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ABSTRAK

Daun Bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) adalah tanaman hias yang sangat bermanfaat
karena memiliki kandungan senyawa yang bersifat antibakteri. Kandungan tersebut yang
akan digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Karies gigi merupakan penyakit
infeksi pada jaringan keras gigi yang disebabkan oleh bakteri khususnya bakteri
Streptococcus mutans ATTC 25175, dimana mengubah polisakarida yang melekat pada
permukaan gigi menjadi asam dan terjadi kehilangan mineral sehingga permukaan gigi rusak.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri hasil fraksinasi ekstrak daun
bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) dengan mengetahui zona hambat yang diperoleh
menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis Bioautografi. KLT bioautografi merupakan
metode untuk mengidentifkasi senyawa yang bersifat antibakteri dengan memanfaatkan
kromatografi lapis tipis. Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan lempeng kromatogram
hasil elusi dengan pelarut n-butanol : asam asetat : air pada berbandingan 4 : 1 : 5 sebanyak
tiga kali perlakuan. Hasil uji aktivitas antibakteri dari fraksi air, n-heksan dan etil asetat daun
bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) diperoleh zona hambat tiap perlakuan yaitu pada
perlakuan replikasi 1 fraksi air, n- heksan dan etil asetat dengan rerata zona hambat 5,1 mm,
4,2 mm dan 4,4 mm perlakuan replikasi 2 fraksi air, n- heksan dan etil asetat rerata zona
hambat 4,93 mm, 3,86 mm dan 3,38 mm dan pada perlakuan replikasi 3 fraksi air, n- heksan
dan etil asetat dengan rerata zona hambat 5,06 mm, 4,0 mm dan 4,13 mm. Dari penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa fraksi air daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 dan
fraksi air daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) memberikan efektivitas terhadap
bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 dengan menggunakan metode KLT bioautografi.

Kata kunci : Antibakteri, Daun Bogenvil, Fraksi Air, KLT, Bioautografi

ABSTRACT

Bogenvil leaf (Bougainvillea spectabilis W.) is an ornamental plant that is very useful
because it contains antibacterial compounds. The content will be used to inhibit the growth
of bacteria. Dental caries is an infectious disease of the hard tissues of the teeth caused by
bacteria, especially Streptococcus mutans ATTC 25175, which converts polysaccharides
attached to the tooth surface into acid and minerals loss occurs so that the tooth surface is
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damaged. This study aims to determine the antibacterial activity of the fractionated leaf
extract of bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) by knowing the zone of inhibition obtained
using the Bioautography Thin Layer Chromatography method. TLC bioautography is a
method to identify antibacterial compounds by using thin layer chromatography.
Antibacterial activity test using chromatogram plate elution result with the solvent n-butanol:
acetic acid: water in a ratio of 4: 1: 5 for three treatments. The results of the antibacterial
activity test of the water, n-hexane and ethyl acetate fractions of bogenvil leaf (Bougainvillea
spectabilis W.) obtained an inhibition zone for each treatment, namely in the replication
treatment of 1 water fraction, n-hexane and ethyl acetate with an average inhibition zone of
5.1 mm, 4.2 mm and 4.4 mm in the replication treatment of 2 water fractions, n-hexane and
ethyl acetate the mean inhibition zones were 4.93 mm, 3.86 mm and 3.38 mm and in the
replication treatment 3 water fractions, n-hexane and ethyl acetate with an average
inhibition zone of 5.06 mm, 4.0 mm and 4.13 mm. From this research, it can be concluded
that the water fraction of bougainvillea (Bougainvillea spectabilis W.) has antibacterial
activity against the growth of Streptococcus mutans ATTC 25175 bacteria and the water
fraction of bougainvillea (Bougainvillea spectabilis W.) provides effectiveness against the
bacteria Streptococcus mutans ATTC 25175 using the bioautography TLC method.

Keywords: Antibacterial, Bogenvil Leaf, Water Fraction, TLC, Bioautography

PENDAHULUAN

Karies gigi merupakan suatu penyakit infeksi yang terjadi pada jaringan keras gigi
yang disebabkan oleh bakteri khususnya bakteri golongan Streptococcus, dimana
polisakarida yang melekat pada permukaan gigi diubah oleh bakteri tersebut menjadi asam
dan terjadi kehilangan mineral atau demineralisasi pada jaringan keras gigi sehingga terjadi
kerusakan jaringan pada permukaan gigi dan meluas ke bagian lebih dalam dari gigi.
Penyebab utama terjadinya karies gigi yaitu bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 yang
bersifat asidogenik atau penghasil asam dan bersifat asidurik atau mampuh tinggal di
lingkungan asam (Dewi et al., 2015 ; Tameon et al., 2021).

Penyakit karies gigi paling banyak menyerang anak-anak 5 tahun dengan tingkat
prevalensi cukup tinggi kurang lebih 50%, dari peningkatan prevelensi sampai pada kondisi
yang sangat parah dapat mengganggu sisten pengolahan makanan dalam mulut. Berdasarkan
penelitian salah satu peniliti di Amerika Serikat bahwa prevelensi Early Childhood Caries
(ECG) atau karies anak usia dini, pada anak umur 3-5 tahun sebesar 90% (Ayu et al., 2017).

Menurut RISKESDAS atau Riset Kesehatan Dasar tahun 2018, bahwa prevelensi
penyakit karies gigi yang terjadi di Indonesia sebesar 93% pada anak-anak. Dengan
demikian, dapat diartikan bahwa 7% dari anak-anak di Indonesia tidak mengalami karies
gigi (Gerung et al., 2021).

Tanaman bougenvil atau lebih dikenal dengan sebutan daun bunga diyakini
masyarakat indonesia memiliki khasiat untuk menyembuhkan penyakit hepatitis, bisul, nyeri
haid dan keputihan. Ekstrak tanaman ini bougenvil dilaporkan memiliki aktivitas
antiinflamasi, antihiperkemik. Senyawa biokatif ekstrak daun dan bunga bogenvil memiliki
aktivitas antibakteri (Nugroho et al., 2017). Kandungan senyawa berupa flavanoid, glikosida,
tanin, fenol, alkaloid, steroid dan terpenoid. Adapun khasiat dan manfaat dari tanaman bunga
dan daun bougenvil yaitu antioksidan, antiinflamasi, antiulcer, antidiabetes, antidiarrhoeal
dan antimikroba (Palupi et al., 2020).

Berdasarkan penelitian (Palupi et al., 2020) bahwa ekstrak daun bogenvil
(Bougainvillea spectabilis W.) mempunyai aktivitas antibakteri dengan konsentrasi 3%
dengan zona hambat sebesar 8,95 mm, konsentrasi 9% dengan zona hambat sebesar 10, 45
mm, konsentrasi 12% dengan zona hambat sebesar 10,00 mm, konsentrasi 15% dengan zona
hambat sebesar 12,45 mm terhadap bakteri Escherichia coli.

Berdasarkan beberapa penelitian tersebut maka peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian uji aktivitas antibakteri dari hasil fraksinasi ekstrak metanol daun bogenvil
(Bougainvillea spectabilis W.) terhadap Streptococcus mutans ATTC 25175 dengan metode
KLT bioautografi.
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METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang digunakan dalam artikel ini adalah eksperimental laboratorium
dengan fraksinasi metanol daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.) terhadap bakteri
Streptococcus mutans

Alat dan Bahan

Autoklaf, chamber, inkubator, kaki tiga, kawat kasa, LAF, lampu spiritus, lampu UV
254 dan 365 nm, oven, penangas air, rotavapor, sendok tanduk, spuit 1 mL, spuit 5 ml, spuit
10 mL, timbangan analitik Aquades (shagufta) , dietil eter (indoreagen), DMSO (dimetil
sulfoksida)(emplura) , etil asetat (merck), HCI (indoreagen) , kloroforom(merck) , metanol
(merck), silika gel 60 GF254 (merck), medium nutrient agar (NA)(merck), sampel fraksi
ekstrak daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.), natrium klorida (NaCl) 0,9% (Merck),
N-heksana(merck) , N-butanol ( smart lab), etil asetat (Merck), aluminium klorida (smart
lab), kloroform (polylab) , besi klorida (FeCl3) (Merck), Dragenddor (merck) f, H2SO4
(Merck), larutan Liebermann-Burchard (Nitrokimia).

Prosedur Penelitian
1. Pengolahan Simplisia
Daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.) yang sudah dipetik dapat dilakukan
sortasi basah. Daun dikeringkan dengan cara diangin-anginkan sampai kering. Kemudian
dilakukan sortasi kering.Setelah itu, sampel dihaluskan danserbuk siap diekstraksi (Lady
Yunita Handoyo & Pranoto, 2020).
2. Ekstraksi Sampel
Pembuatan ekstrak daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.).Serbuk simplisia
yang telah halus ditimbang kurang lebih 500 gram dimasukkan dalamwadah kaca yang
terrtutup rapat. Kemudian, diberi pelarut metanol sebanyak 3,25 L. Proses ekstraksi
secara maserasi dilakukan selama 3 x 24 jam dengan pergantian pelarut yang sama setiap
24 jam dan dilakukan pengadukan menggunakan stirer sesering tiap hari. Setelah itu dan
diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator pada temperatur 65°C hingga diperoleh
ekstrak kental (Munte et al., 2016; Lovianie et al., 2019).
3. Skrining Fitokimia
a. Senyawa Flavanoid
Ekstrak kental daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.) ditimbang sebanyak
0,5 gram dilarutkan dengan aquades secukupnya dan ditambahkan serbuk Mg
sebanyak 0,1 mg. kemudian, ditambahkan HCI sampai berubah warna. Hasil positif
mengandung flavanoid jika terbentuk warna orange, merah bata atau kuning (Frastika
et al., 2017).
b. Senyawa Alkaloid
Ekstrak kental daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.) ditimbang sebanyak
0,5 gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah dengan HCI 2 mL dan
dipanaskan di atas penangas air sambil diaduk, kemudian didinginkan hingga suhu
kamar. NaCl serbuk ditambahkan, diaduk dan disaring. Kemudian filtrat ditambah
HCI 2 mL. Setelah itu ditambahkan pereaksi Wagner sebanyak 3 tetes. Hasil positif
mengandung alkaloid jika terbentuk warna coklat (Frastika et al., 2017).
c. Senyawa Tanin
Ekstrak kental daun bogenvil (Bougenvillea spectabilis W.) ditimbang sebanyak
0,5 gram dilarutkan dengan aquadest sebanyak 10 mL. Kemudian, disaring dan
ditambahkan reagen FeCls. Hasil positif mengandung tanin jika terdapat warna hijau
atau biru kehitaman (Frastika et al., 2017).

4. Fraksinasi
Fraksinasi sampel dilakukan dengan metode ektraksi cair-cair menggunakan corong
pisah.Dengan menggunakan tiga pelarut yaitu n-heksan, etil asetat, dan air. Ekstrak kental
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ditimbang sebanyak 10 gram dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer dan dilarutkan
dengan air sebanyak 100 mL. Kemudian, larutan sampel dimasukkan ke dalam corong
pisah dan ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 100 mL. Setelah itu, digojok sampai
homogen. Kemudian, sampel larutan dibiarkansampai terbentuk dua lapisan yaitu lapisan
air dan n-heksan. Keluarkan lapisan airdan n- heksan ditampung dalam gelas kimia.
Setelah itu, Lapisan air dimasukan dan dilakukan pelungan dengan pengerjaan yang
samauntuk etil asetat. Ketiga HasilFraksi dipekatkan menggunakan rotary evaporator
sehingga didapatkan ekstrak kental (Aslah et al., 2019).
5. Uji kandungan senyawa flavanoid
Masing — masing hasil fraksi diuji kandungan flavanoid daun bogenvil
(Bougenvillea spectabilis W.) dipipet sebanyak 5 ml masing masing fraksi dan
ditambahkan serbuk Mg sebanyak 0,1 mg. kemudian, ditambahkan HCI sampai berubah
warna. Hasil positif mengandung flavanoid jika terbentuk warna orange, merah bata atau
kuning (Frastika et al., 2017).
6. Sterilisasi Alat
Sebelum alat-alat digunakan dicuci terlebih dahulu dikakukan sterilisasi agar tidak
terjadi kontaminan. Alat-alat yang bersifat kaca atau gelas dibungkus dengan
menggunakan kertas hvs putih dan disterilkan dalam oven dengan suhu 180°C selama 2
jam. Alat-alat yang bersifat karet dan plastik disterilkan dalam autoklaf engan suhu 121°C
selama 15 menit. Dan alat-alat yang bersifat logam disterilkan dengan menggunakan
lampu spiritus atau bunsen selama 0,5 menit (Wahyuningsih et al., 2020).
7. Pembuatan Media Nutrient Agar
Ditimbang nutrient agar (NA) sebanyak 0,56 gram dimasukkan dalam gelas
erlenmeyer. Kemudian dilarutkan dengan aquadest sebanyak 20 mL. Setelah itu
dipanaskan sampai larut. Kemudian disterilkan selama 15 menit dalam autoklaf pada
suhu 121°C (Kadir et al., 2021).
8. Peremajaan Kultur Murni
Biakan murni bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 yang diambil dari Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Hasanuddin Makassar dan diinokulasi dengan cara
digoreskan pada agar miring dengan menggunakan ose bulat dalam medium nutrient
agar (NA) secara aseptis. Kemudian diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C
selama 24 jam (Wahyuningsih et al., 2020).
9. Pembuatan suspensi Bakteri
Bakteri hasil peremajaan diambil satu ose pada media nutrient agar. Kemudian
disuspensikan dalam tabung reaksi dengan cairan NaCl 0,9% dan dikocok sampai
homogen. Adanya bakteri ditandai dengan kekeruhan (Kadir et al., 2021).
10. Pengujian KLT
a. Persiapan kromatografi lapis tipis
Fase gerak yang digunakan adalah eluen n-butanol : asam asetat : air dengan
perbandingan 4 : 1 : 5 Eluen dimasukkan ke dalam chamber untuk dijenuhkan selama
10 menit dengan menggunakan kertas saring. Tujuannya untuk membuat tekanan uap
pada seluruh bagian bejana menjadi sama. Sebelum dilakukan pemisahan senyawa dari
fraksi daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.). Terlebih dahulu dibuatkan plat
silika gel sebagai fase diamnya dengan ukuran 1 x 7 cm. Kemudian diberi tanda garis
pada tepi atas dan bawah plat dengan jarak 1 cm dengan menggunakan pensil.
Diberikan penanda dengan tujuan menunjukkan posisi awal totolan dan tepi atas
sebagai tanda batas dari proses elusi. Setelah itu plat silika Gel yang sudah jadi
diaktifkan dengan cara dipanaskan dalam oven selama 10 menit pada suhu 105°C.
Tujuannya untuk menghilangkan kadar air yang terdapat pada plat KLT (Aslah et al.,
2019).

b. Penotolan Sampel Fraksi
Fraksi daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) dibuat dengan konsentrasi
10% atau 0,5 gram. Kemudian, ditotolkan pada lempeng KLT yang telah diaktifkan.
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Setelah itu dimasukkan dalam chamber yang telah ada eluen kemudian ditunggu
sampai proses elusi selesai (Putri et al., 2017 ; Manguntungi et al., 2016).
11.Pengujian KL T Bioautografi
Nutrient Agar ditimbang sebanyak sebanyak 2,1 gram dan dimasukkan dalam
erlenmeyer. Kemudian ditambahkan dengan aquadest sampai 75 mL dan dipanaskan
sambil diaduk sampai homogen. Setelah itu, media NA yang telah jadi disterilkan dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Medium diangkat dan
dibiarkan sampai cukup dingin. Media nutrien agar yang masih cair dituang ke dalam
botol coklat sebanyak 15 mL. kemudian tambahkan bakteri suspensi 0,2 mL,selanjutnya
homogenkan. Pengerjaan dilakukan secara aseptis. Setelah itu, dimasukkan ke dalam
cawan petri dan dibiarkan hingga memadat. Kromatogram hasil pemisahan senyawa
secara KLT dari fraksi daun bougenvil diletakkan masing-masing perlakuan diatas
medium yang memadat. Untuk perlakuan kontrol positif menggunakan larutan obat
eritrimisin sebanyak 20upL dengan cakram disk dan kontrol negatif menggunakan
lempeng KLT kosong. Pada perlakuan dengan fraksi dilakukan tiga kali pengulangan.
Setelah itu, didiamkan di dalam dilemari pendingin selama 60 menit. Kemudian, lempeng
kromatogram diangkat dan dikeluarkan dari medium. Selanjutnya diinkubasi selama 1 x
24 jam pada suhu 37°C. Diukur zona hambat dengan menggunakan jangka sorong.

1. Pengujian KLT
a. Persiapan Kromatografi Lapis Tipis

Fase Gerak

- Dibuat eluen n- butanol : asam
asetat : air
- Dijenuhkan

Fase Diam

- Digunting
- Ditandai
- Diaktifkan

Siap digunakan
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b. Penotolan Sampel Fraksi

Fraksi air, n-heksan dan etil asetat Daun bogenvil
(Bougenvillea spectabilis W.)

\

y

Dibuatkan konsentrasi 10%
Diambil menggunakan pipa kapiler
Ditotolkan pada lempeng

Dielusi dalam chamber

Terbentuk dua bercak atau noda

Pengujian KL T Bioautografi

Nutrient agar 2,1 gram

\

/

- Ditimbang

- Dilarutkan dengan aquadest

- Dipanaskan dengan api bunsen
- Disterilkan dalam autoklaf

- Didinginkan

- Dituangkan dalam wadah kaca

Suspensi bakteri 0,2 mL

- Didinginkan sampai memadat

Perlakuan |

Kontrol Positif
(kloramfenikol2
OuL)

autoklaf
- Diukur

- Diinkubasi 24 jam dalam -

Perlakuan 1 Perlakuan I11
Kontrol Negatif Lemﬁ%?wtéoglusi
(tgzz)?]er;g fraksi daun
g bogenvil
- Ditetesi 20uL
dengan menggunakan - Ditempelkan
Pipet mikro - Didinginkan 60 menit
- Ditempelkan pada medium - Diangkat

Diinkubasi 24 jam
dalam autoklaf
Diukur

Hasil pengukuran zona hambat
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Analisis Data

Data hasil pengukuran zona hambat yang diperoleh dari pengujian aktivitas
antibakteri dilakukan uji normalitas untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal atau
tidak. Dan dilanjutkan dengan uji homogenitas untuk mengetahui apakah data homogen atau
seragam. Setelah data terdistribusi normal dan homogen dilanjutkan dengan analisis data
yang menggunakan uji One Way Analysis of Variance (ANOVA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) merupakan tanaman hias yang
berkhasiat sebagai antibakteri karena terdapat senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, steroid
dan tanin yang memiliki kemampuan yang berbeda dalam menghambat maupun membunuh
bakteri (Palupi et al., 2020).

Penelitian ini bertujuan untuk melihat aktivitas antibakteri fraksi air, n- heksan dan etil
asetat daun Bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) dalam menghambat pertumbuhan
Streptococcus mutans dengan kontrol positif kloramfenikol. Untuk melihat aktivitas
konsentrasi antibakteri fraksi air daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) dalam
menghambat pertumbuhan Streptococcus mutans ATTC 25175 dengan menggunakan
metode KLT bioautografi.

1. Hasil Ekstraksi Daun Bogenvil

Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah daun Bogenvil (Bougainvillea
spectabiliswW.) yang diekstraksi menggunakan metode maserasi berulang. Metode
maserasi berulang adalah metode dengan cara mengulangi perendaman dengan volume
pelarut tertentu untuk mendapatkan banyak persen ekstrak. Dipilih metode maserasi
karena menghindari rusaknya senyawa aktif yang tidak tahan terhadap panas dan dengan
perendaman terjadi pemecahan dinding dan membran sel sehingga senyawa dapat ditarik
keluar karena perbedaan konsentrasi pelarut dengan senyawa.

Tabel I. Hasil Rendamen

Sampel Jenis Berat Sampel Berat Ekstrak Persen
P Pelarut Kering Kental Rendamen
Daun Bogenvil Metanol 500 gram 78,96 gram 15%

Pemilihan pelarut metanol karena mampu melarutkan senyawa fenol dalam ekstrak
menjadi lebih banyak dan pelarut metanol merupakan pelarut yang bersifat cenderung
semipolarsehingga kemampuan menarik senyawa secara berdasarkan tingkat
kepolarannya bersifat universal. adi, dapat dikatakan bahwa pelarut metanol mampu
mengekstraksi fenol dari daun bogenvil dengan lebih efektif karena memiliki kandungan
fenol yang lebih besar (Susanti et al., 2021). Rendamen adalah nilai perbandingan antara
hasil ekstrak yang diperoleh dengan bobot awal simplisia hasil ekstrak daun bogenvil
menghasilkan ekstrak metanol yang sangat kental sebanyak 78,98 gram dengan persen
rendaman yang didapat yaitu rata rata 15% (Leba, 2017 ; Hasnaeni et al., 2019 ; Ningsih
et al., 2020).

2. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Bogenvil

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia

Senyawa Pereaksi Warna Hasil
Alkaloid Wagner Coklat +
Flavanoid HCI Kuning +
Tanin FeCl; 5% Hijau kehitaman +
Keterangan :

(+) = Positif mengandung senyawa uji
(-) = Negatif atau tidak mengandung senyawa uji
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Pada penelitian ini dilakukan pengujian skrining fitokimia ekstrakdaun bogenvil
(Bougainvillea spectabiliswW). Pada pengujian alkaloid dengan menggunakan asam
klorida pekat, serbuk NaCl dan reagen wagner menunjukkan terbentuknya warna coklat.
Berdasarkan penelitian (Sianipar et al., 2017) alkaloid dikatakan positif jika terterbentuk
endapan berwarna coklat. Pada pengujian flavanoid menggunakan pereaksi asam klorida
pekat yang menunjukan hasil yang diperoleh dengan terbentuk warna kuning.
Berdasarkan penelitian (Nor et al., 2018 ; Nugroho et al., 2017). Flavonoid positif
apabila terjadi perubahan warna menjadi merah bata, kuning, orange, atau merah
keunguan. Pengujian tanin menggunakan reagen FeCls, hasil yang didapatterbentuknya
warna hijau kehitaman. Berdasarkan penelitian (Hidayah et al., 2016). Tanin dikatakan
positif jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin.
Berdasarkan penelitian (Nugroho et al., 2017). Daun bogenvil (Bougainvillea spectabilis
W.) terdapat senyawa tanin,alkaloid dan flavonoid.

3. Hasil Fraksi Air Daun Bougenvil

Tabel I11. Hasil Fraksi Air

Ekstrak Sampel Jenis fraksi Bobot ekstrak Hasil Fraksi
Fraksi air 10 gram 17,5 gram
Daun Bogenvil Fraksi N- heksan 10 gram 0,62 gram
Fraksi Etil asesetat 10 gram 0,57 gram

Pada penelitian ini uji selanjutnya yaitu fraksinasi yang merupakan metode
ekstraksi secara cair-cair dengan menggunakan tiga pelarut dengan tingkat kepolaran
yang berbeda. Fraksinasi digunakan untuk memisahkan senyawa yang bersifat polar, non
polar dan semi polar. Pelarut polar yang digunakan adalah air, karena air mampu menarik
senyawa yang polar terutama senyawa flavanoid. Pelarut non polar yang digunakan yaitu
n-heksan, n-heksan dapat menarik senyawa non polar. Pelarut etil asetat dapat
memisahkan senyawa yang bersifat semi polar. Pelarut yang pertama digunakan untuk
melarutkan ekstrak adalah air yang kemudian dilanjutkan pelarut n-heksan dan pelarut
yang terakhir yaitu etil asetat. Hasil fraksi air yang diperoleh dari proses fraksinasi
sebesar 17,5 gram, fraksi n heksan sebesar 0,62 gram dan fraksi etil asetat sebesar 0,57
gram (Rengga, 2020). Berdasarkan penelitian (Mindawarnis, 2016). Fraksi air merupakan
fraksi yang paling positif mengandung flavanoid dibandingakan dengan fraksi n-heksan
dan fraksi etil asetat, dimana flavanoid merupakan senyawa polar yang larut dalam
pelarut polar seperti air.

4. Hasil Uji Kandungan Senyawa Flavanoid
Hasil Uji flavonoid dari ekstrak n-heksan, etil asetat, dan airdapat dilihat apda table
4.4. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak air yang paling positif mengandung
flavonoid karena saat penambahan pereaksi, warna menunjukkan khas untuk senyawa
flavonoid.

Tabel 1V. Hasil Uji Senyawa Flavanoid

No Fraksi Senyaw_a Warna
Flavanoid
1. N- Heksan - Hijau
2. Etil Asetat - Hijau
3. Air + Kuning
Keterangan :

(+) = Positif mengandung senyawa uji
(-) = Negatif atau tidak mengandung senyawa uji
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5. Hasil Profil KLT Fraksi Air Daun Bogenvil

Tabel V. Hasil Profil KLT fraksi air Daun Bogenvil
Penampakan Bercak Pada

Jenis Jumlah Visual Sinar UV Sinar UV
Fraksi Bercak 254nm 365nm
Rf Warna Rf Warna Rf Warna
1 Fluoresensi
(Simplo) 0,49 Hijau 0,49 Kuning 0,6 Mer_ah
. kekuningan
Fraksi Air .
2 Fluoresensi
(Duplo) 0,76 Hijau 0,78 Kuning 0,76 Mer_ah
kekuningan
. Fluoresensi
F;f;'fs'a';' s nll o O078 Hiau 078 Hju 078 Coklat
P kemerahan
. Fluoresensi
Fraksi 1 045 Hijau 045 Hijau 045 Coklat
Etil asetat  (Simplo)
kemerahan

Pada penelitian ini selanjutnya dilakukan uji kromatografi lapis tipis dimana
dilakukan pemisahan senyawa yang akan ditentukan lewat nilai Rf yang didapat dan
kemudian dibandingkan dengan senyawa flavanoid. Penentuan eluen dilakukan dengan
cara melihat profil kromatografi dari setiap perbandingan eluen yang digunakan
terhadapfraksi air, n — heksan dan etil asetat daun Bogenvil (Bougainvillea spectabilisW.)
sampai mendapatkan hasil noda atau bercak yang terbentuk. Fraksi yang akan diujikan
aktivitas antibakterinya terlebih dahulu dielusi dengan eluen n- butanol, asam asetatdan
air dengan perbandingan 4 : 1 : 5, dimana eluen ini dapat memisahkan senyawa dalam
fraksi dengan baik. Fase diam yang digunakan yaitu silika gel yang bersifat polar
sedangkan eluen yang digunakan sebagai fase gerak bersifat sangat polar akan
menentukan nilai Rf. Penggunaan fase gerak ini sering digunakan untuk senyawa
flavanoid (Mindawarmis et al., 2016).

(@) (b) (©
Gambar 1. Penampakan bercak atau noda dengan sinar langsung
Keterangan:
a = Fraksi air

b = Fraksi n heksan
¢ = Fraksi etil asetat
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(b) (©
Gambar 2. Penampakan bercak atau noda dengan sinar UV 254 nm

Keterangan:

a = Fraksi air

b = Fraksi n heksan
¢ = Fraksi etil asetat

(b)

Gambar 3. Penampakan bercak atau noda dengan sinar UV 365 nm

Keterangan:

a = Fraksi air

b = Fraksi n heksan
¢ = Fraksi etil asetat

Hasil elusi dilihat dengan menggunakan sinar ultra violet dengan panjang
gelombang 254 nm dan 365 nm. Pada pengujian ini didapatkan hasil, untuk fraksi air
didapatkan dua bercak atau noda pada lampu UV 254nm dengan nilai Rf 0,49 dan 0,76
yang berwarna hijau kekuningan dan pada sinar UV 365 nm dengan nilai Rf 0,6 dan 0,76
yang berwarna fluoresensi kuning kecoklatan, untuk fraksi n-heksan didapatkan satu
bercak atau noda pada lampu UV 254nm dengan nilai Rf 0,78 yang berwarna hijaudan
pada sinar UV 365 nm dengan nilai Rf 0,78 yang berwarna fluoresensi merah kecoklatan
dan untuk fraksi etil asetat didapatkan satu bercak atau noda pada lampu UV 254nm
dengan nilai Rf 0,45 yang berwarna hijaudan pada sinar UV 365 nm dengan nilai Rf 0,45
yang berwarna fluoresensi merah kecoklatan Berdasarkan penelitian Dewi et al., (2015)
bahwa syarat nilai Rf yang baik pada kromatografi lapis tipis yaitu dengan rentang 0,2
sampai 0,8. (Rasyid et al., 2018) nilai Rf telah memenuhi ketentuan nilai Rf yang baik
yaitu antara 0,2-0,8.

6. Hasil KLT Bioautografi
Pengujian terakhir yaitu KLT bioautografi yang merupakan metode identifikasi
senyawa antibakteri dengan menggunakan lempeng kromatogram dengan melihat zona
hambatan pada bercak yang terlokalisir diatas medium bakteri. Metode KLT bioautografi
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digunakan untuk mengetahui senyawa fraksi air daun bogenvil (Bougainvillea
spectabilisw.) yang memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri.

Gambar 5. Proses pengukuran zona hambat
lempeng fraksi etil asetat daun bogenvenvil
kontrol pertama.

Gambar 4. Proses pengukuran zona hambat
lempeng fraksi n-heksan daun bogenvenvil
kontrol ketiga.

Gambar 7. Proses pengukuran zona Gambar 6. Proses pengukuran zona
hambat lempeng fraksi etil asetat daun hambat lempeng fraksi etil asetat daun
bogenvenvil kontrol ketiga. bogenvenvil kontrol kedua.

Gambar 9. Hasil kontrol negatif Gambar 8. Hasil kontrol positif
dengan lempeng kosong. kloramfenikol 20 pL.

Berdasarkan penelitian (Mindawarmis et al., 2016) Fraksi air yang paling positif
mengandung senyawa flavanoid, dimana mekanisme kerja flavanoid dengan cara
mendenaturasi protein sel bakeri dan merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki lagi.
Lempeng hasil elusi dari fraksi air daun daun bogenvil (Bougainvillea spectabilisW.)
ditempelkan diatas medium yang sudah tercampur dengan bakteri Streptococcus mutans
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ATTC 25175 . Kemudian, disimpan dalam lemari pendingin selama 60 menit supaya
bercak atau noda pada lempeng kromatogram bisa merembes dan tertinggal pada medium
bakteri. Setelah, diinkubasi selama 1 X 24 jam. Kontrol positif yang digunakan yaitu obat
kloramfenikol dimana, kloramfenikol dan senyawa flavanoid sama yaitu mendenaturasi
protein sel bakteri dan merusak sel tanpa dapat diperbaiki lagi (Mindawarmis et al.,
2016). Sedangkan, pada pengujian kontrol negatif menggunakan lempeng KLT kosong
atau tanpa fraksi air daun bogenvil tidak memberikan zona hambat.

Tabel VI. Hasil Pengujian Aktivitas Fraksi Air Daun Bogenvil
Rerata Zona hambat (mm )

KLT Perlakuan .. Fraksi N Fraksi Signifikan
Fraksi air .
heksan  etil asetat

K1 51 42 4.4
K2 4,93 3,86 3,38

Daun

Bogenvil K3 5,06 4.0 4,13 0,993 > 0,05
K4 10,2
K5 0
Keterangan

K1 :Lempeng KLT Fraksi daun Bogenvil pertama
K2 :Lempeng KLT Fraksi daun Bogenvil kedua
K3 :Lempeng KLT Fraksi daun Bogenvil ketiga
K4 : Kontrol positif kloramfenikol 20uL

K5 : Kontrol negatif lempeng kosong tanpa zat aktif

Hasil pengamatan zona hambat yang dilihat pada tabel 4.6 menyatakan bahwa
fraksi air, n-heksan dan etil asetat daun bogenvil (Bougainvillea spectabilisW.)
kromatografi lapis tipis bioautografi kontrol pertama pada pengujian antibakteri
memberikan zona hambat sebesar 5,1 mm, 4,2 mm dan 4,4 mm. Kelompok kontrol kedua
kromatografi lapis tipis fraksi air, n-heksan dan etil asetat daun bogenvil (Bougainvillea
spectabilisw.)memberikan zona hambat sebesar 4,93 mm, 3,86 mm dan 3,86 mm.
Kelompok kontrol ketiga kromatografi lapis tipis fraksi air, n-heksan dan etil asetat daun
bogenvil (Bougainvillea spectabilisW.) memberikan zona hambat sebesar 5,06 mm, 4,0
mm dan 4,13 mm. Zona hambat yang didapat fraksi air termasuk dalam katagori sedang,
fraksi n-heksan dan etil asetat termasuk dalam kategori lemah. Pada pengujian kontrol
positif menggunakan larutan obat kloramfenikol 20uL memberikan zona hambat sebesar
10,2 mm. Kontrol positif termasuk dalam katagori sangat kuat. Berdasarkan penelitian
(Dwijayanti & Pamungkas, 2016). bahwa semakin kecil konsentrasi ekstrak maka daya
hambat pertumbuhan bakteri akan menurun.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwaFraksi air daun
Bogenvil (Bougainvillea spectabilis W.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 .Fraksi air daun Bogenvil
(Bougainvillea spectabilis W.) pada konsentrasi 10% dengan metode KLT bioautografi
efektifitas terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans ATTC 25175 .
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