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ABSTRAK

Di Sumatera Utara batang tumbuhan secang (Caesalpinia Sappan L) telah
digunakan dalam pengobatan tradisional. Penelitian ini bertujuan untuk analisis
fitokimia ekstrak aseton batang C. sappan L dan mengetahui potensinya sebagai
antibakteri. Uji fitokimia menggunakan metode spektroskopi *H-NMR. Uji aktivitas
anti bakteri dilakukan terhadap terhadap enam bakteri patogen, meliputi uji difusi
cakram kertas, penentuan minimum inhibitory concentration (MIC) dengan
metode mikrodilusi dan minimum bactericidal concentration (MBC). Berdasarkan
data spektroskopi 'H-NMR, ekstrak batang aseton C. Sappan L mengandung
golongan senyawa flavanoid dan terpenoid serta memiliki aktivitas terhadap
semua bakteri uji dengan zona hambat pada kisaran 6,20 + 0,53 — 10,93 £ 2,55
mm, MIC 312 — 5000 pg / mL dan MBC 625-> 5000 pg / mL. Aktivitas terbaik
ditunjukkan oleh ekstrak aseton C. sappan terhadap S. aureus ATCC 25923 dengan
MIC 312 pg / mL. C. sappan L merupakan sumber potensial senyawa antibakteri
baru.

ABSTRACT

In North Sumatra, the stem of the secang (Caesalpinia Sappan L) has been used
in traditional medicine. This study aimed to conduct phytochemical analysis of the
acetone extract of C. sappan and determine its antibacterial potency.
Phytochemical test using 1H-NMR spectroscopy method andantibacterial activity
were carried out on six pathogenic bacteria, including paper disc diffusion tests,
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) using the
microdilution method, and minimum bactericidal concentration (MBC). Based on
1H-NMR spectroscopic data, the acetone stem extract of C. Sappan L contains
flavonoids and terpenoids and has activity against all tested bacteria with an
inhibition zone in the range of 6.20 + 0.53 - 10.93 + 2.55 mm, MIC 312 - 5000 ug /
mL and MBC 625-> 5000 ug / mL. The acetone extract of C. sappan showed the
best activity against S. aureus ATCC 25923 with a MIC of 312 ug / mL. C. sappan L
is a potential source of new antibacterial compounds.

; 7

;«:ﬁ‘



Fitokimia dan Aktivitas Antibakteri Ekstrak Aseton Tumbuhan Secang (Caesalpinia sappan L) 69

PENDAHULUAN

Kemajuan dalam bidang pengobatan modern yang
semakin pesat ternyata tidak menggeser atau
mengesampingkan pengobatan tradisional, hal ini
terbukti dari banyaknya sistem pengobatan tradisional
yang berkembang di berbagai negara termasuk
Indonesia yang sebagian penduduknya bergantung
pada sistem pengobatan tradisional. Sehingga di
Indonesia berkembang obat herbal dalam bentuk
“jamu”. Salah satu alasan penggunaan obat obat yang
berasal dari bahan alam seperti jamu karena ada
kehatiran atau menghindari efek samping 1.

Di Indonesia Caesalpinia sappan L dikenal dengan

nama secang vyang termasuk dalam famili
Caesalpiniaceae. Di Asia, secang sering digunakan
untuk pengobatan tradisional, khususnya untuk

mengobati tumor dan kanker. Di Indonesia, kayu
secang digunakan sebagai minuman kesehatan untuk
mengurangi penyakit antara lain: batuk darah (TBC),
diare, disentri, penawar racun,, pengobatan setelah
melahirkan, katarak, maag, radang sendi, masuk angin
dan kelelahan @ Di Thailand kayu secang dapat
digunakan sebagai pewarna makanan, pakaian, dan
kosmetik B,

Beberapa peneliti telah melaporkan berbagai
aktivitas biologis dari berbagai bagian tanaman C.
Sappan L yaitu sebagai antioksidan “°!, antikanker 7]
anti-implantasi ®, hipoglikemik !, hepatoprotektif 119,
Antibakteri 1112 1314 penelitian sebelumnya tentang
aktivitas antibakteri yang telah dilakukakan antara lain
ekstrak etanol C. sappan memiliki aktivitas antimikroba
pada beberapa jenis mikroba dengan zona hambat
antara 14-34 mm vyaitu terhadap Pseudomanas
aeruginosa (34 mm), Staphylococcus aureus (31 mm),
Salmoenlla typhi (24 mm), Enterobacter aerogens (21
mm), Candida albicans (20 mm), Escherichia coli (15
mm) dan Aspergillus niger (14 mm)?Y. Begitu juga
ekstrak metanol dan air C.sappan mempunyai aktivitas
terhadap bakteri gram- positif diantaranya S. aureus.
NCIM 5021, B. subtilis NCIM 2010, strain gram negative
diantaranya K. pneumonia NCIM 2707, E. coli NCIM
2118dan P.vulgaris NCIM 2027dengan MIC mulai 0,14-
0,82 mg / ml dan 0,22-0,86 mg / ml 12,

Ekstrak Fraksi etil asetat dan metanol C.sappan
dengan konsentrasi 100 mg/mL, 200 mg/mL mg/mL
dan 300 mg/mL mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap S. Aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli , P.
ageruginosa mempunyai aktivitas pada kisaran
11.2+0.11 mm -17.620.12mm 14

Aktivitas biologis suatu tumbuhan dikarenakan
kandungan metabolitnya. Kandungan metabolit

sekunder dipengaruhi oleh factor internal dan
eksternal. Faktor eksternal terdiri dari factor biotik
(stress akibat bakteri, fungi, virus dan parasite) dan
69bioti 69biotic (perbedaan geografi,ketinggian tempat
tumbuh, perubahan iklim, jenis dan kondisi tanah,
ketersediaan air, kandungan mineral dan stress akibat
temperature, radiasi dan senyawa kimia *°! . Artikel ini
melaporkan analisis kandungan golongan metabolit
sekunder ekstrak aseton C.sappan yang berasal dari
Sumatera Utara dengan menggunakan metode
spektroskopi 'H-NMR serta potensinya sebagai
antibakteri terhadap bakteri ATTC

METODE
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri
dari: Sampel kering batang C. sappan L yang diperoleh
dari toko obat herbal CV.Sempurna Medan, aseton
teknis, Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid, England).
Mueller-Hinton Broth (MHB) (Himedia, Mumbai India),
dimethylsulfoxide (DMSO) pa (Sigma Aldrich,St Louis,
Amerika  Serikat), NaCl 0,9%, kultur bakteri
Propionibacterium acne ATCC 27853, Staphylococcus
saprophyticus ATCC 49907, S. aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 1178, Salmonella enterica ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922.

A. Pembuatan Ekstrak

Dua ratus gram sampel kering batang C. sappan L
dimaserasi dengan aseton selama 3 x 24 jam, kemudian
diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak pekat.

B. AnalisisFitokimia

Ekstrak aseton dinalisis fitokimianya dengan
menggunakan metode spektroskopi proton NMR.
Pengukuran'H-NMR dilakukan dengan spectrometer
Agilent DD2 yang dioperasikan pada 500 MHz.

C. Uji aktivitas antibakteri

(i) Persiapan Larutan uji

Larutan uji disiapkan pada konsentrasi 1% . Larutan
uji dibuat dengan cara menimbang 100 mg ekstrak
kemudian dilarutkan dalam 100% DMSO selanjutnya
diencerkan 10x sehingga diperoleh larutan 1% dalam
10% DMSO. Bila sampel tidak larut dalam 10% DMSO
maka pengenceran dilakukan dengan 100% DMSO.
Larutan standar antibiotik kloramfenikol dibuat dengan
konsentrasi 500 pg / mL dalam 100% DMSO.

T}'
4

e



70

Juwitaningsih et al.

85 B.O 75 7.0 65 6.0 55 50

Gambar 1. Data 1H-NMR ekstrak aseton C. sappan L pada 6H 0,87 — 7,72 ppm

(ii) Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan secara in vitro
dengan tahapan sebagai berikut:

a. Persiapan inokulum

Metode pertumbuhan digunakan untuk
mempersiapkan inokulum, dengan cara mengambil
beberapa koloni bakteri kemudian dilarutkan ke dalam
4-5 mL NaCl 0,9%. Kekeruhan inoculum distandarkan
terhadap kekeruhan 0,5 Mc. Farland.

b. Penentuan Zona Hambat

Metode difusi cakram kertas (CLSI-M02-A11) [

digunakan sebagai uji pendahuluan aktivitas
antibakteri. Pada permukaan media agar-agar
dituangkan 100 pL inokulum bakteri, kemudian

disapukan sampai rata. Cakram kertas ditempatkan
pada permukaan agar, kemudian diteteskan 20 pL
larutan uji dan sebagai antibiotik standar menggunakan
cakram kertas kloramfenikol. Plat agar diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 16-18 jam. Adanya zona bening di
sekitar cakram kertas menandakan terhambatnya
pertumbuhan bakteri.

c. Penentuan Minimum inhibitory Concentration

(MIC)

Penentuan MIC dilakukan dengan Metode
Microdilution (CLSI-M07-A9) 7], dengan memasukkan
100 pL media cair MHB, bakteri dan sampel ke dalam
microplate 96-well. Kolom pertama merupakan Kontrol

e

negatif hanya diisi MHB saja dan kontrol positif
ditempatkan pada kolom no 2 yaitu berisi MHB dan
bakteri. Sampel dengan berbagai konsentrasi dan MHB
yang tersuspensi bakeri ditempatkan pada Kolom no 3
sampai 12. Jumlah larutan di setiap lubang adalah 100
uL. Microplate diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam.  Sebagai antibiotik  standar  digunakan
kloramfenikol.

d. Penentuan Minimum Bactericidal Concentration

(MBC)

Penentuan MBC mengikuti prosedur seperti pada
penelitian sebelumnya *¥, dengan cara mengambil 10
puL  dari  setiap lubang microplate, kemudian
ditumbuhkan di atas media agar dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam atau sampai terlihat
pertumbuhan pada kontrol positif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Analisis Fitokimia

Khasiat suatu tanaman bergantung pada kandungan
metabolit sekundernya. Analisis fitokimia dapat
dilakukan dengan metode spektroskopi NMR dengan
menganalisis sinyal pergeseran kimia. Berdasarkan data
hasil pengukuran 'H-NMR (Gambar 1) dengan pelarut
CDsOD menunjukkan adanya sinyal pergeseran kimia
pada rentang 64 0,87 —7,72 ppm .
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Gambar 2. Data 'H-NMR ekstrak aseton C. sappan L pada 6+ 0,87 - 3,03 ppm

Tabel 1. Data Zona hambat ekstrak aseton C.sappan L
No Diameter of inhibition zones (mm)
Gram-positive bacteria chloramphenicol C.sappan L
1 B.cereus ATCC 1178 26.3310.91 10.37+£0.83
2 S. aureus ATCC 25923 33.80+0.40 8.10£0.20
3 P. acne ATCC (27853) 21.53+1.12 8.63+1.53
4 S. saprophyticus ATCC 49907 20.60%1.8 9.47 +£0.31
Gram-negative bacteria
S. enteric ATCC 14028 30.00+2.25 10.93+2.55
6 E coli ATCC 25922 22,4 + 0,34 6.2+ 0.53

Sinyal 64 - 6,3 - 7,7 ppm yang merupakan sinyal
senyawa aromatik turunan benzena, Sinyal tersebut
merupakan sinyal gugus CH dari cincin benzen. Sinyal
pada pergeseran kimiawi &y 4. - 4.46 ppm (gambar 3)
adalah sinyal dari gugus oksimetin (CH,-O). Dengan
demikian senyawa aromatik tersebut mengarah pada
senyawa flavonoid. Flavanoid yang telah diisolasi dari
C.sappan L dari India adalah Brazilin, Brazilein, 3,8,9-
Trihidroksi-6-benzokroman-6-on, Sappanon B, 3-
Deoksisappanon B, Protosappanin A, Protosappanin B,
Protosappanin C, (e) -3- (3,4-Dihidroksibenziliden) -7-
hidroksikroman-4-on, Safancalkon, Butein™. C. sappan
dari Cina mengandung plavanoid, 3'-deoksi-4-O-
metilsappanol, 3'-O-metilbrazilin, Isoprotosappanin .,

Sinyal pada &4 0,87 — 2,33 ppm (Gambar 2)
merupakan sinyal dari gugus CHs dan CH; . Sedangkan
6u 2,52 — 3.03 ppm sinyal dari gugus metal olifenik,
yakni metal yang terikat pada karbon ikatan rangkap

(C=C). Sinyal sinyal tersebut merujuk ke senyawa
terpenoid karena Senyawa terpenoid memiliki banyak
gugus CHs; dan CH,. Senyawa terpenoid yang telah
dilaporkan adalah panginoksi A dan panginin A. yang
merupakan senyawa diterpenoid. 2%

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan secara in vitro. Uji
pendahuluan antibakteri menggunakan metoda difusi
cakram kertas, keberadaan potensi antibakteri
ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar
cakram kertas, seperti terlihat pada gambar di bawah
ini (Gambar 3).

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak aseton
C.sappan L memiliki aktivitas antibakteri terhadap
tujuh bakteri uji. Data diameter zona hambat
dirangkum pada Tabel 1.
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Gambar 3. Zona bening ekstrak aseton C.sappan L (kode Cs : ekstrak yang berwarna merah)

Tabel 2. Nilai MIC and MBC ekstrak aseton C.sappan L
.. X C.sappan L chloramphenicol

EIRIIAOE B R MIC (ug/mL)  MBC (ug/mL) MIC (ug/mL)  MBC (ug/mL)

B.cereusATCC 1178 625 1250 0,48 1,95

S. aureus ATCC 25923 312,5 >5000 0,48 7,8

P. acneATCC (27853) 625 >5000 31,5 0,49

S. saprophyticusATCC 49907 625 625 0,48 56,3

Gram-negative bacteria

S. entericaATCC 14028 625 1250 0,48 7,8

C.freundi ATCC 8090 625 625 1,9 62,5

E coli ATCC 25922 5000 5000 0,97 31,3

Ekstrak aseton C.sappan L memiliki aktivitas coli (15 mm). Perbedaan hasil ini disebabkan
terhadap semua bakteri uji dengan diameter zona perbedaan pelarut pengekstraksi yang digunakan,
hambat antara 6.20 + 0.53 — 10,93 mm. Berdasarkan sehingga komposisi metabolit sekunder vyang

kriteria diameter zona hambat, aktivitas antibakteri
sangat kuat jika zona hambat > 20 mm, kuat jika
diameter zona hambat 10-20 mm dan sedang jika zona
hambat 5-10 mm 24, Bila menggunakan kriteria
tersebut, ekstrak aseton C. sappan L menunjukkan
aktivitas antibakteri dengan kategori sedang. Hasil yang
diperoleh  sedikit berbeda dengan penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Srinivasan R (2%,
dimana hasil penelitian tersebut menunjukkan ekstrak
etanol C. sappan memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus (31 mm), Escherichia

£

terekstraksi berbeda, begitu juga lingkungan tempat
tumbuh akan mempengaruhi kandungan metabolit
sekunder tumbuhan tersebut. [%*!

Senyawa antibakteri bekerja dengan dua cara yaitu
dengan menghambat pertumbuhan bakteri
(bakteriostatik) yang diukur dengan MIC dan dengan
membunuh bakteri (bakterisidal) yang diukur dengan
MBC. Hasil pengukuran MIC dan MBC dirangkum pada
table 2.

Bila nilai MIC kurang dari 100 pg / mL, ekstrak
dikategorikan aktif, dan bila nilai MIC berkisar antara
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100 <MIC <625 pg / mL aktivitas penghambatan ekstrak
sedang dan tidak aktif bila nilai MIC> 625 pg / mL. 24
Aktivitas penghambatan yang kuat ditunjukkan dengan
ekstrak aseton C.sappan L terhadap S. aureus ATCC
25923 dengan MIC 312.5 (ug/mL), dengan kata lain
ekstrak aseton C.sappan L Dbersifat bakteriostatik
terhadap S. aureus ATCC 25923. Kemampuan
membunuh terbaik ekstrak acetone C.sappan L
ditunjukkan terhadap bakteri S.saprophyticus ATCC
49907 dan C. freundi ATCC 8090 dengan MBC 625. (ug /
mL)

Sifat bakteriostatik dan bakterisidal berkaitan
dengan cara kerja atau interaksi metabolit sekunder
dan bakteri. Senyawa flavonoid menyebabkan
kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri *°" Adapun
mekanisme kerja antibakteri dari senyawa terpenoid
menyebabkan  kerusakan membrane, Hal ini
disebabkan karena senyawa terpenoid dapat
berinterkasi dengan porin pada membrane luar dinding
sel bakteri dengan membentuk ikatan polimer yang
kuat sehingga merusak porin dan mengurangi
permeabilitas dinding sel bakteri. ?® Akibatnya sel
bakteri kekurangan nutrisi dan pertumbuhannya akan
terhambat atau mati.

SIMPULAN

Ekstrak aseton C. sappan mengandung senyawa
terpenoid dan senyawa flavonoid dan memiliki aktivitas
anti bakteri dengan spektrum luas. C. sappan potensial
sebagai sumber senyawa antibakteri
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