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ABSTRACT

Crescentia cujete L. (C. cujete) has been known as a medicine for various diseases that
caused by microorganisms. This research was aimed to identify the phytochemical compounds and
to determine the antibacterial activity of ethanolic extracts from stem bark and leaves of C. cujete.
The phytochemical compounds in both extracts were identified by Harborne method, while antibac-
terial activity assay was performed by disc diffusion method with the concentration of bacteria 10°
cfu/mL. Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli (E. coli) were used in antibacterial
assay. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was obtained by using contact method. The phyto-
chemical compounds analysis showed that ethanol extracts of C. cujete stem bark and leaves con-
tained alkaloids, flavonoids, saponins, tannins, and steroids. The results of antibacterial activity test
showed that both extracts have antibacterial activity with the highest inhibition showed by extracts
with concentration of 100 %(w/v). The decreased percentage in the number of bacterial colonies on
the extracts was less than 90 % so that the MIC value of both extracts against S. aureus could not be
determined.
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ABSTRAK

Berenuk (Crescentia cujete L.) telah dikenal sebagai obat untuk menangani beberapa penya-
kit yang disebabkan oleh mikroorganisme.Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi senyawa fito-
kimia serta menentukan aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk. Senyawa
fitokimia diidentifikasi dengan metode Harborne, sedangkan aktivitas antibakteri ditentukan melalui
metode difusi cakram dengan konsentrasi bakteri 10° cfu/mL. Bakteri yang digunakan adalah Sta-
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phylococcus aureus (S. aureus) dan Escherichia coli (E. coli). Penentuan konsentrasi hambat mini-

mum (KHM) menggunakan metode kontak. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol

kulit batang dan daun berenuk mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan steroid.

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa kedua ekstrak memiliki aktivitas antibakteri dengan peng-

hambatan terbesar ditunjukkan oleh ekstrak dengan konsentrasi 100 % (b/v). Persentase penurunan

Jjumlah koloni bakteri pada kedua ekstrak kurang dari 90 % sehingga KHM kedua ekstrak terhadap

S. aureus tidak dapat ditentukan.

Kata kunci: antibakteri, batang, Crescentia cujete, daun, ekstrak etanol

1. PENDAHULUAN

Berenuk (Crescentia cujete L.) telah
lama digunakan dalam pengobatan tradisional,
baik bagian daging buah, daun, kulit batang,
maupun akarnya. Daging buah berenuk biasanya
digunakan masyarakat untuk mengobati diare,
sakit perut, flu, bronkitis, batuk, asma, uretritis,
ekspektoran, antitusif, dan pencahar (Kaneko et
al. 1998; Parvin et al. 2015). Meski demikian,
Alay-ay et al. (2016) melaporkan bahwa jus
buah berenuk memiliki efek hipoglikemia pada
tikus normal. Daun berenuk digunakan untuk
mengobati luka baru, sakit kepala, hipertensi,
hematoma, dan tumor. Kulit batang berenuk
dapat digunakan untuk membersihkan luka
dan mengobati diare berlendir (Parvin ef al.
2015). Berenuk juga banyak dijadikan tanaman
hias ataupun peneduh jalan yang tumbuh liar.
Berenuk juga berkhasiat membunuh caplak
sapi (Rhipicephalus microplus) dan ulat grayak
(Spodoptera litura) (Pareira et al. 2017, Safirah
etal.2016).

Tanaman berenuk mengandung beberapa
senyawa utama, antara lain: asam tartarat,
asam sitrat, tanin, [-sitosterol, estigmastrol,
o dan P amirina, asam stearat, triakontanol,
asam palmitat, quersetin, apigenin, dan minyak

esensial golongan diterpena (Kaneko et al.
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1998, Ogbuagu 2008, Dawodu et al. 2016).
Buah berenuk mengandung alkaloid, flavonoid,
fitosterol, tanin, dan saponin (Pasicolan et al.
2014, Billacura & Laciapag 2017). Adapun
daun berenuk terdeteksi memiliki senyawa
naftokuinon, glikosida iridoid, dan aukubin
(Agarwal & Popli 1992, Heltzel et al. 1993).
Parvin et al. (2015) melakukan uji
antibakteri ekstrak etanol dan fraksi kloroform
kulit batang dan daun berenuk yang diperoleh
dari Bangladesh, namun aktivitas penghambatan
tertinggi hanya ditunjukkan pada E. coli dengan
zona inhibisi 29 mm setara dengan standar
kanamisin 30 pg pada fraksi kloroform daun
berenuk. Rinawati (2011) juga melakukan uji
antibakteri ekstrak kulit batang segar dan kering
serta daun segar dan kering, namun zona hambat
terbesar hanya dihasilkan pada ekstrak daun segar
yaitu 19.8 mm terhadap Vibrio alginolyticus.
Beberapa penelitian sebelumnya telah banyak
menggunakan ekstrak daun dan kulit batang,
namun zona hambat yang dihasilkan tergolong
lemah hingga sedang terutama pada kulit batang.
Selain itu, informasi aktivitas antibakteri kulit
batang dan daun berenuk asal Indonesia masih
terbatas pada Vibrio alginolyticus dan sumber
tanaman yang masih segar. Padahal, pada taraf
penggunaan obat (khususnya jamu) jangka

panjang di masyarakat biasanya digunakan
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dalam bentuk sediaan simplisia. Oleh sebab itu,
perlu diteliti aktivitas antibakteri kulit batang dan
daun berenuk yang sudah merupakan simplisia
kering serta menggunakan isolat mikroba yang
berbeda.

Mikroba  yang

penelitian adalah S. aureus dan E. coli. S.

digunakan  dalam
aureus adalah bakteri patogen Gram positif
yang merupakan flora normal pada kulit, mulut,
dan saluran pernapasan bagian atas. S. aureus
dapat menyebabkan infeksi paru-paru, radang
selaput otak, radang tulang, sinusitis, radang
amandel, sepsis, dan infeksi kulit serta saluran
pencernaan (Fritz et al. 2013, Otto 2014).
Adapun E. Coli merupakan bakteri patogen
Gram negatif yang umumnya menghuni usus
manusia dan dapat menyebabkan penyakit pada
saluran kencing, diare, infeksi saluran kencing,
dan sindrom haemolytic uraemia (Ulett et al.
2013, Luna-Gierke et al. 2014). Penelitian ini
bertujuan mengidentifikasi metabolit sekunder
dan menentukan aktivitas antibakteri ekstrak
etanol kulit batang serta daun berenuk. Penelitian
ini diharapkan dapat memberikan informasi
mengenai kandungan fitokimia kulit batang
dan daun berenuk (Crescentia cujete L.) serta

potensi dan aktivitasnya sebagai antibakteri.

2. METODOLOGI

Biakan E. coli dan S. aureus tipe
liar didapatkan dari Departemen Biologi,

Institut Pertanian Bogor. Adapun sampel
berenuk (Crescentia cujete L.) diperoleh dari
perkebunan masyarakat di Kabupaten Bogor,
Jawa Barat (6°33° 177S/106°42°3”E) yang
telah berusia 4 tahun. Berenuk diidentifikasi
oleh Herbarium Bogoriense, Pusat Penelitian

Biologi — Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia

(PPB-LIPI), Bogor. Sampel kulit batang diambil
mulai dari kulit terluar hingga bagian sebelum
kambium, sedangkan sampel daun yang diambil
yaitu daun setelah helai ke-6 dari pucuk. Kulit
batang dan daun berenuk yang masih segar
masing-masing sebanyak 2 Kg dan 4 Kg dicuci
menggunakan air mengalir, dipotong kecil-kecil,
dan dikeringkan menggunakan oven pada suhu
40-50 °C sampai kering dan mencapai berat
yang konstan. Masing-masing sampel kemudian
dihaluskan menggunakan mesin penggiling
dengan penyaring 100 mesh hingga diperoleh
simplisia serbuk.

Simplisia yang didapatkan ditentukan
kadar airnya dengan menggunakan metode
AOAC (2007). Cawan porselen dicuci bersih
dan dikeringkan di dalam oven pada suhu 105 °C
selama 45 menit. Selanjutnya, cawan didingin-
kan dalam desikator selama 30 menit, kemudian
ditimbang bobot kosongnya. Simplisia serbuk
kulit batang berenuk dimasukkan ke dalam
cawan sebanyak 2 g dan dikeringkan di dalam
oven pada suhu 105 °C selama 3 jam. Cawan
beserta isinya diangkat, lalu didinginkan dalam
desikator selama 30 menit. Proses pengeringan
dihentikan bila diperoleh bobot serbuk yang
konstan. Penentuan kadar air dilakukan seba-
nyak tiga kali ulangan. Tahapan yang sama
juga dilakukan dengan menggunakan simplisia
serbuk daun berenuk.Kadar air dihitung dengan
rumus sebagai berikut:
B-(A-C)

B

Kadar air (%) = x 100 %

Keterangan:

A=Bobot cawan dan sampel setelah dikeringkan

(8)
B = Bobot sampel awal (g)

C = Bobot cawan kosong (g)
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Simplisia kulit batang dan daun berenuk
diekstraksi dengan metode yang diatur oleh
BPOM (2004). Simplisia serbuk kulit batang
berenuk sebanyak 50 g dimaserasi dengan
500 mL etanol 70 % menggunakan inkubator
bergoyang dengan kecepatan 120 rpm selama
24 jam pada suhu ruang. Setelah itu, residu
yang diperoleh dimaserasi kembali. Maserasi
dilakukan sebanyak 4 kali pengulangan. Semua
maserat dikumpulkan dan dipekatkan dengan
rotavapor pada suhu 60 °C. Bobot ekstrak kering
yang diperoleh kemudian ditimbang. Tahapan
ini juga dilakukan untuk simplisia serbuk daun
berenuk. Kadar rendemen dihitung dengan

rumus sebagai berikut:

x 100 %
B- (B xC)

Rendemen Ekstrak (%) =

Keterangan:

A = Bobot ekstrak (g)
B = Bobot simplisia (g)
C =Kadar air

Sebagian ekstrak etanol yang diperoleh
ditapis profil senyawa fitokimianya dengan
metode yang dikembangkan oleh Harborne
(2006). Uji fitokimia yang dilakukan secara
kualitatif pada penelitian ini adalah uji alkaloid,
flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid, dan
steroid. Uji positif alkaloid ditandai dengan
terbentuknya  endapan  berwarna  putih
kekuningan (dengan pereaksi Meyer), merah
atau jingga (dengan pereaksi Dragendorf), atau
putih kekuningan (dengan pereaksi Wagner).
Simplisia daun tapak dara digunakan sebagai
kontrol positif pada uji alkaloid (Zhu et al.
2015). Adapun wuji flavonoid diidentifikasi
dengan terbentuknya warna merah pada filtrat

uji. Simplisia daun sirth merah digunakan
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sebagai kontrol positif pada wuji flavonoid
(Safithri et al. 2016, Syaefudin et al. 2016). Uji
saponin ditandai dengan stabilnya buih yang
terbentuk pada filtrat uji bila dikocok. Simplisia
biji lerak digunakan sebagai kontrol positif pada
uji saponin (Hamburger et al. 1992).Warna biru
tua atau hitam yang terbentuk pada uji fitokimia
menunjukkan bahwa filtrat positif mengandung
tanin. Simplisia daun teh digunakan sebagai
kontrol positif pada uji tannin (Savolainen
1992). Adapun uji triterpenoid dan steroid
ditandai dengan terbentuknya warna merah
atau ungu untuk triterpenoid dan hijau atau biru
untuk steroid. Simplisia som jawa digunakan
sebagai kontrol positif pada uji steroid (Ramos
et al. 2010).

Ekstrak aktivitas
antibakterinya menggunakan metode difusi
cakram (Natta et al. 2008). Sebanyak 0.1

mL suspensi yang mengandung +10° cfu/mL

etanol diuji

bakteri disebar di atas media padat Nutrient
Agar (NA). Cakram berdiameter 5 mm yang
telah dicampurkan ekstrak dengan konsentrasi
20, 40, 60, 80, dan 100 % (b/v) serta kontrol
positif (amoksisilin 0.05 % (b/v)) diletakkan
pada permukaan media padat. Ekstrak 100 %
(b/v) adalah ekstrak pekat. Kemudian, cawan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Aktivitas antibakteri ditentukan melalui ukuran
zona bening yang terbentuk di sekeliling cakram
menggunakan jangka sorong. Zona bening yang
terbentuk dibandingkan dengan standar zona
hambat pada Tabel 1. Masing-masing perlakuan
dilakukan sebanyak dua kali ulangan.
Penentuan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) dilakukan dengan metode
kontak (Kubo ef al. 1992). Bakteri uji yang telah
dikulturkan dalam media cair Nutrient Broth
(NB) diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
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Tabel 1 Klasifikasi respon hambatan (Greenwood

1989)
Diameter zona bening Respon hambatan
(mm) pertumbuhan
<10 Kurang efektif
11-15 Lemah
16 —20 Sedang
>20 Kuat

Ekstrak dikontakkan dengan larutan pengencer
NB dan bakteri uji. Seri konsentrasi ekstrak yang
digunakan yaitu 15, 20, dan 25 % (b/v) dengan
volume total 1.2 mL. Kekeruhan bakteri dalam
media NB diukur dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 620 nm.
Kemudian, kombinasi perlakuan antara
ekstrak, larutan pengencer NB, dan bakteri uji
disiapkan dalam konsentrasi tertentu. Bakteri
uji (£10° cfu/mL) ditambahkan ke dalam vial
yang berisi media cair NB dan ekstrak, lalu
dihomogenkan. Komposisi ekstrak, media cair
NB, serta bakteri dapat dilihat pada Tabel 2.
Selanjutnya, sampel diinkubasi menggunakan
inkubator bergoyang pada suhu 37 °C selama 24
jam. Sampel pada setiap perlakuan diencerkan
hingga pengenceran 108, Tiga seri pengenceran
terakhir ~ ditumbuhkan dengan metode tuang
menggunakan media NA, lalu diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Koloni yang
tumbuh pada setiap cawan setelah 24 jam

dihitung. Konsentrasi hambat minimum (KHM)

ditentukan berdasarkan konsentrasi terkecil dari
setiap ekstrak yang dapat menghambat 90 %
pertumbuhan bakteri uji atau menurunkan satu
fase log (Cosentino et al. 1999).

Data yang diperoleh diolah mengguna-
kan program SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Data tersebut dianalisis dengan
analisis ragam (ANOVA) pada taraf a=0.05.
Jika terdapat perbedaan nyata (p<0.05) analisis

lanjut dilakukan dengan uji Duncan.

3. HASIL

Kadar air dan rendemen kulit batang dan
daun berenuk

Penetapan kadar air serta rendemen kulit
batang dan daun berenuk dapat dilihat pada
Tabel 3. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
simplisia kulit batang memiliki kandungan
air yang lebih sedikit dibandingkan dengan
simplisia daun. Meski demikian ekstrak kulit
batang memiliki nilai rendemen yang lebih
tinggi. Rendemen ekstrak etanol kulit batang
berenuk yang dihasilkan adalah 18.09% (b/
b), sedangkan rendemen ekstrak etanol daun
berenuk sebesar 7.94% (b/b).

Komponen fitokimia ekstrak etanol kulit
batang dan daun berenuk
Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa

kulit batang dan daun berenuk mengandung

Tabel 2 Komposisi ekstrak, media cair NB, dan bakteri uji pada penentuan KHM metode kontak

Konsentrasi ekstrak Jumlah ekstrak Jumlah media cair NB Jumlah bakteri uji
(% b/v) (mL) (mL) (mL)
0 - 1.00 0.20
15 0.18 0.82 0.20
20 0.24 0.76 0.20
25 0.30 0.70 0.20
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Tabel 4 Senyawa fitokimia ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk

Ekstrak
Uji - Kontrol positif
Kulit batang Daun

Alkaloid

Dragendorf +++ +++ +++

Meyer ++ ++ +++

Wagner +++ +++ +++
Flavonoid + + +++
Saponin +++ +++ ++
Tanin ++ ++ ++
Triterpenoid - - +
Steroid + + +

Keterangan:

(-) tidak mengandung metabolit sekunder

(+) mengandung metabolit sekunder, intensitas ditunjukkan dengan jumlah tanda + yang lebih banyak

metabolit sekunder alkaloid, flavonoid, saponin,
tannin, dan steroid (Tabel 4). Kedua ekstrak
tidak ditemukan senyawa triterpenoid.
Aktivitas antibakteri ekstrak etanol Kkulit
batang dan daun berenuk

Aktivitas antibakteri ditandai dengan

terbentuknya zona bening pada sekitar cakram

di media yang sudah ditumbuhkan bakteri dan
diberi esktrak dengan konsentrasi tertentu. Zona
bening yang terbentuk menunjukkan adanya
aktivitas penghambatan pertumbuhan mikroba
oleh senyawa antimikroba yang terdapat dalam
ekstrak. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk

dapat menghambat pertumbuhan E. coli maupun

Tabel 5 Diameter zona bening ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk

Sampel Konsentrasi (%) (b/v)

Diameter zona bening (mm)

E. coli S. aureus
Kulit batang 20 1.50 1.25
40 1.50 1.75
60 1.55 1.88
80 1.70 2.00
100 1.75 2.12
Daun 20 1.00 1.00
40 1.50 1.88
60 1.75 2.12
80 2.38 3.50
100 2.95 4.00
Kontrol positif Amoksisilin 0.05 8.62 14.25
Kontrol negatif Akuades - -

Keterangan: (-): tidak terdapat zona hambat
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Tabel 6 Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk

Konsentrasi ekstrak X koloni bakteri setelah kontak

Penurunan X koloni bakteri

Ekstrak (%) (cfu/mL) (%)

Kulit batang s = 2.5%107(1.5<10°) 68.75
20 <2.5%107(1.3%109) 72.92

25 <2.5%107(1.010°) 79.17

Daun s <1.0x10° 79.17
20 < 1.0x10° 79.17

25 < 1.0x10° 79.17

S. aureus (Tabel 5). Daya hambat pertumbuhan
bakteri sebanding dengan konsentrasi kedua
ekstrak. Meski demikian, aktivitas antibakteri
ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk
ini masih lemah. Hal ini bisa terlihat jika
dibandingkan dengan aktivitas antibakteri
kontrol positif, yakni amoksisilin 0.05 %. Hasil
penelitian juga menunjukkan bahwa ekstrak
etanol kulit batang dan daun berenuk memiliki
lebih  besar

terhadap S. aureus dibandingkan terhadap E.

aktivitas penghambatan yang

coli.

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) eks-
trak etanol kulit batang dan daun berenuk
terhadap S. aureus

Nilai KHM ekstrak etanol kulit batang
dan daun berenuk terhadap S. aureus dengan
pengencer NB dapat dilihat pada Tabel 6. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa jumlah koloni
yang terdapat pada ekstrak etanol kulit batang
dengan konsentrasi 15 % (b/v) lebih banyak
dibanding ekstrak etanol kulit batang dengan
konsentrasi 25 % (b/v). Hasil pengamatan juga
memperlihatkan bahwa jumlah koloni bakteri
pada tiga seri konsentrasi ekstrak etanol kulit
batang lebih banyak dibandingkan dengan
jumlah koloni bakteri pada tiga seri konsentrasi

ekstrak etanol daun berenuk. Hasil pengamatan

menunjukkan persentase penurunan jumlah
koloni bakteri pada kedua ekstrak kurang dari
90 %.

4. PEMBAHASAN

Kandungan air pada simplisia kulit
batang lebih tinggi dibandingkan dengan
simplisia daun berenuk. Kandungan air tersebut
menggambarkan perbandingan berat air bebas
yang terikat pada membran matriks sel tanaman
dengan air yang menguap akibat pengeringan.
Pengeringan sampel bertujuan mengurangi
kandungan air yang terdapat dalam sampel
sehingga dapat memperlama masa simpan ba-
han. Pengeringan dapat menurunkan kadar air,
namun tidak berpengaruh terhadap kandungan
beberapa metabolit sekunder tidak tahan panas
(Sutjipto et al. 2009, Setiafianti et al. 2017).
Perbedaan jenis dan metode pengeringan juga
dapat memengaruhi mutu simplisia secara
keseluruhan, namun masih dalam batas yang
diperbolehkan oleh Famakope Herbal Indonesia
(Wahyuni et al. 2014, Manoi 2015).

Pengukuran  kandungan air yang
terdapat dalam suatu bahan dapat dilakukan
dengan metode titrasi, destilasi, atau gravimetri.
Pengukuran ini bertujuan memberikan batasan
minimal atau rentang besarnya kandungan

air dalam bahan dan berkaitan erat dengan
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kemurnian bahan dan kontaminasi (Ditjen POM
2000). Penelitian ini menggunakan metode
gravimetri untuk menentukan kadar air karena
simplisia yang diteliti berupa serbuk atau pa-
datan. Kadar air menggambarkan kandungan
air yang masih dimiliki oleh simplisia dan akan
sangat menentukan saat penyimpanan. Kadar air
yang lebih tinggi memudahkan mikroorganisme
untuk hidup sehingga mampu merusak simplisia
selama disimpan.

Di sisi lain, rendemen ekstrak diperoleh
dari ekstraksi simpilisia kulit batang dan daun
berenuk dengan etanol 70 % (v/v). Penelitian
menunjukkan bahwa rendemen ekstrak etanol
kulit batang lebih tinggi dibandingkan dengan
ekstrak etanol daun berenuk. Hal tersebut
menunjukkan bahwa senyawa bioaktif yang
terkandung dalam simplisia kulit batang lebih
banyak terekstrak daripada simplisia daun de-
ngan pelarut etanol 70 % (v/v) (Sani et al. 2014).
Hasil ini berbeda dengan laporan Nurhasanah
et al. (2014) serta Kusuma dan Sulitiyo (2014)
yang menyatakan bahwa rendemen ekstrak daun
berenuk berturut-turut sebesar 12.8 % (b/b) dan
4.08 % (b/b). Hal ini kemungkinan disebabkan
oleh perbedaan asal tanaman serta pelarut
yang digunakan. Faktor fisik dan lingkungan
daerah penanaman berenuk memengaruhi profil
metabolit yang dihasilkan. Profil metabolit
yang beragam dapat meningkatkan perbedaan
daya ekstraksi pelarut serta kemampuan terlarut
keseluruhan metabolit pada tanaman dalam
pelarut.

Deteksi kandungan metabolit sekunder
pada ekstrak dilakukan dengan uji fitokimia.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kulit ba-
tang dan daun berenuk mengandung metabolit
sekunder alkaloid, flavonoid, saponin, tannin,

dan steroid. Meski demikian, pada kedua ekstrak
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tidak ditemukan senyawa triterpenoid. Hasil ini
sedikit berbeda dengan yang dilaporkan Erwin
et al. (2012) yang menyatakan bahwa ekstrak
methanol berenuk mengandung triterpenoid,
namun tidak ditemukan flavonoid dan tannin.
Penelitian lain menunjukkan bahwa daun dan
kulit batang berenuk mengandung alkaloid,
flavonoid, tannin, saponin, alkaloid, tanin,
glikosida, dan terpen (Edeoga et al. 2005, Das
et al. 2014). Perbedaan kandungan metabolit
sekunder tersebut kemungkinan disebabkan oleh
perbedaan asal tanaman, letak geografis, umur
tanaman, dan proses ekstraksi (Kusumaningtyas
et al. 2008). Perbedaan senyawa fitokimia
yang terdeteksi juga dapat disebabkan oleh
ukuran partikel serbuk simplisia yang diekstrak.
Sebagai contoh, Sembiring dan Suhirman (2014)
melaporkan bahwa ukuran partikel simplisia
yang lebih kecil akan memperbesar kandungan
flavonoid yang terekstrak. Meski demikian,

secara kualitatif hasil penelitian menunjukkan

bahwa kedua ekstrak memiliki intensitas
senyawa fitokimia yang sama.
Senyawa fitokimia tersebut sangat

penting bagi kemampuan aktivitas biologis
ekstrak tanaman. Sebagai contoh, flavonoid
memiliki peranan dalam melindungi sel-sel ma-
nusia dari kerusakan radikal bebas (Syaefudin
et al. 2014, Sulistiyani et al. 2014). Flavonoid
juga dapat berperan sebagai antibakteri (Parvin
et al. 2015). Saponin dikenal sebagai antibiotik
alami dan antiradang (Ejelonu ez al. 2011). Tanin
berperan dalam penyembuhan luka pencegah
infeksi bakteri (Ogbuagu 2008). Adapun steroid,
khususnya senyawa a-spinasterol, berfungsi se-
bagai antinoniseptik (analgesik), antiinflamasi,
antidematogenik (Freitas et al. 2009, Lee et al.
2012, Trevisan et al. 2012, Borges et al. 2014).

Penelitian ini menentukan juga bertu-
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juan menentukan aktivitas biologis ekstrak
berenuk dalam menghambat atau membunuh
bakteri. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk
memiliki aktivitas penghambatan yang lebih
besar terhadap S. aureus dibandingkan terhadap
E. coli. Hal ini mengindikasikan bahwa zona
hambat yang terbentuk pada uji antibakteri juga
dipengaruhi oleh jenis bakteri uji. S. aureus
merupakan bakteri Gram positif yang memiliki
dinding sel tebal berlapis tunggal dengan
kandungan lipid yang rendah. Adapun E. coli,
yang dalam hal ini mewakili bakteri Gram nega-
tif memiliki dinding sel tipis berlapis tiga dengan
kandungan lipid yang tinggi (Kohanski et al.
2010; Silhavy et al. 2010). Dinding sel bakteri
Gram negatif tersusun atas lipopolisakarida
(LPS), fosfolipid, dan lipoprotein pada membran
terluar yang mengandung porin. Kerusakan
dinding sel dimulai dari LPS dan porin. Senyawa
antibakteri bekerja dengan cara menembus LPS.
Molekul yang bersifat hidrofilik akan mudah
melewati LPS dibandingkan dengan molekul
hidrofobik. Bakteri Gram positif tidak memi-
liki LPS sehingga molekul antibakteri yang
bersifat hidrofilik dan hidrofobik akan mudah
menembusnya (Tortora et al. 2007).

Rinawati (2011) melaporkan bahwa
ekstrak etanol daun segar berenuk memiliki
penghambatan yang lebih besar pada Vibrio
alginolyticus dibandingkan dengan ekstrak eta-
nol daun kering, kulit batang segar, kulit batang
kering, buah segar, dan buah kering. Mekanisme
kerja antibakteri

masing-masing senyawa

metabolit sekunder berbeda-beda. Senyawa
alkaloid merupakan senyawa yang bersifat basa
yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen
(Harborne 2006). Nitrogen akan bereaksi dengan

asam amino yang menyusun dinding sel dan

DNA bakteri sehingga keseimbangan genetik
akan terganggu dan mengakibatkan kerusakan
total pada sel (Kohanski et al. 2010, Silhavy et
al. 2010).

Senyawa flavonoid merupakan salah
satu golongan terbesar senyawa fenol. Senyawa
ini memiliki gugus fungsional hidroksil (-
OH) yang melekat pada cincin aromatik.
Gugus hidroksil (-OH) pada senyawa fenol
dapat menyebabkan tingginya keasaman pada
permukaan membran plasma dari bakteri patogen
yang dapat mengganggu H' yang diperlukan
ATPase untuk sintesis ATP (Mahbub ez al. 2011).
Senyawa flavonoid merupakan zat antimik-
roba yang efektif terhadap berbagai macam
mikroorganisme (Cowan 1999). Senyawa ini
mampu membentuk kompleks antara protein
yang dapat larut dan protein ekstraseluler
dengan dinding sel bakteri. Kompleks tersebut
menyebabkan terganggunya integrasi membran
sel bakteri (Huang et al. 2015).

Senyawa saponin dapat membentuk

kompleks dengan sterol yang terdapat
pada membran sel sehingga menyebabkan
kerusakan membran. Rusaknya membran

sel mengakibatkan membran plasma pecah,
sitoplasma keluar, transport zat terganggu, dan
metabolisme terhambat sehingga pertumbuhan
bakteri juga terhambat bahkan mati (Tortora et
al. 2007). Senyawa tanin dapat mengkoalgulasi
dan mendenaturasi protein. Tanin yang berikatan
dengan protein membentuk ion H" menyebab-
kan pH menjadi asam sehingga merusak protein.
Kondisi

terdapat pada bakteri sehingga metabolisme

asam menonaktifkan enzim yang

selnya terganggu dan bahkan rusak. Senyawa
steroid dapat berinteraksi dengan membran
fosfolipid sel

yang bersifat impermeabel

terhadap senyawa-senyawa lipofilik sehingga

9
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menyebabkan integritas membran menurun,
morfologi membran sel berubah, dan akhirnya
dapat menyebabkan membran sel rapuh dan lisis
(Yani 2004).

Kontrol positif yang digunakan pada
pengujian aktivitas antibakteri yaitu amoksisilin
Hasil

pengujian menunjukkan bahwa amoksisilin

yang merupakan turunan penisilin.

memiliki zona penghambatan yang lebih besar
pada S. aureus dibandingkan pada E. coli. Hal
ini sesuai dengan Pelczar dan Chan (2007)
yang memaparkan bahwa bakteri Gram positif
pada umumnya lebih rentan terhadap antibiotik
penisilin, sedangkan bakteri Gram negatif lebih
rentan terhadap antibiotik seperti streptomisin.
Hasil pengujian juga menunjukkan bahwa eks-
trak kulit batang dan daun berenuk memiliki
aktivitas penghambatan tidak lebih dari 10
mm. Hal ini menujukkan bahwa kedua ekstrak
memiliki respon hambat pertumbuhan yang
kurang efektif jika dibandingkan dengan
zona hambat kontrol positif dan bersifat
bakteriostatik.

Penentuan konsentrasi hambat minimum
(KHM) dilakukan terhadap ekstrak batang dan
daun berenuk. KHM merupakan konsentrasi
terendah ekstrak yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji sebanyak 90 % dari
inokulum awal setelah inkubasi 24 jam atau
menurunkan 1 fase log (Cosentino et al. 1999).
Bakteri uji yang digunakan pada tahap ini
adalah S. aureus. Bakteri ini digunakan karena
memiliki penghambatan yang lebih besar pada
uji aktivitas antibakteri yang telah dilakukan
sebelumnya dan efisiensi penggunaan ekstrak
yang jumlahnya terbatas.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin

tinggi tingkat penghambatan sehingga jumlah
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bakteri yang tumbuh semakin sedikit. Penelitian
juga memperlihatkan bahwa nilai KHM kedua
ekstrak belum dapat ditentukan. Persentase
bakteri ekstrak
etanol kulit batang tertinggi dihasilkan pada
konsentrasi 25 % (b/v) sebesar 79.17 %. Hal ini
memungkinkan untuk merentangkan kembali
konsentrasi ekstrak di atas 25 % (b/v). Angka
pasti jumlah koloni bakteri setelah kontak tidak

penurunan jumlah koloni

diperoleh pada ekstrak etanol daun berenuk
karena tidak ada pertumbuhan koloni yang
teramati pada tingkat pengenceran terendah
yang dilakukan, yakni 10-°. Hal ini menunjukkan
konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol
daun cenderung belum dapat ditentukan.
Jumlah koloni bakteri yang dihasilkan
pada pencawanan tiga seri pengenceran terakhir
menunjukkan taksiran jumlah koloni bakteri
yang tumbuh. Hal ini disebabkan oleh jumlah
koloni bakteri yang tumbuh pada media berada
di bawah kisaran jumlah bakteri yang umumnya
dapat dihitung. Kisaran umum perhitungan
jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada media
yaitu 25-250 cfu/mL (Harmita & Radji 2008).
Oleh karena itu, tingkat pengenceran dapat
dikurangi. Pencawanan juga dapat dilakukan
pada seri tingkat pengenceran yang lebih rendah
agar jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada
media dapat dihitung sesuai kisaran yaitu 25-
250 cfu/mL.
Hasil

menunjukkan bahwa nilai KHM ekstrak etanol

penelitian sebelumnya
daun segar majapahit terhadap pertumbuhan
V. alginolyticus menggunakan metode dilusi
sebesar 60 %, ditandai dengan larutan yang
mulai jernih (Rinawati 2011). Nilai KHM
ekstrak etanol daun berenuk terhadap E. coli
ATCC 25922 sebesar 50 % dan S. aureus ATCC
29213 sebesar 25 % (Ardianti & Kusnadi 2014).
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Fraksi n-heksana kulit batang berenuk memiliki
nilai KHM terhadap bakteri S. aureus dan E.
coli masing-masing sebesar 0.20 dan 0.10 mg/
mL (Yani 2011).

Senyawa aktif yang terdapat pada
ekstrak etanol kulit batang dan daun berenuk
antara lain alkaloid, flavonoid, saponin, tanin,
dan steroid. Ekstrak etanol kulit batang dan
daun berenuk memiliki aktivitas penghambatan
yang lebih besar terhadap S. aureus. Kedua
ekstrak menghasilkan zona hambat terbesar
pada konsentrasi 100 % (b/v). Persentase
penurunan jumlah koloni bakteri pada kedua
ekstrak kurang dari 90 % sehingga konsentrasi
hambat minimum (KHM) kedua ekstrak belum
dapat ditentukan.
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