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Abstrak: Tujuan dari penelitian ini untuk melakukan isolasi alkaloid dari bakteri endofit
Pseudomonas hibiscicola Wk. dari daun waru. Hasil isolasi senyawa alkaloid dikarakterisasi
menggunakan kromatografi lapis tipis. Senyawa alkaloid hasil isolasi dilakukan uji kadar
total fenol dan aktivitas antioksidan. Hasil fitokimia hasil isolasi bakteri endofit Pseudomonas
hibiscicola Wk positif mengandung alkaloid, diperkuat dengan nilai Rf sebesar 0,8125 yang
mirip dengan nilai Rf alkaloid dari tanaman tapak dara yaitu vindoline (Rf = 0,85). Senyawa
alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk memiliki kadar total fenol tertinggi
sebesar 2,390 mg ekivalen asam galat/gram sampel. Hasil tersebut menandakan bahwa pada
senyawa alkaloid yang diperoleh terdapat gugus fenol. Aktivitas antioksidan senyawa alkaloid
hasil isolasi menunjukkan IC_ sebesar 99,70 mg/L yang menunjukkan kemampuan antioksidan
yang kuat. Senyawa hasil isolasi juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan
S.aureus.
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Antioxidant and antibacterial activity of alkaloids endophyte bacterial
Pseudomonas hibiscicola Wk origin of waru leaves (Hibiscus tiliaceus)

Abstract: The purpose of this study was to isolate alkaloids from endophytic bacteria
Pseudomonas hibiscicola Wk. from waru leaves. The results of the isolation of alkaloid
compounds were characterized using thin layer chromatography. The isolated alkaloid
compounds were tested for total phenol content, and antioxidant activity. The phytochemical
results from the isolation of alkaloid compounds from the endophytic bacteria Pseudomonas
hibiscicola Wk were positive for containing alkaloids, confirmed by an Rf value of 0.8125
which is similar to the Rf value of alkaloids from the periwinkle plant, namely vindoline (Rf
= 0.85). Alkaloid compounds from the endophytic bacteria Pseudomonas hibiscicola Wk had
the highest total phenol content of 2.390 mg gallic acid/gram sample. These results indicate
that the alkaloid compounds obtained contain phenol groups. The IC, value obtained from the
isolated alkaloid compound was 99.70 mg/L, which shows that the isolated alkaloid has strong
antioxidant capacity, and has the ability to inhibit the growth of E.coli and S.aureus bacterial.
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PENDAHULUAN

Hibiscus tiliaceus merupakan salah satu tanaman yang bisa menghasilkan senyawa bioaktif.
Daun Hibiscus tiliaceus diketahui kaya akan fenolik dan flavonoid dibandingkan dengan kulit
kayu, buah, dan akar. Beberapa senyawa fenolik yaitu katekin, ellagic asam, quercetin, dan rutin
hidrat, telah diisolasi dari ekstrak etanol daun H. tiliaceus (Michalak, 2023). Penelitian Purba
et al. (2022) dan Surahmaida et al. (2020) melaporkan bahwa ekstrak etanol dan metanol daun
waru terdapat kandungan senyawa seperti alkaloid, tannin, saponin, glikosida dan flavonoid.
Selain dari tanaman, senyawa bioaktif juga bisa diperoleh dari bakteri endofit. Bakteri endofit
ialah mikroorganisme yang hidup di dalam tubuh inangnya tanpa memberikan penyakit bagi
tumbuhan inangnya (Bhore et al., 2010). Bakteri endofit meningkatkan ketahanan tanaman
terhadap penyakit, hama, dan parasit, serta merupakan sumber bioaktif penting dalam bidang
farmasi yang menjanjikan. Bakteri endofit mampu memproduksi senyawa bioaktif (Purwestri,
2021). Penggunaan langsung tanaman Hibiscus tiliaceus membutuhkan waktu yang lebih lama
untuk menghasilkan senyawa bioaktif dibandingkan menggunakan bakteri endofit. Keuntungan
menggunakan mikroba endofit sebagai sumber senyawa bioaktif adalah dapat diproduksi secara
cepat, tidak terbatas dan tidak tergantung cuaca atau musim (Sugijanto, 2011). Sarjono et al.
(2022) telah memperoleh isolat bakteri endofit Wk dari daun waru yang memiliki ciri-ciri
morfologi koloni berwarna putih, bentuk sel kokus termasuk bakteri gram negatif dan hasil
dari genotifik memiliki kedekatan dengan Pseudomonas hibiscicola strain ATCC 19867, oleh
karenanya diberi nama Pseudomonas hibiscicola WK.

Hasil skrining fitokimia ekstrak metabolit sekunder mengandung alkaloid. Fase akhir
stasioner (jam ke-34) bakteri endofit ini menghasilkan metabolit sekunder dengan aktivitas
antioksidan tertinggi pada nilai IC_, sebesar 196,58 ppm, dan memiliki aktivitas antibakteri
dengan menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, dan
Escherichia coli.

Berdasarkan penelitian terdahulu maka pada penelititan ini dilakukan ekstraksi senyawa
alkaloid dari bakteri Pseudomonas hibiscicola Wk serta uji aktivitas antioksidan dan antibakteri
dari senyawa alkaloid dari Pseudomonas hibiscicola Wk.

METODE

Penelitian ini menggunakan berbagai bahan seperti bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola
Wk, nutrien agar, yeast, pepton, alkohol 96 dan 70%, akuades, safranin, iodine, kristal violet
(pewarna), etanol, kloroform, HCI, pereaksi dragendroff, pereaksi mayer, serbuk Mg, FeCl,
1%, etil asetat, reagen lieberman burchard, NH,OH, serbuk DPPH, asam galat, metanol p.a.
(merck), reagen folin ciocalteu, dan Na CO, 20 %.

Penelitian ini menggunakan alat-alat seperti mikroskop (motic), sentrifuge (hettich eba
200), laminar air flow (innotech), rotary evaporator, orbital shaker (memmert waterbath shaking
model wbn 14), silika gel gf 254, spektrofotometer uv-vis (genesys 10s uv vis spectrophotometer
dan shimadzu uv-1280), autoklaf (all american 75x), alat gelas, plastik wrap, alumunium foil,
kaca preparate, mikro pipet (thermo scientific finnpipette), neraca analitik (ohauss), erlenmeyer
(herma, pyrex), labu ukur (pyrex), corong pisah (pyrex), dan cawan petri (herma).

Pembuatan media modifikasi zobel dilakukan dengan melarutkan sebanyak 0,025 g yeast
dan 0,125 g pepton dalam 50 mL akuades. Disterilisasi menggunakan autoklaf selama 45
menit didapatkan media cair steril. Pembuatan media modifikasi zobel padat dilakukan dengan
melarutkan sebanyak 0,025 g yeast; 1,2 nutrient agar; dan 0,125 g pepton dalam 50 mL aquadest
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dan disterilisasi menggunakan autoklaf selama 45 menit didapatkan media padat steril. Kedua
media kemudian di UV dalam laminar air flow selama 15 menit.

Peremajaan bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola W1 dilakukan dengan menginokulasi
isolat bakteri endofit dari agar miring ke media cair. Proses tersebut diinkubasi selama 24 jam
lalu di streak ke media agar miring yang baru dengan menggoreskan bakteri menggunakan ose
bulat. Agar miring baru yang sudah ditanam bakteri endofit diinkubasi di suhu ruang selama
24 jam hungga didapatkan isolat bakteri dalam stok agar miring. Pemisahan bakteri endofit
Pseudomonas hibiscicola W1 ini dilakukan untuk mendapatkan isolat tunggal bakteri endofit
Pseudomonas hibiscicola W1. Bakteri endofit pada agar miring diinokulasi ke dalam media
cair 50 mL dan inkubasi sekitar 24 jam. bakteri endofit pada media cair diinokulasi ke media
padat pada cawan petri dengan metode streak lalu diinkubasi di suhu kamar selama 24 jam.

Konfirmasi karakterisasi fenotipik dilakukan dengan mengoleskan 1-2 tetes isolat bakteri
endofit pada kaca preparat lalu dikeringkan dengan api bunsen. Penetesan dengan kristal violet
lalu pendiaman 1 menit dan dibilas dengan akuades. Kaca preparat kemudian ditambahkan iodin
dan dilakukan pendiaman sekitar 1 menit, dilanjutkan dengan ditetesi etanol dan pendiaman
sekitar 30 detik lalu dibilas lagi dengan akuades. Penambahan safranin dan dilakukan pendiaman
sekitar 1 menit lalu bilas dengan aquades. Pengamatan dengan mikroskop.

Pembuatan starter dilakukan dengan menginokulasi isolat bakteri endofit Pseudomonas
hibiscicola Wk (sebanyak 1 % setelah mencapai McFarland) pada 50 mL media cair. Proses
tersebut diinkubasi pada shaker selama 13 jam dengan kecepatan 125 rpm pada suhu kamar.
Penambahan starter sebanyak 1500 yang berisi bakteri ke media 200 mL media cair zobel
lalu diinkubasi selama 34 jam untuk mendapatkan metabolit sekunder. Metabolit sekunder
disentrifugasi selama 15 menit dalam 6000 rpm didapatkan endapan yang merupakan bakteri
yang telah mengalami lisis dan supernatan. Bagian supernatan diambil untuk dilakukan uji
penapisan fitokimia.

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengamati zat metabolit sekunder apa yang terkandung
pada bakteri endofit yang dapat berperan sebagai antioksidan. Pengujian yang akan dilakukan
berupa pengujian alkaloid, steroid atau triterpenoid, flavonoid, tannin dan saponin. Supernatan
diekstraksi dengan kloroform dan HCI 2N didapatkan dua bagian yaitu fraksi atas dan fraksi
bawah. Fraksi bawah dibagi masing-masing 5 mL dalam 2 tabung reaksi. Penambahan reagen
dragendorff dan mayer pada tabung 1 dan 2. Hasil positif penambahan reagen dragendorff
terbentuk endapat merah bata dan penambahan reagen mayer terdapat endapan putih. Sebanyak
2 mL supernatant ditambahkan etanol 5 mL. Penambahan serbuk Mg kemudian penambahan
10 tetes HCI pekat kemudian dilakukan penggojogan hingga Mg bereaksi seluruhnya. Hasil
positif akan terjadi perubahan warna kuning, oranye atau merah. Sebanyak 2 mL supernatan
ditambahkan 5 mL etanol dan 3 tetes FeCl, 1% dan dilakukan pengamatan perubahan warna.
Hasil positif terjadi perubahan warna biru atau hjau kehitaman. Sebanyak 2 mL supernatan
ditambahkan 5 mL akuades, dilakukan penggojogan hingga timbul busa dan ditambahkan HCI
2 N. Hasil positif terbentuk busa. Sebanyak 2 mL supernatan ditambahkan 2 mL h-heksana
dan digojog hingga terdapat dua lapisan. fraksi atas di tambahkan reagen Lieberman Burchard.
Hasil positif ditunjukkan dengan adanya warna biru kehijauan yang berarti mengandung steroid
dan terjadi perubahan warna merah menunjukkan adanya triterpenoid.

Isolasi senyawa alkaloid dilakukan dengan menambahkan HCl hingga pH 3 pada supernatant
dan diekstraksi dengan etil asetat selama 10 menit dan didapatkan menghasilkan 2 bagian yaitu
lapisan bawah berupa air dan lapisan atas berupa etil asetat. Penambahan NH,OH hingga pH
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9 pada fraksi air dan diekstraksi dengan etil asetat selama 10 menit akan didapatkan 2 fraksi
yaitu etil asetat (atas) dan air (bawah). Fraksi etil asetat (bagian atas) dipekatkan menggunakan
rotary evaporator didapatkan senyawa alkaloid.

Uji kromatografi lapis tipis dilakukan menggunakan eluen kloroform, etil asetat, etanol
(7 : 2 : 1) sebagai fasa gerak dan pelat silika sebagai fasa diam. Eluen dijenuhkan di dalam
chamber. Pembuatan batas atas dan bawah pada pelat. Pelarutan sampel dengan etil asetat dan
dilakukan penotolan pada pelat KLT. Lalu pelat silika direndam dalam eluen jenuh hingga
fase gerak mencapai batas atas pelat kemudian dikeringkan. Pengamatan noda yang terbentuk
dilakukan di lampu UV 254 dan 365 nm. Noda yang didapat ditentukan nilai Rf serta dilakukan
penyemprotan reagen dragendorff pada pelat silika akan terbentuk noda merah pada pelat.

Uji kadar total fenol dilakukan dengan melarutkan sebanyak 100 mg asam galat pada labu
ukur 10 mL dengan akuades dan didapatkan larutan induk asam galat 10.000 ppm. Laruran
induk 10.000 ppm diencerkan menjadi 1000 ppm. Larutan induk 1000 ppm diencerkan kembali
dengan variasi konsentrasi 50; 60; 70; 80; 90 dan 100 ppm. Sebanyak 0,2 mL dari setiap
konsentrasi diambil dan ditambahkan akuades 7,9 mL. Penambahan reagen folin ciocalteu 0,5
mL dan dilakukan penggojogan selama 8 menit. Penambahan 1,5 mL Na,CO, 20 %, pengocokan
selama 30 menit. Pengukuran absorbansi dari setiap konsentrasi pada panjang gelombang
765 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Pengukuran kadar total fenol pada sampel
dilakukan dengan melarutkan sebanyak 0,2 mL sampel dalam 7,9 mL akuades. Penambahan
folin ciocalteu sebanyak 0,5 mL dan dilakukan pengocokan selama 8 menit. Penambahan
1,5 mL Na,CO, 20 %, pengocokan selama 30 menit dan dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 765 nm.

Pengujian kemampuan antioksidan pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan
reagen DPPH. Pengukuran antibakteri menggunakan metode cakram, dalam berbagai pada
konsentrasi 10.000-100.000 ppm. Bakteri patogen yang digunakan adalah E. coli (-) dan
S.aureus (+).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Biokimia, Departemen Kimia, Fakultas Sains
dan Matematika Universitas Diponegoro. Tahapan penelitian ini yaitu peremajaan bakteri endofit,
mengkarakterisasi bakteri endofit dengan metode pewarnaan gram, memproduksi metabolit
sekunder, penapisan fitokimia, isolasi senyawa alkaloid dari bakteri endofit, mengkarakterisasi
senyawa alkaloid hasil isolasi kromatografi lapis tipis (KLT) dan menguji kadar total fenol serta
aktivitas antioksidan senyawa alkaloid yang diperoleh.

Peremajaan Bakteri Endofit. Bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk yang diperoleh
dari penelitian Sholekhah (2021) diremajakan kembali dengan tujuan untuk memastikan bahwa
bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk yang sebelumnya dalam keadaan inaktif menjadi
aktif kembali. Bakteri endofit yang telah lama hidup di agar miring diinokulasi ke media cair
zobel untuk mengaktifkan kembali bakteri kemudian bakteri dari media cair tersebut di inokulasi
dengan metode streak pada media agar miring zobel yang baru. Hasil yang diperoleh dari
peremajaan bakteri ini berupa bakteri hasil streak di media agar miring seperti pada Gambar 1.

Berdasarkan Gambar 1, bakteri endofit Wk tumbuh pada media agar miring baru ditandai
dengan adanya warna putih pada permukaan media. Pada kontrol tetap bening menunjukkan
bahwa tidak adanya kontaminan yang tumbubh.
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Gambar 1. Stok agar miring bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk

Pemisahan bakteri endofit ini yang bertujuan untuk mendapatkan koloni tunggal bakteri dan
melakukan pengamatan secara makroskopis dengan mengamati bentuk dan warna dari endofit
Pseudomonas hibiscicola Wk. ldentifikasi secara makroskopis dilakukan untuk mengamati
warna, tekstur permukaan dan bentuk dari bakteri (Cowan & Smith, 2021; Dwidjoseputro, 1998).

Pada Gambar 2, pada bagian yang dilingkari terdapat bakteri yang tumbuh berwarna putih,
berbentuk bulat dan memiliki bentuk tepi halus. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri yang
tumbuh merupakan koloni tunggal. Koloni tunggal bakteri merupakan koloni dari bakteri yang
tumbuh secara terpisah dari satu atau beberapa sel (Irianto, 2012, pp. 76-77). Penelitian Sarjono
et al. (2023) menunjukkan bahwa koloni bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk memiliki
bentuk bulat, berwarna putih, memiliki bentuk tepi yang halus.

Konfirmasi karakterisasi fenotipik bakteri endofit (Pewarnaan gram). Bakteri endofit
dilakukan identifikasi secara mikroskopis dengan menggunakan metode pewarnaan gram.
Konfirmasi ini bertujuan untuk memastikan jenis dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola
Wk masih sama seperti penelitian terdahulu.

Gambar 2. Isolat bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk
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Dari hasil pewarnaan gram menunjukkan bahwa bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola
Wk memiliki bentuk sel kokus dan berwarna merah yang merupakan bakteri gram negatif
seperti pada Gambar 3. Berdasarkan hasil pewarnaan ini sesuai dengan penelitian Sarjono
(2023) bakteri endofit Wk adalah bakteri gram positif yang memiliki sel berwarna merah
dengan betuk sel kokus. Hal ini terjadi karena lapisan peptidoglikan membran luar dari bakteri
gram negatif relatif tipis dan lapisan lipopolisakarida yang dapat dirusak oleh alkohol sehingga
warna dari kristal violet hilang dan terbilas alkohol (Pelczar & Chan, 2006). Berbeda dengan
lapisan peptidoglikan pada bakteri gram positif yang tebal sehingga mampu mempertahankan
warna dari kristal violet setelah penambahan alkohol. Alkohol akan mendehidrasi lapisan
peptidoglikan dan dinding sel akan menjadi penghalang permeabilitas sehingga kristal violet
dapat tertahan di dalam sel (Anderson et al., 2021).

Gambar 3. Hasil pewarnaan gram bakteri endofit
Pseudomonas hibiscicola Wk

f . )

W

Produksi metabolit sekunder. Produksi metabolit sekunder dilakukan untuk memperoleh
metabolit sekunder bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk. Produksi metabolit sekunder
ini dilakukan pada fase awal kematian. Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri endofit yang
diteliti oleh Sarjono et al. (2023) fase awal kematian adalah di jam ke-34 (M34), bahwa hasil uji
aktivitas antibakteri tertinggi diperoleh di jam ke-34. Pada fase awal kematian metabolit sekunder
yang diproduksi oleh bakteri cukup banyak sehingga produksi metabolit sekunder ini dilakukan
di jam ke-34 untuk mengetahui seberapa besar kemampuan aktivitas antioksidan di jam ke-34.
Metabolit sekunder bakteri endofit disentrifuge dengan kecepaan sekitar 6000 rpm dalam waktu
15 menit. Hal ini berfungsi agar terjadi pemisahan supernatan dan endapan bakteri yang telah
lisis. Supernatan yang diperoleh berupa metabolit sekunder dan endapan yang diperoleh berupa
hasil dari pelisisan sel bakteri. Hasil produksi metabolit ini berupa cairan berwarna bening
sebanyak 7 liter yang kemudian dilakukan skrinning fitokimia dan isolasi senyawa alkaloid.

Penapisan fitokimia. Pengujian ini berfungsi untuk mengamati golongan senyawa apa yang
ada pada bakteri endofit yang dapat berperan sebagai antioksidan. Pseudomonas hibiscicola
Wk yang berperan sebagai antioksidan. Kandungan kimia yang diujikan berupa alkaloid, tanin,
flavonoid, saponin, steroid dan triterpenoid. Hasil yang diperoleh dari penapisan fitokimia
bakteri endofit W1 dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1
Hasil penapisan fitokimia metabolit sekunder bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk

Senyawa Metabolit Sekunder Bakteri Endofit Wk M34
Alkaloid +
Flavonoid -

Saponin -
Tanin -
Steroid -
Triterpenoid -

Berdasarkan Tabel 1, metabolit sekunder bakteri endofit positif mengandung senyawa
alkaloid, ditandai dengan adanya endapan merah bata pada penambahan reagen dragendorff.
Endapan merah bata tersebut merupakan kalium alkaloid. Alkaloid dan ion K* dari kalium
tetraiodobismutat akan berikatan kovalen koordinat seperti yang ditunjukan pada gambar (Illing
et al., 2017; Vecera & Gasparic, 1971).

Purwestri (2021) menjelaskan bahwa bakteri endofit mempunyai kemampuan memproduksi
metabolit sekunder. Golongan senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, fenolik, dan
yang lainnya sangat bermanfaat sebagai antioksidan, antibakteri, antidiabetes, antiinflamasi,
antikanker dan antitripanosoma (Gunawan et al., 2016).

Isolasi senyawa alkaloid. Isolasi senyawa alkaloid dilakukan dengan tujuan untuk
memperoleh senyawa alkaloid dari metabolit sekunder bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola
Wk. Supernatan dari metabolit sekunder bakteri endofit dilakukan reaksi penggaraman dengan
cara menambahkan HCI hingga pH 3. Hal ini dilakukan agar membentuk garam alkaloid yang
mudah larut dalam air dan terpisah dari komponen lain (Robinson, 1991). Hasil penggaraman
diekstraksi dengan etil asetat selama 10 menit hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan atas
berupa fraksi etil asetat dan bawah berupa fraksi air. Penggunaan etil asetat bertujuan untuk
memisahkan senyawa lemak dan campuran lain pada larutan asam. Garam alkaloid yang larut
dalam fraksi HCI kemudian ditambahkan NH,OH hingga pH 9. Penambahan NH,OH hingga
pH 9 dilakukan untuk mengubah garam alkaloid dari hasil penggaraman menjadi alkaloid
bebas yang larut dalam pelarut organik dan diekstraksi dengan etil asetat yang bertujuan untuk
menarik alkaloid bebas dari larutan (Robinson, 1991). Dari hasil ekstraksi diperoleh lapisan
atas yang berupa etil asetat dan bawah berupa air. Lapisan atas (etil asetat) yang berisi senyawa
alkaloid dipekatkan dengan rotary evaporator dan diperoleh hasil berupa pasta berwarna putih
kekuningan sebanyak 2,5 gram. Hasil isolasi senyawa alkaloid kemudian diuji kembali dengan
penambahan reagen dragendorff untuk memastikan hasil dari ekstraksi tersebut adalah senyawa
alkaloid. Dari hasil penambahan diperoleh endapan berwarna merah bata yang menunjukkan
hasil isolasi mengandung senyawa alkaloid.

Uji kromatografi lapis tipis. Pengujian kualitatif dari hasil isolasi alkaloid dilakukan
metode kromatografi lapis tipis. Fase diam pada uji ini yaitu plat silika GF,_, dan fasa geraknya
berupa eluen yang berupa campuran dari kloroform, etil asetat, dan etanol dengan perbandingan
7 : 2 : 1. Penelitian Suswanti (2021) eluen kloroform : etil asetat : etanol dengan perbandingan
7 : 2 : 1 menghasilkan 5 noda terpisah pada plat silika yang disinari lampu UV 366 nm dan
merupakan eluen yang menghasilkan pemisahan yang baik. Penyemprotan noda pada pelat
silika menggunakan pereaksi dragendorff juga dilakukan dengan tujuan untuk membuktikan
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Gambar 4. Reaksi uji alkaloid menggunakan Dragendorff
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noda hasil pemisahan positif mengandung alkaloid. Hal ini ditandai dengan adanya noda
berwarna merah pada plat. Tanaman tapak dara digunakan sebagai kontrol (+) karena tapak
dara mengandung banyak alkaloid. Penggunaan ekstrak tapak dara ini untuk memastikan bahwa
ekstrak dari bakteri endofi benar-benar merupakan alkaloid berdasarkan nilai Rf. Tapak dara
atau Catharanthus roseus memiliki sekitar 120 senyawa alkaloid dan 70 di antaranya memiliki
aktivitas farmakologis seperti vindoline, vinblastine, vindolicine, vincristine (Barrales-Curefio
etal., 2019 & Saiman et al., 2018). Catharanthus roseus disebut sebagai sumber yang kaya akan
senyawa alkaloid dan fenolik yang memiliki banyak sifat biologis seperti aktivitas antikanker,
antioksidan, antibakteri, antidiabetes dan antihipertensi Ekstrak dari tapak dara diperoleh dari
hasil maserasi. Perbandingan nilai Rf dan noda yang didapatkan dari kedua sampel digunakan
untuk membuktikan bahwa hasil senyawa alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola
W1 positif mengandung senyawa alkaloid.

Terbentuknya banyak noda pada tapak dara menunjukkan banyaknya senyawa yang
terekstraksi ditandai dengan nilai Rf yang beragam. Ekstrak tapak dara diperoleh dengan
cara maserasi 3x24 jam. Lama waktu maserasi juga mempengaruhi banyaknya senyawa
yang terekstraksi (Istiqomah, 2013). Perbedaan konsentrasi dari larutan di luar dan dalam sel
menyebabkan terjadinya proses ekstraksi maserasi. cairan penyari akan memasuki sel yang
terdapat bahan aktif, lalu bahan aktif tersebut larut dan terekstraksi. Proses terjadi secara
kontinyu hingga mengalami kesetimbangan konsentrasi. Penggunaan pelarut etanol pada
maserasi ekstrak tapak dara dikarenakan etanol distribusi polaritasnya besar (Handoyo, 2020).
Nilai Rf yang diperoleh dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan menunjukkan sifat
senyawa pada sampel (Gandjar & Rohman, 2007, pp. 224-228). Pemilihan eluen dilakukan
berdasarkan kemampuan eluen untuk mengelusi senyawa. Eluen dikatakan baik apabila mampu
memisahkan banyak senyawa ditandai dengan munculnya noda. Semakin banyak jumlah noda
yang diperoleh, eluen yang digunakan semakin bersifat nonpolar (Forestryana & Arnida, 2020).
Deteksi noda dilakukan di bawah lampu UV 254 dan 366 nm yaitu panjang gelombang pendek
dan panjang serta pereaksi dragendorff. Prinsip pengamatan dengan UV 254 nm yaitu didasarkan
pada flouresensi dari pelat sedangkan noda akan berwarna hitam atau gelap, noda-noda yang
terlihat akibat adanya interaksi indicator floresensi pada pelat dengan sinar (Forestryana &
Arnida, 2020). Prinsip pengamatan dengan lampu UV gelombang panjang 366 nm yaitu noda
berfluoresensi berpendar dan pelat menjadi gelap, noda-noda yang terlihat merupakan interaksi
dari kromofor pada noda dengan sinar UV (Maulana, 2018).

Berdasarkan Gambar 5 dan 6, hasil uji kromatografi lapis tipis dengan penyinaran lampu
UV 254 nm dan 366 nm dari senyawa alkaloid bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk

17



Jurnal Penelitian Saintek, Volume 30, Nomor 1, 2025

Gambar 5. Hasil kromatografi lapis tipis senyawa alkaloid bakteri endofit Pseudomonas
hibiscicola Wk (kanan) dan ekstrak tapak dara (Kiri) pada lampu UV 254 nm
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Gambar 6. Hasil kromatografi lapis tipis senyawa alkaloid bakteri endofit Pseudomonas
hibiscicola Wk (kanan) dan ekstrak tapak dara (Kiri) pada lampu UV 366 nm
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diperoleh 1 noda dengan nilai Rf 0,8125. Suatu senyawa dapat dianggap murni jika hanya
muncul satu titik noda pada pelat KLT (Rahmi et al., 2016). Pada penyinaran dengan lampu
UV 366 nm muncul warna biru pada noda 0,8125 menandakan bahwa senyawa alkaloid
Pseudomonas hibiscicola Wk mengandung alkaloid sedangkan pada UV 254 nm menunjukkan
adanya noda. Penyinaran dengan lampu UV 366 nm akan menunjukkan positif alkaloid apabila
terdapat warna biru, ungu atau biru kehijauan (Vecera & Gasparic¢, 2000). Pada ekstrak tapak
dara didapatkan 3 noda dengan nilai Rf pada noda 1, 2, dan 3 sebesar 0,1875; 0,4372 dan
0,8125. Serpentine (nilai Rf = 0,1), vincristine (nilai Rf = 0,44) dan vindoline (nilai Rf = 0,85)

18



Aktivitas antioksidan dan antibakteri (Sarjono, P. R. et al.)

(Ataei-Azimi et al., 2008, Magagula et al., 2012, & Baerheim-Svendsen & Verpoorte, 1983).
Pada ekstrak tapak dara diperoleh warna biru pada noda 0,1875 dan ungu pada noda 0,4372 dan
0,8125 dengan penyinaran UV 366 nm dan 254 nm yang menunjukkan bahwa terdapat alkaloid
pada ekstrak tapak dara. Hasil penyemprotan menggunakan pereaksi dragendorff juga diperoleh
noda kecokelatan yang menunjukkan bahwa noda-noda hasil pemisahan mengandung alkaloid
seperti pada Gambar 7. Menurut Wullur et al. (2012), setelah penyemprotan menggunakan
dragendorff akan muncul noda-noda berwarna jingga atau cokelat yang menunjukkan sampel
positif mengandung alkaloid. Berdasarkan hal tersebut disimpulkan bahwa bakteri endofit
Pseudomonas hibiscicola W1 mampu menghasilkan senyawa alkaloid.

Gambar 7. Hasil penyemprotan dengan menggunakan pereaksi Dragendroff

Noda 3 0.8125 = ~» Noda 1 0,8125

Noda 2 0,4372 =« — (

Noda 1 0,1875 . : i
oda b Alkaloid Bakteri

Tapak dara = ¥ Endofit Wk

Penentuan kadar total fenol. Uji kadar senyawa fenol dilakukan untuk mengamati
banyaknya senyawa fenolik yang terkadung pada senyawa alkaloid bakteri endofit. Pengujian
kadar total senyawa fenol ini dilakukan dengan reagen Folin-ciocalteu dan diukur pada panjang
gelombang 765 nm menggunakan spektrofotometer. Reaksi senyawa fenol dan Folin-ciocalteu
menghasilkan terbentuknya senyawa kompleks berwarna biru (Hapsari et al., 2018). Reagen
Folin-ciocalteu adalah larutan kompleks ion polimer yang terdiri dari heteropolifosfotungstat
dan asam fosfomolibdat. Reagen ini apabila bereaksi dengan gugus hidroksil dari fenolik akan
membentuk kompleks molybdenum-tungsten berwarna biru. Senyawa kompleks ini yang
diukur pada spekrofotometer. Semakin banyak fenol yang terkandung pada sampel, semakin
banyak terbentuknya senyawa kompleks molybdenum-tungsten sehingga menghasilkan warna
biru yang pekat (Singleton & Rossi, 1965). Asam galat digunakan sebagai standar untuk
mendapatkan kurva standar fenol yang digunakan untuk mengukur seberapa banyak senyawa
fenolik pada sampel alkaloid bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk. Pada asam galat
terdapat fenol yang sehingga mudah bagi asam galat bereaksi membentuk kompleks berwarna
biru dengan pereaksi Folin-Ciocalteu (Adawiah & Muawanah, 2015 & Julkunen-Tiitto, 1985).
Dari hasil pengukuran absorbansi asam galat menggunakan spektrofotometer diperoleh dari
persamaan y = 0,0254x + 0,1513 dengan nilai R? sebesar 0,9498.

Berdasarkan Tabel 2, diperoleh kadar total fenol dari senyawa alkaloid bakteri endofit pada
konsentrasi 1000 ppm, 5000 ppm, dan 10.000 ppm sebesar 1,051; 2,114 dan 2,390 mg ekivalen
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Tabel 2
Data penentuan kadar total fenol
: . Kadar Total Fenol
Konsentrasi (mg/L) Absorbansi Sampel (mgek asam galat/gram sampel)
1000 0,178 1,051
5000 0,205 2,114
10000 0,212 2,390

asam galat/gram sampel. Kadar total fenol dengan nilai yang kecil membuktikan bahwa
senyawa alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola W1 terdapat fenol pada struktur
alkaloidnya. Salah satu contoh alkaloid yang memiliki fenol pada strukturnya yaitu alkaloid
7-O-methylvariecolortide A ditemukan pada jamur endofit Eurotium rubrum dari tanaman waru
(Hibiscus tiliaceus) (Li et al., 2010).

Uji aktivitas antioksidan. Senyawa alkaloid hasil isolasi diuji aktivitas antioksidannya
dengan menggunakan metode DPPH. Pada pengujian ini bertujuan untuk mengukur seberapa
besar senyawa alkaloid mampu menghambatradikal bebas. Larutan pembanding yang digunakan
pada uji ini yaitu larutan asam galat. Penggunaan asam galat sebagai pembanding karena
asam galat terbukti paling reaktif dan efektif meredam radikal bebas DPPH daripada asam
askorbat, kuersetin dan trolox (Maesaroh et al., 2018; Yoga, 2015). DPPH atau /, I-dipheny!-
2-picryhidazyl adalah radikal bebas yang memiliki panjang gelombang maksimum 515-520
nm (Bandoniené¢ et al., 2002; Pavlov et al., 2002). Aktivitas antioksidan senyawa alkaloid dari
bakteri endofit diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum 516 nm dan didapatkan persamaan y = 0,5069x - 0,5395 dengan nilai koefisien
korelasi atau R? sebesar 0,9362. Larutan pembanding asam galat juga diukur dengan panjang
gelombang yang sama yaitu 516 nm dan didapatkan persamaan 8,8124x + 31,809 dengan nilai
R? sebesar 0,9919. Hasil pengukuran absorbansi aktivitas antioksidan senyawa alkaloid dari
bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk dan larutan pembanding yang diperoleh seperti
pada Tabel 3.

Tabel 3
Data hasil uji aktivitas antioksidan senyawa alkaloid dari bakteri endofit pseudomonas
hibiscicola Wk

Konsentrasi Absorbansi Sam-

Absorbansi Kontrol (mg/L) pel % Inhibisi IC,,
1,065 50 0,788 26,01 99,70
60 0,746 29,95
70 0,725 31,96
80 0,629 40,94
90 0,577 45,82
100 0,531 50,17

Berdasarkan Tabel 3 dan 4, persen inhibisi dari senyawa alkaloid dan asam galat
mengalami kenaikan sebanding dengan kenaikan konsentrasi sampel. Besar IC, jyang diperoleh
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Tabel 4
Data hasil uji aktivitas antioksidan larutan pembanding (Asam Galat)
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi o
Asam Galat (mg/L) Kontrol Asam Galat 76 Inhibisi 1Cs

1 0,901 0,548 39,1787 2,064
2 0,445 50,6104
3 0,370 58,9345
4 0,289 67,9245
5 0,229 74,5838

dari senyawa alkaloid yaitu 99,70 mg/L yang menandakan bahwa senyawa alkaloid memiliki
kemampuan antioksidan yang kuat. Konsentrasi inhbisi 50 (IC, ) ialah konsentrasi dari sampel
yang dibutuhkan untuk menangkal radikal bebas DPPH sebanyak 50 % (Maryam, 2015). Nilai
IC, sebesar 99,70 mg/L yang berarti dengan konsentrasi sebesar 99,70 mg/L radikal bebas
DPPH dapat dihambat sebesar 50%. Menurut Badarinath et al. (2010), senyawa dengan nilai
IC,, < 50 merupakan antioksidan yang sangat kuat. Senyawa dengan nilai IC, sekitar 50-100
maka dikatakan sebagai antioksidan kuat, antioksidan sedang jika nilai IC, sekitar 100-150
dan lemah apabila nilai IC, | sekitar 151-200. Penelitian Sholekhah (2021) melaporkan bahwa
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari metabolit sekunder bakteri endofit W1 pada jam ke-
34 sebesar 277,15 ppm. Nilai IC, senyawa alkaloid yang didapatkan dari hasil memiliki nilai
lebih kecil daripada nilai IC,, senyawa metabolt sekunder bakteri endofit yang menunjukkan
senyawa alkaloid hasil isolasi lebih murni daripada ekstrak metabolit sekunder. Besar IC, | dari
asam galat sebesar 2,064 mg/L yang menandakan bahwa antioksidan asam galat sangat kuat.
Asam galat memiliki nilai IC, yang kecil karena asam galat adalah senyawa senyawa fenolik
murni (Sholekhah, 2021). Kemampuan antioksidan dari asam galat dikarenakan adanya gugus
hidroksil pada fenol yang melepaskan atom hidrogen dan berikatan pada radikal bebas DPPH
(Maesaroh et al., 2018; Sirivibulkovit et al., 2018). Berdasarkan hasil kromatografi lapis tipis
alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola W1 memiliki kemiripan nilai Rf dengan
alkaloid tapak dara yaitu vindoline. Vindoline merupakan salah satu alkaloid yang terdapat pada
tanaman tapak dara (Catharanthus roseus) dan dipercaya memiliki aktivitas sebagai antioksidan
dan antidiabetes. Vindoline dilaporkan dapat menghambat DPPH dengan konsentrasi sebesar
73,0 uM dan menunjukkan kemampuan antioksidan yang baik dibandingkan asam askorbat
(92,6 uM) (Tiong et al., 2013).

Aktivitas antioksidan dari vindoline disebabkan oleh hidrogen alfa pada alkaloid dapat
lepas dan berikatan dengan DPPH. Hal ini dikarenakan karbonil menarik elektron dari karbon
alfa yang membuat karbon alfa bermuatan parsial positif dan hidrogen alfa yang terikat pada
karbon alfa mudah lepas dan bersifat asam (Fessenden et al., 1986, pp. 441-442).

Uji aktivitas antibakteri. Aktivitas antibakteri dari ekstrak alkaloid dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji Escherichia coli sebagai bakteri gram negatif dan Staphylococcus
aureus sebagai bakteri gram positif menggunakan metode difusi cakram. Uji difusi cakram
dapat dilakukan menggunakan pengukuran pada diameter zona bening yang terbentuk, yang
menandakan bahwa terdapatnya aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu
senyawa antibakteri dalam ekstrak (Intan et al., 2021). Pada metode difusi cakram, ekstrak
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Gambar 8. Peredaman DPPH dengan Vindoline

Vindoline DPPH - DPPH-H

alkaloid pada kertas cakram akan berdifusi ke dalam media sehingga akan terjadi penghambatan
pertumbuhan bakteri uji yang ditandai dengan adanya zona bening di sekitar kertas cakram.
Mikroba uji yang digunakan diantaranya ialah Escherichia coli yang merupakan bakteri gram
negatif dan Staphylococcus aureus sebagai bakteri gram positif. Bakteri uji yang digunakan
harus disesuaikan dengan standar 0,5 McFarland atau setara dengan 1,510% CFU/mL. Hal ini
bertujuan agar jumlah sel bakteri patogen yang digunakan sama sehingga hasil uji aktivitas
antibakteri dapat dibandingkan. Hasil uji aktivitas antibakteri dari ekstrak alkaloid bakteri
Pseudomonas hibiscicola Wk disajikan pada Gambar 9.

Berdasarkan Gambar 9, dapat dilihat bahwa alkaloid bakteri Pseudomonas hibiscicola Wk
lebih kuat menghambat bakteri uji Staphylococcus aureus daripada Escherichia coli dilihat dari
diameter zona bening yang dihasilkan lebih besar. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak alkaloid
ini lebih efektif menghambat bakteri uji gram positif daripada bakteri gram negatif. Hal ini
terjadi disebabkan struktur dinding sel pada bakteri gram positif dan negatif yang berbeda.

Gambar 19. Hasil uji aktivitas antibakteri
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Bakteri gram positif tersusun peptidoglikan sebanyak 50%, polisakarida (asam teikoat) dan
lipid sebanyak 1-4%. Bakteri gram negatif sendiri memiliki susunan peptidoglikan hanya 10%
dan lipid 11-22% (Pelczar & Chan, 2006).

Bakteri gram positif akan bersifat lebih polar karena mengandung asam teikoat yang
merupakan salah satu polimer yang larut dalam air (Karlina et al., 2013). Senyawa alkaloid
yang merupakan senyawa semipolar akan lebih mudah larut dalam pelarut polar menyebabkan
alkaloid lebih mudah menembus lapisan yang sifatnya lebih polar. Berbeda dengan bakteri
gram negatif yang lapisan paling luarnya adalah lipid yang sifatnya nonpolar sehingga sulit
ditembus oleh alkaloid. Lapisan terluar dari bakteri negatif memiliki permeabilitas yang
tinggi sehingga senyawa seperti alkaloid tidak bisa masuk ke dalam sel sehingga bakteri tidak
terganggu pertumbuhannya.

SIMPULAN

Senyawa alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola W1 memiliki nilai Rf
sebesar 0,8125 yang mirip dengan nilai Rf alkaloid dari tanaman tapak dara yaitu vindoline (Rf=
0,85). Senyawa alkaloid dari bakteri endofit Pseudomonas hibiscicola Wk memiliki kadar total
fenol tertinggi sebesar 2,390 mg ekivalen asam galat/gram sampel yang menandakan bahwa
senyawa alkaloid yang dihasilkan pada strukturnya terdapat gugus fenol. Senyawa alkaloid
tersebut bersifat antioksidan dengan nilai IC, sebesar 99,70 mg/L, serta mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E.coli dan S. Aureus.
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