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Abstrak

Ekstrak etanol 70% biji bengkuang (Pachyrhizus erosus L.) dilaporkan mempunyai aktivitas antibakeeri
terhadap Pseudomonas aeruginosa. Hasil uji fitokimia ekstrak tersebut mengidentifikasi keberadaan senyawa
kimia golongan alkaloid, flavonoid, saponin, dan tannin. Akan tetapi, senyawa yang bertanggung jawab
sebagai antibakteri terhadap P aeruginosa belum diteliti. Aktivitas antibakteri terhadap 2 aeruginosa dari
senyawa kimia yang terdapat dalam ekstral etanol 70% biji bengkuang dikaji melalui konsentrasi bunuh
minimum (KBM) ekstrak biji bengkuang konsentrasi 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, dan 34% pada media
Nutrient Agar cair dan padat, nilai lebar daya hambat (LDH) dengan metode Kirby Bauer, dan nilai
retention factor (Rf) ekstrak dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT)-bioautografi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak biji bengkuang memiliki nilai KBM sebesar 26% dan nilai LDH terbaik
sebesar 5,68 mm terdapat pada ekstrak dengan konsentrasi 34%. Ekstrak dengan konsentrasi 34% yang
menunjukkan aktivitas antibakeeri terhadap P aeruginosa memiliki nilai Rf 0,812, 0,750, 0,675, 0,625,
dan 0,787 yang masing-masing teridentifikasi sebagai golongan flavonoid, tanin, kuinon, alkaloid,
dan triterpenoid. Nilai LDH masing-masing senyawa tersebut lebih rendah dari nilai LDH ekstrak.
Berdasarkan data nilai Rf, efek antibakteri ekstrak biji bengkuang terhadap P aeruginosa kemungkinan
sebagai hasil dari interaksi sinergisme antarsenyawa kimia yang terkandung di dalamnya.

Kata kunci: antibakteri | biji bengkuang | Pseudomonas aeruginosa | ekstraksi maserasi | KLT-bioautografi

Abstract

A 70% ethanol extract of jicama seeds has been reported to have antibacterial activity against Pseudomonas
aeruginosa. Phytochemical tests of the extract have identified alkaloids, flavonoids, saponins, and tannins.
However, the compounds responsible for its antibacterial effects against P aeruginosa have not yet been
studied. This study was conducted to determine the class of chemical compounds responsible for the
antibacterial activity against P aeruginosa. The antibacterial activity against P aeruginosa of the chemical
compounds contained in the 70% ethanol extract of jicama seeds was studied using the minimum
bactericidal concentration (MBC) of the jicama seed extract at concentrations of 6, 10, 14, 18, 22, 26,
30, and 34% in liquid and solid Nutrient Agar media, the wide inhibitory zone (WIZ) using the Kirby
Bauer method, and the retention factor (Rf) of the extract using thin-layer chromatography (TLC)-
bioautography. The study results showed that the jicama seed extract had an MBC value of 26%, and
the best WIZ value in the extract was 5.68 mm at concentration of 34%. The Rf value in the extract at
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concentration of 34% which showed antibacterial activity against P aeruginosa was 0.812, 0.750, 0.675,

0.625, and 0.787 of each compound group identified as flavonoids, tannins, quinones, alkaloids, and

triterpenoids. The WIZ value of each compound was lower than the WIZ value of the extract. Based

on the Rf data, the antibacterial effect of jicama seed extract against P aeruginosa is likely the result of a

synergistic interaction between the chemical compounds contained therein.

Keywords: anti-bacteria | jicama seed| Pseudomonas aeruginosa | maceration | TLC-bioautografi

Pendahuluan

Tanaman bengkuang (Pachyrhizus erosus L.)
merupakan tanaman umbi-umbian yang potensial
untuk dikembangkan sebagai bahan baku obat.
Umbinya banyak dimanfaatkan sebagai bahan
makanan dan bahan baku kosmetika, sedangkan
bijinya dimanfaatkan sebagai pestisida. Senyawa
kimia yang teridentifikasi mempunyai efek sebagai
pestisida adalah rotenone dan derrid (Necha ez /.,
2014) Selain sebagai pestisida, biji bengkuang juga
berpotensi sebagai antibakteri. Ekstrak etanol 70%
biji bengkuang secara in vitro dilaporkan mempunyai
aktivitas  antibakteri

epidermidis,

tethadap  Staphylococcus
Candida
albicans, Staphylococcus aureus, dan Escherichia coli

(Rahminiwati et 2., 2020; Wiredu, 2004). Aktivitas
antibakteri terhadap P aeruginosa mulai terlihat pada

Pseudomonas aeruginosa,

ekstrak biji bengkuang konsentrasi 10% dengan
rata-rata lebar daerah hambat (LDH) sebesar 2,30
mm.

bakteri

oportunistis yang penting secara medis. Bakteri

P aeruginosa merupakan patogen
ini menyebabkan infeksi nosokomial, terutama
pada pasien yang mengalami penurunan imunitas
(Vahdani ez al., 2012). Bakteri ini juga menyebabkan
beragam penyakit infeksi, seperti dermatitis, otitis
folikulitis, infeksi infeksi

pada luka bakar. Selain itu, bakteri ini juga dapat

eksterna, mata, dan
menyebabkan infeksi pada saluran napas bagian
bawah, saluran kemih, dan organ tubuh yang lain
(Radji, 2011).

Biji bengkuang mengandung senyawa flavonoid,
tanin, kuinon, saponin, alkaloid, dan triterpenoid.

Terpenoid, alkaloid, dan flavonoid merupakan
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senyawa yang banyak dilaporkan mempunyai
aktivitas antibakteri (Compean & Ynalvez, 2014;
Mariita et al., 2011; Allemailem, 2021). Aktivitas
antibakteri senyawa tersebut bisa bersifat tunggal
atau gabungan.

Senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak yang
bertanggung jawab sebagai antibakteri baik tunggal
maupun gabungan dapat diketahui melalui metode
bioautografi. Metode bioautografi merupakan
gabungan metode kimiawi (kromatografi) dan
2005)

antibakteri

mikrobiologi  (Sudirman, yang dapat

letak

bercak dapat ditentukan walaupun berada dalam

mendeteksi aktivitas karena
campuran yang kompleks. Metode ini merupakan
metode spesifik untuk mendeteksi bercak pada
kromatogram hasil kromatografi lapis tipis (KLT)
yang memiliki aktivitas antibakteri, anticendawan,
dan juga antivirus (Pratiwi, 2008). Hasil bioautografi
yang diperoleh berupa nilai rezention factor (Rf) dan
warna noda pada kromatogram sebagai hasil dari
elusi lempeng KLT. Nilai Rf memberikan informasi
tentang senyawa yang terdapat dalam ekstrak
(Forestryana & Arnida, 2020) dan menunjukkan
perbedaan sifat senyawa yang dapat digunakan
untuk mengidentifikasi senyawa yang berpotensi
antibakteri (Gandjar & Rohman, 2007).

Penelitian ini dilakukan untuk menetapkan
aktivitas antibakteri golongan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat pada ekstrak etanol 70%
biji bengkuang terhadap P aeruginosa, konsentrasi
bunuh minimum (KBM), lebar daerah hambat
(LDH) ekstrak, dan LDH bercak spot hasil
pemisahan KLT.
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Metode

Pembuatan serbuk simplisia

Biji bengkuang (Pachyrhizus erosus L.) diperoleh
dari perkebunan di Kecamatan Rancabungur,
Kabupaten Bogor. Determinasi tanaman biji
bengkuang (Pachyrhizus erosus L.) dilakukan di
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) Bogor.
Hasil yang diperoleh menunjukkan keautentikan
sampel biji bengkuang yang digunakan (Surat BRIN
No. B-3049/11.6.2/D1.05.07/9/2022).

Biji bengkuang sehat sebanyak 3 kg dicuci bersih
menggunakan air mengalir kemudian ditiriskan.
Setelah dikeringkan pada suhu 40°C selama + 3
hari menggunakan oven, biji bengkuang disortir
kembali, dibuat serbuk menggunakan grinder,
dan diayak dengan ayakan mesh no. 40. Perolehan

rendemen serbuk dihitung menggunakan rumus:

Berat serbuk

% Rendemen serbuk = x 100%

Berat awal simplisia kering

Ekstraksi

Sebanyak 500 g serbuk simplisia biji bengkuang
diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan 5000
mL pelarut etanol 70% (Merck, USA). Sebanyak
2 L pelarut etanol digunakan pada maserasi tahap
pertama dalam bejana tertutup. Campuran dikocok
selama 5 menit dan diulang setiap 6 jam sekali selama
24 jam. Senyawa yang terlarut dipisahkan dari ampas
menggunakan kertas saring Whatman sedangkan
filtrat yang diperoleh disimpan dalam suhu kamar
(filtrat pertama). Ampas yang tersisa diperas dan
dilakukan maserasi ulang dengan 2 L pelarut etanol.
Proses yang sama dilakukan untuk memperoleh
filtrat kedua. Pada hari terakhir ampas dimasukkan
kembali ke dalam bejana lalu ditambahkan 1 L
pelarut etanol. Proses yang sama dilakukan kembali
sampai diperoleh filtrat ketiga. Semua filtrat
dikumpulkan dan dievaporasi menggunakan rozary
evaporator pada suhu 45°C dan dilanjutkan dengan
proses pengentalan menggunakan water bath pada
suhu 50°C untuk membuat ekstrak kental. Perolehan

rendemen dihitung berdasarkan rumus:

Berat ekstrak

% Rendemen ekstrak = x 100%

Berat awal simplisia kering

Karakteristik serbuk dan ekstrak

Kadar air dan kadar abu

Penetapan kadar air dilakukan menggunakan
metode gravimetri pada 2 g sampel dalam cawan
yang telah ditara. Sampel dimasukkan dalam oven
suhu 105°C hingga diperoleh bobot konstan,
yakni selisih bobot antara dua penimbangan cawan
berturut-turut setelah dikeringkan tidak lebih dari
0,25%. Penentuan kadar air dilakukan secara duplo.
Syarat kadar air yang ditetapkan tidak boleh lebih
dari 10% (Depkes RI, 2000).

Penetapan kadar abu dilakukan dengan cara
memasukkan 2 g sampel ke dalam krus silikat yang
telah dipijar dan ditara pada suhu 500-600°C,
kemudian krus dimasukkan ke dalam tanur untuk
dipijarkan sampai arangnya habis dan berubah
warna menjadi abu putih. Setelah krus didiamkan
sampai dingin, krus ditimbang dan dipijarkan
kembali hingga bobot konstan + 0,25%. Kadar
abu yang ditetapkan tidak boleh lebih dari 3,5%
(Depkes RI, 2000).

Uji fitokimia
Identifikasi
melarutkan 0,5 g sampel dalam 5 mL etanol 96%.
Serbuk 0,1 g Mg (Merck, USA) dan 10 tetes HCI
pekat (Merck, USA) berturut-turut dimasukkan ke

dalam 2 mL larutan sampel. Keberadaan flavonoid

flavonoid dilakukan dengan cara

ditunjukkan dengan warna merah atau jingga yang
terbentuk setelah tabung dikocok secara perlahan-
lahan (Hanani, 2015).

Identifikasi
melarutkan 20 mg sampel dalam 10 mL air panas.

tanin  dilakukan dengan cara
Setelah dingin, larutan disaring dan filtrat dibagi
ke dalam tiga tabung reaksi. Endapan putih yang
terbentuk setelah penambahan 3 tetes gelatin
10% (Eurotrade, SL) dan 3 tetes NaCl (Pharma,
Indonesia) + gelatin 10% pada tabung reaksi pertama

dan kedua, serta endapan hijau kehitam-hitaman
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setelah penambahan FeCl, 3% (Merck, USA) pada
tabung reaksi ketiga (Hanani, 2015) menunjukkan
larutan positif mengandung tanin.

Identifikasi kuinon dilakukan dengan cara
menambahkan sebanyak 0,5 g sampel ke dalam 5
mL akuades. Setelah dididihkan selama 5 menit,
dan disaring, larutan ditambahkan NaOH (Merck,
USA) lalu dikocok secara perlahan-lahan. Larutan
jika
terbentuk larutan berwarna kuning atau merah
(Depkes RI, 2000).

Identifikasi saponin dilakukan dengan cara

dinyatakan positif mengandung kuinon

melarutkan sebanyak 0,5 g sampel ke dalam 10 mL
air panas. Setelah dingin, larutan dikocok selama
10 menit. Keberadaan saponin ditunjukkan dengan
pembentukan busa setinggi 1 sampai 10 cm dan
busa tidak hilang pada penambahan 1 tetes asam
klorida 2N (Hanani, 2015).

Identifikasi alkaloid dilakukan dengan cara
sebanyak 0,5 g sampel dilarutkan dalam 2 mL H,SO,
2N, kemudian larutan dibagi menjadi dua bagian.
Larutan pertama dan kedua dinyatakan positif
mengandung alkaloid bila terbentuk warna merah
atau terbentuk endapan berwarna jingga setelah
penambahan reagen Dragendorff (Merck, USA) dan
endapan putih atau kuning setelah penambahan
reagen Mayer (Merck, USA) (Hanani, 2015).

Identifikasi triterpenoid dilakukan dengan cara
sebanyak 0,1 g sampel dilarutkan dalam 5 mL etanol
96%. Keberadaan triterpenoid ditunjukkan dengan
warna merah atau ungu yang terbentuk setelah
penambahan 3 tetes Lieberman-Burchad pada 1 mL
larutan sampel (Hanani, 2015).

Pembuatan media nutrient agar (NA) dan
persiapan kertas cakram

Media NA dibuat dengan melarutkan 20 g media
NA (Merck, USA) ke dalam 1 L akuades, kemudian
dihomogenkan di atas penangas air sampai larutan
mendidih. Tempat media ditutup dengan aluminium
foil dan disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. Media

yang sudah steril dituangkan secara aseptis ke dalam
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cawan petri steril dan didiamkan pada suhu ruang
hingga media memadat secara sempurna (Caesar ez
al., 2014).

Kertas cakram berukuran 6 mm disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm. Larutan uji ekstrak etanol
biji bengkuang konsentrasi 6, 10, 14, 18, 22, 26,
30, dan 34%, kontrol positif siprofloksasin 100
ppm, dan kontrol negatif (pelarut akuades) masing-
masing diteteskan sebanyak 20 pL pada kertas
cakram steril, kemudian kertas cakram diletakkan
pada permukaan agar sampai membentuk segitiga.
Kertas cakram selanjutnya dikeringkan pada suhu

37°C

Uji antibakteri

Penetapan konsentrasi bunub minimum (KBM)
Penetapan nilai KBM ekstrak biji bengkuang
dilakukan dengan metode dilusi cair. Suspensi P
aeruginosa  (koleksi Laboratorium Mikrobiologi,
FEMIPA  Universitas Pakuan, Bogor) dengan
konsentrasi 1,5 x 108 CFU/mL (kekeruhan yang
setara dengan 0,5 McFarland) dimasukkan ke dalam
delapan tabung reaksi yang berisi 8 mL larutan uji
konsentrasi 6%, 10%, 14%, 18%, 22%, 26%, 30%,
dan 34%, masing-masing sebanyak 2 mL. Tabung-
tabung uji diinkubasi selama 24 jam dan diamati
kekeruhan pada setiap tabung. Sebanyak 1 mL cairan
diambil dari setiap tabung serial dan ditanam pada
media NA. Konsentrasi terkecil yang menunjukkan
tidak ada pertumbuhan bakteri pada media setelah
diinkubasi kembali dinyatakan sebagai nilai KBM
(Pratiwi, 2008).

Penetapan lebar daya hambat (LDH)

Pengujian LDH pada ekstrak biji bengkuang
dilakukan menggunakan metode Kirby Bauer.
Sebanyak 0,2 mL inokulat bakteri P aeruginosa
dengan konsentrasi 1,5 x 108 CFU/mL diambil dan
dimasukkan ke dalam 15 mL media NA yang sudah
didinginkan dan disterilkan secara aseptis. Cawan
petri digerakkan melingkar untuk menyebarkan

bakteri secara merata. Setelah agar mengeras,
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kertas cakram yang berisi larutan uji dan kontrol
diletakkan di atas media. Cawan petri diinkubasi
dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam
(Pratiwi ez al., 2019). Lebar zona yang terbentuk
diukur menggunakan penggaris. Penetapan nilai
LDH dilakukan triplo dan hasilnya dihitung

menggunakan rumus:

Daerah daya hambat — diameter kertas cakram
2

Lebar daya hambat (LDH) =

Pengujian kromatografi lapis tipis (KLT)-
bioautografi
KLT-bioautografi merupakan uji lanjutan yang
digunakan untuk menemukan senyawa antibakteri
yang belum diketahui. Hal ini dilakukan dengan
cara mengidentifikasi aktivitas antibakteri pada
kromatogram. Metode yang digunakan dalam
KLT-bioautografi adalah bioautografi kontak di
mana bercak noda terbentuk berdasarkan pada
kemampuan senyawa antibakteri berdifusi dari
lapisan lempeng kromatogram ke media agar yang
masing-masing telah diinokulasi dengan bakteri
uji. Penentuan jenis senyawa antibakteri dilihat
dari nilai Rf dan perubahan warna yang terbentuk
setelah penyemprotan dengan membandingkan
zona bening yang terbentuk pada media agar.

Pemisahan senyawa dilakukan terlebih dahulu
menggunakan plat silika berukuran 1 cmx10 cm.
Tepi bawah plat diberi garis penanda pada jarak 1
cm untuk menandai posisi awal totolan dan 1 cm
dari tepi atas plat untuk menandai batas dari proses
elusi. Plat diaktifkan dengan cara dipanaskan pada
suhu 105°C selama 10 menit untuk menghilangkan
kadar air pada plat KLT (Aslah ez 4/, 2019). Sebelum
dilakukan proses elusi, eluen yang berada di dalam
bejana dijenuhkan terlebih dahulu selama 10 menit
untuk menyamakan tekanan uap pada seluruh bejana
eluen yang digunakan, yaitu fase gerak n-heksan :
kloroform : metanol dengan perbandingan (8 : 3 :
9). (Brawijasari, 2013).

Sebanyak 2 pL  ekstrak  biji
konsentrasi 34% ditotolkan pada masing-masing

bengkuang

plat KLT, kemudian dimasukkan ke dalam bejana
pengembang yang berisi fase gerak yang sama.
Setelah eluen mencapai batas atas, plat diambil dan
disemprot dengan pereaksi AlCl3 untuk flavonoid,
FeCl; untuk kuinon dan tanin, Dragendorff untuk
alkaloid, dan Lieberman-Burchad untuk steroid,
triterpenoid dan saponin. Warna yang terbentuk
pada masing-masing bercak diamati dengan lampu
UV 254 nm dan UV 366 nm. Warna kuning
kehijauan yang terbentuk pada penyemprotan
AICI; menunjukkan flavonoid (Sari & Puspitasari,
2021). Warna hitam yang kuat, biru, hijau, merah,
dan ungu yang terbentuk pada penyemprotan
FeCl; menunjukkan kuinon dan tanin (Lely ez al.,
2017). Warna coklat, merah jingga, dan kuning
yang terbentuk pada penyemprotan Dragendorff
menunjukkan alkaloid (Tarman er al, 2013).
Triterpenoid ditunjukkan dengan pembentukan
warna merah-ungu, sedangkan steroid dengan warna
hijau atau biru pada penyemprotan Lieberman-
Burchad (Paramita et al., 2018). Selain itu, saponin
dan triterpenoid ditunjukkan dengan pembentukan
cincin warna coklat-ungu dan hijau-biru untuk
saponin dan steroid pada penyemprotan Lieberman-
Burchad (Pratama et al., 2012). Penentuan nilai Rf
dilakukan menggunakan rumus (Sastrohamidjojo,

2005):

Nilai Retention Factor (RF) = Jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik asal
Jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik asal

Kromatogram yang telah di-elusi diletakkan pada
media NA dalam cawan petri yang telah diinokulasi
dengan 200 pL suspensi bakteri yang setara
dengan 1,5x108 CFU/mL. Cawan petri kemudian
didiamkan selama 30 menit di lemari pendingin.
Setelah 30 menit, lempeng kromatogram diangkat
dan dikeluarkan dari media, selanjutnya media
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil
analisis aktivitas antibakteri dinyatakan dengan
pembentukan zona jernih pada area kromatogram
sebagai zona hambat (Kusumaningtyas ez al.,
2008). Pengujian aktivitas antibakteri kromatogram
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dilakukan secara duplo untuk memastikan ketepatan
dan keakuratan hasil.

Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan
kuantitatif. Analisis kuantitatif dilakukan pada data
LDH ekstrak menggunakan ANOVA satu arah untuk
rancangan percobaan acak lengkap dan dilanjutkan
post hoc test Duncan. Perbedaan dikatakan signifikan
bila P<0,05. Sedangkan analisis deskriptif dilakukan
terhadap data selain data tersebut.

Hasil

Perolehan rendemen dan karakteristik serbuk
dan ekstrak kental

Sebanyak 3 kg biji kering menghasilkan 853 g
serbuk dengan perolehan rendemen sebesar 28,43%
dan dari 500 g serbuk yang diekstrak diperoleh
ekstrak kental berwarna coklat tua sebanyak 95,9
g (Gambar 1) dengan perolehan rendemen sebesar
19,18%. Perolehan rendemen tidak jauh berbeda
dari perolehan rendemen penelitian sebelumnya
dengan cara ekstraksi yang sama (Rahminiwati ez
al., 2020).

Serbuk simplisia mempunyai kadar air sebesar
6,67% dan kadar abu sebesar 2,06%; sedangkan
ekstrak mempunyai kadar air sebesar 6,85 % dan
kadar abu sebesar 1,24%. Serbuk maupun ekstrak
keduanya mengandung senyawa flavonoid, tanin,

kuinon, saponin, alkaloid, dan triterpenoid (Tabel 1).

Aktivitas antibakteri berdasarkan nilai KBM
Uji dilusi cair dan media cawan petri menunjukkan
26%

lebih  bening pada konsentrasi

media

. B2

-

Gambear 1 Serbuk (A) dan ekstrak kental (B) biji bengkuang.
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dibandingkan dengan konsentrasi sebelumnya.
Berdasarkan data tersebut, nilai KBM ekstrak biji
bengkuang ialah 26% (Gambar 2, Gambar 3). Nilai
KBM pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan
dengan hasil penelitian sebelumnya, yakni 10 mg/
mL atau setara dengan 1% (Rahminiwati ez al,
2020).

Tabel 1 Hasil uji fitokimia serbuk dan ekstrak kental

Hasil
Senyawa Pereaksi
Serbuk  Ekstrak

Flavonoid Serbuk Mg + +
Tanin Gelatin 10% + +
Gelatin 10% + NaCl 10% + +

FeCl, + +

Kuinon NaOH + +
Saponin Akuades + +
Alkaloid Dragendorff + +
Mayer + +

Triterpenoid  Lieberman-Burchad + +

Aktivitas antibakteri berdasarkan nilai LDH

Aktivitas antibakteri ekstrak dengan metode difusi
cakram pada konsentrasi 22%, 26%, 30%, dan 34%
terthadap bakteri P aeruginosa diamati bersamaan
dengan aktivitas kontrol positif siprofloksasin, dan
kontrol negatif akuades (Gambar 4). Nilai LDH
yang diperoleh menunjukkan bahwa ekstrak biji
bengkuang memiliki aktivitas antibakteri terhadap P

Gambar 2. Hasil pengujian konsentrasi hambat minimum
ekstrak kental biji bengkuang hari pertama.
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Gambar 3 Hasil akurasi pengujian konsentrasi bunuh minimum media cawan petri hari kedua.

aeruginosa. Nilai LDH terkecil terdapat pada ekstrak
konsentrasi 22% dengan nilai LDH sebesar 2,43
mm. Nilai LDH ekstrak meningkat sejalan dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak, yaitu sebesar 2,78
mm, 4,43 mm, dan 5,68 mm berturut-turut untuk
konsentrasi 26%, 30%, dan 34% (Tabel 2).

Tabel 2 Lebar daya hambat (LDH) ekstrak biji bengkuang

tethadap Pseudomonas aeruginosa

Konsentrasi Diameter rata-rata (mm) Kategori
+SD antibakteri
K () 0,00 + 0,000 * Tidak ada
22% 2,43 £ 0,057 ° Lemah
26% 2,78 £ 0,028 © Lemah
30% 4,43 + 0,028 ¢ Lemah
34% 5,68 + 0,076 ¢ Sedang
K (+) 23,16+ 0,057 f Sangat Kuat

Kategori diameter zona hambat: 0 (tidak memiliki daya antibakeeri);
< 5 mm (lemah); 5-10 mm (sedang); 10-20 mm (kuat); > 20
mm (sangat kuat) (David & Stout, 1971); Huruf superskrip a-f
menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).

Aktivitas  antibakteri  berdasarkan  KLI-
bioautografi
Penapisan  dengan  lempeng KLT  berhasil

teridentifikasi sebanyak 6 bercak noda, yakni bercak
noda 1 dengan nilai Rf sebesar 0,812; bercak noda 2
dengan nilai Rf sebesar 0,750; bercak noda 3 dengan

nilai Rf sebesar 0,675; bercak noda 4 dengan nilai Rf
sebesar 0,625; bercak noda 5 dengan nilai Rf sebesar
0,787; dan bercak noda 6 dengan nilai Rf sebesar
0,562. Lima dari 6 bercak noda yang terbentuk
pada pengujian bioautografi kontak menunjukkan
pembentukan zona bening, yakni pada Rf 0,812;
0,750; 0,675; 0,625; dan 0,787 yang termasuk
dalam golongan senyawa flavonoid, tanin, kuinon,
alkaloid, dan triterpenoid (Gambar 5, Gambar
6). Seluruh nilai LDH zona bening noda bercak
tersebut tergolong lemah, yakni kurang dari 5 mm

(Tabel 3)

Tabel 3 Nilai Rf hasil uji fitokimia menggunakan plat
kromatografi lapis tipis (KLT)

Bercak Nilai Rf Hasil bfz?:g ?HI?IS allf;{)eagkot?ri
1 0,812 Flavonoid + 0,194 Lemah
2 0,787  Triterpenoid + 0,181 Lemah
3 0,750 Tanin + 0,175 Lemah
4 0,675 Kuinon + 0,225 Lemah
5 0,625 Alkaloid + 0,175 Lemah
6 0,562 Saponin - - -

Kategori diameter zona hambat: 0 (tidak memiliki daya antibakeeri);
< 5 mm (lemah); 5-10 mm (sedang); 10-20 mm (kuat); = 20 mm
(sangat kuat) (David & Stout, 1971).
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Gambar 4 Pengujian aktivitas antibaketeri difusi cakram untuk menentukan nilai lebar daya hambat (LDH). A. Media agar
yang sudah diinokulasi dengan bakteri; B. Zona bening hasil inkubasi selama 24 jam, kertas cakram mengandung ekstrak biji

bengkuang 22% (1), 26% (2), 30% (3); 34% (4); kontrol positif Siprofloksasin (5), dan kontrol negatif akuades (6). C. Hasil uji

LDH pada difusi cakram.
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Gambar 5 Hasil uji fitokimia ektrak biji bengkuang
menggunakan plat kromatografi lapis tipis (KLT). Bercak
yang menandakan golongan senyawa flavonoid (A), tanin (B),
kuinon (C), alkaloid (D), triterpenoid (E), dan saponin (F).
Lempeng yang berwarna hijau (1) menggunakan deteksi sinar
UV 254 nm dan lempeng yang berwarna biru-keunguan (2)
menggunakan deteksi sinar UV 366 nm.

Pembahasan

Kadar abu dan kadar air serbuk simplisia maupun
ckstrak pada penelitian ini telah memenuhi
persyaratan sesuai ketentuan Departemen Kesehatan
Republik Indonesia, yaitu tidak boleh melebihi dari
3,5% dan 10 % masing masing untuk kadar abu dan
kadar air (Depkes RI, 2000). Ekstrak yang diperoleh
mengandung senyawa golongan tanin, saponin,
kuinon, alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid.
Brooks er al, (2007) mengemukakan bahwa
efektivitas suatu zat antibakteri dipengaruhi oleh
konsentrasi zat yang diberikan. Konsentrasi terbaik

dari ekstrak biji bengkuang yang dapat membunuh
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Gambar 6 Hasil uji akrivitas antibakteri dengan metode
kromatografi lapis tipis (KLT)-bioautografi menunjukkan lima
bercak noda yang menunjukkan zona bening dengan nilai
retention factor (Rf) berturut-turut 0,812, 0,750, 0,675, 0,625,
dan 0,787 yang termasuk dalam golongan senyawa flavonoid,
tanin, kuinon, alkaloid, dan triterpenoid.

bakteri P aeruginosa adalah 34% (uji Duncan,
P<0,05), dengan nilai LDH sebesar 5,68 mm.
Menurut David & Stout (1971), respons hambatan
pertumbuhan bakteri yang dilihat berdasarkan
diameter zona bening dapat dikelompokkan ke
dalam kelompok respons lemah (diameter <5
mm), sedang (diameter 5-10 mm), kuat (diameter
10-20 mm), dan sangat kuat (diameter >20 mm).
Berdasarkan data yang diperoleh, ekstrak tersebut
mempunyai aktivitas antibakteri tergolong sedang.
Aktivitas antibakteri yang ditunjukkan oleh ekstrak
biji bengkuang pada konsentrasi 34% masih lebih
rendah dibandingkan dengan kontrol positif.
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Peneliti sebelumnya menunjukkan ekstrak = biji
bengkuang pada konsentrasi 16 % menghasilkan
nilai LDH 5,45 mm (Rahminiwati eza/,. 2020). Cara
ekstraksi menghasilkan rendemen yang sama namun
aktivitas antibakterinya lebih rendah dibanding
dengan ekstrak yang diperoleh penelitian terdahulu.
Perbedaan kualitas bahan baku dan tempat tumbuh
bengkuang dapat memberikan kontribusi yang
signifikan terhadap kandungan metabolit yang
berpotensi antibakteri.

Senyawa fenolik, alkaloid, dan triterpenoid
merupakan senyawa yang mempunyai aktivitas
antibakteri (Tiwari ez al, 2011) yang luas, baik
terhadap bakteri Gram positif seperti S. awureus,
maupun terhadap Gram negatif seperti P aeruginosa
dan E. coli. Aktivitas antibakteri senyawa-senyawa
ini memiliki ~mekanisme kerja yang beragam
(Villanueva ez al., 2023; Li et al,. 2014; Larghi ez al.,
201; Kelley ez al., 2013).

Aktivitas antibakteri flavonoid terjadi melalui
mekanisme penghambatan pada sintesis asam
nukleat, fungsi membran sitoplasma, metabolisme
energi, pelekatan dan pembentukan biofilm, fungsi
porindan permeabilitas membran, serta patogenisitas
(Xie et al, 2015). Kemampuan senyawa bioaktif
tersebut melewati dinding sel bakteri hingga ke
membran internal dapat mengganggu metabolisme
sel dan menyebabkan sel bakteri menjadi hancur
(Kaczmarek, 2020).

Senyawa kelompok polifenol yang lain, selain
flavonoid, yang mempunyai aktivitas antibakteri
tethadap P aeruginosa adalah tanin dan kuinon.
Tanin mempunyai aktivitas antibakteri dan
antibiofilm terhadap P aeruginosa (Villanueva
et al,. 2023). Kuinon, yang merupakan sumber
radikal bebas, dapat membentuk senyawa kompleks
dengan asam amino nukleofilik dalam protein
yang berakibat pada penghilangan fungsi protein.
Kemungkinan target aktivitas antibakteri dalam sel
bakteri adalah adhesin yang terpajan di permukaan,
polipeptida dinding sel, dan enzim yang terikat
membran. Kuinon juga

dapat mengganggu

ketersediaan  substrat
1999).

terjadi karena kekurangan substrat, membran yang

untuk  mikroorganisme
(Cowan, Aktivitas antibiofilm kuinon
pecah, pengikatan kompleks adhesin ke dinding
sel, pengikatan protein, dan interaksi dengan DNA
eukariotik (Lu et 4/, 2019).

Studi terhadap mekanisme antibakteri alkaloid
alami menunjukkan alkaloid memiliki kemampuan
merusak membran sel bakteri (Li et al, 2014),
memengaruhi fungsi DNA (Larghi ez al. 2015),
dan menghambat sintesis protein (Kelley ez al,
2013). Triterpenoid, selain memengaruhi struktur
peptidoglikan, juga memengaruhi ekspresi gen dan
pembentukan biofilm. (Huang ez a/., 2015; Park ez

al., 2015).
Data bioautografi menunjukkan  keluasan
sensitivitas  Pseudomonas  terhadap  metabolit

sekunder dari ekstrak bengkuang yang lebih baik
dibandingkan dengan sensitivitas Pseudomonas
terhadap ekstrak lengkuas putih dan bunga teratai
putih. Tiga dari 5 bercak noda ekstrak metanol
lengkuas putih mempunyai aktivitas antibakeeri
tethadap Pseudomonas yang teridentifikasi sebagai
fenolik, flavonoid, dan terpenoid (Puspita &
Muflihah, 2023) dan satu dari 6 bercak noda ekstrak
eter bunga teratai putih yang teridentifikasi sebagai
karotenoid (Dhuha & Wahid, 2020).

Data bioautografi juga menunjukkan bahwa
LDH bakteri yang dihambat pada setiap nilai Rf
yang dihasilkan lebih kecil dan tergolong lemah
(Gambar 6, Tabel 3) daripada nilai LDH ekstrak
etanol 70 % konsentrasi 34% (Tabel 2). Aktivitas
antibakteri yang lemah tercermin dari nilai LDH
yang kecil ketika bioaktif dalam keadaan terpisah,
namun aktivitasnya berubah menjadi tergolong
sedang, yang ditunjukkan dengan nilai LDH yang
lebih luas, ketika bioaktif bergabung dalam bentuk
ekstrak kasar. Mekanisme kerja yang beragam dari
masing-masing golongan senyawa tersebut sebagai
antibakteri menghasilkan suatu spekulasi bahwa
aktivitas antibakteri ekstrak biji bengkuang dalam

penelitian ini merupakan hasil interaksi antara
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komponen penyusun ekstrak tersebut. Hal ini
sejalan dengan apa yang dikemukakan oleh Wroniska
et al. (2022) bahwa aktivitas antibakteri flavonoid
bersinergi dengan aktivitas antibakteri triterpenoid
dalam membunuh bakteri, baik bakteri Gram positif
maupun bakteri Gram negatif.

Simpulan

Ekstrak biji bengkuang mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap P aeruginosa yang berasal dari
senyawa yang teridentifikasi pada Rf 0,812; 0,750;
0,675; 0,625; dan 0,787 sebagai golongan senyawa
flavonoid, tanin, kuinon, alkaloid, dan triterpenoid.
Aktivitas ekstrak  biji
terthadap P aeruginosa kemungkinan sebagai hasil

antibakteri bengkuang
dari interaksi secara sinergis antara senyawa-senyawa
yang terdapat di dalam ekstrak biji bengkuang
tersebut. Senyawa kimia yang saling berinteraksi
untuk menimbulkan efek antibakteri terhadap P2
aeruginosa perlu diteliti lebih lanjut.

Ucapan terima kasih: Penulis mengucapkan terima kasih
kepada laboran di Laboratorium Mikrobiologi, FMIPA
Universitas Pakuan, Bogor yang telah membantu pelaksanaan
penelitian ini.

Pendanaan: Tidak ada

Konflik kepentingan: Semua penulis menyatakan tidak
terdapat konflik kepentingan dalam penelitian ini.

Kontribusi penulis: MR, SM, dan ARS merancang dan
menganalisis data, ARS melaksanakan penelitian, dan MR
menulis artikel.
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