsultan I: Anik Maunatin, S.T., M.P.

Kata Kunci: Cacing Laor, Metabolit Sekunder, Antibakteri, Salmonella typhi.

Cacing laor (Lysidice oele) merupakan salah satu organisme laut yang
melimpah jumlahnya dan mempunyai potensi cukup besar dalam menghasilkan
senyawa aktif berupa metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan sebagai
antibakteri. Penggunaan senyawa antibakteri alami dari cacing laor diharapkan
dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen yang berbahaya bagi manusia
seperti bakteri Salmonella typhi yang dapat menimbulkan penyakit demam tifoid.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi senyawa metabolit sekunder
dalam menghambat pertumbuhan S. typhi dan untuk mengidentifikasi senyawa
metabolit sekunder yang terkandung pada cacing laor.

Ekstrak cacing laor diperoleh melalui ekstraksi maserasi dengan pelarut
yang berbeda yaitu etanol, etil asetat dan petroleum eter. Masing-masing ekstrak
cacing laor diuji aktivitas antibakteri melawan S. typhi menggunakan metode
difusi agar. Hasil ekstrak yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi dilanjutkan
dengan variasi konsentrasi yaitu 25, 50, 75, 100 dan 125 mg/mL, kemudian
ekstrak terpilih diuji fitokimia dan senyawa dipisahkan menggunakan KLT.
Senyawa aktif diidentifikasi menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan gugus
fungsinya menggunakan Spektrofotometer FT-IR.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol menghasilkan
rendemen tertinggi yaitu 27,79 %, sedangkan ekstrak petroleum eter dan etil
asetat menghasilkan rendemen vyaitu 16,89 % dan 5,63 %. Selain itu, ekstrak
etanol memiliki aktivitas antibakteri tertinggi terhadap S. typhi yaitu 10,16 mm,
sedangkan etil asetat sebesar 6,83 mm dan petroleum eter yaitu 5,75 mm. Hasil uji
fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol cacing laor mengandung flavonoid,
saponin, fenol, triterpenoid, dan alkaloid. Identifikasi senyawa aktif menggunakan
spektrofotometer UV-Vis diperoleh Amax sebesar 257 nm yang menunjukkan
adanya senyawa flavonoid, sedangkan identifikasi senyawa aktif menggunakan
spektrofotometer FTIR menunjukkan adanya gugus fungsi O-H, C=0, C-C, C=C,
C-0O alkohol primer, N-H primer, N-CHz CH,, CHs, dan C-H.
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ABSTRACT

Ardiansyah, 1. 2019. Isolation and Identification of Secondary Metabolite
Compounds of Laor Worm Extract (Lysidice oele) as Antibacterial
Against Salmonella typhi.
Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Si.; Supervisor 11: Ahmad Abtokhi,
M. Pd.; Consultant I: Anik Maunatin, S.T., M.P.

Keywords: Laor Worm, Secondary Metabolite, Antibacterial, Salmonella typhi.

Laor worm is one of the marine organisms that have an abundant amount
and high potential of producing active substances in the form of secondary
metabolite that can be used as antibacterial. The use of natural antibacterial
compounds from laor worms is expected to inhibit the growth of pathogenic
bacteria that are harmful to humans such as Salmonella typhi which can cause
typhoid fever. This research aims to know the potential of secondary metabolite
compounds in inhibiting the growth of S.typhi and to identify the secondary
metabolites in Laor worm.

Laor worm extract was obtained by the maceration extraction using
different solvents that were ethanol, ethyl acetate, and petroleum ether. Laor
worm extract bacterial test against S. typhi used agar diffusion method. The
extract which had the highest antibacterial activity was continued with various
concentrations that were 25, 50, 75, 100, and 125 mg/mL, then the selected
extract was tested for phytochemicals and the compounds were separated using
TLC. The active compounds were identified using UV-Vis spectrophotometer and
its functional groups were identified using FT-IR spectrophotometer.

The results of this research showed that ethanol extract produced the
highest yield was 27,79 %, while petroleum ether and ethyl acetate extract
produced yield were 16,89 % and 5,63 %. Moreover, ethanol extract had the
highest antibacterial activity against S. typhi which was 10,16 mm, while ethyl
acetate extract was 6,83 mm and petroleum ether was 5,75 mm. The result of
phytochemical tests showed that the ethanol extract contained flavonoids,
saponins, phenolics, triterpenoids, and alkaloids. The identification of active
compounds using UV-Vis spectrophotometer was obtained Amax was 257 nm that
showed of flavonoid compound. While the identification using FTIR
spectrophotometer showed of functional groups were O-H, C=0, C-C, C=C, C-O
primary alcohol, N-H primer, N-CH3, CH2, CH3, and C-H.

XVii



Eondl albuins

Lysidice ) 3 8395 jabsuima &gl ¥ OUSl Wouy Jje Yo va LT sl
il W galldl w2 ol 2ell sLiaaS (0ele
I B T TS S O N 1 R O S U [ YW [ e O [T R BN P IS SN

ﬁ:M;-LQJ\ co,gb'}n

) Sgised Ll (ol el sl ¢ &gl La 1l 5355 1de-idad! NS

Loy saal oo 5l Bl WS e sty (Lysidice 0€le) (3N 5393 un
ot plal) slaes el (S 15l Rl wls IS8 G ahas oS 2ls) B S SIS
gl PN Bl S sas Ol e el LS 3Lzl LSSl plutsezl = of szl
Gl JI ol e Oy deid) e o O Say i) gl fia iy s
B3pmsall Al Sllineall SLSe doy k) Fsalld) sod b 5 Rl Sllin) SIS
Y B3g3 B

Gy Ml Slode el gl B e Y 8353 el (e Jgesd) 2
Lo LSl slaal bladl o 8355 pabies IS )Lt 5 Joad) a3l el wdlss (sl
ol slas blas el Jo g cll jalsnnadl mn el 25 32k plisunl 2dad) S gl
sloosSl sl jalsiread) st on o3 o dafie VY0 5 Ve 5 Ve y o 5 Yo iS5 s
Sl Gl e plisenl Lidl (Sl dios 5 a0 AR aakll LS e s a5l
ot Ayl 2] fgmal) el Caall e pusiand Rl wesams ISy Aoeenitd) 35b 2ns Y
el yomdl

O e B LYV cab aals] aes ol sl JplY) alsans OF el opgbl
U3 N BLoYL L TeTr 5 LY THAS cal olble i 6 Ladl el olwls i) olalsaas
g B ek V)T O 2dd) Sgell) o Slll sliae blas el Jsla) el 0187
O 15l LS LW ils bl e o0 Joadl 5Yl5 ohe AT cils” Ja Yl ods of
Ay (sl oyl g LS e e Y sl e JplaY) el
Il o Gl dmniid) Bgb 201 Sl Cadall e st 2l LSl s . sl
Alaidl) DSl dtos OF e 3 g O S agmg ) e sl gl Yo dly Apax ke
C- (C-O (O-H 39y bl chamdl cou sdl) 21 fmdl Sgall Cadall olide plisanl,
.C-H ,CH; y CH; y CH3-N ¢ ( st N-H ¢ o5 =3 O-H (C-C .C

Xviii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kehidupan manusia tidak terlepas dari interaksi dengan berbagai makhluk
hidup, salah satunya yaitu mikroorganisme. Tanpa disadari mikroorganisme
memberikan peranan penting dalam kehidupan. Mikroorganisme terdiri dari
beberapa kelompok seperti fungi, virus dan bakteri. Maka mempunyai kelompok
yang beragam, mikroorganisme ada yang bersifat menguntungkan dan yang
bersifat merugikan (patogen), bahkan dapat menyebabkan terjadinya gangguan
fisiologi apabila masuk ke dalam tubuh.

Bakteri Salmonella typhi menyebabkan penyakit tifus (typhoid fever),
karena invasi bakteri ini ke dalam pembuluh darah dan gastroenteritis, yang
disebabkan oleh racun yang dihasilkan bakteri S. typhi. Gejala tifus diantaranya
demam, mual-mual, muntah dan apabila tidak segera diobati akan berakibat pada
kematian (Maloy, 1999). Indonesia merupakan negara endemik demam tifoid.
Diperkirakan terdapat 800 penderita per 100.000 penduduk setiap tahun yang
ditemukan sepanjang tahun. Penyakit ini tersebar di seluruh wilayah dengan
insidensi yang tidak berbeda jauh antar daerah. (Widoyono, 2011). Penyakit ini
disebarkan melalui makanan dan minuman yang telah tercemar oleh tinja
(Handriani, 2009). Terjadinya penyebaran penyakit ini disebabkan oleh kebiasaan
hidup yang kurang bersih dan dekatnya kontak antara limbah manusia dengan

makanan dan sumber air minum (Wiku, 2007).
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Cara yang saat ini mampu untuk mengatasi perkembangan penyakit yang
disebabkan oleh bakteri yakni dengan mengkonsumsi antibiotik. Antibiotik adalah
zat biokimia yang diproduksi oleh mikroorganisme yang dalam jumlah kecil dapat
menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme lain. Dewasa ini
penggunaan hahan alam untuk pengobatan sebagai antibiotik lebih ditekankan, hal
ini dikarenakan sedikit bahkan hampir tidak ada efek negatif yang ditimbulkan
dari penggunaan obat yang bersumber dari bahan alam. Kemampuan bahan-bahan
alami untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang dapat memberikan
efek farmakologis menjadikan bahan alami tersebut sering digunakan sebagai
salah satu sumber alternatif untuk menyembuhkan penyakit tertentu. Metabolit
sekunder berperan penting dalam pengaturan dan sinkronisasi siklus reproduksi,
serta pemberi sinyal jika ada predator yang membahayakan (Stachowicz, 2001).
Indonesia merupakan negara kepulauan terbesar di dunia dengan dua
pertiga wilayahnya adalah lautan (Martiningsih, 2013). Hal ini menjadikan
Indonesia sebagai salah satu negara dengan kekayaan keanekaragaman
(biodiversity) hayati laut tertinggi di dunia (Dahuri, 2003). Luas lautan serta
keragaman jasad-jasad hidup yang ada di dalamnya membentuk dinamika
kehidupan di laut yang saling berkesinambungan dan membentuk suatu peranan
penting dalam kehidupan manusia. Allah SWT berfirman dalam Al Qur’an pada

surat an-Nahl ayat 14:
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Artinya: “Dan Dialah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu
dapat memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan
dari lautan itu perhiasan yang kamu pakai; dan kamu melihat bahtera berlayar
padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-Nya, dan supaya
kamu bersyukur” (QS. an-Nahl: 14).

Allah SWT memberikan kabar gembira kepada hamba-hambaNya dengan
menyediakan lautan yang menghempas ombak dengan gelombangnya. Hal ini
tertulis dalam firmanNya: (ja;i\ A%). Tujuan dari ditundukkannya lautan ini yaitu
agar kita sebagai manusia dapat mengambil keuntungan dari lautan seperti dalam
firmanNya: (&85 éﬁﬂj) “dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-
Nya dan supaya kamu bersyukur” (Abdullah, 2003).

Sebagaimana dalam surat An-Nahl ayat 14 menjelaskan bahwa Allah
SWT telah memerintahkan untuk memakan (\JX’SE'G;), mengeluarkan () sx A%3),
melihat (s355), dan mencari (!sx3%) keuntungan dari karunia-Nya yang sudah ada
di laut. Lautan mempunyai beberapa hewan dan tumbuhan yang dapat
dimanfaatkan oleh manusia, salah satunya sebagai sumber makanan. Berbagai
macam biota laut yang sangat banyak dimulai dari yang berukuran kecil sampai
yang berukuran sangat besar terdapat di dasar lautan. Biota-biota laut ini selain
dapat dimanfaatkan sebagai bahan makanan, juga mempunyai potensi sebagai
salah satu sumber obat.

Keanekaragaman hayati perairan laut Indonesia memberi peluang untuk
memanfaatkan biota laut dalam pencarian metabolit sekunder senyawa bioaktif
baru. Metabolit sekunder dari berbagai invertebrata laut dapat dimanfaatkan
dalam kehidupan manusia sebagai bahan obat-obatan. Beranekaragam senyawa

baru yang diisolasi dari organisme laut sebagian besar mempunyai potensi sebagai

bahan biomedika. Biota laut (marine organism) merupakan sumber bahan alam
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yang sangat kaya dengan aktivitas biologi yang unik. Banyak organisme laut yang
telah terbukti mengandung senyawa bioaktif yang berkasiat sebagai antibakterial,
antivirus, maupun antikanker (Barnes, 1991). Polychaeta merupakan hewan
invertebrata yang termasuk anggota filum Annelida. Masyarakat di Indonesia
mengenal polychaeta dengan nama cacing laut, karena habitatnya sebagian besar
di laut.

Cacing laut atau nama ilmiahnya Polychaeta bermanfaat sebagai pakan
untuk induk udang (Rasidi, 2012). Cacing laut (Polychaeta) banyak ditemukan
pada permukaan laut pada musim kawin, yaitu setahun sekali baik pada bulan
Maret atau April dan berkembangbiak secara ekstenal. Cacing laut (Polychaeta)
diketahui mengandung banyak protein (Liline, dkk., 2017). Masyarakat khususnya
di daerah pesisir pantai Maluku sudah terbiasa mengkonsumsi cacing laut karena
mereka yakin bahwa cacing laut mengandung nutrisi yang baik dan bermanfaat
bagi kesehatan manusia. Pada musim tertentu masyarakat menangkap cacing laut
tersebut dan hingga kini menjadi sebuah tradisi bagi masyarakat Maluku. Cacing
laut yang hidup di daerah bentos menghasilkan bromopenol, bromopyrol dan
bromobenzyl alkohol (Woodin, et al., 1987). Lebih jauh dari penelitian Lovell et
al. (1999) menunjukan bahwa bromophenol mempunyai sifat antimikroba dalam
hal ini bromophenol mampu menghambat respirasi mikroba. Senyawa ini selain
dihasilkan oleh polychaeta juga dihasilkan oleh sponge, coral, tunicate (Fielman,
et al., 1999). Zhang dan Zi (2011) menambahkan bahwa di Cina Selatan cacing
laut telah lama digunakan sebagai obat tradisional dalam mengobati penyakit
tuberkulosis, pengatur fungsi lambung dan limpa, serta pemulihan kesehatan yang

disebabkan oleh patogen.



5)

Cacing laor yang berlimpah jumlahnya pada saat aktivitas timbah laor
adalah suatu petunjuk bahwa cacing laor mempunyai kemampuan untuk menjaga
dirinya dari makhluk lain yang ada di laut. Kemampuan dalam menjaga dirinya
mungkin karena cacing laor mempunyai bahan aktif (natural product) yang dapat
mematikan atau menghambat pertumbuhan makhluk hidup lainnya. Kemampuan
cacing laor dalam menghambat pertumbuhan kuman benthos terkait dengan
tempat hidup cacing laor yaitu dalam karang (Jekti, dkk., 2008).

Kompleksnya komponen Kkimia dari cacing laut telah memacu
berkembangnya usaha isolasi dan karakterisasi senyawa metabolit sekunder yang
terdapat pada cacing laor. Identifikasi kandungan metabolit sekunder merupakan
langkah awal yang penting dalam penelitian pencarian senyawa bioaktif baru dari
bahan alam yang dapat menjadi prekursor bagi sintesis obat baru atau prototip
obat beraktivitas tertentu (Rasyid, 2012). Kelompok senyawa metabolit sekunder
sangat melimpah dan umum ditemukan dalam organisme diantaranya adalah
alkaloid, flavonoid, fenol, steroid, dan terpenoid (Marliana, 2007). Senyawa-
senyawa metabolit sekunder tersebut telah terbukti dapat bersifat sebagai
antibakteri (Taslim, 2009).

Beberapa penelitian yang pernah dilakukan tentang cacing laut yaitu Uji
aktivitas antibakteri cacing laut Perinereis cultrifera ekstrak metanol dapat
menghambat pertumbuhan bakteri seperti bakteri E. coli (7 mm), Klebsiella
oxytoca (1 mm), L. vulgaris (3 mm), Proteus mirabilis (2 mm), S. typhi (3 mm), S.
paratyphi (4 mm), S. aureus (8 mm) pada konsentrasi 25 mg/mL. (Elayaraja, et
al., 2010). Selain itu, senyawa aktif dari cacing laut Perinereis aibuhitensis

ekstrak etanol 96% juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus (12,8
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mm) dan S. typhi (12,1 mm) pada konsentrasi 60 pg/mL (Nurwahida, dkk., 2018).
Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
isolasi senyawa metabolit sekunder sehingga dapat dijadikan sebagai senyawa

antibakteri yang berguna bagi kesehatan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka rumusan masalah
dilaksanakannya penelitian adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana potensi senyawa metabolit sekunder dari ekstrak etil asetat,
petroleum eter dan etanol cacing laor (Lysidice oele) dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S. typhi?

2. ldentifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak

pelarut terbaik cacing laor (Lysidice oele)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui potensi senyawa metabolit sekunder dari ekstrak etil
asetat, petroleum eter dan etanol cacing laor (Lysidice oele) dalam
menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi.

2. Untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada

cacing laor (Lysidice oele).



1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Sampel cacing laut yang digunakan dalam penelitian ini adalah tepung
cacing laor vyang diperoleh dari Universitas Pattimura. Tempat
pengambilan sampel cacing laor di Pantai Tanjung Latuhalat, Desa
Latuhalat, Kec. Nusaniwe, Kota Ambon, Provinsi Maluku, Indonesia.

2. Proses ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etil asetat, petroleum eter
dan etanol.

3. Bakteri uji yang digunakan adalah S. typhi dari Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya.

4. Senyawa metabolit sekunder meliputi senyawa alkaloid, flavonoid,
saponin, fenolik, triterpenoid, steroid dan tanin.

5. ldentifikasi senyawa dan gugus fungsi menggunakan Spektrofotometer UV-

Vis dan FTIR.

1.5 Manfaat Penelitian
1. Memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat tentang senyawa
metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak cacing laor (Lysidice oele)
sehingga dapat dijadikan sebagai bahan dasar antibiotik bakteri Salmonella
typhi.
2. Menjadi rujukan bagi para peneliti untuk dapat melakukan penelitian
selanjutnya dengan memanfaatkan ekstrak cacing laor (Lysidice oele)

sebagai obat tradisional.
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STUDI PUSTAKA

2.1 Cacing Laut (Polychaeta)

Perairan laut nusantara memiliki sifat kompleks yang di dalamnya
terkandung sumber daya alam hayati dan non hayati yang melimpah. Salah satu
sumber daya hayati perairan yang penting dalam ekosistem laut adalah cacing
laut. Cacing laut termasuk dalam filum Annelida kelas Polychaeta (Fauchald,
1977). Polychaeta berasal dari bahasa latin yang terdiri atas Poly dan chetae, poly
artinya banyak sedangkan chetae merupakan bagian yang menyerupai rambut
yang terletak di pinggir kanan dan Kiri badan cacing. Ciri khas dari Polychaeta
adalah banyaknya chetae yang terlihat seperti kaki-kaki di seluruh badannya
(Nurwahida, dkk., 2018). Bagian-bagian badan utama cacing laut pembeda famili
dan genus adalah prostomium, peristomium, farink, parapodia (kaki), dan setae
(rambut). Morfologi umum cacing laut terdiri atas kepala, badan, dan ekor
(Rasidi, 2012).

Polychaeta tidak dapat hidup lama atau tidak berumur panjang, yaitu tidak
lebih dari dua tahun. Ada beberapa spesies yang hidup lebih pendek, yaitu sekitar
30 — 45 hari. Pada umumnya cacing laut merupakan hewan yang memiliki tubuh
yang lunak, langsing dan berbentuk silindris serta mempunyai warna-warna yang
menarik seperti merah, hijau, biru, coklat dan lain-lain yang disebabkan adanya
pigmen zat warna pada tubuhnya. Cacing laut yang hidup pada terumbu karang
seringkali membentuk cangkang kapur dan kerapkali berperan secara biologis

sebagai pengurai batu karang (Yusron, 1985).



2.2 Cacing Laor (Lysidice oela)
2.2.1 Deskripsi Laor (Lysidice oela)

Cacing laor (Lysidice oele) adalah salah satu biota khas perairan Maluku.
Habitat hidup cacing laor adalah pada daerah terumbu karang dan banyak
ditemukan di beberapa daerah antara lain pulau Ambon, Seram, Saparua, Banda
dan kepulauan Kei. Dikatakan selanjutnya bahwa perubahan musim dan peredaran
bulan sangat berpengaruh dalam proses reproduksi. Proses reproduksi biasanya
berlangsung pada bulan Maret atau April pada saat air pasang tertinggi,
pemunculannya setahun sekali, di musim tertentu, wilayah tersebut menjadi zona
perkawinan bagi jutaan cacing laor. Pengaruh harian pun terlihat pula, yaitu hanya
sekitar 2 jam setelah hari benar-benar gelap (Swartana, 1983).

Cacing laor merupakan salah satu sumber makanan halal yang berasal dari
lautan dan mempunyai banyak manfaat bagi manusia. Cacing laor mengandung
banyak protein, kaya akan asam amino esensial, asam lemak tidak jenuh dan
berbagai mineral dengan nilai biologis yang tinggi. Cacing laor yang dikonsumsi
masyarakat Maluku berpotensi mengandung nutrisi yang baik bagi kesehatan
manusia. Sehingga masyarakat khususnya di daerah pesisir pantai Maluku banyak
mengosumsinya. Cacing Laor yang dikonsumsi masyarakat Maluku sebenarnya
adalah posterior organisme Polychaeta yang berisi telur dan sperma. Kebiasaan
konsumsi pangan laor ini sebelumnya diolah menjadi lawar laor dan bakasang
laor. Selain itu bermanfaat sebagai pakan udang (Liline and Corebima, 2017) dan
pakan ikan hias laut (Ignatius, 2001). Berdasarkan pernyataan tersebut
menunjukkan bahwa lautan mempunyai potensi sebagai penyedia makanan yang

halal dan mempunyai berbagai manfaat bagi kehidupan. Manfaat lautan sebagai
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penyedia sumber makanan yang halal tertulis dalam surah al-Maidah ayat 96,

Allah SWT berfirman:

. o s, Lo PPy 28 L I 2 s, Lo 4
W2 33 G A (SCle s sl 280 s Aliby 21 425 ST

§atp Opasd o) el iyl

Artinya: “Dihalalkan bagimu binatang buruan laut dan makanan (yang berasal)
dari laut sebagai makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang yang dalam
perjalanan; dan diharamkan atasmu (menangkap) binatang buruan darat, selama
kamu dalam ihram. Dan bertakwalah kepada Allah Yang kepada-Nya-lah kamu
akan dikumpulkan” (QS. al-Maidah: 96).

Ibnu Abu Talhah telah meriwayatkan dari Ibnu Abbas dalam suatu
riwayat, juga dari Sa’id Ibnul Musayyab serta Sa’id Ibnu Jubair dan lain-lainnya
sehubungan dengan makna firman Allah: (};3\ Nia & Zbi) “dihalalkan bagi
kalian binatang buruan laut”. Yang dimaksud disini yaitu hewan laut yang
ditangkap dalam keadaan segar. Sedangkan yang dimaksud dalam firman Allah:
(42:k5) “dan makanan (yang berasal) dari laut”, yaitu makanan yang bersumber
dari laut untuk dijadikan bekal dalam keadaan diasin dan telah kering (Abdullah,
2003).

Ibnu Abbas dalam suatu riwayat mengatakan, yang dimaksud dengan

(Ra)adalah hewan laut yang ditangkap dalam keadaan hidup-hidup. Sedangkan
yang dimaksud dengan (4\xL) yaitu hewan laut yang dicampakkan ke darat oleh
laut dalam keadaan telah mati. Sufyan Ibnu Unayyah telah meriwayatkan dari
Amr Ibnu Dinar, dari Ikrimah, dari Abu Bakar As-Siddiq yang mengatakan bahwa

yang dimaksud dengan (4xlxk) yaitu semua yang ada di dalam laut. Hal ini

diriwayatkan oleh lbnu Jarir dan Ibnu Abu Hatim (Abdullah, 2003). Cacing laor
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halal hukumnya untuk dikonsumsi juga diperkuat dalam surat al-A’raf ayat 157

yang menjelaskan hewan laut halal hukumnya sebagai berikut:

§rovp sl 2 gy ol 2 s

Artinya: “dan menghalalkan bagi mereka segala yang baik dan mengharamkan
bagi mereka segala yang buruk” (QS. al-A’raf: 157).

Sebagaimana dalam surat al-A’raf ayat 157 menjelaskan bahwa Allah
SWT menyuruh hambanya untuk melakukan sesuatu yang diketahui sebagai
sebuah kebaikan dan keselamatan dan melarang hambanya untuk melakukan
sesuatu yang diketahui sebagai suatu keburukan menurut akal yang sehat dan
fitrah yang normal, menghalalkan makanan, minuman, dan pernikahan yang
dianggap lezat sepanjang tidak berbahaya, mengharamkan menghalalkan
makanan, minuman, dan pernikahan yang dianggap menjijikkan, dan
menanggalkan beban berat yang semula mereka pikul (Al-Qarni, 2008). lbnu
Katsir menjelaskan bahwa dihalalkan bagi mereka apa-apa yang sebelumnya
mereka haramkan atas diri mereka sendiri seperti makanan laut, memelihara

anjing (siaga), dan lain sebagainya (Al-Mubarakfury, 1999).

2.2.2 Klasifikasi Cacing Laor
Laor adalah spesies dari kelas Polychaeta yang tergolong dalam phylum
Annelida (golongan cacing Vermes). Termasuk dalam kehidupan hewan

invertebrate artinya hewan yang tidak bertulang belakang yakni vermes (cacing)
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dalam golongan phylum Annelida yang artinya cacing gelang, karena tubuhnya

yang memanjang tersusun dari gelang-gelang (Talakua, 2013).

Gambar 2.1 Cacing Laor (Lysidice oele)

Klasifikasi cacing laor/cacing wawo secara sistematis adalah sebagai

berikut (Talakua, 2013):

Kingdom : Animalia
Phylum : Annelida
Kelas : Polychaeta
Ordo : Eunicida
Family : Eunicidae
Genus : Lysidice
Spesies : Lysidice oele

2.2.3 Morfologi dan Anatomi Cacing Laor
Sesuai dengan nama kelasnya Polychaeta, laor memiliki sejumlah rambut
(chaeta) pada permukaan tubuhnya, tetapi permukaan tubuh dilapisi kutikula

sehingga tampak licin dan kaku. Tubuh laor berbentuk simetris bilateral dengan
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segmen-segmen yang mudah hancur. Tubuhnya tersusun atas banyak segmen,
antar tiap segmen terdapat dinding pemisah yang disebut septum. Laor juga
bersifat matemorfi artinya tiap segmen memiliki alat ekskresi, alat pembiakan dan
pembuluh darah serta otot sendiri (Talakua, 2013).

Mulut terdapat pada ujung anterior (bagian depan) sedangkan anus
terdapat pada bagian posterior (bagian belakang). Susunan tubuhnya terdiri dari 3
lapisan yaitu ektodern (lapisan luar), mesoderm (lapisan tengah) dan endoderm
(lapisan dalam). Panjang tubuh laor antara 5 — 7 cm dengan garis tengah 1,5 mm.
laor memiliki warna-warna yang menarik seperti kemerah-merahan, biru, dan
cokelat karena adanya pigmen. Pada bagian anterior terdapat kepala berbentuk
elips yang dikelilingi oleh pigmen berwarna cokelat, sepasang sungut dan 3
tentakel. Pada tiap segmen terdapat parapodia (tonjolan kaki) kearah Kiri dan
kanan (4 parapodia pada masing-masing bagian Kiri dan kanan) dan pada tiap
parapodia terdapat sepasang chaeta tetapi tanpa ciri (duri-duri halus). Otot-otot

terbagi atas otot melingkar dan otot membujur (Talakua, 2013).

2.2.4 Siklus Hidup Cacing Laor

Sebagian besar cacing Polychaeta reproduksinya bersifat monotelic, yaitu
hewan yang hanya mengalami satu kali reproduksi selama siklus hidupnya
(Rasidi, 2012). Laor menghabiskan sebagian besar hidup mereka menggali ke
dalam puing-puing karang atau substrat lainnya pada kedalaman yang dangkal (+
23 meter). Proses pengambilan makanan mereka mengkonsumsi materi organik
pada karang dan berperan sebagai pengurai batu karang dengan memakan

organisme mati dan produk-produk limbah dari organisme lain. Dalam persiapan
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pemijahan, mereka mulai menghasilkan ekor dari jenis terdiri dari segmen-
segmen yang mengandung telur dan sperma. Bagian ini cacing disebut epitoke.
Fitur yang epitoke sebuah eyespot, yang mampu mendeteksi cahaya. Ketika
waktunya sudah tepat, semua epitokes dilepaskan secara bersamaan dan membuat

jalan mereka ke permukaan.

2.2.5 Reproduksi Cacing Laor

Cacing laut dari kelas Polychaeta memiliki warna-warna yang menarik
yaitu dengan warna hijau pada jenis betina dan warna coklat pada jenis jantan.
Bagian tubuh cacing laor jantan yang berwarna coklat dan cacing laor betina yang
berwarna hijau naik ke permukaan air sambil menggerakan tubuhnya atau menari-
nari (Jekti, et al., 2008). Cacing laor mengalami peristiwa swarming, yakni
peristiwa ketika cacing laut dari jenis tertentu berkerumun dalam jumlah
melimpah di sekitar permukaan air laut untuk melakukan perkawinan secara
eksternal. Cara perkembangbiakan cacing laor berbeda dengan hewan lainnya,
dalam proses perkawinan baik jantan maupun betina melepaskan bagian posterior
(belakang/punggung)-nya dari anterior (depan/muka). Bagian posterior ini
mengandung telur dan sperma yang berenang dengan kaki parapodia ke arah
belakang menuju permukaan laut dan akhirnya memecahkan diri masing-masing
sehingga telur dan spermanya akan bertemu dalam air laut dan membentuk larva

cacing yang disebut trochopora (Pamungkas, 2009).
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Gambar 2.2 a = Epitoke Jantan; b = Epitoke Betina dengan Sel-sel Telur yang
Keluar dari Tubuhnya (perbesaran 10x)

Pamungksas (2009) menjelaskan bahwa reproduksi pada cacing laut
Polychaeta secara garis besar dapat dilakukan dengan dua cara, yakni secara
klonal (aseksual) dan secara epitoky (seksual). Reproduksi secara klonal
dilakukan baik dengan meregenerasi bagian tubuh yang terpotong maupun dengan
membentuk stolon. Sedangkan pada reproduksi secara epitoky, separuh atau
seluruh bagian tubuh cacing, pada masa-masa tertentu, akan menjadi matang
kelamin. Melalui keterangan-keterangan tersebut, dapat diketahui bahwa cacing
laor di perairan Desa Latuhalat melakukan reproduksi secara epitoky, serta
dilakukan dengan dua cara. Pertama, dengan memunculkan seluruh tubuhnya
yang telah matang kelamin ke permukaan air (bagian epitoke); dan kedua, melalui
pemisahan bagian epitoke dari atokenya. Epitoke muncul ke permukaan air untuk
melakukan pemijahan secara eksternal, sedangkan bagian atoke (bagian kepala)

tertinggal di dasar perairan.
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Tabel 2.1 Perbandingan Swarming Cacing Laut Polychaeta di Beberapa Daerah
di Indonesia Timur
Daerah Nama

. Jenis Cacing Waktu Pemunculan

Perairan Lokal

Lombok  Eunice siciliensis dan Nyale Antara waktu shubuh
Licydice collaris hingga fajar menyingsing

Maluku Lysidice oele dan Eunice  Laor  Mulai waktu maghrib
fucata, Eunice antartica hinggpa 2 - 3 jam
dan Dendronereides setelahnya
heteropoda

Sumba Eunice viridis Palolo Antara waktu shubuh

hingga fajar menyingsing

Sumber : Pamungkas (2009).

2.2.6 Habitat dan Penyebaran Cacing Laor

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, bahwa di dalam karang hidup
maupun karang mati umumnya dapat ditemukan banyak polychaeta, namun perlu
dicatat bahwa terumbu karang dalam arti umum saja tidak menjamin
kemungkinan munculnya laor, karena dalam kenyataannya hanya di perairan
Ambon, Lombok, dan Samudra Pasifik selatan terdapat spesies ini. Tidak semua
perairan Ambon dan sekitarnya dapat ditemukam cacing laor karena hanya di
tempat-tempat yang mempunyai jenis terumbu karang yang mati berbentuk masif
dan luas menjorok kelaut disitulah laor muncul. Lokasi munculnya Laor di
Ambon diantaranya Pulau Haruku, Pulau Pombo, Pulau Saparua, Latulahat,
Airlouw dan Liliboy. Sehingga dapat disimpulkan bahwa laor termasuk hewan

karang (coral animal) (Talakua, 2013).

2.3 Senyawa Metabolit Sekunder dari Cacing Laut
Senyawa alami secara umum adalah molekul kimia berupa mineral,

metabolit primer, dan metabolit sekunder. Metabolit sekunder adalah senyawa



17
yang disintesis oleh makhluk tumbuhan, mikrobia atau hewan melewati proses
biosintesis yang digunakan untuk menunjang kehidupan namun tidak vital (jika
tidak ada tidak mati) sebagaimana gula, asam amino dan asam lemak. Metabolit
ini memiliki aktifitas farmakologi dan biologi.

Metabolit sekunder adalah senyawa-senyawa hasil biosintetik turunan dari
metabolit primer yang umumnya diproduksi oleh organisme yang berguna untuk
pertahanan diri dari lingkungan maupun dari serangan organisme lain dengan cara
menghambat ataupun membunuhnya. Sedangkan metabolit primer digunakan
untuk pertumbuhan dan perkembangan organisme yang bersangkutan (Motomasa,
1998). Metabolit sekunder (natural product) diproduksi oleh organisme sebagai
respon terhadap lingkungan. Senyawa kimia (chemical defense) yang dihasilkan
oleh invertebrata laut berfungsi sebagai alat pertahanan diri dari serangan
predator, mencegah infeksi bakteri, membantu proses reproduksi dan mencegah
sengatan sinar ultraviolet (Harper, et al., 2001). Pengaruh lingkungan laut seperti
kadar garam, rendahnya intensitas cahaya, adanya arus maupun kompetisi yang
kuat mendorong organisme laut menghasilkan metabolit sekunder yang
mempunyai struktur kimia relatif berbeda dengan organisme darat (Paul, 1992).

Banyak organisme laut mengembangkan sistem mekanisme pertahan diri
dengan memproduksi toksin atau senyawa bioaktif (metabolit sekunder) yang
secara fungsional belum diketahui. Hasil penelitian Jekti et al. (2008) ekstrak
cacing laor (Lysidice oele) ini mempunyai daya hambat terhadap kuman patogen
manusia, Yaitu Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli, Klebsiella sp,
Streptococcus epidermidis, Streptococcus aureus, dan Streptococcus pneumoniae.

Menurut Woodin et al. (1987) Cacing laut yang hidup di daerah bentos
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menghasilkan bromopenol, bromopyrol dan bromobenzyl alkohol. Lebih jauh dari
penelitian Lovell et al. (1999) menunjukan bahwa bromophenol mempunyai sifat
antimikroba dalam hal ini bromophenol mampu menghambat respirasi mikroba.
Senyawa ini selain dihasilkan oleh polychaeta juga dihasilkan oleh sponge, coral,
tunicate (Fielman, et al., 1999). Kelompok senyawa metabolit sekunder
diantaranya adalah terpenoid, flavonoid, Saponin, Polifenol, Tanin, fenolik dan

alkaloid.

2.4 Jenis-jenis Senyawa Metabolit Sekunder
2.4.1 Triterpenoid

Triterpenoid adalah senyawa dengan kerangka karbon yang disusun dari 6
unit isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Czo asiklik, yaitu
skualena. Senyawa tersebut mempunyai struktur siklik yang relatif kompleks,
kebanyakan merupakan suatu alkohol, aldehid atau asam karboksilat. Senyawa
tersebut tidak berwarna, kristalin, sering mempunyai titik lebur tinggi. Senyawa
triterpenoid banyak terdapat dalam lapisan dalam daun dan buah, juga terdapat

dalam dammar, kulit batang dan getah. (Harborne, 1987).

Z

Gambar 2.3 Struktur Isoprena (Sastrohamidjojo, 1996)

Menurut (Heinrich, et al., 2009) triterpenoid juga merupakan komponen

resin dari tanaman yang diproduksi jika pohon menjadi rusak sebagai
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perlindungan fisik terhadap serangan fungi dan bakteri. Selain itu, banyak
komponen terpenoid resin ini memiliki aktivitas antimikroba tinggi, baik
membunuh mikroba patogen maupun memperlambat pertumbuhannya hingga
pohon dapat memperbaiki kerusakannya. (Rita, 2010) dalam penelitiannya
menyatakan bahwa senyawa triterpenoid pada rimpang temu putih memiliki

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

2.4.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa bahan alam yang
banyak ditemukan pada tumbuhan. Flavonoid pada umumnya mempunyai
kerangka flavon Ce-Cs-Cs, dengan tiga atom karbon sebagai jembatan antara
gugus fenil yang biasanya juga terdapat atom oksigen. Berdasarkan pada tingkat
ketidakjenuhan dan oksidasi dari segmen karbon, flavonoid selanjutnya dibagi
menjadi beberapa kelas seperti pada Gambar 2.4. Senyawa ini biasanya terdapat
sebagai pigmen tumbuhan untuk menarik pollinators, atau sebagai bahan

pertahanan bagi hewan untuk melawan serangan mangsanya (Rosa, et al., 2010).
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Gambar 2.4 Beberapa Pembagian Kelas pada Flavonoid

2.4.3 Alkaloid

Alkaloid termasuk kelompok molekul metabolit sekunder yang terseber luas
di alam dan banyak juga ditemukan dalam biota laut. Nitrogen merupakan ciri
utama dari kelompok senyawa ini baik sebagai bahagian dari cincin heterosiklik
maupun sebagai gugus subtituen pada cincin. Pada umumnya molekul alkaloid
disintesis dalam organisme dengan menggunakan asam amino sebagai prazat atau
precursor sintesis. Meskipun ada juga sebagian kecil alkaloid disintesis tidak
menggunakan asam amino sebagai prekursor, kelompok ini dikenal sebagai

pseudoalkaloid (Usman, 2014).
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Gambar 2.5 Kerangka Dasar Kelompok Alkaloid

Karakteristik kimiawi alkaloid bersifat basa, hal ini tercermin pada
penamaan alkaloid yang berasal dari kata alkali yang berarti bersifat basa. Sifat
basa molekul alkaloid disebabkan oleh adanya gugus nitrogen yang bersifat basa
melekat pada molekul alkaloid. Banyak temuan melalui hasil penelitian
menunjukkan penyebaran dan keragaman molekul alkaloid dalam organisme laut
sengat luas. Begitu pula manfaat fisiologi dan farmakologi kelompok senyawa ini
telah banyak diungkapkan memiliki prospek yang sangat tinggi. Selain dari pada
itu, yang cukup menarik para peneliti terhadap adanya keunikan tersendiri

molekul alkaloid yang berasal dari organisme laut (Usman, 2014).

Nikotin

Gambar 2.6 Beberapa Contoh Senyawa Alkaloid
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Alkaloid biasanya dikelompokkan berdasarkan bentuk cincin heterosiklik
nitrogen yang terdapat di dalamnya, sebagai contoh pirolidin, piperidin, quinolin,
isoquinolin, indol. Atom nitrogen pada alkaloid berasal dari asam amino, dan pada
umumnya struktur kerangka karbon pada asam amino prekusor akan bertahan
ketika dalam bentuk alkaloid. Prekusor asam amino yang berhubungan dengan
biosintesis alkaloid antara lain adalah ornitin, lisin, asam nikotinoat, tirosin,

triptopan, asam antranilat, dan histidin (Dewick, 2009).

2.4.4 Saponin

Saponin berasal dari bahasa latin “sapo” yang berarti sabun, dinamakan
demikian karena sifatnya yang menyerupai sabun. Saponin adalah senyawa aktif
permukaan yang kuat yang menimbulkan busa jika dikocok dalam air. Saponin
memiliki rasa pahit menusuk dan menyebabkan bersin serta iritasi pada lendir.
Saponin merupakan racun yang dapat menghancurkan butir darah atau hemolisis
pada darah. Dalam larutan yang sangat encer saponin sangat beracun untuk ikan,
dan tumbuhan yang mengandung saponin telah digunakan sebagai racun ikan
selama beratus-ratus tahun (Robinson, 1995).

Saponin diklasifikasikan menjadi dua, yaitu saponin steroid dan saponin
triterpenoid. Saponin steroid tersusun atas inti steroid (C.7) dengan molekul
karbohidrat sedangkan saponin triterpenoid tersusun atas inti triterpenoid dengan
molekul karbohidrat (Purwono dan Hartono, 2008). Oesman et al. (2010)
menyatakan bahwa saponin adalah senyawa polar yang keberadaannya dalam
tumbuhan dapat diekstraksi dengan pelarut semipolar dan polar. Beberapa saponin

memiliki aktivitas sebagai antibakteri (Robinson, 1995).
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Gambar 2.7 Struktur Inti Senyawa Saponin (Robinson, 1995)

Senyawa saponin dapat bersifat antibakteri dengan merusak membran sel,
rusaknya membran sel menyebabkan substansi penting keluar dari sel dan juga
dapat mencegah masuknya bahan-bahan penting ke dalam sel. Jika fungsi

membran sel rusak maka akan menyebabkan kematian sel (Monalisa, dkk., 2011).

2.4.5 Steroid

Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa jenuh
yang dinamakan siklopentanoperhidrofenantrena, yang memiliki inti dengan 3
cincin sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang tergabung pada ujung
cincin sikloheksana tersebut. Beberapa turunan steroid yang penting yaitu steroid
alkohol atau sterol. Beberapa steroid lain yaitu asam-asam empedu, hormon seks

(androgen dan estrogen) dan hormon kostikosteroid (Poedjiadi, 1994).
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Gambar 2.8 Struktur Steroid (Poedjiadi, 1994)

Steroid bisa terdapat dalam bentuk glikosida (Harborne, 1987). Glikosida
merupakan senyawa yang terdiri dari gula dan aglikon. Adanya gula yang terikat
dan bersifat polar mengakibatkan glikosida mampu larut dalam pelarut polar.
Namun sebaliknya, aglikon berupa steroid yang bersifat nonpolar menyebabkan

steroid lebih larut pada pelarut nonpolar (Purwatresna, 2012).

2.4.6 Fenolik

Fenolik Istilah senyawa fenol meliputi aneka ragam senyawa yang berasal
dari tumbuhan, yang mempunyai ciri yang sama Yyaitu cincin aromatic yang
mengandung satu atau dua penyulih hidroksil. Senyawa fenol cenderung mudah
larut dalam air karena umumnya senyawa tersebut sering kali berikatan dengan
gula sebagai glikosida (Harborne, 1987). Fenolik merupakan senyawa turunan
fenol yang secara kimia telah diubah untuk mengurangi kemampuannya dalam
mengiritasi kulit dan meningkatkan aktivitas antibakterinya. Aktivitas antimikroba
senyawa fenolik adalah dengan merusak lipid pada membran plasma

mikroorganisme sehingga menyebabkan isi sel keluar (Pratiwi, 2008).
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OH

Gambar 2.9. Struktur Fenol (Vermerris and Nicholson, 2006)

Fenol mampu berperan sebagai senyawa antibakteri karena fenolmampu
melakukan migrasi dari fase cair ke fase lemak yang terdapat pada membran sel
menyebabkan turunnya tegangan permukaan membran sel (Rahayu, 2000).
Selanjutnya mendenaturasi protein dan mengganggu fungsi membran sel sebagai
lapisan yang selektif, sehingga sel menjadi lisis (Jawetz, et al., 1996).
(Purwantiningsih dan Suranindyah, 2014) telah melakukan pengujian aktivitas
senyawa fenol dalam cacing laut untuk penghambatan bakteri penyebab mastitis,
hasilnya menunjukkan bahwa senyawa fenol dari cacing laut memiliki aktivitas

antibakteri.

2.4.7 Tanin

Tanin merupakan golongan senyawa aktif tumbuhan yang termasuk
golongan flavonoid. Secara kimia tanin dibagi menjadi dua golongan, yaitu tanin
terkondensasi atau tanin katekol dan tanin terhidrolisis atau tanin galat. Sebagian
besar tumbuhan yang banyak mengandung tanin dihindari hewan pemakan
tumbuhan karena rasanya yang sepat. Salah satu fungsi tanin dalam tumbuhan
adalah sebagai penolak hewan pemakan tumbuhan (Harborne, 1987). Tanin dalam
berbagai jenis tanaman memiliki struktur kimia dan reaksi yang berbeda-beda,

tetapi memiliki sifat yang sama yaitu dapat mengendapkan gelatin dan protein
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(Shahidi and Naczk, 1995). Struktur senyawa tanin dapat dilihat pada Gambar

2.10.

OH
HO o O
‘ OH
OH

Gambar 2.10. Struktur Inti Tanin (Robinson, 1995).

2.5 Metode Isolasi Bahan Alam

Salah satu teknik isolasi yang sering digunakan yaitu ekstraksi. Ekstraksi
berkaitan dengan distribusi suatu zat terlarut di antara dua fasa yang tidak saling
bercampur. Teknik ekstraksi sangat berguna untuk memisahkan komponen dari
komponen-komponen lain baik untuk zat organik maupun zat anorganik
(Achmadi, 1992).

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut organik
yang digunakan pada temperatur ruangan. Proses ini sangat menguntungkan
dalam isolasi senyawa bahan alam karena dengan perendaman sampel bahan alam
akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara
di dalam dan luar sel sehingga senyawa metabolit sekunder yang ada dalam akan
terlarut dalam pelarut organik dan ekstrasi senyawa akan sempurna karena dapat
diatur lama perendaman yang dilakukan (Lenny, 2006). Proses ini dilakukan
beberapa kali sampai larutan bening dan ekstrak kemudian disatukan lalu

diuapkan dengan menggunakan evaporator (Markham, 1988). Setelah dilakukan
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proses ekstraksi, tahap isolasi selanjutnya adalah analisis senyawa dengan

menggunakan teknik pemisahan.

2.6 Metode Pemisahan Bahan Alam

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan metode pemisahan fisikokimia
yang didasarkan pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara
dua fase (fase gerak/eluen dan fase diam/adsorben) yang memiliki kepolaran yang
berbeda (Hendayana, 2006). Kristanti dkk. (2008) menyebutkan bahwa KLT
banyak digunakan karena proses analisis yang mudah dan cepat. KLT digunakan
untuk memisahkan suatu senyawa dari campurannya sehingga dihasilkan senyawa
yang lebih murni.

Prinsip KLT adalah adsorbsi dan partisi dimana adsorbsi adalah penyerapan
pada pemukaan, sedangkan partisi adalah penyebaran atau kemampuan suatu zat
yang ada dalam larutan untuk berpisah kedalam pelarut yang digunakan.
Kecepatan gerak senyawa-senyawa ke atas pada lempengan tergantung pada
(Soebagio, 2002). Fase diam dalam KLT yaitu lapisan tipis silika gel, aluminium
oksida, atau selulosa sebagai fase diam yang dilapiskan pada gelas, kaca atau
logam. Fase geraknya adalah pelarut campuran yang di tempatkan dalam bejana
pengembang. Fase gerak yang digunakan dalam penelitian ini adalah eluen n-
heksana:etil asetat (4:1). Imamah dkk. (2015) dalam penelitiannya telah
melakukan variasi eluen untuk pemisahan dalam fraksi etil asetat. Terdapat 5
eluen yang divariasi menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA),

yaitu n-heksana:etil asetat (4,25:0,75), n-heksana:etil asetat (4,5:0,5), n-
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heksana:etil asetat (4:1), n-heksana:etil asetat (3,75:1,25) dan n-heksana:etil asetat

(3,5:1,5). Eluen n-heksana:etil asetat (4:1) memberikan pemisahan terbaik.

Tabel 2.2 Sitasi Warna Senyawa pada Lampu UV

No Warna Dugaan Senyawa Literatur
1.  Hijau Steroid Heftman, E. (1976)
2. Hijau kebiruan Steroid Babu, Jhonson dan Patric
(2015)
3. Merah muda - merah Triterpenoid Farnsworth (1996)
4. Jingga — kuning Alkaloid Svendsen dan  Verpoorte
(1983)
5. Lembayung (ungu) Tanin Harborne (1987)
6. Biru muda, Flavonoid Harborne (1987)
coklat,Kuning
7. Merah lembayung / Antosianin Hajnos, Joseph dan Teresa
Merah (2008)
8. Jingga Flavonoid Markham, K.R. (1988)
golongan
flavonol

Sumber: Marliana. E, (2007)

Pada pelaksanaan kromatografi lapis tipis, larutan cuplikan atau sampel
ditotolkan pada plat dengan pipet mikro atau injektor pada jarak 1 cm dari batas
plat. Setelah kering, plat siap untuk dikembangkan dengan fasa gerak sampai pada
batas tertentu. Proses pengembangan dikerjakan dalam chambers tertutup yang
diisi dengan fasa gerak yang tepat dan telah dijenuhi uap pelarutnya agar
dihasilkan pemisahan yang baik. Untuk mengidentifikasi senyawa dalam plat
KLT dapat dilakukan dengan beberapa cara, yaitu: pengamatan langsung (untuk
noda/bercak yang tampak), dan dengan lampu UV pada rentang panjang
gelombang 245 nm dan 366 nm (Widiyatni, 2010).

Hasil yang didapat kemudian diamati dengan menghitung harga

perbandingan jarak pergerakan komponen-komponen yang dipisahkan dengan
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jarak pergerakan pelarut yang dikenal dengan Rf (Retardation Factor). Senyawa

yang terpisah dapat diidentifikasi dengan menghitung harga Rf yaitu:

_ Jarak Perjalanan Suatu Senyawa

a Jarak Perjalanan Suatu Fasa Gerak

Harga Rf ini bergantung pada beberapa parameter yaitu sistem pelarut,
adsorben (ukuran butir, kandungan air, ketebalan), jumlah bahan yang ditotolkan
pada plat dan suhu (Rasyidi, 2016). KLT mempunyai beberapa keuntungan,
diantaranya: waktu yang dibutuhkan tidak lama (2 — 5 menit) dan sampel yang
dipakai hanya sedikit sekali (2 — 20 pg). Kerugiannya dengan menggunakan KLT
adalah tidak efektif untuk skala industri. Walaupun lembaran KLT yang
digunakan lebih lebar dan tebal, pemisahannya sering dibatasi hanya sampai
beberapa miligram sampel saja. Metode ini kepekaannya cukup tinggi dengan
jumlah cuplikan beberapa mikrogram. Hasil dari metode KLT akan mengarahkan
dilakukannya fraksinasi lebih lanjut untuk pemisahan suatu komponen dari

sampel.

2.7 ldentifikasi Senyawa Aktif Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu teknik analisis
spektroskopi yang memakai sumber radiasi elektromagnetik ultraviolet dekat (190
—380) dan sinar tampak (380 — 780) dengan memakai instrumen spektrofotometer
(Mulja, 1995). Spektrofotometer UV-Vis melibatkan energi elektronik yang
cukup besar pada molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometri UV-Vis

digunakan untuk analisis kuantitatif. Spektrofotometer terdiri atas spektrometer
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dan fotometer. Spektrometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang
gelombang teretentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang
ditransmisikan atau yang diabsorpsi. Spektrofotometer tersusun atas sumber
spektrum yang kontinyu, monokromator, sel pengabsorsi untuk larutan smapel
atau balngko dan suatu alat untuk mengukur perbedaan antara sampel dan blangko
ataupun pembanding (Khopkar, 2003).

Prinsip  spektrofotometer adalah larutan sampel dikenai radiasi
elektromagnetik, sehingga larutan tersebut menyerap energi/radiasi yang
menyebabkan terjadinya interaksi antara radiasi elektromagnetik dengan materi
(atom/molekul). Jumlah intensitas radiasi yang diserap oleh larutan sampel
terukur dalam bentuk transmitansi dan absorbansi dikonversi menjadi konsentrasi
analat yang kemudian menjadi data kuantitatif (Yulianti, 2008). Dalam
spektoskopi UV-Vis penyerapan sinar tampak dan ultraviolet oleh suatu molekul
akan menghasilkan transisi di antara tingkat energi elektronik molekul tersebut.
Transisi tersebut pada umumnya antara orbital ikatan, orbital non-ikatan atau
orbital anti-ikatan. Panjang gelombang serapan yang muncul merupakan ukuran
perbedaan tingkat-tingkat energi dari orbital suatu molekul (Nurhidayat, 2016).
Penerapan Spektrofotometer ultraviolet dan cahaya tampak (UV-Vis) kebanyakan
diterapkan pada senyawa organik yang didasarkan pada transisi n-z* ataupun m-m*
dan karenanya memerlukan kehadiran gugus kromofor dalam molekul itu.
Transisi ini terjadi dalam daerah spektrum (sekitar 200 hingga 700 nm) yang
praktis digunakan dalam eksperimen (Day dan Underwood, 1999).

Pengkonversian data absorbansi dan transmitansi menggunakan hukum

Lambert-Beer. Hukum Lambert menyatakan bahwa cahaya monokromatik
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melewati medium tembus cahaya, laju berkurangnya intensitas oleh bertambahnya
ketebalan berbanding lurus dengan intensitas cahaya (Siregar, 2010). Hukum Beer
menytakan bahwa intensitas cahaya berkurang secara eksponensial dengan
bertambahnya konsentrasi zat penyerap secara linier (Basset, 1994).

Persamaan Lambert-Beer yang mengamati antara intensitas sinar
(monokromatis) mula-mula dengan intensitas sinar (monokromatis) setelah
melalui media:

A=Loglo/li=Log1/T=¢bc

Dimana, A = absorbansi; lo = Intensitas awal; It = Intensitas setelah
melalui media; T = transmitansi; € = absorbtivitas molar; b = tebal media; ¢ =
konsentrasi larutan. Hukum Lambert-Beer mengindikasikan bahwa absorbtivitas
adalah konsentrasi yang konstan, panjang gelombang yang kecil dan intensitas
radiasi. Faktor yang memengaruhi hukum Lambert-Beer adalah konsentrasi, zat

pengabsobsi, cahaya dan kejernihan (Huda, 2001).
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Gambar 2.11 Hasil Spektrofotometri UV-Vis Agrocybe aegerita (Singh, et al.,
2014)
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Menurut Ullrich and Hofrichter (2005) menyatakan bahwa jamur
Agrocybe aegerita mengandung senyawa bromopenol. Senyawa bromopenol
merupakan senyawa yang juga terkandung dalam cacing laut. Bromopenol dalam
jamur Agrocybe aegerita terdeteksi o-bromopenol dan p-bromopenol yang
memiliki panjang gelombang maksimum 210 nm dan 220 nm yang menunujukan

spektra UV dari 2-bromopenol dan 4-bromopenol.

2.8 Analisis Gugus Fungsi Senyawa Aktif Menggunakan FTIR

Fourier Transform Infra Red (FTIR) merupakan salah satu instrument yang
menggunakan prinsip spektroskopi. Spektrofotometer infra merah digunakan
untuk mendeteksi gugus fungsional, mengidentifikasi senyawa dan menganalisis
campuran (Day dan Underwood, 1999). Senyawa organik yang berbeda akan
mempunyai spektra yang berbeda dan sangat jarang sekali dua senyawa
mempunyai spektra yang sama (Hayati, 2007). Bilangan gelombang yang sering
digunakan dalam analisis senyawa bahan alam yaitu pada daerah infra merah
tengah (4000 — 400 cm™). Keuntungan menggunakan FTIR antara lain diperoleh
informasi struktur molekul secara tepat dan akurat dengan resolusi tinggi dan
identifikasi sampel dapat dilakukan dalam berbagai fase, baik pada fase padat, cair
maupun gas.

Spektroskopi FT-IR (Fourier Trasform Infra Red) merupakan spektroskopi
inframerah yang dilengkapi dengan transformasi Fourier untuk deteksi dan
analisis hasil spektrumnya. Inti spektroskopi FT-IR adalah interferometer
Michelson yaitu alat untuk menganalisis frekuensi dalam sinyal gabungan.

Spektrum inframerah tersebut dihasilkan dari pentrasmisian cahaya yang melewati
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sampel, pengukuran intensitas cahaya dengan detektor dan dibandingkan dengan
intensitas tanpa sampel sebagai fungsi panjang gelombang. Spektrum inframerah
yang diperolen kemudian diplot sebagai intensitas fungsi energi, panjang

gelombang (um) atau bilangan gelombang (cm™) (Anam, dkk., 2007).
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Gambar 2.12 Hasil FTIR Polychaete (Singh, et al., 2014)

Penelitian Singh et al. (2014) melakukan identifikasi senyawa yang
terdapat pada polycheta. Hasil analisis memberikan pita serapan pada bilangan
gelombang 3408 cm™? (OH), 2931 cm? (C-H), 1645 cm? (C=C), 1402 cm™

(C=C), 1240 cm™ (C-0), 530 cm* (C-X).

2.9 Antibakteri

Antibakteri adalah zat yang dapat menganggu pertumbuhan atau bahkan
mematikan bakteri dengan cara menganggu metabolisme mikroba yang
merugikan. Mikroorganisme dapat menyebabkan bahaya karena kemampuan

menginfeksi dan menimbulkan penyakit serta merusak bahan pangan. Antibakteri
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termasuk kedalam antimikroba yang digunakan untuk menghambat pertumbuhan
bakteri (Hamdani, 2013).

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan
pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. Pengendalian pertumbuhan
mikroorganisme bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit dan infeksi,
membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah
pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme. Antimikrobia meliputi
golongan antibakteri, antimikotik, dan antiviral. Mekanisme penghambatan
terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan
dinding sel dengan cara menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah
selesai terbentuk, perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga
menyebabkan keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul
protein dan asam nukleat, penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis
asam nukleat dan protein. Di bidang farmasi, bahan antibakteri dikenal dengan
nama antibiotik, yaitu suatu substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan
dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain. Senyawa antibakteri dapat bekerja
secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik (Pelczar dan Chan, 1988).

Berdasarkan cara kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakteriostatik
dan bakterisidal. Antibakteri bakteriostatik bekerja dengan cara menghambat
pertumbuhan bakteri, sedangkan antibakteri bakterisidal bekerja dengan cara
mematikan bakteri secara langsung. Bakteriostatik dapat bertindak sebagai
bakterisidal dalam konsentrasi tinggi. Antibakteri yang sangat toksik yang
membahayakan inangnya bukan merupakan antibiotik yang baik dan dianggap

beracun. Kriteria zat ideal yang digunakan sebagai zat antibakteri adalah
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aktivitasnya yang luas, tidak bersifat racun, ekonomis, sebaiknya bersifat
membunuh dari pada hanya menghambat pertumbuhan mikroba (Pelczar dan
Chan, 1986).

Berdasarkan penggolongan kategori kekuatan daya hambat dari Davis dan
Stout (2009) membagi kekuatan daya antibakteri menjadi empat kategori, yaitu
menghambat lemah (<5 mm), sedang (5 — 10 mm), kuat (10 — 20 mm), dan sangat

kuat (>20 mm).

2.9.1 Mekanisme Kerja Senyawa Antibakteri
Mekanisme kerja senyawa antibakteri dapat terjadi melalui penghambatan
sintesis dinding sel, penghambatan sintesis protein, penghambatan sintesis asam

nukleat dan perusakan struktur membran sel bakteri (Volk dan Wheeler, 1993).

a. Penghambatan sintesis dinding sel

Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat
pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk (Pelczar dan Chan,
1986). Beberapa senyawa antibakteri dapat menghambat sintesis dinding sel
dengan cara menghambat terjadinya reaksi peptidasi pada proses sintesis
peptidaglikan sehingga dapat melemahkan dinding sel yang dapat mengakibatkan

lisis.

b. Penghambatan sintesis protein
Kehidupan sel bakteri tergantung pada terpeliharanya molekul-molekul

protein dan asam nukleat dalam keadaan ilmiah (Pelczar dan Chan, 1986). Proses
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penghambatan pertumbuhan bakteri melalui penghambatan sintesis protein dapat
terjadi dengan cara menghambat terjadinya proses peptidiltransferase yang dapat
mengganggu proses pengikatan asam amino baru pada rantai peptida yang sedang

terbentuk.

c. Penghambatan sintesis asam nukleat

Pada umumnya, antibakteri dapat menghambat sintesis asam nukleat
dengan cara berinteraksi dengan benang heliks ganda DNA dengan cara
mencegah replikasi atau transkripsi berikutnya dan berkombinasi dengan
polimerase yang terlibat dalam biosintesis DNA atau RNA. Menurut Pelczar dan
Chan (1986) DNA dan RNA memiliki peran penting dalam proses kehidupan

normal sel bakteri.

d. Perusakan struktur membran sel

Beberapa  senyawa  antibakteri  dapat  mempengaruhi  sifat
semipermeabilitas membran sel sehingga menyebabkan kerusakan struktur
membran yang dapat menghambat atau merusak kemampuan membran sel
sebagai penghalang osmosis dan juga mencegah berlangsungnya sejumlah
biosintesis yang dibutuhkan di dalam membran sel. Mekanisme penghambatan
bakteri oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara
menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk,
perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan keluarnya

bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat,
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penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein

(Pelczar dan Chan, 1986).

2.9.2 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri merupakan teknik untuk mengukur
besarnya potensi atau konsentrasi suatu senyawa dapat memberikan efek bagi
mikroorganisme (Ayu, 2004). Kepekaan bakteri terhadap senyawa yang berfungsi
sebagai antibakteri bervariasi. Bakteri gram positif biasanya lebih peka
dibandingkan bakteri gram negatif (Brock dan Madigan, 1991). Penentuan
kepekaan bakteri patogen terhadap senyawa antibakteri dapat dilakukan dengan
salah satu metode pokok yakni difusi. Penting sekali untuk menggunakan metode
standar untuk mengendalikan semua faktor yang mempengaruhi aktivitas
antibakteri (Jawetz, et al., 2005).

Metode difusi yang sering digunakan untuk uji aktivitas antibakteri adalah
metode difusi agar (disc diffusion Kirby and Bauer). Kertas cakram direndam
dalam senyawa antibakteri tertentu, kemudian di tempatkan pada medium padat
yang sebelumnya telah diinokulasi bakteri uji pada permukaannya. Setelah
diinkubasi, diameter zona hambat sekitar cakram yang dipergunakan mengukur
kekuatan hambat senyawa antibakteri terhadap organisme uji (Jawetz, et al.,
2005).

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi ukuran zona hambat dan harus
dikontrol adalah (Pratama, 2005):

a. Konsentrasi bakteri pada permukaan medium. Semakin tinggi konsentrasi

bakteri maka zona hambat yang dihasilkan akan semakin kecil
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b. Kadalam medium pada cawan petri. Semakin tebal medium dalam cawan
petri maka zona hambat akan semakin kecil

c. Nilai pH dari medium. Beberapa antibiotik bekerja dengan baik pada kondisi

asam dan beberapa kondisi basa.

2.10 Bakteri Salmonella typhi
2.10.1 Deskripsi Salmonella typhi

Salmonella typhi adalah bakteri basil gram negatif yang termasuk dalam
famili Enterobacteriaceae. Bakteri ini berbentuk batang, tidak membentuk spora,
memiliki flagella peritrikus bersifat motil dengan menggunakan flagel peritrik,
mampu tumbuh pada media nutrient agar, dan bersifat fakultatif anaerob serta
fakultatif intrasel (Holt, et al, 2000). Bakteri S. typhi berdiameter 0,7 hingga 1,5
pum dengan panjang 2 hingga 5 pm. Suhu minimum untuk pertumbuhan S. typhi
adalah 45 °C, sedangkan suhu pertumbuhan optimumnya adalah 35 — 37 °C
(D’Aoust, 2000)) dan pada pH pertumbuhan 6 — 8 (Parija, 2012). Bakteri ini dapat
hidup sampai beberapa minggu di alam bebas seperti di dalam air, es, sampah dan
debu. Bakteri ini dapat mati dengan pemanasan (suhu 60 °C) selama 15 — 20
menit, pasteurisasi, pendidihan dan khlorinisasi (Rahayu, 2013).

Pada umunya isolat kuman Salmonella dikenal dengan sifat-sifat sebagai
berikut; gerak positif, reaksi fermentasi terhadap manitol dan sorbitol positif dan
memberikan hasil negatif pada reaksi indol, fenilalanin deaminase, urease, VVoger
Proskauer, reaksi fermentasi terhadap sukrosa dan laktosa (Staff FKUI, 1993).

Bakteri ini memiliki kemampuan dalam memfermentasi dextrosa, maltosa dan
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manitol dengan menghasilkan H>S dan gas, mampu mereduksi nitrat menjadi

nitrit, dan oksidase negatif (Eisenstein, 2000).

2.10.2 Klasifikasi Salmonella typhi

Holt et al. (2000) dalam Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
menyebutkan bahwa terdapat 30 genus anggota famili Enterobacteriaceae, salah
satu diantaranya adalah genus Salmonella. Genus Salmonella terdiri dari dua
spesies, Yyaitu Salmonella enterica dan Salmonella bongori. Selanjutnya
Salmonella enterica dibagi menjadi enam subspesies, yaitu Salmonella enterica
subsp. enterica (subsp. 1), subsp. salamae (subsp. Il), subsp. arizonae (subsp.
I11a), subsp. diarizonae (subsp. Illa), subsp. houtenae (subsp. 1V), dan subsp.
indica (subsp. VI). Sedangkan Salmonella bongori pada awalnya dikategorikan
sebagai S. enterica (subspesies V) sebelum ditentukan sebagai spesies yang
terpisah dari Salmonella enterica. Disamping pengelompokan secara taksonomi
seperti tersebut di atas, genus Salmonella juga memiliki anggota lebih dari 2500
serotipe atau strain yang berbeda menurut antigen O dan H (Truper, 2005).
Salmonella typhi adalah agen demam tifoid yang termasuk dalam subspesies I: S.
enterica subsp. Enterica serotype typhi (S. enterica serovar typhi; Salmonella
typhi). Demam tifoid paling banyak terjadi di daerah tropis daerah, termasuk

Indonesia (Moehario 2009).
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Gambar 2.13 Bakteri Salmonella typhi (Kayser, et al, 2005)

Klasifikasi bakteri Salmonella typhi menurut Brooks et al. (2013) sebagai

berikut:
Kingdom : Bacteria
Filum : Proteobacteria
Kelas : Gamma proteobacteria
Ordo : Enterobacterales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Spesies : Salmonella typhi

S. typhi memiliki endotoksin berupa antigen flagella H, lipopolisakarida
(LPS) O antigen, dan polisakarida antigen capsular virulence (Vi) yang ditemukan
pada permukaan bakteri. Endotoksin inilah yang memacu pengeluaran sitokin
proinflamasi dalam tubuh sehingga dapat menimbulkan gejala klinis (Parry, et al.,
2002). S. typhi memiliki Outer Membran Protein (OMP) yaitu bagian terluar yang
terletak di luar membran sitoplasma dan lapisan peptidoglikan yang membatasi sel

dengan lingkungan sekitarnya. OMP sebagian besar terdiri dari protein purin,
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berperan pada patogenesis demam tifoid dan antigen yang penting dalam

mekanisme respon imun host (Kaur and Jain, 2012).

2.10.3 Patogenesis Demam Tifoid

Bakteri dari genus Salmonella merupakan bakteri penyebab infeksi yang
jika tertelan masuk dan berkembang biak di dalam tubuh akan menimbulkan
gejala yang disebut salmonellosis. Penyakit yang disebabkan oleh Salmonella
dibagi menjadi dua grup besar yaitu nontyphoid salmonellosis (gastroenteritis)
dan typhoid salmonellosis (demam typhoid). Gastroenteritis disebabkan karena
infeksi S. typhi yang terbatas pada epithelium usus sedangkan demam typhoid
disebabkan karena infeksi yang terjadi pada keseluruhan sistem (Nur’utami,
2011).

Demam tifoid (typhoid fever) atau yang di dalam masyarakat Indonesia
lebih dikenal dengan nama tifus, adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri
Salmonella enteric, khususnya keturunannya yaitu S. typhi (Syarifah, 2011).
Typhoid salmonellosis (demam typhoid) memiliki gejala awal yang agak berbeda
dan jauh lebih lambat (24 — 48 jam setelah konsumsi) daripada nontyphoid
salmonellosis (12 jam setelah konsumsi). Demam typhoid akan mengalami
peningkatan secara bertahap setiap harinya dan sering kali muncul bintik merah
pada kulit. Gejala yang timbul pada demam typhoid adalah demam dengan suhu
39 — 40 °C, kejang perut, sakit kepala, hilang nafsu makan, dan konstipasi.
Penderita mungkin mengalami perforsi dan pendarahan usus dan koma. Penderita

yang telah sembuh seringkali menjadi asymptomic carriers dimana organisme ini
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tetap berada dalam kantong empedu dan usus. Sedangkan gastroenteritis digejalai
dengan mual, muntah, kejang perut, dan diare (Ziprin dan Hume 2001).

Menurut Simanjuntak (1993) Salmonelosis adalah infeksi yang disebabkan
oleh Salmonella yang masuk ke dalam tubuh melalui makanan atau minuman
yang terkontaminasi. Setelah 12 — 72 jam terinfeksi akan timbul gejala demam,
diare, kram perut, pusing dan mual. Gejala ini dapat berlangsung selama 7 hari.
Virulensi Salmonella disebabkan oleh:

a. kemampuan menginvasi sel-sel epitel inang
b. mempunyai antigen permukaan yang terdiri dari atas simpai
lipopolisakarida
c. kemampuan melakukan replikasi interseluler
d. menghasilkan beberapa toksin spesifik
e. kemampuan berkolonisasi pada ileum dan kolon
f. kemampuan menginvasi lapisan epitel intestin dan berkembang dalam
sel-sel limfoid
Pangan yang sering terkontaminasi S. typhi adalah telur, ikan, daging
ayam, daging sapi, susu dan hasil olahannya. Keracunan pangan oleh Salmonella
disebabkan karena pangan mengandung Salmonella dalam jumlah yang signifikan
yaitu 107 sel (Jay, et al., 2005). Mekanisme demam tyfoid didahului oleh
pelekatan bakteri Salmonella melalui makanan dan minuman yang terkontaminasi
oleh kotoran atau tinja dari seseorang pengidap atau penderita demam typoid
(karier). Kuman yang keluar bersama tinja dapat bertahan lama di alam dan
menjadi sumber penularan bagi banyak orang. Tifus masih bersifat endemis dalam

suatu area, maka air yang berasal dari sungai atau danau yang digunakan untuk
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konsumsi masyarakat dan sering terkontaminasi limbah merupakan sumber
infeksi utama (Mastroeni dan Maskell, 2005). Bakteri S. typhi masuk melalui
mulut dan hanyut ke saluran pencernaan. Apabila bakteri masuk ke dalam tubuh
manusia, tubuh akan berusaha untuk mengeliminasinya. Tetapi bila bakteri dapat
bertahan dan jumlah yang masuk cukup banyak, maka bakteri akan berhasil
mencapai usus halus dan berusaha masuk ke dalam tubuh yang akhirnya dapat
merangsang sel darah putih untuk menghasilkan interleukin dan merangsang
terjadinya gejala demam, perasaan lemah, sakit kepala, nafsu makan berkurang,
sakit perut, gangguan buang air besar serta gejala lainnya (Darmawati, 2009).
Dosis infeksi rata-rata untuk menghasilkan infeksi klinik atau subklinik adalah
10° — 108 cfu/mL Salmonella (tetapi mungkin hanya 10% cfu/mL untuk S. typhi).
Faktor yang berperan dalam perlawanan infeksi Salmonella antara lain asam
lambung, flora mikroba usus normal, dan imunitas lokal pada usus (Brooks, et al.,

2013).

2.10.4 Pertumbuhan Bakteri Salmonella typhi

Dwidjoseputro  (1998) menyatakan bahwa pertumbuhan sel adalah
bertambah besarnya sel-sel baru hingga masing-masing sel-sel baru tersebut
menjadi sel-sel induk. Pertumbuhan sel dimulai setelah terjadi pembelahan sel,
misalnya sel berbentuk coccus akan membelah diri menjadi dua setengah bola,
kemudian keduanya tumbuh menjadi sebesar induk coccus. Pertumbuhan sel
dipengaruhi oleh beberapa faktor luar, antara lain media, kelembaban, pH dan

suhu. Apabila faktor-faktor luar tersebut tidak menguntungkan maka pertumbuhan
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sel akan terhambat karena akan mempengaruhi penyerapan zat-zat makanan yang

tersedia di dalam media dan begitu pula sebaliknya.

A

fase stasioner

/
/ fase kemation
faze eksponensial

N\

pertumbuhan bakten

wahktu

Gambar 2.14 Grafik Pertumbuhan Bakteri (Rochani, dkk., 2015)

Pertumbuhan bakteri menurut Prescott et al. (2008) dibagi menjadi empat
fase, antara lain:

1. Fase Adaptasi (Lag)
Pada fase ini sel belum mengalami pertumbuhan dan masih beradaptasi
dengan lingkungan dan media yang ada.

2. Fase Eksponensial (Log)
Pada fase ini pertumbuhan dan pembelahan bakteri berlangsung cepat, hal
ini dimungkinkan karena pengaruh faktor-faktor luar yang menguntungkan
sehingga mempermudah sel dalam penyerapan zat-zat makanan yang

tersedia pada media.
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3. Fase Stasioner
Pada fase ini pertumbuhan bakteri berhenti dan jumlah bakteri yang
berkembang biak sama dengan bakteri yang mati dan kecepatan
berkembang biak menjadi berkurang, selain itu pada fase ini juga terjadi
akumulasi produk buangan yang toksik. Hal ini disebabkan oleh buruknya
media dan perubahan pH sehingga terjadi penyusutan jumlah sel.
4. Fase Kematian
Pada fase kematian, jumlah sel yang mati semakin banyak dan melebihi
jumlah sel yang membelah diri, hal ini disebabkan ketidaktersediaan

nutrisi dan akumulasi produk buangan yang toksik.
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Gambar 2.15 Kurva Pertumbuhan Bakteri (Abdallah, 2018)

Pada kurva pertumbuhan dapat dilihat pertumbuhan bakteri berdasarkan
fasenya, yaitu fase lag, fase log (fase eksponensial), fase stasioner, dan fase

kematian. Fase log (fase eksponensial) ini merupakan fase yang cocok untuk
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pengujian antibakteri. Kurva pertumbuhan diakhiri setelah melewati fase stasioner
(Pratiwi, 2015). Pada kurva pertumbuhan Salmonella typhimurium menunjukkan
fase lag (fase adaptasi) terjadi pada jam ke-0 sampai 12 jam dan mulai meningkat

pertumbuhan selnya (fase log) dari 12 jam sampai jam ke-30 (Abdallah, 2018).
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METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari — Mei 2019 di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia dan Laboratorium Biokimia Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Peralatan gelas yang
umum digunakan di dalam laboratorium. Seperangkat Peralatan Glass, Rotary
Evaporator, Timbangan Digital, Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Corong Pisa,
Jarum OSE, Incubator Shaker, Spatula, Lamina Air Flow (LAF), Inkubator,
Cawan Petri, Mikropipet, Jangka Sorong, Pinset, Chamber KLT, Neraca Analitik,
Tabung Reaksi, Rak Tabung Reaksi, Filler, Lampu UV, Plat Silikagel 60 GF2sa,

Hotplate, Autoklaf, Oven, Spektroskopi UV-Vis dan Spektroskopi FTIR.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah Sampel Cacing Laor, Etanol, Etil Asetat,
Petroleum Eter, Logam Mg, HCI 1 N, Kloroform, Asam Asetat Anhidrat, H>SO4
pekat, aquades, HCI pekat, FeCI3 1 %, NaCl 0,85 %, Larutan reagen (dragendorff,

mayer), KBr, Medium NA, Medium NB, larutan dimetil sulfoksida (DMSO),

47
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larutan Kloramfenikol, Aluminium foil, Salmonella typhi, kertas cakram dan

kapas.

3.3 Rancangan Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah penelitian secara deskriptif
kualitatif dan kuantitatif melalui dua tahap pengujian eksperimental di
laboratorium, tahap pertama bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis pelarut
terhadap aktivitas antibakteri ekstrak cacing laor. Cacing laor diekstraksi dengan
variasi pelarut yang terdiri dari pelarut etanol, etil asetat dan petroleum eter.
Ekstraksi senyawa aktif dilakukan dengan menggunakan metode maserasi, hasil
ekstraksi diuji antibakteri dengan menggunakan metode difusi agar. Uji
antibakteri dilakukan secara duplo dan diulang sebanyak 3 kali. Pada tahap kedua
aktivitas antibakteri yang terbaik dari ekstrak akan diuji fitokimia, kemudian
dilakukan pemisahan senyawa aktif dengan KLT. Identifikasi senyawa kimia
menggunakan spektrometer UV-Vis sedangkan menentukan gugus fungsinya

menggunakan FTIR.

3.4 Tahapan Penelitian
Pada penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1) Sampling
2) Ekstraksi Cacing Laor
3) Regenerasi Bakteri S. typhi
4) Pembuatan Inokulum Bakteri S. typhi

5) Perhitungan Jumlah Sel Bakteri S. typhi
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6) Uji Aktivitas Antibakteri
7) Uji Fitokimia Senyawa Aktif dalam Cacing Laor
8) Pemisahan Senyawa Kimia dengan KLT
9) Identifikasi Senyawa dengan Spektrofotometer UV-Vis

10) Identifikasi Senyawa dengan Spektroskopi FTIR

3.5 Prosedur Kerja
3.5.1 Sampling

Tempat pengambilan sampel cacing laor (Lysidice oela) pada di Pantai
tanjung Latuhalat, Desa Latuhalat, Kec. Nusaniwe, Kota Ambon, Provinsi
Maluku, Indonesia. Pembuatan tepung cacing laor dilakukan di laboratorium

Zoologi Universitas Pattimura Ambon-Maluku dengan nomor ayakan >90 mesh.

3.5.2 Ekstraksi Cacing Laor

Sebanyak 25 g serbuk cacing laor dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer
100 mL. Selanjutnya ditambahkan 50 mL pelarut etanol 96 %. Pengocokan
dilakukan dengan shaker selama 3 jam dengan kecepatan 120 rpm (rotation per
minutes) dan dimaserasi selama 24 jam. Kemudian disaring residu hasil maserasi
dengan corong buchner dan dilarutkan kembali menggunakan pelarut yang sama
sampai berwarna bening. Filtrat yang diperoleh digabung dalam wadah
penyimpanan ekstrak (Nurhikmah, 2017).

Perlakuan di atas juga diulang pada penggunaan pelarut etil asetat dan
petroleum eter. Ekstrak etanol, etil asetat dan petroleum eter yang diperoleh

dipekatkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 30 — 40 °C, atau dialiri
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gas N2 sampai pelarut menguap seluruhnya. Kemudian dihitung rendamennya

dengan persamaan 3.1:

Berat ekstrak kasar yang diperoleh

Rendemen = -
Berat sampel yang digunakan

3.5.3 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang akan digunakan disterilkan dengan cara dibungkus
menggunakan aluminium foil atau kapas. Kemudian dimasukkan ke dalam
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121 °C dengan tekanan 15 psi (per square

inchi) (Volk dan Wheeler, 1993).

3.5.4 Pembuatan Media
3.5.4.1 Pembuatan Media NA (Nutrien Agar)

Media NA (Nutrien Agar) dibuat dengan cara diambil sebanyak 2,3 gram
dilarutkan dalam 100 mL aquades dalam Erlenmeyer kemudian ditutup dengan
kapas. Suspensi dipanaskan dan distirer menggunakan hotplate sampai mendidih
dan kemudian dimasukan ke dalam tabung reaksi secara aseptik untuk membuat
media agar miring. Media NA (Nutrien Agar) disterilkan dalam autoklaf pada
suhu 121 °C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Media dibiarkan pada suhu
ruang dengan posisi miring hingga memadat. Media NA ini digunakan untuk

regenerasi bakteri S. typhi (Muhibah, 2013).



o1

3.5.4.2 Pembuatan Media NB (Nutrien Broth)
Media NB (Nutrien Broth) diambil sebanyak 1,8 gram, dilarutkan dalam
100 mL aquades dalam Erlenmeyer kemudian ditutup dengan kapas. Suspensi
dipanaskan dan distirer menggunakan hotplate sampai mendidih dan kemudian
dimasukan ke dalam tabung reaksi secara aseptik. Dipanaskan hingga mendidih
dan dimasukkan kedalam tabung reaksi. Tabung reaksi ditutup dengan kapas,

disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan tekanan 15

psi (Rahmawati, 2014).

3.5.5 Regenerasi Bakteri S. typhi

Bakteri S. typhi yang berasal dari biakan murni diambil sebanyak 1 ose
kemudian digoreskan pada media NA (Nutrien Agar) miring secara aseptik.
Tabung didekatkan ke api saat menggoreskan bakteri. Tabung kemudian ditutup
kembali dengan kapas dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C dalam

inkubator (Muhibah, 2013).

3.5.6 Inokulum Bakteri S. typhi

Hasil regenerasi bakteri S. typhi diambil sebanyak 1 ose disuspensikan
dalam 20 mL media NB secara aseptik dan dihomogenkan. Kemudian
dihomogenkan dengan shaker selama 18 jam (Inokulum Stok). Kepekaan suspensi
Bakteri S. typhi diseragamkan dengan mengukur optical density (OD) yakni
sebesar 0,5 pada panjang gelombang 620 nm. Nilai OD 0,5 tersebut setara dengan

kepadatan sel 108 cfu/mL (Inokulum Kerja) (Rahmawati, 2014).
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3.5.7 Perhitungan Jumlah Sel Bakteri S. typhi

Tabung reaksi sebanyak 10 buah diisi dengan NaCl 0,85 % steril dengan
volume 9 mL. Inokulum bakteri S. typhi diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan
ke dalam tabung pertama lalu dihomogenasi dan dihitung sebagai pengenceran
pertama (101). Larutan dari tabung pertama dipipet sebanyak 1 mL dan
dimasukkan ke dalam tabung kedua lalu dihomogenasi sehingga diperoleh tingkat
kedua (107%). Dilakukan pengenceran bertingkat sampai 1071°.

Perhitungan jumlah sel bakteri dilakukan dengan metode total plate count
(TPC). Penanaman bakteri ke media NA dimulai dari pengenceran 10 sampai
pengenceran 10" dengan mengambil sebanyak 0,1 mL lalu ditanamkan pada
media padat NA secara pour plate. Cawan petri digoyang-goyang hingga merata
dan didiamkan hingga membeku kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24
jam (Harmita, dkk., 2008). Cara menghitung, dipilih cawan petri yang mempunyai
koloni antara 30 — 300. Perhitungan jumlah bakteri ditunjukkan pada persamaaan

3.2

Perhitungan jumlah bakteri (cfu) = Jumlah koloni x fip ................................... (3.2

3.5.8 Pembuatan Larutan Kontrol
3.5.8.1 Pembuatan Larutan DMSO

DMSO (dimetilsulfoksida ) 10% digunakan sebagai pengencer (pelarut
pembawa ekstrak) dan digunakan sebagai kontrol negatif dalam uji daya hambat.

Ekstrak cacing laor diencerkan dengan DMSO dan akuades. Untuk mendapatkan
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konsentrasi DMSO 10 % maka dibutuhkan DMSO sebesar 10 ml dan ditambah

akuades sebesar 90 ml (Assidqgi, 2012).

3.5.8.2 Pembuatan Larutan Kloramfenikol

Kloramfenikol digunakan ekstrak cacing laor sebagai kontrol positif dalam
uji daya hambat. Ditimbang sebanyak 0,375 gram obat Colsancetine (tiap kapsul
mengandung 250 mg kloramfenikol) kemudian dilarutkan kedalam 3 mL aquades
pada Erlenmeyer dan diaduk hingga larut kemudian dihomogenkan, setelah itu
larutan kloramfenikol kemudian dimasukkan kedalam vial. (Nurwahida, dkk.,

2018).

3.5.9 Uji Aktivitas Antibakteri
Uji aktivitas antibakteri menggunakan 3 ekstrak cacing laor (etanol,
petroleum eter, dan etil asetat) dengan konsentrasi 100 % (Ekstrak murni tanpa
pengenceran). Kemudian ekstrak etanol cacing laor dibuat dalam berbagai variasi
konsentrasi (25 mg/mL; 50 mg/mL; 75 mg/mL; 100 mg/mL; 125 mg/mL)
(Elayaraja, et al., 2010). Konsentrasi kontrol positif kloramfenikol dibuat dengan
konsentrasi 1 mg/mL dan konsentrasi kontrol negatif DMSO dibuat dengan
konsentrasi 25 mg/mL dan 125 mg/mL. Uji antibakteri dilakukan berdasarkan
metode difusi agar (disc diffusion Kirby and Bauer) dengan menggunakan kertas
cakram. Kertas cakram dibuat dari kertas whatman dengan diameter 7 mm.
Langkah pertama yaitu disiapkan 3 ekstrak cacing laor dan kontrol sesuai
konsentrasi diatas. Kemudian secara aseptik kertas cakram di resapkan pada

masing-masing ekstrak cacing laor dan larutan kontrol. Proses peresapan
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dilakukan dengan cara merendamkan Kkertas cakram pada ekstrak etanol,
petroleum eter, dan etil asetat cacing laor serta larutan kontrol DMSO dan
kloramfenikol selama 30 menit. Perlakuan di atas diulang untuk penggunaan
variasi konsentrasi ekstrak etanol cacing laor.

Langkah kedua yaitu larutan bakteri S. typhi (Inokulum Kerja) diambil
sebanyak 0,1 mL dan di masukkan ke dalam cawan petri steril. Secara pour plate
media NA (Nutrien Agar) dipanaskan hingga mencair, kemudian didinginkan
sampai suhu 40 °C dan dituangkan ke dalam cawan petri yang berisi larutan
bakteri. Kemudian dihomogenkan dan dibiarkan hingga memadat. Kertas cakram
diambil dengan pinset steril dan diletakkan diatas permukaan media bakteri
(Medium padat NA dalam cawan petri) dan ditekan sedikit. Selanjutnya,
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam sampai muncul daerah hambatan
(Arifin, 2013).

Uji aktivitas antibakteri pada masing-masing pelarut dan pada variasi
konsentrasi dilakuakan secara duplo dan diulang sebanyak 3 kali. Diamati zona
hambat yang terbentuk dan diukur diameternya menggunakan jangka sorong
untuk menentukan aktivitas bakteri. Sampel yang mempunyai aktivitas antibakteri
ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat disekitar kertas cakram. Luas zona

hambat ditentukan dengan rumus:

Zona hambat = Zona hambat keseluruhan — diameter cakram...............cccoe.o..... (3.3)

Hasil dari pengukuran zona hambat dibandingkan kriteria kekuatan daya

hambat bakteri yang dapat diketahui pada Tabel 3.1.
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Tabel 3.1. Katagori Diameter Zona Hambat

Hambat Diameter Kekuatan daya hambat
<5mm Lemah
5-10mm Sedang
10 —-20 mm Kuat
>20 mm Sangat kuat

Sumber: Davis dan Stout (2009)

3.5.10 Uji Fitokimia Golongan Senyawa Aktif dalam Cacing Laor

Metode yang digunakan diambil dari metode yang digunakan oleh
Kristianti dkk. (2008) dengan sedikit modifikasi. Pada fraksi dilakukan
identifikasi kandungan kimia antara lain flavonoid, terpenoid, saponin, tannin,

fenolik dan alkaloid.

3.5.10.1 Uji Flavonoid

Ekstrak cacing laor pekat dimasukkan 1 mg ke dalam tabung reaksi
kemudian dilarutkan dalam 1 — 2 mL metanol panas 50 %. Setelah itu
ditambahkan logam Mg dan 0,5 tetes HCI pekat. Warna merah, kuning atau jingga

pada larutan, menunjukan adanya flavonoid.

3.5.10.2 Uji Steroid dan Triterpenoid.

Ekstrak cacing laor pekat dimasukkan 1 mg ke dalam tabung reaksi,
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat.
Kemudian ditambahkan dengan 1 — 2 mL H>SO4 pekat melalui dinding tabung.
Teriterpenoid ditunjukkan dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan dua pelarut, sedangkan steroid ditunjukan dengan warna hijau kebiruan

pada larutan.
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3.5.10.3 Uji Saponin
Ekstrak cacing laor pekat dimasukkan sebanyak 1 mg ke dalam tabung
reaksi dan ditambah aquades 10 mL dan dikocok selama 10 menit, jika terbentuk
busa ditambahkan 2 — 3 tetes HCL 1 N. Apabila busa yang terbentuk dapat
bertahan selama 10 menit dengan ketinggian 1 — 3 cm, maka ekstrak

menunjukkan adanya saponin.

3.5.10.4 Uji Tanin
Ekstrak cacing laor pekat dimasukkan 1 mg ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan 2-3 tetes larutan FeClz 1 %. Warna hijau kehitaman atau biru tinta

menunjukan adanya tanin.

3.5.10.5 Uji Fenolik
Ekstrak cacing laor pekat sebanyak 1 mg ke dalam tabung reaksi,
ditambahakan 10 tetes FeCls 1 %. Ekstrak positif menganadung fenol apabila

menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru dan hitam pekat.

3.5.10.6 Uji Alkaloid

Ekstrak cacing laor pekat dimasukkan 1 mg ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan 0,5 mL HCI 2 % dan dimasukkan kedalam 2 tabung reaksi. Tabung
1 ditambahkan 2 — 3 tetes reagen Dragendorff dan tabung 2 ditambahkan 2 — 3
tetes reagen Mayer. Alkaloid ditunjukkan dengan adanya endapan jingga pada

tabung 1 dan endapan kekuning-kuningan pada tabung 2.
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3.5.11 Pemisahan Golongan Senyawa dengan KLT Analitik
Ekstrak yang menunjukkan aktivitas antibakteri selanjutnya diuji secara
kimia dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang dilakukan dengan
menggunakan plat silika gel GF2s4 sebagai fase diam. Plat silika gel dibuat dengan
ukuran lebar 1x10 cm? pada ujung atas dan bawah diberi batas 1 cm (Shanti,
2007). Ekstrak yang akan diuji sebanyak 0,001 gram dilarutkan dalam 2,5 mL
pelarut (4.000 ppm) yang digunakan, kemudian ditotolkan 10 kali + 1 cm dari
bawah plat. Pengembang (fasa gerak) yang digunakan masing-masing senyawa
adalah: steroid (n-heksan 1 : 1 etil asetat), alkaloid (klorofom 4 : 1 metanol),
saponin (klorofom 13 : 7 metanol : 2 air), triterpenoid (n-butanol 4 : 1 Amoniak),
flavonoid (etil asetat 4,5 : 0,5 metanol) dan fenolik (Toluen 3 : 3 etil asetat : 0,2
asam format). Selanjutnya dikeringkan dan dielusi dengan eluen pada chember
KLT yang telah dijenuhkan dan ditutup rapat. Setelah eluen mencapai garis atas,
pelat dikeluarkan dan keringkan (Jekti, dkk., 2008).
Bercak diamati secara visual dengan lampu UV pada panjang gelombang
245 nm dan 366 nm dan menggunakan pereaksi semprot universal untuk
menampakkan bercak noda dengan reagen Liebermann-Burchard. Kemudian nilai

Rf dihitung dan diperhatikan bentuk spot pada berbagai eluen.

3.5.12 ldentifikasi Senyawa Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Ekstrak etanol cacing laor yang telah dilarutkan berdasarkan pelarutnya
dengan konsenrasi 100 ppm Selanjutnya dimasukkan ke dalam kuvet dan
dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang

gelombang 200 — 800 nm (Maharani, dkk., 2016).
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3.5.13 Identifikasi Gugus Fungsi Menggunakan FTIR
Karakterisasi pada penelitian ini menggunakan Spektroskopi FTIR
(Fourier Transform Infra Red). Senyawa target yang berbentuk padat digerus
dengan garam KBr (2 : 98) lalu dibuat pelet menggunakan diameter 7 mm. Pelet
kemudian diletakkan pada sample holder dan diukur serapannya menggunakan
spektrometer FTIR pada daerah 4000 — 400 cm™. Sampel yang akan dianalisis
harus dipastikan dalam kondisi kering serta bebas dari kotoran sekitar wadah
penampung. Data hasil analisis selanjutnya diolah dengan menggunakan Ms.

Excel 2010 (Sigee, et al., 2002).

3.5.14 Analisa Data
Data yang diperoleh dari penelitian tahap pertama yaitu berupa diameter
zona hambat hasil uji aktivitas antibakteri dari berbagai jenis ekstrak cacing laor
dan variasi konsentasi ekstrak etanol cacing laor, ekstrak terbaik ditunjukkan
dengan diameter zona hambat yang paling luas. Data tersebut kemudian dianalisis
dengan uji ANOVA menggunakan SPSS 16. Analisa secara statistik ini digunakan
untuk mengetahui nilai signifikansi pengaruh variasi konsentrasi ekstrak etanol
cacing laor dalam uji antibakteri S. typhi. Hipotesis yang diajukan pada analisa ini
adalah:
1. Ho = 0 (Hipotesis awal), maka tidak ada perbedaan pengaruh variasi
konsentrasi ekstrak etanol cacing laor dalam uji antibakteri S. typhi
2. Hi # 0 (Hipotesis alternatif), maka minimal ada satu pengaruh variasi

konsentrasi ekstrak etanol cacing laor dalam uji antibakteri S. typhi
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Hipotetsis tersebut diuji berdasarkan dua aspek yaitu uji F dan uji probabilitas (p-
value/sig.). Pada pengujian nilai F dinyatakan jika nilai Fhitung > Frael maka
perlakuan ekstrak terdapat pengaruh sehingga Ho ditolak dan begitu juga
sebaliknya. Uji probabilitas dinyatakan jika signifikansi (sig.) kurang dari alpha (5
%) maka Ho ditolak dan sebaliknya untuk mengetahui pengaruh konsentrasi
terhadap aktivitas antibakteri S. typhi.

Selanjutnya dilakukan uji perbandingan berganda (uji lanjut) dengan
menggunakan metode statistik uji BNT (Beda Nyata Terkecil) atau disebut juga
sebagai LSD (Least Significance Test). Uji perbandingan berganda digunakan
untuk menguji perlakuan dari faktor dimana pengujian ANOVA dinyatakan
signifikan atau terdapat minimal 1 pasang perlakuan yang memiliki pengaruh
yang berbeda, dengan demikian untuk mengetahui perlakuan mana yang memiliki
pengaruh yang berbeda maka dilakukan pengujian lanjutan atau uji perbandingan
berganda. Uji BNT dinotasikan dengan huruf yang sama menunjukkan tidak ada
beda antara rata-rata zona hambat bakteri terhadap perlakuan, sedangkan jika
hurufnya berbeda maka sebaliknya.

Penelitian tahap kedua yaitu identifikasi senyawa kimia dan gugus fungsi
dari ekstrak etanol cacing laor dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dan FTIR. Masing-masing data disajikan dalam bentuk tabel dan diinterpretasikan

sesuai dengan hasil yang diperoleh.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan adalah cacing laut jenis Lysidice oele yang sudah
kering berbentuk butiran serbuk, diperoleh dari Universitas Pattimura yang
berasal dari Pantai Tanjung Latuhalat, Desa Latuhalat, Kec. Nusaniwe, Kota
Ambon, Provinsi Maluku. Preparasi sampel terdiri dari 4 tahap yaitu pencucian,
pengeringan, penghalusan dan pengayakan. Pengeringan sampel dilakukan
dengan cara dikering anginkan yang bertujuan untuk menurunkan kadar air dan
mempermudah proses penyimpanan. Proses penghalusan dilakukan untuk
memperbesar luas permukaan sampel. Sampel dalam bentuk serbuk dengan
tingkat kehalusan yang tinggi dengan nomor ayakan >90 mesh, kemungkinan
terjadinya pemecahan sel-sel akan semakin besar sehingga memudahkan pelarut
mengambil kandungan yang terdapat dalam sampel dan proses ekstraksi akan
semakin cepat (Voight, 1995). Berat sampel kering yang diperoleh sebesar 121,82
g dengan kadar air 47,58 %. Analisis kadar air bertujuan untuk mengetahui kadar
air yang terkandung dalam biomassa cacing laor. Tinggi rendahnya kadar air akan
mempengaruhi proses maserasi. Semakin rendah kadar air dapat mempermudah
proses penarikan zat aktif dalam sampel karena pelarut mudah menembus dinding
sel sampel tanpa adanya gangguan dari molekul air. Berikut merupakan gambar

dari proses preparasi sampel cacing laor yang ditunjukkan pada Gambar 4.1.

60
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(@) (b)

Gambar 4.1 Sampel Cacing Laor (a) Basah, (b) Kering/Serbuk

4.2 Ekstraksi Cacing Laor

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa campuran dengan
menggunakan pelarut yang sesuai. Ekstraksi digunakan untuk mengisolasi produk
alam dari jaringan asli hewan maupun tumbuhan. Ekstraksi cacing laor ini
menggunakan metode maserasi bertujuan untuk mengekstrak senyawa aktif yang
terdapat dalam sampel. Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan
menggunakan pelarut organik yang digunakan pada temperatur ruangan. Metode
maserasi dipilih karena dapat mengekstraksi senyawa aktif dengan baik melalui
perendaman tanpa pemanasan sehingga dapat menghindari kerusakan komponen
senyawa yang labil dan tidak tahan panas (Dean, 2009). Adanya sistem
perendaman ini maka pelarut akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam sel
yang mengandung zat aktif. Maka zat aktif yang terdapat dalam sel akan larut
dalam pelarut (Khoiriyah, 2014). Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan
memberikan efektifitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa

bahan alam terhadap pelarut tersebut (Nendissa, 2012).
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Prinsip utama dalam maserasi adalah mengekstrak senyawa aktif
(metabolit sekunder) yang dapat larut dalam pelarut berdasarkan tingkat
kepolarannya atau dikenal dengan istilah “like dissolve like” (Khopkar, 2003).
Ekstraksi cacing laor (Lysidice oele) dalam penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan 3 pelarut yang memiliki perbedaan kepolaran yaitu etanol (polar),
etil asetat (semi polar), dan petroleum eter (non polar) dengan harapan
memperoleh pelarut terbaik yaitu pelarut yang dapat mengekstrak senyawa

metabolit sekunder dalam jumlah besar dan dapat mempunyai aktivitas antibakteri

yang tinggi.

Gambar 4.2 Hasil Maserasi Cacing Laor dari Berbagai Pelarut: (1) Etanol, (2)
Etil Asetat, (3) Petroleum Eter

Proses ekstraksi dilakukan dengan cara, serbuk cacing laor ditambahkan
ke masing-masing pelarut dengan perbandingan (1 : 2) selama 24 jam dengan
menggunakan shaker water bath pada kecepatan 120 rpm. Pengadukan bertujuan
agar kontak antara sampel dengan pelarut semakin sering terjadi. Kemudian
larutan disaring dengan vacum buchner dan dilakukan pergantian pelarut
sebanyak 3 kali sampai diperoleh pelarut berwarna putih bening. Perubahan warna

filtrat yang diperoleh dengan pelarut mulai dari warna coklat pekat hingga coklat
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bening yang dapat diasumsikan bahwa senyawa aktif yang dapat larut telah telarut
semua. Hasil maserasi ekstrak kasar dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40 °C. Suhu 40 °C digunakan karena lebih kecil dari suhu
pelarut sehingga senyawa aktif pada ekstrak tidak rusak. Proses evaporasi ini
dilakukan untuk memisahkan antara ekstrak dengan pelarutnya. Selanjutnya
ekstrak pekat dialiri gas N2, hal ini bertujuan untuk menghilangkan sisa-sisa
pelarut yang mungkin masih menempel pada ekstrak. Hasil pengamatan ekstraksi

cacing laor dapat dilihat pada Gambar 4.3 dan Tabel 4.1.

Gambar 4.3 Ekstrak Kasar Cacing Laor dari Berbagai Pelarut: (1) Etanol, (2) Etil
Asetat, (3) Petroleum Eter

Tabel 4.1 Hasil Rendemen Ekstrak Cacing Laor dari Berbagai Pelarut

Jenis Ekstrak Warna Warna Ekstrak Ekstrak Rendemen

Filtrat Kasar Kasar (g) (%)

Etanol Coklat tua Coklat tua 6,9481 27,79

Etil Asetat Coklat Coklat 2,8335 16,89
Petroleum Eter Coklat Coklat 1,4081 5,63

Berdasarkan pada Tabel 4.1 dengan pelarut yang berbeda diperoleh warna
filtrat dan nilai rendemen. Hasil ekstrak menunjukkan bahwa warna filtrat dan

warna ekstrak cacing laor pada pelarut etanol berwarna coklat tua sedangkan pada
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pelarut etil asetat dan petroleum eter memiliki warna yang sama yaitu coklat.
Menurut Nurfitiani (2015) bahwa warna filtrat menunjukkan tertariknya
komponen-komponen senyawa aktif dari sampel oleh pelarut. Semakin pekat
warna filtrat, semakin banyak senyawa yang tertarik.

Jenis pelarut juga mempengaruhi terhadap hasil ekstraksi dan rendemen
ekstrak yang diperoleh pada pelarut etanol yaitu sebesar 6,9481 g dengan nilai
rendemen sebesar 27,79 %. Berbeda dengan kedua pelarut yang lainnya, pada
pelarut etil asetat nilai ekstrak yang diperoleh lebih rendah yaitu sebesar 2,8335 g
dengan nilai rendemen sebesar 16,89 %. Sedangkan pada pelarut petroleum eter
nilai ekstrak yang diperoleh sangat rendah yaitu sebesar 1,4081 g dengan nilai
rendemen sebesar 5,63 %.

Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstraksi maserasi cacing laor dengan
berat sampel yang sama dapat menghasilkan nilai rendemen yang berbeda. Hal ini
disebabkan karena perbedaan polaritas dari pelarut (Megha, et al., 2014). Menurut
Mukhriani (2014) menyatakan bahwa besar kecilnya nilai rendemen menunjukkan
keefektivan proses ekstraksi. Nurhikmah (2017) menambahkan bahwa faktor-
faktor yang mempengaruhi efektivitas proses ekstraksi adalah jenis pelarut yang
digunakan, ukuran partikel bahan, metode, dan lamanya ekstraksi yang dilakukan.

Data hasil rendemen ada hubungannya dengan banyaknya kandungan
senyawa aktif dari suatu sampel sehingga apabila rendemen semakin banyak maka
dapat disimpulkan juga kandungan senyawa aktifnya juga semakin banyak
sebagaimana dilaporkan Nurhayati (2009) bahwa tingginya senyawa bioaktif yang
terdapat pada suatu sampel ditunjukkan dengan tingginya nilai rendemen yang

dihasilkan. Tingginya nilai rendemen pada pelarut polar dikarenakan senyawa
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aktif umumnya masih dalam bentuk ikatan glikosida yaitu senyawa yang terdiri
atas senyawa gula (glikon dan metabolit primer) dan senyawa bukan gula (aglikon
dan metabolit sekunder) (Utami, 2014). Hasil ini menunjukkan bahwa sampel
cacing laor lebih banyak mengandung senyawa polar sehingga senyawa-senyawa
aktif pada cacing laor relatif larut dalam pelarut polar. Hal ini dibuktikan dari
hasil maserasi dimana ekstrak etanol memperoleh rendemen yang lebih besar dan
warna yang lebih pekat jika dibandingkan dengan ekstrak etil asetat dan petoleum
eter. Hasil yang sama terjadi pada penelitian Siregar (2011) dimana ekstrak
dengan pelarut etanol pada berbagai jenis rumput laut memiliki berat ekstrak yang
lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut etil asetat dan petroleum eter.

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini, diketahui bahwa
senyawa flavonoid dan saponin merupakan senyawa dengan kandungan tertinggi
dibandingkan dengan senyawa bioaktif yang lainnya. Hal ini dikarenakan
flavonoid merupakan senyawa polar karena memiliki sejumlah gugus hidroksil,
sehingga akan mudah larut dalam senyawa polar seperti etanol (Rijke, 2005).
Sedangkan senyawa saponin memiliki ikatan glikosida, sehingga mudah larut
dalam pelarut polar. Saponin memiliki gugus non polar berupa gugus steroid dan
triterpenoid, akan tetapi lebih cenderung bersifat polar karena ikatan glikosidanya.
Suharto et al. (2012) menambahkan bahwa saponin paling tepat diekstraksi dari
sampel yang diekstraksi dengan pelarut etanol 70 — 95%. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa etanol merupakan pelarut terbaik untuk mengesktrak
senyawa flavonoid dan saponin pada cacing laor. Sehingga pada penelitian utama

digunakan ekstrak etanol cacing laor.
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4.3 Regenerasi dan Pembuatan Inokulum
4.3.1 Regenerasi S. typhi

Regenerasi bakteri uji S. typhi dilakukan dengan memindahkan atau
memperbarui biakan bakteri dari biakan lama (murni) ke medium tumbuh yang
baru (media NA miring) secara berkala. Regenerasi bertujuan untuk mendapatkan
bakteri dengan kemampuan tumbuh yang lebih baik, memperbarui nutrisi
makanan yang terkandung dalam media sehingga bakteri akan tetap hidup dan
untuk menyelamatkan isolat bakteri dari kontaminasi bakteri lain.

Regenerasi di media NA bertujuan agar bisa disimpan dalam waktu yang
cukup lama (biakan simpan) karena akan memiliki masa simpan yang lebih lama
pada media padat dibandingkan pada media cair, bakteri mengalami pertumbuhan
lebih cepat karena bakteri butuh water activity (air bebas) dan kadar air yang
tinggi, selain itu mengaktifkan bakteri yang semula inaktif menjadi aktif
membelah kembali. Kondisi bakteri yang inaktif menjadi kurang optimal jika
digunakan pada pembuatan inokulum, selain itu untuk mempercepat fase adaptasi
dan mempersiapkan sel pada fase eksponensial. Bakteri yang berada dalam fase
eksponensial ini mensintetis enzim dan mengatur aktivitasnya sehingga mampu
tumbuh lebih efisien dalam kondisi baru dan muda (Hartanti 2010).

Isolat S. typhi (biakan murni) sebelum digunakan disimpan dilemari
pendingin untuk menghambat pertumbuhan bakteri menuju ke fase kematian.
Regenerasi S. typhi dilakukan dengan menggunakan kawat ose yang sudah
dipanaskan diatas bunsen untuk mematikan mikroorganisme lain yang tidak
diinginkan. Kemudian sebanyak satu ose isolat bakteri (biakan murni) di streak

pada media NA miring lalu diinkubasi selama 24 jam di inkubator pada suhu 37
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°C. Menurut Pelczar dan Chan (2008) waktu inkubasi yang digunakan untuk

Regenerasi pada umumnya adalah 24 jam.

4.3.2 Pembuatan Inokulum S. typhi

Inokulum merupakan kultur mikroba yang diinokulasikan ke dalam
medium pada saat kultur mikroba pada fase pertumbuhan (Suriawiria, 2005).
Inokulum S. typhi dilakukan dengan cara mengabil biakan bakteri dari media NA
miring sebanyak satu ose yang kemudian ditumbuhkan di media NB. Media NB
yang berbentuk cair digunakan karena dibandingkan medium padat, medium cair
memilki beberapa kelebihan yaitu jenis dan konsentrasi komponen-konponen
medium dapat diatur sesuai dengan yang diinginkan, dapat memberikan kondisi
optimum untuk pertumbuhan, dan pemakaian medium lebih efisien. Pembuatan
inokulum pada media NB bertujuan untuk menumbuhkan bakteri yang siap
digunakan sebagai starter dalam suatu proses uji aktivitas. Pembuatan stok
inokulum dilakukan secara aseptis didalam laminar air flow (LAF) untuk
menghindari kontaminasi dari bakteri lain.

Menurut Bacteriological Analytical Manual (BAM) (2001) pada jam ke
18 — 24 ini merupakan waktu dimana bakteri S. typhi dimungkinkan berada pada
fase logaritmik. S. typhi dapat diinokulasikan pada media NB setelah jam ke-18
untuk pembuatan inokulum. Fase logaritmik merupakan fase yang cocok untuk
pengujian antibakteri karena pada fase tersebut bakteri aktif melakukan
pembelahan secara konstan, terjadi pertumbuhan maksimal, dan jumlah sel

meningkat menjadi 2 kali lipat (Monack, 2004).
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Berakhirnya fase logaritmik menunjukkan bahwa bakteri akan segera
memasuki fase stasioner dimana pada fase ini jumlah mikroorganisme yang
membelah dan sel yang mati seimbang. Pada fase stasioner terjadi akumulasi
produk buangan yang toksik dengan terbentuknya metabolit sekunder (misalnya
antibiotik) karena kondisi lingkungan merugikan, terutama kondisi sel yang
menjadi kering, kekurangan nutrisi, komponen racun, kondisi stress dan antagonis
(Fitria, 2017). Setelah dilakukan inokulasi S. typhi maka tahap selanjutnya
dilakukan pengukuran Optical Density dan Perhitungan Total Plate Count untuk
mengetahui seberapa banyak jumlah sel bakteri S. typhi yang hidup.

Pengukuran Optical Density (OD) termasuk ke dalam metode pengukuran
pertumbuhan mikroorganisme. Metode ini bertujuan untuk mengukur tingkat
kekeruhan/turbiditas dengan melihat massa sel yang terbaca melalui nilai
absorbansi yang dihasilkan. Pertumbuhan sel bakteri dalam suatu medium cair
meningkatkan kekeruhan media, sehingga akan mempengaruhi jumlah sinar yang
dapat ditransmisikan menembus medium. Pengukuran OD dari inokulum
dilakukan dengan cara mengambil inokulum induk (inokulum stok) sebanyak 4
mL kemudian diamati menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 620 nm. Menurut Febriyansari (2007) panjang gelombang 600 — 625
digunakan untuk melihat tingkat kekeruhan larutan yang berwarna kuning sampai
coklat.

Perhitungan jumlah bakteri menggunakan metode Total Plate Count
(TPC) merupakan analisis untuk menguji cemaran mikroba dengan menggunakan
metode pengenceran dan metode cawan tuang (pour plate) (Dwidjoseputro,

2005). Metode pengenceran berfungsi untuk mengurangi jumalah mikroba
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tumbuh, sehingga mempermudah penghitungan koloni yang muncul. Semakin
tinggi jumlah mikroba yang terdapat di dalam sampel, semakin tinggi
pengenceran yang harus dilakukan. Prinsip dari TPC adalah jika sel mikroba
masih hidup ditumbuhkan pada medium agar maka sel tersebut akan berkembang
biak dan membentuk koloni yang dapat dilihat langsung tanpa menggunakan
mikroskop. Cara penanaman kultur bakteri ke dalam cawan yaitu dengan metode
cawan tuang (pour plate). Metode ini mudah dilakukan karena tidak
membutuhkan keterampilan khusus dengan hasil biakan yang cukup baik. Jika
sudah didapatkan hasil jumlah koloninya, kemudian disesuaikan berdasarkan SPC
(Standard Plate Count) (Fardiaz, 2004).

Metode TPC ini dilakukan dengan mengencerkan sumber isolat bakteri
(inokulum kerja) kedalam 9 mL garam fisiologis (NaCl 0,85 %) dengan tingkat
pengenceran 107 sampai dengan 10 NaCl berfungsi untuk menjaga
keseimbangan fisilogis mikroba dan sebagai penyangga pH agar sel bakteri tidak
rusak akibat menurunnya pH lingkungan. Tujuan pengenceran dilakukan beberapa
kali agar biakan yang didapatkan tidak terlalu padat atau memenuhi cawan
sehingga dapat mengganggu pengamatan. Suspensi yang digunakan yakni 1 mL
dan dihomogenkan dengan vortex. Campuran NaCl dan suspensi bakteri
dimasukkan ke dalam cawan petri sebanyak 0,1 mL dan dilanjutkan dengan
menuangkan media NA. Hasil akhir dari uji TPC berupa koloni yang dapat
diamati secara visual dan dihitung. Perhitungan koloni dilakukan pada cawan petri
dengan jumlah koloni antara 30 — 300. Hasil TPC dinyatakan sebagai jumlah

koloni bakteri yang dapat dihitung, dikalikan faktor pengencerannya. Hasil
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pengukuran TPC diperoleh sebesar 2,75 x 10% cfu/mL yang setara dengan nilai

oD 0,5.

4.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Proses uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi agar (disc
diffusion Kirby and Bauer) terhadap bakteri Salmonella typhi. Metode difusi agar
digunakan dalam penelitian ini karena praktis, mudah dilakukan, dan cukup teliti.
Serta metode ini merupakan cara yang paling sering digunakan untuk menentukan
kepekaan antibakteri terhadap suatu antibiotik. Pada cara ini menggunakan kertas
cakram (paper disk) dengan diameter 7 mm yang berfungsi sebagai tempat
menampung zat antibakteri. Kertas cakram tersebut kemudian diletakkan pada
lempeng agar yang telah diinokulasi mikroba uji, kemudian diinkubasi pada
waktu dan suhu tertentu, sesuai dengan kondisi optimum dari mikroba uji. Prinsip
dari metode ini adalah terdifusinya zat antibakteri yang berada pada kertas cakram
menuju permukaan media agar yang telah diinokulasi bakteri.

Pengujian antibakteri dilakukan dengan tujuan menganalisis kemampuan
ekstrak etanol, etil asetat, dan petroleum eter cacing laor dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S. typhi yang dilihat dari zona bening yang ditimbulkan
disekeliling kertas cakram. Semakin besar zona bening yang terbentuk maka
semakin efektif zat tersebut sebagai antibakteri. Davis dan Stout (2009) membagi
kekuatan daya antibakteri menjadi empat kategori, yaitu menghambat lemah (<5
mm), sedang (5 — 10 mm), kuat (10 — 20 mm), dan sangat kuat (>20 mm). Hasil
uji aktivitas antibakteri ekstrak cacing laor terhadap bakteri S. typhi dapat dilihat

pada Gambar 4.4 dan Tabel 4.2.
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Gambar 4.4 Zona Hambat dari Tiga Jenis Ekstrak Cacing Laor (1) Etanol, (2)
Etil Asetat, (3) Petroleum Eter

Tabel 4.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dari Berbagai Jenis Ekstrak Cacing Laor
terhadap Bakteri S. typhi

Jenis Ekstrak Rata-rata Diameter Kategori
Zona Hambat (mm) Daya Hambat
Etanol 10,16 Kuat
Etil Asetat 6,83 Sedang
Petroleum Eter 5B Sedang

Hasil uji aktivitas antibakteri melalui pengukuran diameter zona hambat
menunjukkan bahwa dari 3 jenis ekstrak (etanol, petroleum eter, dan etil asetat)
cacing laor dengan konsentrasi 100 % (ekstrak kasar tanpa pengenceran) terbukti
memiliki aktivitas dalam menghambat bakteri S. typhi. Berdasarkan Tabel 4.2
terlihat bahwa ektrak etanol memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi jika
dibandingkan dengan ekstrak petroleum eter dan etil asetat. Rata-rata diameter
zona hambat yang diperolen pada ekstrak etanol yakni sebesar 10,16 mm
termasuk dalam kategori kuat, sedangkan pada ekstrak etil asetat dan petroleum
eter memiliki rata-rata diameter zona hambat masing-masing sebesar 6,83 mm
dan 5,75 mm termasuk dalam kategori sedang. Zona hambat yang dihasilkan dari

tiga jenis ekstrak cacing laor terhadap S. typhi dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan Nurwahida (2018) yang
menggunakan ekstrak etanol 96 % cacing laut Perinereis aibuhitensis dalam
menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi yaitu pada konsentrasi 75 mg/mL (-)
tidak memiliki zona bening yang terbentuk, 150 mg/mL (9,7 mm); 300 mg/mL
(9,5 mm) termasuk dalam kategori sedang, dan 600 mg/mL (12,1 mm) termasuk
dalam kategori kuat. Hasil yang sama juga diperoleh pada penelitian Elayaraja
(2010) yang menggunakan ekstrak metanol cacing laut Perinereis cultrifera hanya
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi (3 mm) pada konsentrasi 50
mg/mL. Selain itu, pada penelitian Apryandi (2017) yang menggunakan ekstrak
etanol cacing laut Nereis sp mempunyai aktivitas antibakteri sebesar (2,15 mm)
terhadap bakteri S.typhi pada 100 mg/mL. Tingginya nilai zona hambat ekstrak
etanol cacing laor dalam penelitian ini diduga karena senyawa aktif yang
berpotensi sebagai antibakteri cenderung terdistribusi ke dalam pelarut polar.
Tahap selanjutnya yaitu melakukan variasi konsentrasi ekstak etanol
cacing laor. Ekstrak etanol lebih utama digunakan karena selain menghasilkan
aktivitas antibakteri terbaik juga memiliki randemen sangat tinggi dibandingkan
ekstrak etil asetat dan petroleum eter. Hasil uji aktivitas antibakteri dengan variasi
ekstrak etanol cacing laor terhadap bakteri S. typhi yang terlihat pada Gambar 4.5
dan Tabel 4.3 menunjukkan bahwa rata-rata diameter zona hambat pada
konsentrasi 25 mg/mL (3.7 mm), 50 mg/mL (4,93 mm) termasuk ke dalam
kategori lemah, sedangkan daya hambat ektrak etanol cacing laor pada konsentrasi
75 mg/mL (5,6 mm), 100 mg/mL (6,51 mm), 125 mg/mL (7,25 mm) termasuk ke

dalam kategori sedang. Konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi menyebabkan efek
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hambatan yang lebih tinggi sehingga mengakibatkan zona hambat yang dihasilkan

di sekitar kertas cakram semakin lebar.

Gambar 4.5 Zona Hambat dari Berbagai Variasi Ekstrak Etanol Cacing Laor (A)
dan Kontrol (B). (1) 25 mg/mL, (2) 50 mg/mL, (3) 75 mg/mL, (4)100
mg/mL, (5)125 mg/mL, (K+) Kontrol Positif: (a) 125 mg/mL dan (b)

25 mg/mL, dan (K-) Kontrol Negatif

Tabel 4.3 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dengan Variasi Konsentrasi Ekstrak
Etanol Cacing Laor terhadap S. typhi
Jenis Ekstrak Konsentrasi  Rata-rata Diameter  Kategori Daya

(mg/mL) Zona Hambat (mm) Hambat
25 3,72 Lemah
50 4.93% Lemah
Etanol 75 5,62¢ Sedang
100 6,5 Sedang
125 2h" Sedang
Kloramfenikol (+) 12255 ggj Sangat Kuat

DMSO (-) 10 % - Tidak Ada
Keterangan: Huruf yang berbeda menunjukkan ada perbedaan nyata (signifikan),
sedangkan jika hurufnya sama maka sebaliknya.

Berdasarkan Hasil Uji Statistika One Way ANOVA menunjukkan hasil
yang signifikan. Hal tersebut berdasarkan pada uji nilai F dengan nilai Fhitung >
Fraber (11,250 > 3,48) dan pada uji probabilitas dimana nilai sig. (0,001) lebih kecil

dari alpha (0.05) maka hipotesis Ho ditolak dan Hi: diterima. Sehingga dapat
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disimpulkan bahwa terdapat minimal satu pengaruh variasi konsentrasi ekstrak
etanol cacing laor dalam uji antibakteri S. typhi. Selanjutnya dilakukan uji
perbandingan berganda (uji lanjut) dengan menggunakan metode statistik uji
BNT.

Hasil uji BNT menunjukkan perbedaan notasi pada setiap variasi
perlakuan dalam hal ini variasi konsentrasi ekstrak etanol cacing laor. Notasi
huruf yang berbeda menunjukkan bahwa variasi konsentrasi memiliki perbedaan
nyata, sehingga setiap variasi perlakuan menunjukkan pengaruh yang signifikan
terhadap konsentrasi ekstrak etanol cacing laor. Konsentrasi ekstrak 25 mg/mL
memberikan perbedaan yang nyata (signifikan) terhadap variasi ekstrak 125
mg/mL. Rata-rata diameter zona hambat tertinggi yaitu pada variasi konsentrasi
125 mg/mL yang dimana dapat menghasilkan zona hambat sebesar 7,2500 mm
dan terendah adalah pada variasi 25 mg/mL yaitu sebesar 3,7000 mm. Kemudian
jika dibandingkan antara ekstrak dengan kontrol, kontrol (+) memiliki perbedaan
yang jauh. Hal ini dililihat pada hasil rata-rata diameter zona hambat dimana
kontrol (+) memiliki nilai jauh lebih tinggi sebesar 23,4 pada konsentrasi 25
mg/mL dan 26,4 pada konsentrasi 125 mg/mL termasuk ke dalam kategori kuat.

Sensitivitas bakteri S. typhi terhadap pemberian ekstrak etanol cacing laor
berbeda-beda, hal ini ditandai dengan adanya peningkatan zona hambat seiring
bertambahnya konsentrasi sampel uji. Menurut Jawetz dkk. (1996) menyatakan
aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh 4 faktor, yaitu: konsentrasi ekstrak,
kandungan senyawa metabolit, daya difusi ekstrak dan jenis bakteri yang
dihambat. Ningtyas (2010) menambahkan bahwa semakin tinggi konsentrasi

ekstrak maka semakin banyak kandungan bahan aktif antibakterinya. Penambahan
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konsentrasi senyawa antibakteri diduga dapat meningkatkan penetrasi senyawa
antibakteri ke bagian dalam sel mikroba yang akan merusak sistem metabolisme
sel dan dapat mengakibatkan kematian sel. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak
maka jumlah senyawa antibakteri yang dilepaskan semakin besar, sehingga
mempermudah penetrasi senyawa tersebut ke dalam sel (Maleki et al., 2008).

Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah kloramfenikol.
Kontrol positif digunakan sebagai tolak acuan pada penentuan keaktifan ekstrak
sebagai antibakteri (Nurfadilah, 2013). Penggunaan kloramfenikol ini disebabkan
karena kloramfenikol termasuk antibiotik bakteriostatik berspektrum luas
(Katzung, 2004). Antibiotik kloramfenikol mempunyai aktifitas bakteriostatik
pada konsentrasi rendah dan pada dosis tinggi juga bersifat bakterisida (Dian,
dkk., 2015). Hasil pengujian menunjukkan bahwa rata-rata diameter zona hambat
yang terbentuk pada kloramfenikol lebih besar (26,4 mm) termasuk dalam
kategori sangat kuat. Jika dibandingkan dengan zona hambat pada kontrol negatif
dan ke 3 ekstrak cacing laor (etanol, petroleum eter, dan etil asetat) maka dapat
dilihat bahwa hasil yang terbentuk dari 3 ekstrak cacing laor masih dibawah
kontrol positif.

Aktivitas kloramphenikol dalam menghambat sintesis protein pada sel
bakteri adalah dengan cara mengikat ribosom, yang menyebabkan sintesis protein
terhenti (Dian, dkk., 2015). Kloramfenikol akan berikatan secara reversibel
dengan unit ribosom 50 S, Sehingga mencegah ikatan antara asam amino dengan
ribosom. Kloramfenikol berikatan secara spesifik dengan aseptor (tempat ikatan
awal dari amino asil t-RNA) atau pada bagian peptidil yang merupakan tempat

ikatan kritis untuk perpanjangan rantai peptide (Katzung, 2004).
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Kontrol negatif berupa pelarut DMSO 100 % yang merupakan pelarut
untuk ekstrak etanol cacing laor, dimana pada uji aktivitas antibakteri tidak
menghasilkan zona hambat terhadap S. typhi. Nether et al. (2012) menyebutkan
bahwa kontrol negatif adalah pelarut yang digunakan sebagai pengencer ekstrak
untuk memperoleh ekstrak dengan kadar konsentrasi tertentu. Tujuannya adalah
sebagai pembanding bahwa pelarut yang digunakan sebagai pengencer tidak
mempengaruhi hasil uji antibakteri ekstrak. Dimetil Sulfoksida (DMSO) adalah
senyawa organosulfur, yang dapat melarutkan baik senyawa polar dan nonpolar
dan larut dalam berbagai pelarut organik maupun air (Pratiwi, 2008). Tidak
adanya zona hambat tersebut membuktikan bahwa zona hambat yang terbentuk
tidak dipengaruhi oleh jenis pelarut melainkan karena aktivitas senyawa aktif
yang ada pada ekstrak cacing laor sebagai antibakteri.

Menurut Pelczar et al., (1998) untuk dapat membunuh mikroorganisme,
bahan uji harus masuk ke dalam sel melalui dinding sel. Dinding sel bakteri Gram
negatif terdiri atas satu atau lebih 20 lapisan peptidoglikan yang tipis (5 — 10 nmq)
dengan komposisi utama: lipoprotein, membran luar dan lipopolisakarida.
Dinding sel bakteri Gram negatif lebih rentan terhadap guncangan fisik, seperti
pemberian antibiotik atau bahan antibakteri lainnya karena hanya mengandung
sedikit lapisan petidoglikan dan tidak mengandung asam teikoat.

Berdasarkan hasil uji fitokimia, kandungan senyawa saponin memiliki
nilai lebih tinggi dibandingankan dengan senyawa lain. Saponin merupakan salah
satu senyawa yang dikandung dalam ekstrak etanol cacing laor, bersifat
antibakteri dengan bekerja efektif pada bakteri gram negatif. Mekanisme kerja

saponin sebagai antibakteri memiliki 3 cara, yaitu menghambat permeabilitas



77
membran sel, menghambat sintesis dinding sel dan menghambat sintesis protein
dengan cara membuat senyawa kompleks dengan protein bakteri melalui ikatan
hidrogen (Cannell, 1998 dalam Rinawati, 2011). Kelangsungan hidup bakteri
akan terganggu akibat rusaknya membran sel. Kemudian saponin akan berdifusi
melalui membran sitoplasma sehingga kestabilan membran akan terganggu yang
menyebabkan sitoplasma mengalami kebocoran dan keluar dari sel yang
mengakibatkan kematian sel (Pleczar dan Reid, 1972).

Sedangkan berdasarkan hasil analisis dengan spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan pada pergeseran Amaks 257 nm yang merupakan ciri khas dari
senyawa flavonoid. Senyawa favonoid bersifat antibakteri melalui 3 mekanisme,
yaitu: menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan
menghambat sintesis dinding sel. Mekanisme kerja favonoid dalam menghambat
sintesis asam nukleat dilakukan melalui cincin B pada favonoid yang mempunyai
peranan penting dalam proses interkalasi atau ikatan hidrogen dengan menumpuk
basa asam nukleat yang menghambat sintesis DNA dan RNA (Cushnie, 2005).
Flavonoid menghambat fungsi membran sel bakteri melalui ikatan komplek
dengan protein ekstraseluler yang bersifat larut sehingga dapat mengganggu
integritas membran sel bakteri (Cowan, 1999). Flavonoid merusak permeabilitas
dinding sel bakteri yang terdiri atas lipid dan asam amino yang bereaksi dengan
gugus alkohol pada senyawa tanin sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa

tersebut dapat masuk ke dalam inti sel bakteri (Gunawan, 2009).
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4.5 ldentifikasi Golongan Senyawa Metabolit Sekunder Cacing Laor

Identifikasi golongan senyawa metabolit sekunder cacing laor dilakukan
secara kualitatif menggunakan uji fitokimia, untuk mengetahui golongan senyawa
aktif yang terkandung di dalam ekstrak. ldentifikasi golongan senyawa aktif ini
dilakukan dengan menggunakan reagen kimia. Secara umum uji fitokimia
merupakan reaksi pengujian warna dengan suatu reaksi warna. Pengujian
golongan senyawa aktif cacing laor dilakukan pada ekstrak yang memiliki
aktifitas antibakteri tertinggi. Berdasarkan pengujian aktivitas antibakteri
menunjukkan bahwa ekstrak etanol cacing laor memiliki aktivitas antibakteri
tertinggi, sehingga ekstrak etanol kemudian diidentifikasi senyawa metabolit
sekundernya. Golongan senyawa aktif yang diuji adalah triterpenoid, alkaloid,
flavonoid, steroid, saponin, fenol dan tanin. Pengujian senyawa metabolit
sekunder dilakukan dengan metode tabung yaitu dengan cara mengambil sedikit
sampel ekstrak etanol cacing laor lalu ditambahkan reagen yang sesuai dengan
senyawa yang akan diidentifikasi. Hasil identifikasi golongan senyawa aktif
dalam masing-masing ekstrak cacing laor dapat dilihat pada Gambar 4.6 dan
Tabel 4.4.

Berdasarkan Tabel 4.8 dan Gambar 4.6 terlihat bahwa ektrak etanol cacing
laor mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid, saponin, fenol, dan alkaloid.
Senyawa saponin terkandung lebih banyak karena mampu menghasilkan busa
yang lebih tinggi dari kategori yang menunjukkan adanya saponin yaitu 1 — 3 cm.
Senyawa metabolit sekunder yang ditemukan dalam penelitian ini tidak jauh
berbeda dengan yang ditemukan oleh Erviani dan Arif (2017) dalam penelitiannya

melakukan uji skrining fitokimia ekstrak cacing laut Perinereis aibuhitensis
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mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoids/steroid dan tanin. Selain

itu, Aninda (2016) juga menemukan bahwa ekstrak etanol cacing laut

Siphonosoma austral mengandung senyawa saponin, flavonoid, steroid, dan

alkaloid. Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol cacing laut Eunice siciliensis

mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoids/steroid dan tanin (Erviana,

dkk., 2019).

v
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Gambar 4.6 Penapisan Fitokimia Ekstrak Etanol Cacing Laor (1) Flavonoid, (2)
Steroid dan Triterpenoid, (3) Saponin, (4) Tanin, (5) Fenol, (6)

Alkaloid I, dan (7) Alkaloid Il

Tabel 4.4 Hasil Uji Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol

Cacing Laor
No. Golongan Senyawa Warna/Endapan yang Terbentuk Hasil
1 Flavonoid Kuning +
2  Steroid Coklat tua -
3 Triterpenoid Cincin kecoklatan +
4 Saponin Keruh busa ++
5 Tanin Kuning -
6  Fenol Coklat tua +
7 Alkaloid
a. Mayer Entapan kuning +
b. Dragondroff Endapan jingga +
Keterangan: Tanda (++) = terkandung senyawa lebih banyak

Tanda (+) = terkandung senyawa
Tanda (- ) =tidak terkandung senyawa
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Hasil fitokimia menunjukkan bahwa pelarut etanol mampu mengesktrak
senyawa dari kisaran polar hingga non polar, walaupun senyawa non polar hanya
sedikit dan lebih banyak menarik senyawa polar. Menurut Puspitasari et al. (2010)
bahwa pelarut etanol 95 % merupakan pelarut universal dengan indeks polaritas
5,2 sehingga berbagai senyawa seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, serta
steroid dan terpenoid yang terkadung dapat tertarik ke dalam pelarut. Senyawa
metabolit sekunder yang diperoleh dalam penelitian ini, dapat dideskripsikan

sebagai berikut:

4.5.1 Flavonoid

Uji golongan senyawa flavonoid dilakukan untuk mengetahui keberadaan
senyawa flavonoid dalam ekstrak etanol cacing laor. Uji kualitatif flavonoid
dilakukan dengan cara mengambil sedikit sampel kemudian dilarutkan dengan
metanol 50 % panas kemudian ditambahkan dengan logam Mg dan HCI pekat.
Penambahan metanol 50 % panas untuk melarutkan ekstrak, penambahan serbuk
Mg bertujuan agar gugus karbonil Flavonoid berikatan dengan Mg dan
penambahan HCI pekat pada metode Wilstater dimaksudkan untuk menghidrolisis
flavonoid menjadi aglikonnya, yaitu menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan
tergantikan oleh H* dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Glikosida berupa
gula yang biasa dijumpai yaitu glukosa, galaktosa dan ramnosa. Reduksi dengan
Mg dan HCI pekat ini menghasilkan senyawa kompleks garam Flavilium yang
berwarna merah, kuning atau jingga pada flavonol, flavanon, flavanonol dan

xanton (Marliana, 2006).
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Hasil pengujian flavonoid menggunakan uji Wilstater menunjukkan
ekstrak etanol cacing laor positif mengandung flavonoid ditandai dengan adanya
warna kuning pada sampel. Hal ini disebabkan karena senyawa golongan
flavonoid bersifat polar sehingga lebih larut dalam pelarut polar. Kepolaran
senyawa tersebut dikarenakan flavonoid merupakan senyawa polihidroksi
(memiliki lebih dari satu hidroksil) (Harbone, 1987). Persamaan reaksinya

ditunjukkan pada Gambar 4.7.

cr cr

Garam Flavilium (Merah Tua)

Gambar 4.7 Reaksi Dugaan Antara Senyawa Flavonoid dengan Serbuk Mg dan
HCI Pekat (Harbone, 1987)

4.5.2 Steroid dan Triterpenoid

Uji golongan steroid dan triterpenoid menggunakan metode Liebermann-
Bouchard, dilakukan dengan cara mengambil sedikit ekstrak etanol cacing laor
yang dilarutkan dalam kloroform kemudian ditambah pereaksi Liebermann-

Bouchard (asam asetat anhidrat-H>SO4). Menurut Robinson (1995), ketika

senyawa triterpenoid ditetesi pereaksi Lieberman-Burchard melalui dindingnya
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akan memberikan reaksi terbentuknya warna cincin kecoklatan, sedangkan steroid

akan menghasilkan warna hijau kebiruan. Hal ini didasari oleh kemampuan
senyawa triterpenoid dan steroid membentuk warna oleh H.SO4 dalam pelarut

asam asetat anhidrid. Perbedaan warna yang dihasilkan oleh triterpenoid dan
streoid disebabkan perbedaan gugus pada atom C-4 (Marliana dan Saleh, 2011).
Bedasarkan hasil skrining fitokimia, diketahui bahwa ekstrak etanol cacing laor
mengandung senyawa triterpenoid. Hal ini terlihat dari perubahan warna yang
terjadi setelah penambahan asam sulfat pekat, yaitu warna jingga dan ungu. Hasil

positif ditandai dengan terbentuknya cincin coklat pada batas larutan saat
ditambah dengan H.SO4. Perubahan warna ini terjadi karena reaksi oksidasi pada

golongan senyawa terpenoid melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi
yang menghasilkan gugus kromofor. Hal ini desebabkan karena adanya reaksi
kondensasi atau pelepasa H20 dan penggabungan dengan karbokation. Sedangkan
pada uji steroid menunjukkan hasil negatif, karena tidak terjadi perubahan warna
hijau kebiruan.Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.8.

Uji reagen Lieberman-Burchard merupakan uji reagen yang spesifik pada

senyawa triterpenoid. Perekasi Lieberman-Burchard merupakan campuran antara
anhidrida asetat dan H>SO, pekat. Reaksi ini diawali dengan proses asetilasi

gugus hidroksil menggunakan asetat anhidrat. Gugus asetil yang merupakan
gugus pergi yang baik akan lepas (tereliminasi) sehingga membentuk ikatan
rangkap terkonjugasi. Selanjutnya akan terjadi pelepasan gugus hidrogen beserta
elektronnya menyebabkan ikatan rangkap berpindah. Senyawa ini mengalami
resonansi yang bertindak sebagai elektrofil atau karbokation. Serangan

karbokation menyebabkan adisi elektrofilik yang diikuti pelepasan hidrogen.
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Kemudian gugus hidrogen dilepas, yang mengakibatkan terjadinya penggabungan
cincin segi enam tak jenuh sehingga memperpanjang ikatan rangkap terkonjugasi,
menghasilkan warna cokelat pada triterpenoid yang mengabsorpsi spektrum

dengan panjang gelombang tertentu (Siadi, 2012).
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Gambar 4.8 Reaksi Dugaan Uji Triterpenoid (Siadi, 2012)

4.5.3 Saponin

Identifikasi senyawa saponin dilakukan dengan penambahan aquades pada
ekstrak etanol cacing laor. Filtrat kemudian dikocok selama 10 menit, apabila
menimbulkan busa maka ditambahkan HCI 1 N. Terbentuknya lapisan busa yang

bertahan selama 10 menit dengan ketinggian 1 — 3 cm maka mengindikasikan



84
adanya saponin. Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak etanol cacing laor
positif mengandung saponin dengan busa berwarna keruh, busa yang ditimbulkan
tersebut terbukti mampu bertahan selama 10 menit dengan ketinggian 3 cm.

Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.9.
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Saponin Aglikon Glikon

Gambar 4.9 Reaksi Dugaan Uji Saponin (Marliana, 2005)

Prinsip uji saponin adalah reaksi hidrolisis senyawa saponin menjadi
aglikon dan glikonnya yang ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil.
Saponin merupakan senyawa yang mempunyai gugus hidrofilik berupa rantai
samping polar yang larut dalam aquades dan gugus hidrofobik berupa aglikon
(sapogenin) yang bersifat non polar. Saponin pada saat dikocok dengan air, akan
menghasilkan buih karena adanya gugus hidrofil yang berikatan dengan air
sedangkan hidrofob akan berikatan dengan udara sehingga saponin dapat
membentuk misel. Pada struktur misel, gugus polar menghadap ke luar sedangkan
gugus non-polar menghadap ke dalam. Keadaan inilah yang membentuk busa.
Pada umumnya jika hasil positif maka penambahan HCI 1 N bertujuan untuk
menambah kepolaran sehingga gugus hidrofil akan berikatan lebih stabil dan buih

yang terbentuk menjadi stabil (Robinson, 1995).
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4.5.4 Tanin
Uji fitokimia senyawa golongan tanin dilakukan dengan cara menambah
ekstrak dengan reagen FeClz 1 %. Hasil positif ditunjukkan dengan perubahan
warna hijau kehitaman atau biru tinta. Hal ini terjadi karena adanya reaksi reduksi.
Tanin merupakan golongan senyawa polifenol, polifenol mampu mereduksi besi
(117 menjadi besi (I1) (Indarto, 2015). Penambahan FeClz 1 % digunakan untuk
menentukan adanya gugus fenol dalam sampel. Dugaan adanya gugus fenol
ditunjukkan dengan adanya warna hijau kehitaman atau biru tinta (Harborne,
1987). Terjadinya pembentukan warna hijau ini karena terbentuknya senyawa
kompleks antara logam Fe dan tanin. Senyawa kompleks terbentuk karena adanya
ikatan kovalen koordinasi antara ion atau atom logam dengan atom nonlogam
(Effendy, 2007). Terjadinya warna biru kehitaman menunjukkan adanya tanin
galat sedang warna hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin katekol (Praptiwi,
et al., 2006). Pada penambahan larutan FeClsz diperkirakan larutan ini bereaksi
dengan salah satu gugus hidroksil yang ada pada senyawa tanin. Pereaksi FeCls
dipergunakan secara luas untuk mengidentifikasi senyawa fenol termasuk tanin
(Robinson, 1995). Hasil yang diperoleh pada ekstrak etanol cacing laor
menunjukkan hasil negatif karena tidak terjadi perubahan warna pada saat
penambahan FeCls 1 %. Hal ini menunjukkan bahwa pada ekstrak etanol cacing

laor tidak terdapat kandungan senyawa tanin didalamnya.

4.5.5 Fenolik
Pada uji fenolik, ekstrak etanol cacing laor direaksikan dengan FeCls 1 %

menunjukkan hasil positif dengan adanya perubahan warna menjadi coklat tua.
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Menurut Harborne (1987), deteksi senyawa fenol dengan penambahan penampak
bercak FeClz akan menimbulkan warna hijau, merah, coklat, ungu, biru, atau
hitam yang kuat. Larutan FeCls berfungsi sebagai pereaksi, dimana Fe3* akan
bereaksi dengan fenol. Hal ini membuktikan adanya warna coklat tua yang
menunjukkan adanya kandungan senyawa fenol pada sampel. Kompleks berwarna
yang terbentuk diduga sebagai besi (1) heksafenolat. lon Fe** mengalami
hibridisasi orbital d? sp® sehingga ion Fe®* (4s° 3d°) memiliki 6 orbital kosong
yang diisi oleh pendonor pasangan elektron, yaitu atom oksigen pada senyawa
fenolik yang memiliki pasangan electron bebas (Marliana & Saleh,

2011).Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.10.

OH OH

+ FeCl, ———» | FE* < > + 3CI + 6H'
6

Gambar 4.10 Reaksi Dugaan Uji Fenolik (Nafisah dkk, 2014)

4.5.6 Alkaloid

Pengujian alkaloid dilakukan dengan penambahan HCI sebelum
ditambahkan pereaksi karena alkaloid bersifat basa sehingga diekstrak dengan
pelarut yang mengandung asam (Harborne, 1996). Penambahan HCI bertujuan
untuk meningkatkan kelarutan alkaloid, karena senyawa alkaloid akan bereaksi
dengan asam klorida dan akan membentuk garam yang mudah larut dalam air
selain itu tujuan penambahan HCI adalah karena alkaloid bersifat basa sehingga

biasanya diekstrak dengan pelarut yang mengandung asam (Harborne, 1987). Uji
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alkaloid dilakukan menggunakan reagen Dragondorff dan reagen Mayer. Hasil
positif uji alkaloid akan terlihat dari endapan yang terbentuk. Pereaksi Mayer akan
bereaksi dengan alkaloid dan membentuk endapan berwarna putih sedangkan
dengan pereaksi Dragendorff membentuk endapan berwarna jingga (Robinson,
1995). Prinsip dari reaksi pengendapan yang terjadi karena adanya peran atom
nitrogen yang mempunyai pasangan elektron bebas pada alkaloid dapat
mengganti ion iodo dalam pereaksi-pereaksi tersebut sehingga membentuk ikatan
kovalen koordinasi dengan ion logam.

Uji Dragendorff, pada proses ini diawali dengan pembuatan reagen
Dragendorff, bismut nitrat bereaksi dengan kalium iodida membentik endapan
bismut (I11) iodida yang kemudian terlarut dalam iodida berlebih membentuk
kalium tetra iodobismunat (Marliana, dkk., 2005). Reaksi antara senyawa alkaloid
dalam sampel dengan pereaksi Dragendorff yang menghasilkan endapan jingga
hingga merah kecokelatan. Pada reaksi ini terjadi penggantian ligan dimana
nitrogen yang mempunyai pasangan elektron bebas pada alkaloid membentuk
ikatan kovalen koordinat dengan ion K* dari kalium tetraiodobismutat
menghasilkan kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Haryati, et al., 2015).
Hasil yang diperoleh pada ekstrak etanol cacing laor menunjukkan hasil positif
dengan ditandai terbentuknya endapan berwarna jingga pada bagian dasar tabung

reaksi. Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.11.
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Bi(NO); . SH,0 + 3KI —— Bil,§ + 3KNO; + S5H,0
Bismut (III) iodida

Bil,¥ + KI —— [Bil,] + K (denganKI berlebih)

Ton tetraiodobismunat

N
3 + [Bi,] + K" ——> | + 3HI + KI
N/BI\N
N

Kompleks Logam dengan Alkaloid
(Endapan Jingga)

Gambar 4.11 Reaksi Dugaan Uji Alkaloid dengan Reagen Dragendorff
(Lutfillah, 2008)

Uji Mayer, diawali dengan pembuatan pereaksi Mayer. Larutan mercury
(1) klorida ditambah kalium iodida akan membentuk endapan merah mercury (11)
iodida. Jika kalium iodida yang ditambahkan berlebih maka akan terbentuk
kalium tetraiodomerkurat (I1) (Svehla, 1985). Alkaloid mengandung atom
nitrogen yang mempunyai pasangan elektron bebas sehingga dapat digunakan
untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion logam (Sangi, dkk., 2008).
Pada uji alkaloid dengan pereaksi Mayer, diperkirakan nitrogen pada alkaloid
akan bereaksi dengan ion logam K™ dari kalium tetraiodomerkurat (1) membentuk
kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Marliana, dkk., 2005). Hasil yang
diperoleh pada ekstrak etanol cacing laor menunjukkan hasil positif dengan
ditandai terbentuknya endapan berwarna putih kekuningan pada bagian dasar

tabung reaksi. Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.12.
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HgCl, + 2KI — Hgl, ¥ + 2KCI
Merkuri (IT) lodida

Hghb y + 2KI ——> [Hg, > + 2K'

Q
2 O +[Hglg]® + 2KF "= —= Hg + 2HI + 2KI
N

\
H

ITon tetraiodomerkurat (IT)

Kompleks Logam dengan Alkaloid
(Endapan Kuning)

Gambar 4.12 Reaksi Dugaan Uji Alkaloid dengan Reagen Mayer (Lutfillah,
2008)

4.6 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLT

Ekstrak etanol cacing laor yang telah diperoleh selanjutnya dilakukan
analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT). KLT merupakan suatu metode
pemisahan suatu senyawa berdasarkan perbedaan distribusi dua fasa yaitu fasa
diam dan fasa gerak. Fase diam dalam KLT adalah lapisan tipis silika gel dan fase
geraknya adalah pelarut (eluen). Fase diam pada plat yang digunakan terbuat dari
silika gel dengan ukuran 1 cm x 10 cm G60 F2ss (Merck). Penggunaan bahan
silika karena pada umumnya silika digunakan untuk memisahkan senyawa asam-
asam amino, fenol, alkaloid, asam lemak, sterol dan terpenoid. Plat KLT silika
G60 Fas4 diaktifasi pada suhu 105 °C selama 30 menit untuk menghilangkan air

yang terdapat pada plat (Sastrohamidjojo, 2007).
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Proses identifikasi dengan menggunakan KLT dapat terjadi karena adanya
pemisahan sampel berdasarkan perbedaan kepolaran antara sampel dengan eluen
yang digunakan. Pengujian dilakukan dengan kombinasi eluen diantaranya adalah
etil asetat : metanol, n-heksan : etil asetat, n-butanol : NH4sOH, Kloroform :
metanol : air, toluena : etil asetat : Asam format dan kloroform : metanol.
Pengamatan dilakukan di bawah sinar UV 254 dan 336 nm. Pada UV 254 nm
akan lempeng berflouresensi (memancarkan sinar) sedangkan sampel akan
tampak berwarna gelap. Hal tersebut terjadi karena adanya interaksi karena sinar
UV dengan indikator flouresensi yang terdapat pada sampel. Sedangkan pada UV
366 nm noda yang akan berflouresensi dan lempeng tampak berwarna sesuana
senyawa yang terkandung. Hal tersebut terjadi karena adanya interaksi antara
sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat pada ausokrom yang ada pada noda

tersebut. Hasil uji KLT dapat dilihat pada Gambar 4.13 dan Tabel 4.5.

Gambar 4.13 Profil KLT Ekstrak Etanol Cacing Laor (1) Alkaloid, (2) Saponin,
(3) Triterpenoid, (4) Steroid, (5) Flavonoid, dan (6) Fenolik

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Tabel 4.5 Data Hasil KLT Analitik Ekstrak Etanol Cacing Laor

Golongan Fasa Gerak  Noda Nilai Warna Noda Dugaan
Senyawa Rf Senyawa
Kloro : Meta . .
@:1) 1 0,91 Jingga Alkaloid
i ) 0,16 Biru Flavonoid
Kloro ._Meta ' 0,31 Birutua Flavonoid
Air 4 . .
(13:7:2) 0,69 Biru FI§v0n0|d.
> 0,77 Merah Triterpenoid
n-Butanol - 0,20 Biru kehijauan  Flavonoid
i . ' 0,37 Biru kehijauan  Flavonoid
Triterpengs® I\EZ'AOl;_' 4 0,50 Biru kehijauan  Flavonoid
' 0,89 Ungu muda Triterpenoid
n-Heksan : EA 5 0,40 Biru Flavonoid
1:1) 0,62 Biru kehijauan Flavonoid
Ungu s
. EA : Meta 0,83 Saponin
Flavongls (45:05) # 0,95 lé?grguelapan Flavonoid
Merah . .
Toluena : EA: PP Merah Tr!terpeno!d
. 0,57 : Triterpenoid
Fenolik Asam Format 4 Biru tua i
[ - 0,90 Flavonoid
(3:3:0,2) Ungu .
0,96 Saponin
kegelapan

Keterangan : EA (Etil Asetat), Meta (Metanol), dan Kloro (Kloroform).

Berdasarkan hasil KLT pada Tabel 4.9 menunjukkan ekstrak etanol cacing
laor mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid, saponin,dan alkaloid. Uji KLT
dengan eluen etil asetat : metanol (4,5 : 0,5 ) menghasilkan dua spot noda pada
panjang gelombang 366 nm yaitu biru dan ungu dengan nilai Rf 0,83; 0,95, warna
ungu menunjukan saponin dan biru menunjukan senyawa flavonoid. Pada eluen
n-heksan : etil asetat (1 : 1) diperoleh dua spot pada panjang gelombang 366 nm
yaitu dengan nilai Rf 0,40 dan 0,62. Diduga pada pada dua spot tersebut
meunjukkan senyawa flavonoid karena adanya noda berwarna biru dan biru

kehijauan.
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Pada eluen n-butanol : NH4OH (4 : 1) pada panjang gelombang 366 nm
menghasilkan empat spot noda dengan nilai Rf 0,20; 0,37; 0,50 dan 0,89 dengan
warna biru kehijauan menunjukan senyawa flavonoid berturut-turut dan ungu
muda merupakan triterpenoid. Pada pengujian dengan fase gerak klorofom :
metanol : air (13 : 7 : 2) menghasilkan empat spot nilai Rf 0,16; 0,31; 0,69 dan
0,77 dengan noda warna biru dan biru tua yang menunjukan senyawa flavonoid
dan warna merah menunjukan triterpenoid.

Sedangkan dengan menggunakan eluen fenolik dengan menggunakan fase
gerak toluene : etil asetat : asam format (3 : 3 : 0,2) menghasilkan 4 spot noda
yaitu warna merah (triterpenoid), merah (triterpenoid), biru tua (flavonoid) dan
ungu (saponin) dengan nilai Rf masing-masing 0,52; 0,57; 0,90 dan 0,96 pada
panjang gelombang 366 nm. Pada eluen kloroform : methanol (4 : 1)
menghasilkan satu spot noda jingga yang merupakan senyawa alkaloid dengan
nilai Rf 0,91 pada panjang gelombang 366 nm setelah disemprot dengan pereaksi
Dragendroff.

Nilai Rf (retardation factor) merupakan jarak yang ditempuh oleh
komponen dibagi dengan jarak yang ditempuh oleh eluen. Penghitungan nilai Rf
berdasarkan noda yang muncul pada plat KLT. Senyawa pada noda dengan nilai
Rf rendah memiliki tingkat kepolaran yang lebih tinggi sedangkan senyawa yang
memiliki nilai Rf tinggi memiliki kepolaran yang rendah. Munculnya beberapa
noda setelah proses elusi disebabkan karena golongan senyawa metabolit
sekunder dalam ekstrak kasar memiliki banyak jenis senyawa yang memiliki

tingkat kepolaran yang berbeda-beda (Gandjar dan Rohman, 2010).
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Profil KLT yang diperoleh dari cacing laor sesuai dengan penelitian
Nugrahaningtyas dkk. (2005) yang mengidentifikasi senyawa flavonoid dari
Curcuma aeruginosa Roxb dengan Rf 0,8 yang mendekati dengan penelitian yaitu
0,9. Menurut penelitian Firawati dan Igbal (2018) senyawa saponin dari daun
bungkus Smilax rotundifolia memiliki nilai Rf 0,79 yang mendekati dengan nilai
Rf profil KLT yaitu 0,8. Pada senyawa alkaloid diperoleh nilai Rf 0,91 yang
sesuai dengan penelitian Rahmawati (2015) yang melakukan pemisahan senyawa

alkaloid dari Alstonia scholaris L. dengan nilai Rf 0,9.

4.7 ldentifikasi Senyawa menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan suatu analisis berdasarkan atas
pengukuran serapan suatu larutan yang dilalui radiasi monokromatis. Penyerapan
cahaya oleh molekul dalam daerah spektrum ultraviolet bergantung pada struktur
dari molekul. Spektrum ultraviolet dari senyawa-senyawa organik berkaitan erat
dengan transisi-transisi  diantara tingkatan-tingkatan tenaga elektronik
(Sastrohamidjojo, 1996). Spektrofotometer UV-Vis merupakan suatu metode
identifikasi struktur dari suatu senyawa. Spektrofotometer UV-Vis digunakan
untuk menentukan secara deskriptif senyawa metabolit sekunder yang didapat dari
hasil pemisahan senyawa dengan KLT.

Hasil pengujian menunjukkan ekstrak kasar etanol cacing laor
mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid, saponin, fenol dan alkaloid.
Kemudian tahap selanjutnya dilakukan identifikasi dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Penyerapan sinar tampak berupa radiasi

elektromagnetik oleh suatu molekul dalam spektrofotometer UV-Vis akan
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menghasilkan transisi diantara tingkat energi elektronik molekul tersebut. Hasil
spektra UV-Vis larutan ekstrak etanol cacing laor ditujukkan pada Gambar 4.14

dan Tabel 4.6.

L 257.0,0.820 558.9,0.031

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Gambar 4.14 Hasil Spektra UV-Vis Larutan Ekstrak Etanol Cacing Laor

Tabel 4.6 Hasil Analisis Kualitatif Ekstrak Etanol Cacing Laor

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi
558,9 0,031
257,0 0,820

Berdasarkan hasil pengukuran spektrum UV-Vis terdapat serapan
maksimum pada panjang gelombang 558 nm (pita I) dan 257 nm (pita I1). Puncak
serapan 257 nm merupakan puncak khas dari senyawa flavonoid. Serapan pita Il
menunjukkan serapan benzil yang berada pada rentang 230 — 270 nm (Andersen,
2006). Serapan maksimum vyang terjadi pada panjang gelombang Yyang
ditunjukkan oleh pita Il disebabkan oleh adanya serapan kuat daerah UV
diakibatkan adanya kromofor C=0O dan C=C dari gugus aromatik yang
terkonjugasi (Harbone, 1987), sehingga kromofor (zat pembawa warna) tersebut

menyebabkan terjadinya transisi n — w*. Transisi itu menyerap cahaya pada



95
panjang gelombang 200 — 400 nm (Creswell, dkk., 2005). Berdasarkan kaidah
seleksi, pita Il berada pada tansisi elektron yang diperbolehkan (allowed) (¢ =
3,14 x 10% Mt cm™). Pola spektrum dihasilkan dalam penelitian ini mempunyai
kemiripan dengan penelitian Markham (1988), dimana dari hasil penelitiannya
juga menghasilkan spektrum UV-Vis dengan panjang gelombang 257 nm.
Berdasarkan hasil tersebut dikatakan bahwa senyawa pada rentang 250 — 280 nm
merupakan senyawa flavonoid golongan flavonol yang memiliki gugus hidroksil
(3 OH bebas). Gugus hidroksil menunjukkan puncak pada bilangan gelombang
3118,231 cm™ pada spektrum IR. Sedangkan serapan maksimum yang terjadi
pada panjang gelombang yang ditunjukkan oleh pita | berada pada transisi
elektron yang tidak diperbolehkan (forbidden) (¢ = 1,29 x 102 M* cm).
Berdasarkan kaidah seleksi, suatu transisi elektronik termasuk transisi
diperbolehkan bila nilai & sebesar 10° sampai 10° dan transisi terlarang bila nilai &

sebesar 10~ sampai 10° (Suhartati, 2017).

4.8 ldentifikasi Gugus Fungsi menggunakan FTIR

Ekstrak etanol cacing laor yang mengandung senyawa flavonoid,
triterpenoid, saponin, fenol dan alkaloid pada KLTA kemudian dilanjutkan pada
tahap identifikasi dengan instrumen FTIR. Spektroskopi inframerah (IR)
digunakan untuk mengetahui jenis gugus fungsi dalam suatu sampel yang
diisolasi. Tampilan spektrum menunjukkan puncak-puncak yang menunjukkan
gugus-gugus tertentu dengan grafik perbandingan serapan bilangan gelombang ()
terghadap transmitan (% T). Terjadinya interaksi antara energi dengan molekul

dalam FTIR menyebabkan terjadinya transisi akibat adanya vibrasi molekul,
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sehingga setiap gugus fungsi mempunyai tipe ikatan yang berbeda dan
mempunyai serapan IR yang khas. Identifikasi dengan menggunakan FTIR ini
dapat memperkuat dugaan senyawa yang terkandung dalam sampel cacing laor.

Hasil spektrum FTIR ditunjukkan pada Gambar 4.15 dan Tabel 4.7.

g4- cacing lacr etanol padat
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Gambar 4.15 Hasil Spektrum FTIR Ekstrak Etanol Cacing Laor

Gambar 4.15 menunjukkan spektrum FTIR berupa data transmitansi dari
bilangan gelombang 4000 — 400 cm™. Nilai transmitansi yang relatif tinggi
menunjukkan bahwa signal dari sampel sebagian besar ditransmisikan, sedangkan
nilai transmitansi yang relatif rendah menunjukkan bahwa signal dari sampel
sebagian besar diabsorpsi. Hasil analisis gugus fungsi spekirum dapat dilihat pada

Tabel 4.7.
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Tabel 4.7 Interpretasi Spektra FTIR Ekstrak Etanol Cacing Laor

Bilangan Range Pustaka (cm) Intensitas
No Gelombang (Sgocrates 1994) (Socrates, Jenis Vibrasi
(cm™) ' 1994)
1 3388708 3450 — 3250 wem NH p”rsny?; stretch
2 3118,231 3250 - 3000 v OH stretch
3 3017,637 3100 — 3000 m C-H aromatic
stretch
4 2921,900 2930 — 2920 m-—s -CHs stretch sym
5 2852659 2870 — 2840 m “CH stretch
symacyclic
6 1671,461 1680 — 1600 m C=C stretch
7 1631,976 1680 — 1600 m C=C stretch
8§ 1465659 1480 - 1440 m g ending
scissor
9 1403,976 1440 - 1390 m N-CHs sym
10 1209,215 1225 - 1200 S C-O stretch asym
11  1088,563 1140 — 820 % C-O stretch sym
12 1046,900 1085 — 1030 m C-0O alkohol primer
13 721,254 1260 — 700 w C-C stretch
14 421622 600 - 420 m SOy ie
ring bending

Keterangan: s = strong, m = medium, w = weak, v = variable

Hasil analisis menggunakan spektrofotometer FTIR menunjukkan gugus
fungsi yang terdapat pada ekstrak kasar cacing laor yang memperlihatkan adanya
serapan-serapan khas untuk beberapa gugus fungsi. Berdasarkan data interpretasi
spektogram FTIR meunjukkan puncak-puncak vibrasi dengan serapan pada
panjang gelombang 3388,708 cm™ yang merupakan serapan dari vibrasi ulur
(stretching) dari gugus N-H. Adanya serapan pada panjang gelombang 3118,231
cm™ merupakan serapan vibrasi ikatan O-H. Vibrasi ikatan ini diduga merupakan
vibrasi ulur (stretching) gugus alkohol yang didukung dengan munculnya serapan
pada bilangan gelombang 1046,900 cm™ dari vibrasi ulur (stretching) C-O alkohol

primer. Adanya gugus C-H aromatik pada bilangan gelombang 3017,637 cm™
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merupakan serapan ulur (stretching) dan 2921,900 cm™ menunjukan vibrasi ulur
(stretching) simetri dari CHs (metil). Serapan pada 2852,659 cm™ merupakan
serapan ulur (stretching) CH: asiklik simetri, serta terdapat serapan tekuk
(bending) CH: (scissoring) pada panjang gelombang 1465,659 cm™. Adanya
vibrasi ulur (stretching) pada bilangan gelombang 1403,976 cm™ merupakan
serapan dari gugus N-CHs simetri. Pada daerah gelombang 1671,461 cm™ dan
1631,976 cm™ merupakan gugus C=C dengan vibrasi ulur (stretching). Selain itu
didukung pula munculnya vibrasi ulur (stretching) C-O asimetri dan C-O simetri
pada bilangan gelombang 1209,215 cm™® dan 1088,563 cm™. Pada bilangan
gelombang 421,622 cm™ yang menunjukkan adanya vibrasi tekuk (bending)
gugus C-H dan dan pada 721,254 cm™ adalah serapan ulur (stretching) dari gugus

C-C.

4.9 Cacing Laor dan Pemanfaatannya dalam Perspektif Islam

Allah  SWT menjadikan manusia sebagai makhluk sempurna yang
mempunyai derajat paling tinggi dibandingkan dengan makhluk yang lain.
Manusia harus mampu menggunakan akalnya untuk berfikir dan dapat mengambil
manfaat dari segala ciptaan Allah SWT dengan baik dan benar. Berdasarkan ayat-
ayat Al-Quran, Allah SWT sering kali menyeru manusia untuk memperhatikan
dan merenungkan segala ciptaan-Nya yang amat menakjubkan. Agar senantiasa
manusia selalu berfikir dan menjadi hamba Allah yang tunduk dan patuh
dihadapan Allah SWT. Sebagaimana Firman Allah SWT dalam Qs. ali-‘Imran

ayat 190 — 191 yaitu:
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal, (yaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka” (QS. ali-

‘Imran: 190-191).

Firman Allah tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT telah memberi
pernyataan bahwa seluruh ciptaan-Nya yang ada dilangit maupun dibumi terdapat
suatu tanda-tanda kebesaran-Nya. Namun Allah SWT membatasi tanda-tanda
kebesaran-Nya yang hanya bisa diketahui bagi orang-orang yang mengkaji dan
memikirkannya (ulul albab). Quraish Shihab (2004) menjelaskan bahwa ulul
albab adalah orang yang mau menggunakan pikirannya, mengambil faedah dari
ciptaan-Nya, hidayah dari-Nya dan menggambar keagungan Allah dan mengingat
Allah dalam setiap keadaan.

Manurut tafsir Ibnu Kasir lafadz (o= 15 < sl gl s &) “Sesungguhnya
dalam penciptaan langit dan bumi” ini menjelaskan tentang kekuasaan dan
kebesaran Allah SWT yang menciptakan alam beserta isinya seperti hewan dan
tumbuhan. Tidak ada segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah menjadi sesuatu
yang sia-sia, melainkan Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan hikmah-
hikmah tertentu. Sedangkan lafadz (<) B <&Y) “terdapat tanda-tanda bagi
orang-orang yang berakal” ini menjelaskan tentang akal manusia yaitu akal-akal

yang sempurna lagi memilki kecerdasan, karena dengan akal manusia dapat
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mengetahui segala sesuatu secara langsung dan jelas untuk merenungi tanda-tanda
kekuasaan Allah SWT (Ad-Dymasyqy, 2000). Ayat tersebut seperti yang dilansir
olenh Lajnah (2015) menyebutkan bahwa manusia sejak dulu sudah tergugah
nalurinya untuk tahu lebih banyak keadaan alam semesta dan segala isinya,
termasuk bumi. Berkembangnya dunia sains dan teknologi dewasa ini, para
peneliti sedikit demi sedikit telah membuka rahasia alam semesta.

Salah satu yang dapat dipikirkan dalam dunia sains adalah melakukan
penelitian mengenai apa yang ada di alam. Seperti halnya dalam melakukan
pengkajian ilmu melalui penelitian ini yang mana merupakan salah satu upaya
untuk mengambil manfaat dari laut. Penelitian ini mengkaji mengenai isolasi dan
identifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam cacing
laor.Cacing laor merupakan salah satu hewan yang berasal dari laut yang Allah
ciptakan agar manusia dapat memanfaatkannya salah satunya sebagai sumber
makanan dan obat.

Sebagaimana yang telah dijelaskan bahwa setiap segala sesuatu ciptaan
Allah SWT tidaklah sia-sia dan pasti akan memberikan manfaat di dalamnya
untuk kesejahteraan manusia di muka bumi. Begitu pula dengan hewan-hewan di
bumi ini, Allah SWT telah menciptakan berbagai jenis hewan dengan ukuran
mulai dari yang makro (besar) hingga yang berukuran mikro (kecil). Cacing laor
merupakan hewan laut yang mampu dimanfaatkan di berbagai bidang baik itu di
bidang ekonomi, kesehatan dan industri. Salah satu bidang yang mulai
berkembang saat ini yaitu dibidang kesehatan digunakan sebagai antibakteri.
Antibakteri adalah suatu senyawa aktif yang dapat membunuh atau menghambat

bakteri yang dapat menyebabkan penyakit (patogen), dengan adanya penelitian ini
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dapat diketahui bahwa salah satu manfaat yang dapat diambil dari hewan
khususnya cacing laor adalah sebagai obat untuk suatu penyakit. Manfaat cacing
laor sebagai obat juga telah diterangkan melalui Hadist Rasulullah SAW. Ahmad

meriwayatkan dari Usamah bin Syuraik (Qardhawi, 1998):

\
béi\

ooy e 3 Ml e s

Artinya: “Sesungguhnya Allah Ta’ala tidak menurunkan penyakit, kecuali Allah
juga menurunkan obatnya. Ada orang yang mengetahui ada pula yang tidak
mengetahui” (HR. Ahmad).

Sebagai makhluk yang diberi akhlak, manusia diperintankan Allah SWT
untuk berikhtiar mencari jawaban dari suatu perkara karena setiap persoalan pasti
disertai dengan solusinya. Begitu juga suatu penyakit, Allah SWT menurunkan
penyakit pasti disertai dengan penawarnya juga. Tergantung bagaimana manusia
tersebut mau berikhtiar dengan mencari solusi misalnya melalui sebuah riset atau
penelitian. Pemanfaatan cacing laor sebagai antibakteri dalam penelitian ini
contohnya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol cacing laor yang
digunakan dalam penelitian ini mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid,
saponin, tanin, fenol dan alkaloid yang dapat bersifat sebagai antibakteri terhadap
bakteri Salmonella typhi yang diketahui sering menimbulkan penyakit demam
tifoid (tifus). Hal ini membuktikan bahwa hewan laut yang diciptakan Allah
memiliki kandungan senyawa kimia yang bermanfaat dan berpotensi sebagai obat.

Ayat-ayat dalam Al-Quran dan hadist-hadist Rasulullah SAW pada
hakikatnya telah memberikan banyak petunjuk kepada manusia salah satunya

dalam hal menguak rahasia alam melalui riset atau penelitian. Penelitian yang
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dilakukan sampai saat ini merupakan salah satu bentuk dari penafsiran terhadap
ayat-ayat Al-Quran hadist-hadist nabi secara praktis untuk membantu manusia
dalam mengembangkan ilmu pengetahuan dan teknologi demi kelangsungan
hidup di masa depan. Hasil penelitian ini merupakan salah satu bentuk kemajuan
ilmu pengetahuan dibidang kesehatan dengan memanfaatkan sumberdaya alam.
Sumber daya alam yang melimpah di Indonesia diharapkan dapat membuka mata
manusia untuk selalu memperhatikan, memikirkan dan merenungkan segala
ciptaan dan kekuasaan Allah SWT sehingga kita dapat tergolong sebagai orang-
orang yang beriman dan bertakwa. Selain itu melalui hasil penelitian ini, manusia
akan semakin sadar betapa luasnya ilmu Allah. Hal tersebut menjadikan manusia
semakin rendah hati dan tunduk kepada Allah SWT dan selalu mendekatkan diri

kepada-Nya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak cacing laor memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. typhi dimana
nilai rata-rata diameter zona hambat yang diperoleh pada ekstrak etanol
sebesar 10,16 mm termasuk dalam kategori kuat. Hasil tersebut lebih
tinggi jika dibandingkan dengan ekstrak etil asetat dan petroleum eter yang
memperoleh rata-rata diameter zona hambat sebesar 6,83 mm dan 5,75
mm termasuk dalam kategori sedang.

2. Senyawa metabolit sekunder ekstrak etanol cacing laor mengandung

senyawa flavonoid, triterpenoid, saponin, fenolik dan alkaloid.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan pemurnian dari ekstrak kasar menggunakan metode
kromatografi (KLTP/Kolom) agar bisa mengetahui dengan pasti senyawa
murni yang bersifat antibakteri.
2. Perlu dilakukan peningkatan konsentrasi ekstrak kasar etanol cacing laor
sehinggga mampu membunuh bakteri lebih banyak yang ditandai dengan

munculnya zona hambat yang lebih besar.
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Lampiran 2. Skema Kerja

L.2.1 Sampling

Cacing Laor

diambil pada Desa Latuhalat Pulau Ambon
Provinsi Maluku
dimasukan dalam coolbox

Tepung Cacing Laor

diambil pada Laboratorium Zoologi Universitas Pattimura
Ambon-Maluku dengan nomor ayakan >90 mesh

Sampel

L.2.2 Ekstrak Cacing Laor

Sampel

diambil 25 gram

dimasukan ke erlenmeyer

ditambahkan 50 mL pelarut etanol 96 %

ditutup dengan aluminim foil

disimpan dalam kulkas selama 10-12 jam

dishaker selama 3 jam

dimaserasi selama 24 jam

disaring menggunakan Buchner

dilarutkan kembali menggunakan pelarut yang sama sampai
berwarna bening

dipekatkan filtrat 1,2,3 dengan Rotary Evaporator Vacum
diulang perlakuan tersebut dengan pelarut etil asetat dan
petroleum eter

Ekstrak Pekat

L.2.3 Sterilisasi Alat

Alat

- dibungkus dengan aluminium foil
- dimasukan kedalam autoklaf (15 psi, 121 °C dan 20 menit)

Hasil
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L.2.4 Pembuatan Media
L.2.4.1 Pembuatan Media NA (Nutrien Agar)

Nutrien Agar (NA)

diambil 2,3 gram

dilarutkan dalam 100 mL aquades dalam erlenmeyer
ditutup dengan kapas

dipanaskan hingga mendidih

dimasukan kedalam tabung reaksi secara aseptik
disterilkan dalam autoklaf

dibiarkan dengan posisi miring

Hasil

L.2.4.2 Pembuatan Media NB (Nutrien Broth)

Nutrien Agar (NA)

diambil 1,8 gram

dilarutkan dalam 100 mL aquades dalam erlenmeyer
ditutup dengan kapas

dipanaskan hingga mendidih

dimasukan kedalam tabung reaksi secara aseptik
disterilkan dalam autoklaf

Hasil

L.2.5 Regenerasi Bakteri S. Typhi

Biakan Murni S. Typhi

diambil 1 ose

digoreskan pada media NA miring secara aseptik
ditutup dengan kapas

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

Hasil
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L.2.6 Inokolum Bakteri S. typhi

Media NB
- dimasukan S. Typhi sebanyak 1 ose
disuspensikan dalam 20 mL media NB
dihomogenkan selama 24 jam

diukur nilai OD (setara 0,5)

Hasil

L.2.7 Pembuatan Larutan Kontrol
L.2.7.1 Pembuatan Larutan DMSO

DMSO

- diambil 10 mL
- dilarutkan kedalam 100 mL aquades pada erlenmeyer
- dihomogenkan

Hasil

L.2.7.2 Pembuatan Larutan Kloramfenikol

Kloramfenikol

- diambil 0,1 g
- dilarutkan kedalam 100 mL aquades pada erlenmeyer
- diaduk sampai homogen

Kloramfenikol (AqQ)

- diambil 1 mL
- dimasukan kedalam tabung reaksi
- ditambahkan 9 mL aquades

Hasil
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L.2.8 Pembuatan dan Peresapan Kertas Cakram

Kertas Wathman (diameter 7 mm)

dimasukkan dalam botol vial

ditutup dengan alumunium foil dan plastic wrap
dimasukkan plastik tahan panas

disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C dan tekanan
15 psi selama 15 menit

didinginkan

Kertas Cakram

diresapkan dengan merendam cakram pada kontrol positif,
kontrol negatif, dan ekstrak kasar selama 30-60 menit

Hasil

L.2.9 Uji Aktivitas Antibakteri

Nutrien Agar (NA)

dipanaskan hingga mencair

didinginkan sampai suhu + 40°C

dimasukan kedalam cawan petri

dicampurkan masing-masing dengan 0,1 mL larutan bakteri
S. Typhi

dihomogenkan

dibiarkan hingga memadat

ditempeli kertas cakram yang telah direndam pada ekstrak
cacing laor yang dihasilkan dan kontrol

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam

diamati pertumbuhan bakteri dan diukur zona hambat

Hasil
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L.2.10 Penentuan Jumlah Sel Bakteri Menggunakan TPC

Bakteri S. typhi

disiapkam 10 buah tabung reaksi berisi NaCl 0,85 % steril
dengan volume 9 mL

diambil 1 ml larutan inokulum dengan mikropipet
dimasukkan kedalam tabung reaksi pertama
dihomogenasi dengan vortex dan dihitung sebagai
pengenceran pertama (107)

dipipet 1 mL pada tabung pertama lalu dimasukkan ke
dalam tabung kedua

dihomogenasi dengan vortex sehingga diperoleh tingkat
kedua (107?)

dilakukan pengenceran bertingkat sampai 102

diambil 0,1 mL dimulai dari pengenceran 107 sampai
pengenceran 1071°

ditanamkan pada media padat NA secara pour plate
digoyang-goyang cawan petri hingga merata

didiamkan hingga membeku

diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam

Hasil

L.2.11 Uji Fitokimia

L.2.11.1 Uji Flavonoid

Ekstrak Etanol

dimasukkan 1 mg kedalam tabung reaksi
dilarutkan dalam 1-2 mL metanol panas 50 %
ditambahkan serbuk Mg dan 0,5 HCI pekat

Hasil
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L.2.11.2 Uji Steroid dan Triterpenoid

Ekstrak Etanol

- dimasukan 1 mg kedalam tabung reaksi

- dilarutkan dalam 0,5 mL Kkloroform

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditambahkan 1-2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung
tersebut

- diamati warna yang terbentuk

Hasil

L.2.11.3 Uji Saponin

Ekstrak Etanol

- dimasukan 1 mg kedalam tabung reaksi
- ditambahkan aquades sebanyak 10 mL
- dikocok kuat-kuat selama 10 menit

- diteteskan 2-3 tetes HCI 1 N

- diamati

Hasil

L.2.11.4 Uji Tanin

Ekstrak Etanol

- dimasukkan 1 mg kedalam tabung reaksi
- ditambahakan 2-3 tetes larutan FeCls 1 %
- diamati warna yang terbentuk

Hasil

L.2.11.5 Uji Fenolik

Ekstrak Etanol

- dimasukkan 1 mg kedalam tabung reaksi
- ditambahakan 10 tetes larutan FeClz 1 %
- diamati warna yang terbentuk

Hasil




L.2.11.6 Uji Alkaloid
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Ekstrak Etanol

dimasukan 1 mg kedalam tabung reaksi
ditambahakan HCI 2 % sebanayak 0,5 mL
dibagi menjadi 2 tabung

Tabung 1 Tabung 2
- ditambahkan 2-3 tetes - ditambahkan 2-3 tetes
reagen Dragendorff reagen Mayer
Hasil Hasil

L.2.12 Pemisahan senyawa kimia dengan KLT

Ekstrak Etanol

dibuat plat silika gel GF2s4 dengan ukuran 1 x 10 cm?
dengan batas atas dan bawah masing-masing 1 cm
dilarutkan 0,001 gram ekstrak dalam 2,5 mL pelarut (4.000
ppm)

ditotolkan sebanyak 10 kali

dikeringkan

dielusi dengan beberapa campuran fase gerak

dihentikan elusi ketika eluen sampai di garis batas atas
diperiksa dibawah sinar UV 245 nm dan 366 nm

diberikan masing-masing pereaksi semprot universal untuk
penampakan noda

diamati hasil bercak noda

dihitung nilai Rf

Hasil
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L.2.13 Identifikasi Senyawa Kimia dengan UV-Vis

Ekstrak Etanol

diambil 0,5 mg

dilarutkan dengan pelarut sebanyak 5 ml

dimasukkan ke dalam kuvet hingga sepertiganya

dianalisis pada rentang panjang gelombang 200-800 nm

diamati spektra yang terbentuk

dicatata panjang gelombang dan absorbansinya pada puncak yang
terbentuk

Hasil

L.2.14 Identifikasi Gugus Fungsi dengan FTIR

Ekstrak Etanol

diambil 1 mg

ditambahkan KBr (2:98)

digerus sampai halus

dibuat pelet dengan diameter 7 mm
diletakan pada sampel holder
dianalisis dengan spektroskopi FTIR

Hasil




Lampiran 3. Perhitungan
L.3.1 Pembuatan larutan HCI 1 N
Dik: [HCI] dalam botol =37 %
Berat jenis 1,19 g/mL
BM : 36,5 g/mol
Dit: larutan HCI 1 N?
Penyelesaian: N = ((10 x % x Berat jenis) x valensi) / BM
N=((10x 37 % x 1,19 g/mL) x 1) / 36,5 g/mL
N=12,06 N
Maka: Pembuatan larutan HCl 1 N 5 mL adalah
N1 X Vi=N2x V>
12,06 NxVi=1Nx10mL
V1i=10N.mL /12,06 N
V1=0,83 mL
Jadi, untuk membuat larutan HCI 1 N diambil sebanyak 0,83 mL larutan HCI
pekat 37 % dan diencerkan dengan akuades hingga volume 10 mL.
Pembuatan Larutan HCI 2 % adalah
M1 X V1i=M2Xx V2
37%xV1=2%x10mL
V1=0,5mL
Jadi, untuk membuat larutan HCI 2 % diambil sebanyak 0,5 mL larutan HCI pekat

37 % dan diencerkan dengan akuades hingga volume 10 mL.

L.3.2 Pembuatan Larutan Metanol 50 %
M1 X V1i=M2x V2
99.8 % x V1 =50 % x 10 mL
Vi=5mL
Jadi diambil larutan metanol 99,8 % sebanyak 5 mL kemudian diencerkan dengan

akuades hingga volume 10 mL.
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L.3.3 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak (mg/mL)
e Larutan stok konsentrasi 125 mg/mL
Massa sampel = 125 mg/mL x 5 mL =625 mg = 0,625 g
Sebanyak 0,625 gram ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya sampai volume 5 mL,

sehingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 125 mg/mL sebanyak 5 mL.

e Larutan stok konsentrasi 100 mg/mL

Massa sampel = 100 mg/mL x 5 mL =500mg=0,5¢g
Sebanyak 0,5 gram ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya sampai volume 5 mL,
sehingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 100 mg/mL sebanyak 5 mL.

e Larutan stok konsentrasi 75 mg/mL

Massa sampel = 75 mg/mL x5 mL =375mg=0,375¢g
Sebanyak 0,375 gram ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya sampai volume 5 mL,
sehingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 75 mg/mL sebanyak 5 mL.

e Larutan stok konsentrasi 50 mg/mL
Massa sampel =50 mg/mL x5mL = 250 mg =0,25¢g
Sebanyak 0,25 gram ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya sampai volume 5 mL,

sehingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 50 mg/mL sebanyak 5 mL.

e Larutan stok konsentrasi 25 mg/ mL
Massa sampel =25 mg/mL x5mL =50 mg=0,05¢
Sebanyak 0,05 gram ekstrak dilarutkan dengan pelarutnya sampai volume 5 mL,

sehingga diperoleh ekstrak dengan konsentrasi 25 mg/mL sebanyak 5 mL.



Lampiran 4. Perhitungan Rendemen
L.4.1 Perhitungan Rendemen Hasil Pengeringan

Berat kerin
Rendamen = ————<"28 100 %
Berat Basah

121,82
= € x 100 %
256 ¢

=47,58 %

L.4.2 Perhitungan Rendemen Hasil Maserasi

Berat Ekstrak Pekat
Rendemen = x 100 %
Berat Sampel

e Ekstrak Etanol = %Sglg x 100%

=27,719 %

e Ekstrak Etil asetat = % x 100%

=16,89 %

e Ekstrak Petroleum eter - %Sgg x 100%

=5,63%
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Lampiran 5. Perhitungan Jumlah Sel dan Diameter Zona Hambat
L.5.1 Hasil Pengukuran OD (Optical Density)

Panjang Absorbansi S. typhi
Gelombang Ul U2 U3
620 nm 2,18 2,45 2,33

L.5.2 Hasil Perhitungan Jumlah Sel Bakteri Menggunakan Metode TPC
(Total Plate Count)

Penaence Jumlah Bakteri Hitung (cfu/mL)
rgn Ul U2 U3
1 2 1 2 1 2
10 SP SP TBUD TBUD SP SP
10 SP SP 70 102 SP SP
1077 SP SP 61 51 SP SP
108 TBUD TBUD 40 28 SP SP
107 36 12 28 32 TBUD TBUD
10 7 ¥ 18 22 37 80
Jiggl‘éf: 3.6x101 | 1.2x10% | 7x10° | 10.2x10° | 3,7x10% | 8x10%2
Rata-rata 2,4 x 10" 8,6 x 108 5,85 x 10'2
Total 12
Rata-rata 27010
Keterangan: TBUD . Terlalu banyak untuk dihitung

SP (Spreader) : Koloni yang menutup lebih dari setengah
luas cawan petri

L.5.3 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dari Berbagai Jenis Ekstrak Cacing

Laor
Diameter Zona Hambat (mm)
Ul U2 U3 Katego
Jenis Rat Rat Rat Rata- ri Daya
Ekstrak 112l @ |11 2]| & 1 5 & | oo Hamba
rat rat Rat t
a a a
1 10,
Etanol 5 9 5 9/9| 9 |14 | 8 | 11 | 10,16 | Kuat
Etil Asetat | 7 |6 |65 |7 | 7 | 7 7 |7 7 6,83 | Sedang
Petlrzo'e“m 516|55|6|5|55/|6 65|62 >" Sedang
ter 5
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L.5.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dengan Variasi Konsentrasi Ekstrak Etanol Cacing Laor

Diameter Zona Hambat (mm) KAte0Ori
. Konsentrasi Ul U2 U3 g
Jenis Ekstrak (mg/mL) Rat Rat Rata- | Rata-rata I=ya
g 1 G Y RAE g g o R g N i Hambat
rata rata rata
25 46 | 47 | 465 | 32| 3,2 3120 IS 30T W5 3,7 Liemah
50 55 | 59 57 | 46| 51 | 485 5 | 35| 425 4.93 Lemah
Etanol 75 6,5 | 6,3 64 |57| 54 | 555 |56 |41]| 485 5,6 Sedang
100 71 | 7,3 @22 BR6i3] |16,4 QNG5 N6 1 o 6 6,51 Sedang
125 79 | 76 | 7,75 | 79| 69 74 169|163 66 7,25 Sedang
25 ZENi L 25N oN P 244 | 22,8 e 26 | 23,95 23,4
2 9 Sangat
K 26 23 Kuat
125 254 | 25,4 | 254 2’ 31,6 | 28,9 2’ 27 | 25,1 26,4
K() 100 - - - - Tidak Ada
Keterangan :

K (+) : Kontrol positif menggunkan Kloramfenikol
K (-) : Kontrol negatif menggunkan DMSO
Diameter paper disk : 7 mm
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Lampiran 6. Hasil Analisa dengan Anova One Way (SPSS) dan Uji BNT

ANOVA
Zona_Hambat
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 22,852 4 5,713 11,250 ,001
Within Groups 5,078 10 ,508
Total 27,930 14

Sig < 0,05 ada perbedaan antar perlakuan

Sig > 0,05 tidak ada perbedaan antar perlakuan

Homogeneous Subsets

Zona_Hambat

Subset for alpha = 0.05
Konsntrasi_ekstrak N 1l 2 3
Tukey HSD?® 25 mg/mL 3 3,7000

50 mg/mL 3 4,9333 4,9333

75 mg/mL 3 5,6000 5,6000 5,6000
100 mg/mL 3 6,5167 6,5167
125 mg/mL 3 7,2500
Sig. ,052 ,120 ,101

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Konsentrasi Ekstrak Etanol: 1. 25 mg/mL =P; 3,7000 =a

Dimana;

e Perlakuan 1, 2, dan 3 tidak beda nyata

2.50mg/mL =P,4,9333 =a,b
3.75mg/mL =P35,6000 =a,b,c
4. 100 mg/mL = P4 6,5167 =b,c

5.125 mg/mL =P57,2500 = ¢

e Perlakuan 1, 2, dan 3 berbeda nyata dengan perlakuan 4 dan 5

e Perlakuan 2, 3, dan 4 tidak berbeda nyata

e Perlakuan 2, 3, dan 4 berbeda nyata dengan perlakuan 1 dan 5

e Perlakuan 3, 4, dan 5 tidak berbeda nyata
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e Perlakuan 3, 4, dan 5 berbeda nyata dengan perlakuan 1 dan 2

e Perlakuan 1 berbeda nyata dengan perlakuan 5

Data Ftabel (0,05)

df2/dfl 1 2 3 4
7 5.59 4.47 4.35 412
8 5.32 4.46 4.07 3.83
9 5.12 4.26 3.86 568
10 4.96 4.10 3.71 3.48
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Lampiran 7. Perhitungan Retardation Factor (Rf) dan Resolusi
L.7.1 Perhitungan Retardation Factor (Rf)

Golongan Fasa Gerak  Noda Nilai Warna Noda Dugaan
Senyawa Rf Senyawa
Alkaloid K'O(rj’ : i\)/'e“" 1 091 Jingga Alkaloid
, ) 0,16 Biru Flavonoid
. Kloro ._Meta ’ 0,31 Birutua Flavonoid
Saponin Air 4 . .
(13:7:2) 0,69 Biru quvon0|d_
> 0,77 Merah Triterpenoid
#aufinol - 0,20 Biru kehijauan  Flavonoid
: . : 0,37 Biru kehijauan  Flavonoid
Triterpenoid ’\EZ"‘%_' E 0,50 Biru kehijauan  Flavonoid
' 0,89 Ungu muda Triterpenoid
Steroid n-Heksan : EA 5 0,40 Biru Flavonoid
(1:1) 0,62 Biru kehijauan  Flavonoid
Ungu .
. EA : Meta 0,83 Saponin
§IBHONOIIS iers 5) 1 L E‘??E'apa” Flavonoid
Merah i .
Toluena: EA : % Merah Tr!terpeno!d
0,57 [ Triterpenoid
Fenol Asam Format 4 Biru tua .
A 0,90 Flavonoid
(3:3:0,2) Ungu .
0,96 Saponin
kegelapan

Keterangan : EA (Etil Asetat), Meta (Metanol), dan Kloro (Kloroform)

_ Jarak Perjalanan Suatu Senyawa

h Jarak Perjalanan Suatu Fasa Gerak

1. Eluen Kloroform : metanol (4 : 1)
6,37 cm

Rf noda 1 = =0,91

2. Eluen Kloroform : metanol : air (13 :7 : 2)

Rfnoda1=2" =16 Rf noda 2 = 222 = g 31
8,3 cm 8,3 cm
Rf noda 3 = 275 em 0,69 Rf noda 4 = ohcm _ 0,77
8,3 cm 8,3 cm
3. n-Butanol : NH4OH (4 : 1)
LAem _ 599 Rfnoda 2 = 222 = ¢ 37

Rfnodal=
7 cm
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)5 )
Rf noda 3 = 222 = 0,50 Rf noda 4 = 222 = 0 89
7 cm
4. n-Heksan:EA (1:1)
Rfnoda 1 = 22 = 0,40 Rf noda 2 = 220 = 0,62
8,2 cm 8,2 Ccm
5. Etil Asetat : Metanol (4,5 : 0,5)
Rf noda 1= 221 = 5 g3 Rf noda 2 = 222™ = 95
8,2 cm 8,2 cm
6. Toluena: EA : Asam format (3:3:0,2)
Rf noda 1 = 2222 = 52 Rf noda 2 = =2 = 57
8,2 cm 8,2 cm
Rf noda 3 = 222 = .90 Rf noda 4 = 222™ = ¢ 96
8,2 cm 8,2 cm
L.7.2 Resolusi
Golongan Fasa Gerak Noda Nilai Rf Resolusi
Senyawa
. Kloro : meta
Alkaloid (@ 1) 1 0,91
0,16
B Kloro : meta : air 4 0,31 8%2
3 (13:7:2) 0,69 e
0,77 !
0,20
. _ n-Butanol : NHiOH 0,37 Uy
Triterpenoid C 4 ' 0,27
4:1) 0,50 0.39
0,89 y
. n-Heksan : EA 0,40
Steroid (1:1) 2 0.62 0,22
) EA : Metanol 0,83
Flavonoid (4,5 0.5) 2 0.95 0,12
) ) 0,52
Toluena : EA : Asam 057 0,05
Fenolik format 4 0’90 0,47
(3:3:0,2) 0,96 0,06

Keterangan : EA (Etil Asetat), Meta (Metanol), dan Kloro (Kloroform)



Lampiran 8. Hasil Uji UV-Vis Ekstrak Etanol Cacing Laor
L.8.1 Lamdha Maksimum Ekstrak Cacing 100 ppm

3]
0 27
=]
e
1 287.0,0.820 55849, 003
0+
300 400 500 600 700

Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Mon 08 Apr 11:05:10 AM 2019

Method:

Batch: D:\Irfan\Lamdha Maks Ekstrak Cacing Laut Pelarut Etanol 100 ppm (08-04-2019).DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Ekstrak cacing 100 ppm

Collection Time 4/8/2019 11:05:42 AM
Peak Table

Peak Style Peaks

Peak Threshold 0.0100

Range 799.9nm to 200.1nm

Wavelength (nm)  Abs

558.9 0.031
257.0 0.820

L.8.2 Perhitungan Mekanika Kuantum Transisi Elektronik
e Hukum Persamaan Lambert-Beer
A=gxbxc Keterangan: A = Absorban
¢ = Ekstinsi (absorbtivitas molar)
b = Tebal kuvet (1 cm)
¢ = Konsentrasi (M)

e Molaritas Sampel
BM Saponin = 414 g/mol

138



139

= 218 _ 5 Ax104M
414 g/mol

T 1cmX24x10°4 M T 1cmX24x10°4 M



Lampiran 9. Hasil Uji FTIR Ekstrak Etanol Cacing Laor

04— cacing laor etanol padat

92—

90—
3=
86—

421,622 0.000

B4=

82-

1088 663 21381

1046.900 92.034

80=
8=

1208 215 353 230

B

1465.650 54.384

4=

2=

% Transmittance

70

3380708 0.000
1671.461 -11.932
1631.976 140.843

BE-

1403976 229.146

3017673 11.645

Bf=

2852 £59 -068 630

E4-
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B0—
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o
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Lampiran 10. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

Sampel cacmglaor dicuci dengan air ber5|h Ialu d|ker|ng angmkan dalam ruang
laboratorium

Sampel yang sudah kering ditimbang berata n dihaluskan dengan blender
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. o z
d =
" 2. ¥ m “ =
, <R ABa a8,

Proses ekstraksi dengan menggunakan metode maserasi

¥

= AN B |
Proses penyaringan dan proses rotary evaporator

" Hasil ekstrak cacing laor hasil rotary evaporator
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: oo WIS
Pembuatan media NA dan media NB (blanko)
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{
!

= -
S

=

Hasil inokulum bakteri S. typhi di media NB
(pembuatan inokulum stok dan inokulum kerja)

i3
{

,

Proses perhitungan jumlah sel bakerl menggunakan metode TP
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SRR

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak cacing laor
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Pengujian fitokimia ekstrak etanol cacing laor




