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ABSTRACT

This research aim is to compare antibacterial activities of leaves extract and resin extract of
Gyrinops versteegii with different extraction solvent and concentration. Leaves and resin had
been prepared by drying and grinding then were extracted by maceration method. Factorial
experiment design was used for extract application to Staphylococcus aureus ATCC25923.
First factor was extract ingredient, second factor was extraction solvent, third factor was
extract concentration. Inhibition zone as main parameter for antibacterial assay were analysed
by ANOVA, HSD test and standard error. The inhibition zone of resin was higher than inhibition
zone of leaves. The extraction solvent and extract concentration were not significantly resulted
in different inhibition zone diameter. However, there were unique interaction between
extraction solvent and extraction concentration that affected inhibition zone diameter. It could
be concluded that the inhibition zone of resin was higher than that of leaves while no significant
result from extraction solvent and extract concentration factors.
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan aktivitas antibakteri daun gaharu dan resin
gaharu G. versteegii menggunakan beberapa pelarut pengekstrak dan konsentrasi ekstrak
yang berbeda. Bahan daun dan resin gaharu dikeringkan dan dicacah, kemudian diekstrak
menggunakan metode maserasi. Uji aplikasi ekstrak pada Staphylococcus aureus
ATCC25923 dilakukan menggunakan rancangan faktorial, yaitu faktor pertama bahan ekstrak
(resin, daun), faktor kedua pelarut pengekstrak (etanol, metanol), dan faktor ketiga konsentrasi
ekstrak (0,25; 0,5; dan 1 g mL-"). Data zona hambat terhadap bakteri uji dianalisis
menggunakan ANOVA, BNJ dan standard error. Rerata zona hambat ekstrak daun gaharu (7
mm) lebih besar secara signifikan dibandingkan dengan rerata zona hambat ekstrak resin (6,5
mm). Faktor pelarut pengekstrak dan konsentrasi ekstrak tidak berpengaruh signifikan
terhadap zona hambat. Pelarut pengekstrak dan konsentrasi ekstrak memberikan pengaruh
interaksi berbeda-beda terhadap zona hambat. Dapat disimpulkan bahwa bahan ekstrak daun
gaharu memiliki aktivitas antibakteri lebih bagus dibandingkan dengan ekstrak resin gaharu
dengan konsentrasi ekstrak efisien sebesar 0,25 g mL-".
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PENDAHULUAN

Gyrinops versteegii merupakan salah
satu spesies tanaman penghasil gaharu
endemik pulau Lombok. Spesies ini dapat
ditemukan hampir di seluruh wilayah Pulau
Lombok, mulai dari Lombok Barat (Iswantari
et al. 2017), Lombok Utara (Wangiyana dan
Malik 2018) dan Lombok Timur (Wangiyana
dan Wanitaningsih 2018). Pengembangan
spesies ini tengah gencar dilakukan melalui
peningkatan produktivitas biomassa
(Anggadhania et al. 2019).

Batang dan daun merupakan organ
utama yang menjadi fokus pemanfaatan
dari komoditas tanaman gaharu sehingga
pengembangan komoditas gaharu
difokuskan pada kedua organ ini. Batang
pohon gaharu yang telah mendapatkan
perlakuan bio-induksi mampu memproduksi
resin yang beraroma harum (Turjaman et al.
2016). Sementara itu, organ daun dapat
dimanfaatkan untuk diolah  menjadi
minuman teh herbal (Wangiyana et al.
2019). Selama ini, petani gaharu Lombok
sebagian besar hanya menjual batang dan
daun gaharu dalam bentuk bahan baku
mentah sehingga nilai jualnya menjadi tidak
stabil. Padahal kedua organ tersebut
sangat potensial untuk diolah terutama
sebagai bahan baku obat (Hasim et al.
2016).

Hilirisasi produk batang dan daun
gaharu dalam bidang medis tidak terlepas
dari aktivitas antibiotik dari kedua organ
tersebut. Secara farmakologis, spesies
penghasil gaharu kelompok Aquilaria
memiliki banyak kandungan senyawa yang
berpotensi sebagai antibiotik (Wang et al.
2018). Minyak esensial yang merupakan
pengolahan resin dari gaharu diketahui
memiliki banyak khasiat (Abidin et al. 2015).
Minyak esensial Aquilaria sinensis memiliki
efek antibakteri terhadap bakteri gram
positif Bacillus subtilis (Chen et al. 2011)
dan juga memiliki efek antifungi terhadap
Lasiodiplodia theobromae (Zhang et al.
2014). Sementara itu ekstrak daun Aquilaria
crassna memiliki aktivitas antibakteri
terhadap  Staphylococcus  epidermidis
(Kamonwannasit et al. 2013) serta bakteri
urease positif S. aureus, Clostridium difficile
dan Bacteroides spp. (Kakino et al. 2012).

Penelitian terkait aktivitas antibakteri
daun dan resin gaharu sampai saat ini
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masih terbatas pada tananam penghasil
gaharu kelompok Aquilaria (Jok et al. 2015).
Sementara itu penelitian serupa pada
kelompok Gyrinops, terutama G. versteegii
yang merupakan spesies penghasil gaharu
endemik pulau Lombok masih sangat
jarang dilakukan. Penelitian tersebut
diharapkan mampu memberikan informasi
pengolahan resin dan daun gaharu G.
versteegii beserta khasiat medisnya
sehingga menjadi referensi bagi petani
gaharu Lombok untuk meningkatkan
kualitas hasil panen mereka. Oleh karena
itu  penelitian ini  bertujuan  untuk
membandingkan aktivitas antibakteri daun
gaharu dan resin gaharu spesies G.
versteegii dengan pelarut pengekstrak dan
konsentrasi ekstrak yang berbeda-beda.
Hasil penelitian ini diharapkan memberikan
manfaat berupa informasi potensi antibiotik
dari daun gaharu dan resin gaharu spesies
G. versteegii sehingga mampu mendorong
peningkatan budidaya gaharu spesies ini di
pulau Lombok.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Pengambilan daun dan resin gaharu
dilakukan di perkebunan gaharu Desa
Pejaring Timur Kabupaten Lombok Timur
Nusa Tenggara Barat (08° 42' 24.9" S, 116°
27" 14.6" E). Proses ekstraksi dan uji
antibakteri dilakukan di laboratorium terpadu
Fakultas lImu Kehutanan Universitas Nusa
Tenggara Barat. Penelitian ini dilakukan dari
bulan April-Agustus 2019.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam
penelitian antara lain: resin gaharu, daun
gaharu, isolat S. aureus ATCC 25923, etanol
95% (Merck), metanol 95% (Merck). nutrient
agar (Hi Media), akuades, kertas saring
Whatman no. 1, cotton swab, standard
McFarland 0,5, cakram disk diameter 6 mm
(Merck), ekstrak bawang putih.

Metode

Penelitian ini menggunakan rancangan
acak lengkap faktorial dengan 3 kali ulangan.
Sampel resin diambil dari pohon gaharu di
Desa Pejaring, Kabupaten Lombok Timur
Nusa Tenggara Barat yang telah
mendapatkan perlakuan bio-induksi.

29



Perbandingan Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kasar Resin dan Daun Gaharu... Wangiyana et al.

Perlakuan bio-induksi berupa injeksi miselum
Fusarium sp. pada batang pohon gaharu
untuk menginduksi terbentuknya resin.
Pohon vyang telah menghasilkan resin
menunjukkan gejala pembentukan resin yaitu
perubahan warna cokelat kehitaman (Tan et
al. 2019). Pemanenan resin dilakukan sesuai
metode Wangiyana dan Wanitaningsih
(2018) dengan beberapa modifikasi. Kulit
batang pada area inokulasi disayat secara
membujur menggunakan cutter. Bagian resin
yang berwarna cokelat kehitaman dipisahkan
dari bagian kayu pada batang, kemudian
dikering-anginkan selama 3 hari pada suhu
ruang. Daun gaharu diambil dari 3 cabang
teratas pohon gaharu yang belum
mendapatkan perlakuan bio-induksi. Ukuran
daun yang dijadikan sampel adalah antara 5—
15 cm. Daun dikering-anginkan selama 3 hari
hingga bobotnya berkurang 70% (Wangiyana
dan Sami’'un 2018). Daun dan resin yang
sudah kering dicacah halus dengan alat
penggiling sampai menjadi partikel berukuran
0,5-1 mm.

Ekstraksi daun dan resin gaharu
dilakukan secara maserasi menggunakan
metode Febrina et al. (2015) dengan

beberapa modifikasi. Masing-masing
sebanyak 10 g resin gaharu dan daun gaharu
dalam bentuk serbuk direndam dalam etanol
95% dan metanol 95%, dengan
menggunakan wadah tertutup aluminium foil.
Maserasi dilakukan selama 5 hari. Maserat
disaring dengan menggunakan kertas saring
Whatman No. 1, kemudian bagian residu
dapat dimaserasi kembali selama 2 hari.
Pada tahap akhir, maserat dievaporasi dan
dipekatkan sehingga terbentuk ekstrak kasar
(Gambar 1).

Isolat S. aureus ATCC 25923
diremajakan terlebih dahulu pada medium
nutrien agar (Hi Media) konsentarasi 2,8%
w/v. Peremajaan dilakukan dengan metode
agar gores 3 kuadran kemudian diinkubasi
pada suhu 35°C selama 24 jam. Semua
peralatan dan bahan yang digunakan untuk
mengkultur  selalu disterilisasi dengan
autoklaf pada temperatur 121°C, tekanan 2
atm selama 15 menit (Camargo et al. 2016).

Rancangan aplikasi ekstrak resin
gaharu dan ekstrak daun gaharu pada bakteri
uji menggunakan rancangan acak lengkap
percobaan faktorial dengan 3 faktor
perlakuan yaitu:

[ Resin Gaharu atau Daun Gaharu ]

lDihaluskan

[Serbuk Resin Gaharu atau Serbuk Daun Gaharu]

v

Perendaman Metanol 95%

[Maserat Metanol 1 ]
|F iltrasi

v
v

v
Filtrat 1

Perendaman Metanol 95%

[Maserat Metanol 2]

| Filtrasi
Digabung v v
4{ Filtrat 2 ] [ Residu ]
Evaporasi
Pemekatan

[ Ekstrak Kasar Metanol ]

v

Perendaman Etanol 95%

[Maserat Etanol 1 ]
|Filtrasi

Perendaman Etanol 95%

v

[ Maserat Etanol 2 ]
| Filtrasi

v
Filtrat 1

Digabung

Filtrat 2

Evaporasi
Pemekatan

[ Ekstrak Kasar Etanol ]

Gambar 1. Proses ekstraksi resin dan daun gaharu dengan metode maserasi
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Tabel 1. Persentase ekstrak resin gaharu dan daun gaharu
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Bahan Pelarut Bobot Bahan Baku (g) Bobot Ekstrak Kasar (g) Persentase Ekstrak Kasar
resin etanol 10 0,26 2,6%
resin metanol 10 0,21 2,1%
daun etanol 10 1,42 14,2%
daun metanol 10 2,03 20,3%

Faktor pertama: bahan ekstrak

E:1 : Resingaharu
E> : Daungaharu
Faktor kedua: pelarut pengekstrak
P:1 . Pelarut pengekstrak etanol 95%
P, : Pelarut pengekstrak metanol 95%
Faktor ketiga: konsentrasi ekstrak
K: : Konsentrasi ekstrak 0,25 g mL™’
K. : Konsentrasi ekstrak 0,5 g mL™"
Ks : Konsentrasi ekstrak 1 g mL™

Ekstrak kasar metanol dan etanol resin
gaharu serta daun gaharu dibuat menjadi
konsentrasi 1; 0,5; dan 0,25 g mL-' dengan
metode dilusi menggunakan akuades. Isolat
bakteri uji S. aureus ATCC 25923
disuspensikan pada akuades kemudian
distandarisasi turbiditasnya dengan standar
McFarland 0,5. Suspensi isolat S. aureus
ATCC 25923 disebar pada permukaan
nutrien agar dengan menggunakan cotton
swab. Uji aktivitas antibakteri ekstrak resin
gaharu dilakukan dengan metode difusi
cakram Kirby-Bauer (Igbal et al. 2013).
Sebanyak 50 pL ekstrak resin gaharu dengan
konsentrasi berbeda-beda (0,25; 0,5; dan 1 g
mL-") diinjeksikan pada permukaan cakram
disk yang diletakkan di atas kultur S. aureus
ATCC 25923 pada permukaan nutrien agar.
Ekstrak bawang putih konsentrasi 1 g mL-"
dijadikan sebagai kontrol positif (Wolde et al.
2018). Ekstrak bahan alam dipilih sebagai
kontrol positif untuk menyeragamkan zona
hambat perlakuan ekstrak dan kontrol positif
menjadi sepadan sehingga dalam penelitian
ini tidak digunakan antibiotik sebagai kontrol
positif. Kultur diinkubasi pada temperatur
35°C selama 24 jam. Daya hambat ekstrak
resin gaharu dan daun gaharu diamati melalui
pengukuran zona hambat pada area sekitar
cakram disk dengan menggunakan jangka
sorong. Pengukuran diameter zona hambat
dilakukan secara vertikal, horizontal dan
diagonal (Arifin dan Bhuiyan 2018). Data
diameter zona hambat setiap kombinasi

perlakuan dianalisis secara ANOVA pada a =
0,05 menggunakan program Co-stat for
windows. Jika ada perbedaan yang signifikan
pada perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji
Beda Nyata Jujur (a = 0,05). Selain itu, untuk
menilai lebih lanjut faktor interaksi antar
perlakuan, dilakukan analisis standar error (a
= 0,05).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses ekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol dan
metanol menghasilkan bobot ekstrak kasar
yang berbeda-beda. Secara keseluruhan
bobot ekstrak kasar daun gaharu lebih besar
dibandingkan dengan bobot ekstrak kasar
resin gaharu. Bobot ekstrak resin gaharu
sebesar 2,1-2,6% dari bobot awal sementara
itu bobot ekstrak daun gaharu sebesar 14,2—
20,3% dari bobot awal. Dengan demikian
bobot ekstrak daun gaharu rata-rata 7—10 kali
lebih banyak dibandingkan dengan bobot
ekstrak resin. Hal ini menunjukkan bahwa
daun gaharu lebih banyak mengandung
senyawa Yyang larut pada alkohol

Gambar 2. Bahan baku resin gaharu (a), bahan baku
daun gaharu kering (b), ekstrak kasar resin
gaharu, dan daun gaharu (c)
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Tabel 2. Data diameter zona hambat

Diameter Zona Hambat (mm)

Konsentrasi (g mL™") Ulangan Bahan Resin Bahan Daun
Etanol Metanol Etanol Metanol
1 7,7 6 6 6
025 2 6 6 6 8,3
3 8,3 6 6 6
rerata 7,3 6 6 6,8
1 6 10 6 6
05 2 6 6 6 10,7
3 6 7 8,3 6
rerata 6 7,7 6,8 7,6
1 6 6 7 6
1 2 6 6 6 8
3 6 6 11,7 6
rerata 6 6 8,2 6,7

dibandingkan dengan resin gaharu. Selain
itu, konstituen resin gaharu didominasi oleh
senyawa seskuiterpen yang bersifat non-
polar sehingga kurang larut pada pelarut
polar seperti alkohol (Kristanti et al. 2018).

Berdasarkan Tabel 1, ekstraksi dengan
pelarut etanol dan metanol memiliki pengaruh
berbeda terhadap bobot ekstrak resin dan
daun. Pada resin gaharu bobot ekstrak etanol
lebih besar dibandingkan bobot ekstrak
metanol. Sebaliknya pada daun gaharu bobot
ekstrak etanol lebih kecil dibandingkan
dengan  ekstrak  metanol. Hal ini
mengindikasikan bahwa antara pelarut
dengan bahan yang diekstrak memiliki
interaksi  tertentu  yang  menentukan
efektivitas proses ekstraksi (Thouri et al.
2017). Pemilihan pelarut pengekstrak sendiri
merupakan bagian paling penting dalam
proses ekstraksi bahan obat dari tanaman
dengan menggunakan metode maserasi
(Azwanida 2015).

Ekstrak resin dan ekstrak daun memiliki
zona hambat berbeda-beda terhadap bakteri
uji S. aureus ATCC 25923. Zona hambat
terendah yang teramati pada kultur bakteri uji
adalah 6 mm. Sementara itu zona hambat
tertinggi sebesar 11,7 mm (Tabel 2).

Meskipun zona hambat tiap faktor
berbeda-beda, namun berdasarkan hasil
ANOVA hanya faktor bahan ekstrak saja
yang berbeda signifikan pada a = 0,05. Faktor
pelarut pengekstrak dan faktor konsentrasi
ekstrak tidak berbeda signifikan pada a =
0,05. Artinya bahan ekstrak berbeda
memberikan pengaruh zona hambat berbeda
terhadap bakteri uji. Berdasarkan uji BNJ
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terlihat bahwa zona hambat ekstrak resin
gaharu lebih tinggi dibandingkan dengan
zona hambat daun gaharu. Sementara itu
zona hambat yang dihasilkan dari ekstrak
dengan pelarut berbeda (etanol dan metanol)
tidak berbeda signifikan secara statistik.
Demikian pula halnya dengan zona hambat
yang dihasilkkan dari ekstrak dengan
konsentrasi berbeda tidak berbeda nyata
secara statistik.

Meskipun dari 3 faktor utama hanya 1
faktor yang berbeda nyata, namun interaksi
antarfaktor utama terbukti bersifat sangat
nyata. Terdapat interaksi yang signifikan
antara faktor ekstrak dan konsentrasi, pelarut
dan konsentrasi, serta ekstrak, pelarut dan
konsentrasi (Tabel 3). Hal ini

Gambar 3. Contoh zona hambat dari ekstrak kasar



Tabel 3. Hasil ANOVA dan BNJ Faktor Utama
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Hasil ANOVA Hasil BNJ
Faktor Bahan Faktor Pelarut Faktor Konsentrasi
Ekstrak Ekstrak Ekstrak
Faktor Utama Interaksi Faktor R’Zeorr?;a Rzeorra]\;a R’Zeorra]\;a
Aras Hambat Aras Hambat Aras Hambat
(mm) (mm) (mm)
El P1 K1
*' a a
ekstrak (*) esktrak x pelarut (ns) (resin) (etanol) 6,78 (0,25 g mL-) 7
. E2 P2 K2
*K b a a
pelarut (ns) esktrak x konsentrasi (**) (daun) 6,5 (metanol) 6,72 (0,59 mL) 6,73
. . K3
ok a
konsentrasi (ns)  pelarut x konsentrasi (**) (1 gmL 6,53

esktrak x pelarut x
konsentrasi (**)

Keterangan: Untuk uji ANOVA: ns = non-signifikan, * = signifikan, ** = sangat signifikan pada a = 0,05; Untuk uiji
BNJ, notasi berbeda pada tiap kolom menunjukkan berbeda nyata pada a = 0,05

=
o

Diameter zona hambat (mm)
o [l N w ES (63} (e} ~ [ee] [{e]

25% 50% 100%

Pelarut pengekstrak etanol

OResin gaharu

25% 50% 100%

Pelarut pengekstrak metanol

= Daun gaharu

Gambar 4. Diameter zona hambat ekstrak daun dan resin gaharu menggunakan pelarut pengekstrak etanol dan

metanol pada berbagai konsentrasi

mengindikasikan konsentrasi ekstrak
berbeda dapat mempengaruhi zona hambat
bahan ekstrak tertentu. Sementara itu
konsentrasi ekstrak berbeda juga akan
mempengaruhi  zona hambat pelarut
pengekstrak tertentu. Dengan demikian dapat
dikatakan bahwa zona hambat yang
dihasilkan oleh bahan ekstrak berbeda,
pelarut pengekstrak berbeda, dan
konsentrasi ekstrak berbeda bersifat unik
karena ketiga faktor tersebut saling
mempengaruhi satu sama lain. Dalam studi
Klinis, analisis interaksi antarfaktor
merupakan hal yang penting untuk dilakukan

terutama untuk pengembangan jenis obat
baru (Kim 2014).

Interaksi antarfaktor utama perlu
dianalisis lanjut untuk mengetahui jenis
interaksi antarfaktor tersebut. Salah satu

analisis yang dapat digunakan adalah
analisis standard error (Altman dan Bland
2005). Berdasarkan analisis standard error,
ekstrak etanol resin dan daun gaharu
mempunyai efek berbanding terbalik seiring
dengan penambahan konsentrasi ekstrak.
Pada ekstrak etanol resin gaharu, semakin
tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin
rendah diameter zona hambat yang
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dihasilkan. Sebaliknya pada ekstrak metanol
daun gaharu, semakin tinggi konsentrasi
ekstrak maka semakin tinggi pula diameter
zona hambatnya. Hal ini mengindikasikan
bahwa etanol dan metanol memiliki
karakteristik yang unik sebagai pelarut
pengekstrak daun yang digunakan untuk uji
antibakteri sehingga memungkinkan
dihasilkannya zona hambat berbeda dari
bahan baku ekstrak yang sama (Silva et al.
2016). Sementara itu ekstrak metanol daun
dan resin gaharu memiliki pola hambat yang
sama  seiring dengan  pertambahan
konsentrasi. Konsentrasi ekstrak 0,5 g mL-"
memiliki diameter zona hambat paling besar.
Zona hambat pada konsentrasi 0,25 dan 1 g
mL-' lebih rendah dibandingkan dengan
konsentrasi 0,5 g mL-'. Konsentrasi ekstrak
metanol yang berbeda mempengaruhi
kemampuan difusinya pada agar yang
digunakan sebagai medium uji antibakteri
(Apiah et al. 2017). Konsentrasi 0,5 g mL-"
merupakan konsentrasi dengan tingkat
kepekatan sedang (dibandingkan dengan
0,25 dan 1 g mL™"). Tingkat kepekatan
sedang ini memiliki daya difusi terbaik
(Gambar 4).

Konsentrasi ideal untuk menghasilkan
daya hambat terhadap bakteri uji merupakan
hal yang penting dalam pengembangan
tanaman obat. Konsentrasi  tersebut
diharapkan merupakan konsentrasi minimal
yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri uji (Saquib et al. 2019). Untuk ekstrak
metanol konsentrasi 0,5 g mL-" memiliki daya
hambat lebih baik dibandingkan dengan 1 g
mL-". Meskipun demikian, secara
keseluruhan konsentrasi ekstrak 0,25 g mL-"
memiliki zona hambat tertinggi dibandingkan
dengan konsentrasi lainnya (Tabel 3).
Konsentrasi ekstrak lebih rendah
membutuhkan bahan baku lebih sedikit.
Dalam dunia industri penggunaan bahan
baku yang efisien merupakan hal yang
penting. Dengan demikian jika konsentrasi
0,25 g mL-" memiliki daya hambat lebih baik
dibandingkan dengan 0,5 dan 1 g mL-", maka
konsentrasi 0,25 g mL-" merupakan takaran
yang ideal untuk mengembangkan produk
ekstrak metanol resin dan daun gaharu.

KESIMPULAN

Ekstrak daun gaharu memiliki aktivitas
antibakteri lebih bagus dibandingkan dengan
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ekstrak resin gaharu. Pelarut pengekstrak
dan bahan ekstrak memiliki interaksi
berbanding terbalik terhadap zona hambat
yang dihasilkan pada bakteri uji. Konsentrasi
ekstrak 0,25 g mL-" merupakan konsentrasi
efektif untuk menghasilkan zona hambat
terbaik.
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