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ABSTRACT

Namnam (Cynometra cauliflora L) and trigona honey are two potential natural ingredients to be
developed in Indonesia. However, scientific evidence of their active compounds and bioactivity is still rarely
found, particularly the combination of these two materials. Therefore, this research aimed to explore the
active ingredients of the combination of the two materials, i.e. total phenalic, flavonoids, vitamin C and 3-
carotene and its bioactive capabilities such as antioxidant activity and antibacterial activity. The analysis
showed the methanol extract of Namnam leaves (EMDN) and trigona honey either in their sole form or
combined form has antioxidant and antibacterial activity. The EMDN was more active to Staphylococcus
aureus (23.7+£3.3 mm) than to Escherichia coli, while the Trigona honey (MT) more active to Escherichia
coli (32.6t+4.4 mm) than Staphylococcus aureus (16.6+4.1 mm). Similary, the combination of EMDN and
MT showed higher activity to Escherichia coli (23+1.9 mm) than Staphylococcus aureus (17.6+2.6 mm).
Analysis of the antioxidant activity also showed that EMDN provided the highest activity with an ICsp of
0.0048+0.000 mg/mL), while a combined EMDN and MT had an 1Cs0f0.0085+0.000 mg/mL) and MT with
an ICsp of 3.736+0.112 mg/mL. Moreover, this analysis also showed that sole samples of MT and EMDN
have total phenolic content, flavonoids, and vitamin C that were higher than the combination of MT and
EMDN. However, the content of B-carotene in the combined form of MT and EMDN was higher. Thus
trigona honey, methanol extract of leaves Namnam (Cynometra cauliflora L) in a single form or in a
combination are potential to be utilized and developed as a source of antioxidants and antibacterial in the
form of functional food.

Keywords: antibacterial, antioxidant, Cynometra cauliflora L, honey trigona, namnam
ABSTRAK

Tanaman namnam (Cynometra cauliflora L) dan madu trigona merupakan dua bahan alam yang
sangat potensial untuk dikembangkan di Indonesia. Namun informasi ilmiah mengenai bahan aktif dan
bioaktivitasnya masih belum banyak diteliti khususnya kombinasi dar kedua bahan tersebut. Oleh karena
itu, penelitian ini ditujukan untuk mengeksplorasi bahan aktif kombinasi kedua bahan tersebut seperti total
fenolik, flavonoid, vitamin C dan B-karoten serta kemampuan aktivitas antioksidan dan antibakter. Hasil
analisis menunjukkan bahwa ekstrak metanol daun namnam (Cynometra cauliflora L) dan madu trigona
dalam bentuk tunggal maupun bentuk kombinasinya memiliki aktivitas antioksidan dan antibakteri.
Aktivitas antibakter ekstrak metanol daun namnam (EMDN) lebih tinggi terhadap Staphylococcus aureus
(23,7+3,3 mm) dibandingkan Escherichia coli, sedangkan aktivitas antibakteri madu trigona (MT) lebih
tinggi terhadap Escherichia coli (32,6+4,4 mm) dibandingkan bakteri Staphylococcus aureus (16,6+4,1
mm). Demikian pula, kombinasi EMDN dan MT lebih kuat terhadap Escherichia coli (23+1,9 mm) daripada
Staphylococcus aureus (17,6+2,6 mm). Analisis terhadap aktivitas antioksidan juga menunjukkan bahwa
EMDN memberikan aktivitas tertinggi (ICso 0,0048+0,000 mg/mL), kombinasi EMDN dan MT (ICso
0,0085+0,000 mg/mL) dan MT (ICsp 3,736+0,112 mg/mL). Selain itu, analisis ini menunjukkan pula sampel
MT dan EMDN tunggal memiliki kandungan total fenolik, flavonoid, vitamin C lebih tinggi dibandingkan
kombinasi MT dan EMDN. Namun pada kandungan B-karoten kombinasi MT dan EMDN lebih tinggi.
Dengan demikian, madu trigona, ekstrak metanol daun namnam (Cynometra caulifiora L) dalam bentuk
tunggal maupun kombinasinya sangat potensial dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai sumber
antioksidan dan antibakteri dalam suatu bentuk pangan fungsional.

Kata kunci: antibakteri, antioksidan, Cynometra cauliflora L, madu trigona, tanaman namnam
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PENDAHULUAN

Tanaman namnam (Cynometra cauliflora L)
dan madutrigona merupakan dua bahan alam yang
sangat potensial untuk dikembangkan di Indonesia.
Namun informasi ilmiah tentang aktivitas bioaktifnya
masih belum banyak diteliti, khususnya kombinasi
dari kedua bahan tersebut. Komponen bioaktif yang
dimaksud adalah komponen secara alamiah ter-
dapat dalam bahan pangan dan dapat memberikan
manfaat bagi kesehatan (Biesalski et al., 2009).

Hasil penelitian Owayss et al. (2004) dan
Ferreira et al. (2009) menunjukkan bahwa pada
madu terdapat klorofil, p-karoten, likopen, karote-
noid, dan flavonoid. Bahkan, Ferreira et al. (2009)
menyatakan bahwa kandungan p-karoten dan
likopen madu masing-masing sebesar 9,49 mg/kg
dan 6,12 mg/kg. Selain itu, Zainol et al., 2013 juga
menyatakan bahwa madu kelulut memiliki potensi
sebagai antibakteri. Madu dari lebah stinglessbee
bahkan memiliki rasa, aroma dan kekentalan ber-
beda yang berguna untuk medis dan terapi (Biluca
et al., 2014). Madu Trigona spp memiliki total fenolik
sekitar 784,3 mg GAE/kg dibandingkan dengan
madu Apis spp. sekitar 590,5 mg GAE/kg (Kek et al.,
2014). Keberadaan senyawa-senyawa tersebut me-
nunjukkan bahwa madu lokal juga memiliki potensi
sebagai anti kanker dan antioksidan (Sumarlin et al.,
2014).

Seperti halnya madu, daun tanaman namnam
(Cynometra cauliflora L) yang merupakan pohon
berbuah dari suku polong-polongan, Leguminosae
atau Fabaceae juga telah diteliti oleh Aziz dan Igbal
(2013), terkandung adanya tanin, saponin, flavonoid,
terpenoid, dan glikosida yang bermanfaat sebagai
antioksidan. Aktivitas antioksidan dalam tanaman
Cynometra cauliflora L. ditemukan dalam urutan
sebagai berikut: daun muda > daun tua > batang >
kulit. Hasil penelitian Ado et al. (2014), juga me-
nunjukkan bahwa ekstrak metanol daun namnam
memiliki kadar total fenolik sebesar 214,370 mg
GAE/g dan aktivitas antioksidan dengan nilai ICsq
sebesar 0,048 mg/mL. Penelitian lain dari suku
golongan Fabaceae sebagai antibakteri diantaranya
ekstrak Senna italica yang memiliki daya hambat
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa, Entero-
coccus faecalis, Escherichia coli dan Staphylo-
coccus aureus (Masoko et al., 2009), ekstrak etil
asetat daun jengkol (Pithecolobium lobatum Benth)
memiliki aktivitas dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
(Salni et al., 2011).

Semua publikasi tanaman namnam dan madu
trigona tersebut dalam bentuk tunggal. Beberapa
publikasi kombinasi madu seperti kombinasi madu
dan Nigella sativa (Maslem et al., 2012), kombinasi
madu dan Garcinia Kola (Akinnibosun dan ltedjere,
2013), kombinasi madu alam dan benih Peganum
harmala (Ahmed et al., 2013), serta kombinasi madu
dan tepung kentang (Ahmed et al., 2012) yang telah
menghasilkan efek sinergis dan meningkat aktivitas-
nya. Oleh karena itu, dalam penelitian ini ditujukan
untuk mengeksplorasi bahan aktif pada kombinasi
bahan ekstrak metanol daun namnam dan madu
trigona seperti total fenolik, flavonoid, vitamin C dan
B-karoten serta kemampuannya sebagai bahan
antioksidan dan antibakteri. Hal ini penting untuk
mengetahui efek sinergi kedua bahan potensial
tersebut secara ilmiah. Untuk mendapatkan hasil
yang maksimal, digunakan metode maserasi cara
dingin untuk mencegah terurainya metabolit yang
tidak tahan pemanasan. Penggunaan pelarut
metanol berfungsi melunakkan sel simplisia sehing-
ga senyawa metabolit sekunder yang masih terikat,
tertarik ke luar sel dan dilarutkan. Penelitian Suryan-
to dan Wehantouw (2009) menunjukkan bahwa
metanol mampu menarik lebih banyak jumlah
metabolit sekunder yaitu senyawa fenolik, flavonoid,
dan tanin dalam daun Artocarpus altilis F. dibanding-
kan dengan etanol. Hasil penelitian Rabeta dan
Farazina (2013) pada ekstraksi daun dan buah
Garcinia atrovirdis serta buah Cynometra cauliflora
dengan menggunakan pelarut metanol memberikan
aktivitas antioksidan yang lebih kuat daripada eks-
traksi dengan pelarut air. Pada akhirnya, diharapkan
penelitian ini dapat digunakan sebagai basis data
untuk formulasi antioksidan dan antibakteri kombina-
si tanaman namnam dan madu trigona dalam ber-
bagai aplikasi.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan utama adalah sampel madu trigona
yang diperoleh dari peternak lebah di daerah Luwuk
Sulawesi Tengah, daun namnam diperoleh dari
daerah Pangandaran, Jawa Barat dan diidentifikasi
di Herbarium Bogoriense Bidang Botani, Pusat
Penelitian Biologi LIPI, Bogor, DPPH (2,2-difenil-1-
pikril-hidrazil) (Sigma-Aldrich, USA), Escherichia coli
ATCC 25922 dan Staphylococcus aureus ATCC
25923 serta bahan-bahan kimia pro analitik lainnya
yang diperlukan untuk analisis.
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Ekstraksi daun namnam

Daun namnam (Cynometra cauliflora L.) dicuci,
disortasi lalu dikeringkan dengan sinar matahari
selama 30 jam sampai kadar air 9-10%. Kemudian
digiling dengan blender (Arte, Indonesia), sehingga
diperoleh serbuk halus. Serbuk daun namnam
sebanyak 100 gram direndam dengan 100 mL
methanol (JT Baker, USA) dan dimaserasi selama
24 jam. Setelah itu hasil rendaman disaring dengan
kertas saring Whatman No. 4 (Merk milipore,
Germany), sehingga diperoleh filtrat yang pertama.
Residu daun namnam dimaserasi kembali dengan
pelarut methanol selama 9 jam, sehingga diperoleh
filtrat yang kedua. Filtrat diuapkan dengan rotary
evaporator (Laborata 4000 Heidolph, USA) pada
suhu 49°C sehingga diperoleh ekstrak kental.
Proses ekstraksi dilakukan sebanyak lima kali. Pem-
buatan formulasi kombinasi madu dan ekstrak
metanol daun namnam dilakukan dengan cara me-
nimbang madu dan ekstrak metanol daun namnam
dengan menggunakan perbandingan 1:1 (b/b).

Uji alkaloid (uji dragendroff dan bourchardat)

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah 10 mL
kloroform-amoniak  (Merk  Milipore, Germany),
kemudian disaring. Filtrat ditambahkan dengan 3-5
tetes H,SO, 2 M (Merk Milipore, Germany) dan
dikocok sehingga terbentuk dua lapisan. Lapisan
asam (terdapat pada bagian atas) dipipet dalam dua
tabung reaksi lain, lalu ditambahkan beberapa tetes
pereaksi Dragendroff (kombinasi Bi(NOj3),.5H,0
(Merk Milipore, Germany) dalam HNO3; (Merk
Milipore, Germany) dan larutan Kl (Merk Milipore,
Germany) pada tabung A dan pereaksi Bourchardat
(4 gram Kl (Merk Milipore, Germany) dilarutkan
dalam 20 mL akuades, ditambah 2 gram I, (Merk
Milipore, Germany) ditera hingga 100 mL) pada
tabung B. Adanya alkaloid ditunjukkan dengan ter-
bentuknya endapan jingga sampai merah coklat
(Harborne, 1996).

Uji steroid dan triterpenoid (uji
(Harborne, 1996 dengan modifikasi)

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah dengan
20 mL n-heksana (JT Baker, USA) dan didiamkan
selama 2 jam. Kemudian disaring dan ditambahkan
H,SO, pekat sebanyak 2 tetes (Metode Harborn,
1996 menggunakan kloroform dan asetat anhidrida).
Steroid memberikan warna biru atau hijau, sedang-
kan untuk tritepenoid memberikan warna merah
atau ungu.

salkowski)

Uji flavonoid (Harborne, 1996 dengan modifikasi)

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah dengan
10 mL air panas (metode Harborne, 1996 meng-
gunakan alkohol), dan didihkan selama 5 menit,
kemudian disaring kertas Whatman No. 4. Filtrat
sebanyak 5 mL ditambahkan HCI pekat (Merk
Milipore, Germany) dan 0,05 mg serbuk Mg (Merk
Milipore, Germany), kemudian dikocok kuat-kuat. Uji
positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna
merah, kuning, atau jingga.

Uji saponin (uji forth)

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah air panas
sebanyak 5 mL dalam tabung reaksi dan dikocok.
Sampel dinyatakan positif mengandung saponin
apabila terdapat busa. Terbentuknya busa yang
stabil dalam tabung reaksi menunjukkan adanya
senyawa golongan saponin, bila ditambahkan 1
tetes asam klorida 1% (encer) busa tetap stabil
(Djamil dan Anelia, 2009).

Uji tanin atau fenolik

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah 10 tetes
FeCl; 1% (Merk Milipore, Germany). Sampel positif
mengandung tannin atau fenol apabila menghasil-
kan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam pekat
(Djamil dan Anelia, 2009).

Uji kuinon

Sampel sebanyak 0,5 gram ditambah etanol
95% (Merk Milipore, Germany) sebanyak 2 mL, lalu
ditambahkan NaOH 10% (Merk Milipore, Germany).
Jika terjadi warna kuning, jingga, coklat, atau merah
menunjukkan adanya fenolhidrokuinon (Harborne,
1996).

Penentuan aktivitas antioksidan dengan metode
DPPH (Singh et al., 2013 dimodifikasi)

Sebanyak 2 mL sampel masing-masing di-
masukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan
ke dalamnya 2 mL DPPH 0,002% (Sigma-Aldrich,
USA) (Singh et al., 2013) menggunakan 4 mL DPPH
0,004% yang dilarutkan dalam metanol). Kemudian
sampel dihomogenkan dan diinkubasi selama 30
menit dalam ruang gelap. Serapan diukur pada
panjang gelombang 517 nm dengan spektrof-
otometer UV-VIS (Perkin ElImer Lambda 25). Pengu-
kuran dilakukan pengulangan sebanyak 3 Kali.
Sebagai standar digunakan asam askorbat (Merk
Milipore, Germany) pada konsentrasi 0,5; 1; 2; 4 dan
8 ppm dengan perlakuan yang sama dengan sampel
uji. Nilai absorbansi yang didapat digunakan untuk
menentukan nilai penghambatan sampel melalui
perhitungan sebagai berikut:
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% inhibisi = (A blanko-A sampel) y 10004
A blanko

Keterangan:
A blanko = Absorbansi tidak mengandung sampel
A sampel = Absorbansi sampel

Selanjutnya hasil perhitungan dimasukkan ke
dalam persamaan regresi sehingga diperoleh nilai
ICso didapat dari perhitungan pada saat persen
inhibisi sebesar 50%.

Uji total fenolik (Socha et al., 2009)

Madu trigona, ekstrak metanol daun namnam,
dan kombinasi madu-ekstrak metanol daun namnam
(1:1) masing-masing sebanyak 100 mg dilarutkan
dalam 10 mL akuades. Kemudian dipipet sampel
sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan 0,3 mL reagen
Folin-Cioucalteu (Merk Milipore, Germany), 2 mL
Na,CO; 15% (Merk Milipore, Germany) dan ditepat-
kan dengan akuades hingga volume larutan menjadi
5 mL. Selanjutnya sampel divortex dan diinkubasi
selama 2 jam. Sampel diukur serapannya meng-
gunakan spektrofotometer UV-VIS (Perkin Elmer
Lambda 25) pada panjang gelombang 750 nm.
Kurva standar asam galat (Sigma-Aldrich, USA)
dibuat pada deret konsentrasi 10, 20, 40, 60, 80,
100 ppm. Kandungan total fenolik dinyatakan
sebagai jumlah ekuivalen mg asam galat (GAE) per
1 gram sampel.

Uji total flavonoid (Meda et al., 2005)

Madu trigona, ekstrak metanol daun namnam,
dan kombinasi (1:1) masing-masing sebanyak 100
mg dilarutkan dalam 10 mL metanol. Kemudian
sampel disaring dan diambil sebanyak 5 mL dan
ditambahkan 5 mL AICI; 2% (b/v) (Merk Milipore,
Germany). Kemudian sampel dihomogenkan dan
diinkubasi selama 10 menit. Sampel diukur serapan-
nya menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada
panjang gelombang 454,63 nm. Kuersetin sebagai
standar dengan deret konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50
ppm. Kandungan flavonoid dianggap sebagai jumlah
ekuivalen mg kuersetin (QE) (Sigma-Aldrich, USA)
per 1 gram sampel.

Uji kadar vitamin C (Ferreira et al., 2009)

Madu trigona, ekstrak metanol daun namnam,
dan kombinasi (1:1) ditimbang sebanyak 100 mg
dan diekstraksi dengan 10 mL H3PO4 1% (Merk
Milipore, Germany). Setelah itu sampel diinkubasi
45 menit pada suhu ruang dan dilanjutkan dengan
penyaringan menggunakan kertas Whatman No. 4.
Diambil 1 mL filtrat dan ditambahkan 9 mL DCPIP

0,005% (Merk Milipore, Germany). Sampel kemu-
dian dihomogenkan dan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu ruang. Serapan diukur menggunakan
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang
519 nm. Sebagai standar digunakan asam askorbat
standar dengan deret konsentrasi 10, 20, 40, 80,
100 mg/L dan menggunakan persamaan regresi.
Kandungan vitamin C dinyatakan sebagai jumlah
ekuivalen mg asam askorbat (AA) per 1 g sampel.

Uji total kandungan karotenoid (Alvarez-Suarez
et al., 2010)

Uji kandungan total karotenoid dilakukan pada
madu trigona dan ekstrak dari daun namnam.
Sampel madu sebanyak 1 gram dilarutkan dengan
pelarut n-heksana-metanol (1:1) (JT Baker, USA)
dishaker (Heidolph Unimax 1010, USA) selama 1
jam dan didiamkan selama 10 menit pada suhu
ruang. Kemudian disaring dengan menggunakan
kertas saring Whatman No. 4. Filtrat diukur absor-
bansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 450 nm. Sebagai standar di-
gunakan B-karoten (Sigma-Aldrich, USA) dengan
kurva standar pada konsentrasi (0,015-0,6 pg/mL).
Total kandungan karotenoid dinyatakan dalam mg
setara dengan B-karoten (mg BCE/g). Diulang
dengan menggunakan ekstrak madu dan daun
namnam dan hasil partisi n-heksana, etil asetat dan
butanol.

Pengujian antibakteri dengan metode zona
bening (Lestari et al., 2013)

Sebanyak 1 mL inokulum bakteri uji fase midlog
diambil kemudian dimasukkan ke dalam 100 mL
media MHA (Merk Milipore, Germany) dan di-
homogenkan. Selanjutnya media yang berisi ino-
kulum tersebut dituang ke dalam cawan petri dan
dibiarkan memadat. Sebanyak 0,1 mL baik sampel
maupun kontrol yang telah dipersiapkan di dalam
syringe dituangkan pada agar yang telah dilubangi
dengan sedotan steril. Kemudian petri ditutup
kembali segera, setelah itu diinkubasi selama 18-24
jam pada suhu 37°C. Diukur zona hambat dari
masing-masing sampel kemudian dibandingkan
dengan kontrol positif. Untuk setiap perlakuan
dilakukan tiga kali pengulangan (triplo).

Analisis data

Analisis data dilakukan sebanyak triplo dan
data yang ditampilkan berupa mean + standar
deviasi. Hasil uji fitokimia dianalisis secara deskriptif
sedangkan aktivitas antioksidan, kadar total fenolik,
total flavonoid, dan \itamin C dianalisis secara
statistik menggunakan Analisis Variansi (ANOVA)
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satu arah (One Way) dengan batas kepercayaan
95% (a 0,05) menggunakan Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) versi 20 (Latuconsina et
al., 2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji fitokimia

Rendemen ekstrak yang diperoleh dalam
penelitian ini bervariasi sebesar 6,16% hingga
9,41% (Tabel 1). Nilai rendemen ini dapat digunakan
untuk mengetahui nilai ekonomis suatu produk atau
bahan. Rendemen ekstrak dalam penelitian ini ber-
variasi disebabkan oleh ketidakseragaman ukuran
partikel pada satuan mesh tertentu setelah digiling
dan pengayakan goyang. Hasil ini akan digunakan
untuk uji-uji selanjutnya termasuk uji fitokimia.

Tabel 1. Rendemen ekstrak metanol daun namnam
dalam beberapa pengulangan

Berat
Maserasi* Sampel Berat Ren?l)emen
Serbuk (g) Ekstrak (g) (%)
| 100 7,55 7,55
Il 100 6,19 6,19
11l 100 6,16 6,16
v 100 6,30 6,30
Y, 100 6,85 6,85
\Y/ 100 9,41 9,41
Keterangan: *I, Il, lll, 1V, V dan VI adalah pengulangan

untuk mendapatkan sampel yang akan diuji selanjut-
nya

Analisis fitokimia dilakukan untuk memberikan
gambaran tentang golongan senyawa yang
terkandung dalam Madu Trigona (MT) dan Ekstrak
Metanol Daun Namnam (EMDN) secara tunggal
maupun kombinasi (EMDN : MT). Hasil pengujian
memperlihatkan bahwa semua jenis sampel baik
tunggal maupun kombinasi positif mengandung
senyawa fenolik dan flavonoid (Tabel 2). Hasil uiji

fitokimia terhadap ekstrak metanol daun namnam
Positif mengandung fenolik, flavonoid, steroid/
triterpenoid, saponin, dan kuinon (Tabel 2). Hasil ini
sesuai dengan penelitian Aziz dan Igbal (2013),
penentuan kandungan awal senyawa fitokimia me-
nunjukkan bahwa adanya tanin, saponin, flavonoid,
terpenoid, dan glikosida yang bermanfaat sebagai

antioksidan pada daun namnam (Cynometra
cauliflora).

Pada awalnya MT tidak mengandung
steroid/triterpenoid, saponin, dan kuinon, namun

setelah kombinasi dengan EMDN menunjukkan
hasil fitokimia yang positif (Tabel 2). Hal ini meng-
indikasikan bahwa kandungan golongan senyawa
saponin, kuinon, terpenoid dan steroid berasal dari
ekstrak daun namnam. Artinya bahwa kombinasi
dua bahan ini saling melengkapi yang dapat me-
nambah nilai aktivitas dari bahan kombinasi.

Aktivitas antioksidan

Hasil analisis memperlihatkan bahwa semua
sampel yang dianalisis memiliki kemampuan me-
lakukan penghambatan terhadap radikal DPPH.
Aktivitas antioksidan tertinggi terdapat pada sampel
EMDN dengan nilai 1Csy sebesar 0,0048 mg/mL
(Tabel 3). Keberadaan senyawa-senyawa seperti
fenolik, flavonoid, dan vitamin C pada madu dan
namnam berperan penting untuk aktivitas anti-
oksidan. Hal ini ditunjukkan oleh pola hubungan
kandungan senyawa tersebut dengan aktivitas
antioksidan (Tabel 4). Hubungan ini memper-
lihatkan bahwa tingginya kadar fenolik, flavonoid
dan vitamin C pada sampel menyebabkan tingginya
aktivitas antioksidan (Tabel 4). Hal ini dipertegas
oleh hasil penelitian Ado et al. (2014), yang
melaporkan kandungan total fenolik dari ekstrak
metanol daun tanaman namnam sebesar 214,370
mg GAE/g ekstrak dan aktivitas antioksidan dengan
nilai ICsy sebesar 0,048 mg/mL.

Tabel 2. Hasil uji fitokimia sampel ekstrak metanol daun namnam sebelum dan sesudah dikombinasikan

dengan madu trigona

Sampel Fenolik Flavonoid Alkaloid Steroid/Triterpenoid Saponin Kuinon
EMDN + + - + + +
MT + + - - - -
EMDN : MT (1:1) + + - + + +

Keterangan: (+): Terdeteksi; (-): Tidak Terdeteksi; EMDN : Ekstrak Metanol Daun Namnam; MT : Madu Trigona; MT :
EMDN (1:1): Kombinasi Madu Trigona : Ekstrak Metanol Daun Namnam (1:1)
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Tabel 3. Aktivitas antioksidan sampel ekstrak
metanol daun namnam dan madu trigona
sebelum dan setelah kombinasi

Sampel ICs0 (Mmg/mL)
Standar vitamin C 0,0036 + 0,000%
MT 3,736 +0,112°
EMDN 0,0048 + 0,000%

MT : EMDN (1:1) 0,0085 + 0,000%
Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama pada
tabel menunjukkan nilai tidak berbeda nyata (uji
Duncan a = 5%); MT: Madu Trigona; EMDN: Ekstrak
Metanol Daun Namnam; MT : EMDN (1:1): Kombinasi
Madu Trigona : Ekstrak Metanol Daun Namnam (1:1)

Ado et al. (2014) juga menyatakan bahwa
terdapat 18 senyawa yang telah diidentifikasi dari
fraksi aktif etil asetat dan butanol daun Cynometra
cauliflora L yang merupakan bagian dari senyawa
fenolik dan flavonoid. Ketika sampel MT dan EMDN
dikombinasikan menunjukkan perubahan yang
signifikan terhadap aktivitas antioksidan meskipun
tidak sebesar EMDN sebelum dikombinasikan. Hasil
ini diperkuat oleh hasil analisis statistika yang
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan sebelum
dan sesudah kombinasi berbeda nyata. Aktivitas
antioksidan pada sampel setelah kombinasi diduga
diakibatkan oleh keberadaan senyawa aktif yang
terdeteksi pada uji fitokimia (Tabel 2) maupun uji
kuantitatif (Tabel 4).

Tabel 4. Kandungan total fenolik, flavonoid, dan
vitamin C madu trigona dan ekstrak

metanol daun namnam sebelum dan
setelah kombinasi
Kadar Total Kadar Total Kadar
Fenolik Flavonoid Vitamin C
Sampel (mg GAE/g (mg QE/g (mg AAg
Sampel Sampel Sampel
+ SD) + SD) + SD)
MT 1,0096 + 0,0962 + 49,7352 +
0,1170° 0,00490? 1,43334°
EMDN 267,6897 + 12,5850 + 201,6848+
7,27079° 0,17950° 14,86620°
MT 131,7105 + 6,9388 + 61,9637 +
EMDN 4,66267" 0,35035"  1,42908°°
(2:1)

Keterangan: Nilai yang diikuti oleh huruf yang sama pada
tabel menunjukkan nilai tidak berbeda nyata (uji
Duncan a = 5%); MT: Madu Trigona; EMDN: Ekstrak
Metanol Daun Namnam; MT : EMDN (1:1): Kombinasi
Madu Trigona : Ekstrak Metanol Daun Namnam (1:1)

Hal ini terlihat dari keberadaan total fenolik,
flavonoid dan \itamin C yang mempengaruhi
mekanisme radikal DPPH scavenging. Selain itu,

flavonoid juga telah dilaporkan berpengaruh pada
sifat antioksidan melalui aktivitas scavenging dan
kelating.

Hasil analisis sifat antioksidan (LCso) (Tabel 3)
pada kombinasi MT dan EMDN tidak menunjukkan
nilai yang paling tinggi. Hal ini sejalan dengan
fluktuasi total fenolik, flavonoid dan vitamin C.
Kondisi ini memperkuat alasan bahwa kemampuan
antioksidan kombinasi MT dan EMDN dipengaruhi
oleh keberadaan total fenolik, flavonoid dan \itamin
C. Pengaruh senyawa ini telah disimpulkan oleh
Singh et al.,, 2010 melalui kombinasi Triphala
dengan Terminalia chebula, Terminalia Bellerica dan
Emblica officinalis. Penelitian tersebut menyatakan
bahwa fraksi yang kaya polifenol relatif berpengaruh
terhadap sifat antioksidan dibandingkan yang lebih
rendah kadar fenoliknya. Dugaan lain yang mem-
pengaruhi aktivitas antioksidan bahan kombinasi
tersebut adalah komposisi bahan. Liu et al., 2014
melakukan penelitian kombinasi ekstrak ubi jalar
manis dengan polifenol tanaman Teh dan flavonoid
Pueraria yang menyatakan bahwa komposisi bahan
yang optimum berperan penting pada kondisi
kan dugaan bahwa telah terjadi interaksi senyawa
yang terdapat dalam bahan yang dikombinasikan.
Meskipun demikian, mekanisme peranan fitokon-
stituen yang berbeda pada bahan campuran dan

mempengaruhi aktivitas antioksidan perlu diteliti
lebih lanjut.
Perbedaan sifat antioksidan tidak hanya

berkorelasi dengan jumlah total antioksidan, tetapi
berkenaan juga dengan komponen-komponen yang
terpilih. Secara rinci dikatakan bahwa perbedaan
kemampuan sebagai antiradikal (antioksidan)
diakibatkan karena (i) perbedaan komponen dan
komposisi bioaktif, (i) keragaman karakteristik struk-
tural fenolik yang berpotensi sebagai antioksidan,
(iii) sinergisme komponen bioaktif yang ada dalam
setiap kombinasi dan (iv) perbedaan sifat kinetik
antioksidan potensial (Ramadan, 2008).

Semua sampel yang ada baik dalam bentuk
tunggal maupun campuran menunjukkan nilai ICsg
kurang dari 50 ppm. Menurut Jun et al. (2003),
aktivitas antioksidan digolongkan sangat aktif jika
nilai ICso kurang dari 50 ppm, digolongkan aktif bila
nilai 1Csy antara 50-100 ppm, digolongkan sedang
bila nilai 1C5p 101-250 ppm, dan digolongkan lemah
bila nilai 1C59 250-500 ppm, serta digolongkan tidak
aktif bila nilai ICsq lebih besar dari 500 ppm. Semakin
kecil nilai ICso berarti semakin tinggi aktivitas
antioksidan. Oleh karena itu, nilai ICsg sampel yang
dianalisis menunjukkan kemampuan antioksidan
sangat aktif.
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Uji fitokimia dan identifikasi B-karoten

Hasil uji fitokimia (Tabel 5) menunjukkan
adanya kandungan senyawa golongan triterpenoid
dan karotenoid. Senyawa golongan triterpenoid
ditandai dengan timbulnya warna merah sedangkan
senyawa golongan steroid ditandai dengan ter-
bentuknya warna hijau. Selain itu, uji kualitatif
karotenoid dengan menggunakan pereaksi Carr
Price (SbCl; dalam kloroform). Terbentuknya warna
merah jingga atau coklat setelah penambahan SbCl3
menunjukkan dalam ekstrak terdapat karotenoid.
Terbentuknya warna merah disebabkan karotenoid
membentuk komplek dengan ion logam Sb.

Tabel 5. Hasil uji kualitatif (Scan Avaxs) keberadaan
senyawa karotenoid dan steroid/triter-
penoid pada sampel madu trigona dan
ekstrak metanol daun namnam

sampel Golongan Senyawa Anals
Steroid/Triterpenoid  Karotenoid (nm)
MT + + 442,83
EMDN + + 328,37,
382,20;
418,81,
443,68;
472,30

Keterangan: + (Terdeteksi), dan — (Tidak terdeteksi) Madu
Trigona (MT), Ekstrak Metanol Daun Namnam (EMDN)

Hasil scan Anus (Tabel 5) sampel MT dan
EMDN menunjukkan serapan maksimum pada
panjang gelombang tertentu (Tabel 5). Hasil ini
diperkuat oleh Britton et al. (2004) yang menyatakan
bahwa serapan maksimum B-karoten pada panjang
gelombang 425, 450, dan 477 nm. Hal ini meng-
gambarkan bahwa sampel MT dan EMDN memiliki
kandungan B-karoten, selisih jarak panjang gelom-
bang yang berdekatan. Pada sampel ekstrak daun
namnam terdapat banyak serapan maksimum,
karena adanya senyawa lain yang terdapat pada
sampel. Analisis ini menggunakan standar 3-karoten
murni sebagai standar pengukuran. Hasil merujuk
pada penelitian Alvarez-Suarez et al. (2010) dan
Biswas et al. (2011) dengan menggunakan spektro-
fotometer UV-Vis.

Kandungan p-karoten pada ekstrak daun
namnam 1,013 mg BCE/gr lebih besar jika di-
bandingkan dengan sampel madu trigona (Tabel 6).
Hasil ini diakibatkan oleh pengaruh klorofil terutama
pada bagian permukaan atas daun dan keberadaan
senyawa polifenol. Lisiewska et al. (2006) menyata-
kan bahwa tanaman memiliki kandungan karotenoid
dan [(-karoten lebih tinggi pada tanaman yang
memiliki kandungan klorofil dan polifenol yang tinggi.

Kandungan [-karoten tersebut akan mengalami
peningkatan (Tabel 6) ketika MT dan EMDN
dikombinasikan. Hal ini menunjukkan bahwa pe-
manfaatan kombinasi kedua bahan tersebut sangat
potensial untuk mendapatkan fungsi yang terkan-
dung dalam B-karoten.

Tabel 6. Kadar pB-karoten pada sampel madu
trigona dan ekstrak metanol daun namnam
sebelum dan setelah dikombinasikan serta
ekstraksi partisi pada beberapa pelarut

Kadar 3-karoten

Sampel (mg BCE/gr)
MT 0,014 + 0,100
EMDN 1,013 +£0,020
MT: EMDN (1:1) 3,15+ 0,500
Fraksin-heksana 18,83 £ 0,030
Fraksi etil asetat 0,022 £ 0,120

Fraksi butanol -
Fraksiair -

Keterangan: MT:Madu Trigona, EMDN:Ekstrak Daun
Namnam, MT:EMDN (Kombinasi Madu Trigona &
Ekstrak Daun Namnam). Data partisi pada beberapa
pelarutuntuk sampel setelah kombinasi (MT : EMDN)

Hasil ini akan mengalami peningkatan lagi
ketika sampel kombinasi diekstraksi partisi dengan
fraksi n-heksana yang menyebabkan peningkatan
kadar (B-karoten hingga mencapai 6 (enam) Kkali
dibandingkan sebelum kombinasi. Penyebab pe-
ningkatan kadar B-karoten ini ditinjau dari struktur
dan sifat B-karoten, termasuk golongan karetonoid
yang bersifat non-polar, sehingga mudah larut
dalam pelarut non-polar sesuai dengan prinsip like
disolves like. Sementara itu, pada fraksi etil asetat
relatif sedikit B-karoten yang terdeteksi pada pelarut
ini, karena etil asetat merupakan pelarut semi polar.
Akibatnya, B-karoten yang terekstrak pada fraksi etil
asetat relatif lebih sedikit.

Aktivitas antibakteri

Hasil analisis terhadap aktivitas antibakteri
pada semua sampel menunjukkan adanya pem-
bentukkan zona bening, namun dengan intensitas
yang berbeda-beda. EMDN menunjukkan zona
bening yang paling tinggi pada Staphylococcus
aureus, tapi sampel MT paling tinggi pada
Escherichia coli (Tabel 8).

Perbedaan respon bakteri dapat disebabkan
oleh faktor-faktor yang ada dalam sampel tersebut.
Misalnya perbedaan zona hambat sampel MT
terhadap kedua bakteri tersebut disebabkan karena
perbedaan dinding sel E. coli yang memiliki dinding
sel yang lebih tipis dibanding S. aureus. Peranan
dinding sel ini oleh Fadhilla et al. (2012) dinyatakan

150


http://dx.doi.org/10.6066/jtip.2015.26.2.144

DOI: 10.6066/jtip.2015.26.2.144

J. Teknol.danIndustri Pangan Vol. 26(2): 144-154Th. 2015

dalam penelitian ekstrak etanol lumut hati bahwa
sensitiitas S. aureus ATCC 5923 yang tinggi
disebabkan karena struktur dinding selnya. Bakteri
Gram positif seperti S. aureus tidak memiliki mem-
bran luar seperti yang dimiliki kebanyakan bakteri
Gram negatif. Disamping itu S. aureus memiliki
dinding sel yang bersifat hidrofobik pada bagian
luarnya, sehingga konsentrasi rendah dari ekstrak
lumut (<1 mg/mL) akan dapat membunuh seluruh
bakteri S. aureus (Madigan et al., 2009).

Senyawa fenolik akan merusak sel bakteri
dengan cara mengubah permeabilitas membran
sitoplasma karena larut lemak. Sementara dalam
konsentrasi yang lebih rendah, fenol menginaktifkan
sistem enzim penting dalam sel bakteri (Oliver et al.,
2001). Madu kelulut dari Trigona spp memiliki
kandungan fenolik dan intensitas warna yang lebih
tinggi dari madu Apis spp (Kek et al., 2014).
Aktivitas antibakteri pada madu dapat disebabkan
konsentrasi gula yang tinggi, keasaman, total
flavonoid, total fenol, konsentrasi hidrogen peroksida
atau komponen yang belum teridentifikasi lainnya
yang terdapat di dalam madu (Bogdanov, 2015).
Keberadaan senyawa fenolik dan flavonoid pada
sampel MT dan EMDN yang diuji telah mendukung
beberapa pernyataan sebelumnya (Tabel 4).

Pengujian antibakteri ekstrak metanol daun
namnam (EMDN) menunjukkan bahwa zona hambat
S. aureus sebesar 23,7 mm, sedangkan E. coli tidak
membentuk zona hambat (Tabel 7). Senyawa aktif
yang berperan sebagai antibakteri pada daun nam-
nam hampir sama dengan senyawa aktif yang
terkandung di dalam MT, hanya saja kadar senyawa
aktif tersebut yang berbeda, sehingga memberikan
pengaruh yang berbeda pula pada kedua bakteri.
Total fenolik dan flavonoid pada ekstrak metanol
daun namnam cukup tinggi dibandingkan dengan
madu, namun senyawa aktif ekstrak metanol daun
namnam hanya mampu menghambat pertumbuhan
S. aureus yang disebabkan dinding selnya bersifat
polar, sehingga senyawa aktif ekstrak metanol daun
namnam yang bersifat polar juga lebih mudah
menembus dinding sel S. aureus tersebut.

Sampel EMDN dapat menghambat per-
tumbuhan S. aureus karena bakteri tersebut tidak
memiliki membran luar seperti E. coli. S.aureus
hanya memiliki dinding sel yang terdiri dari lapisan
peptidoglikan tanpa adanya tiga polimer pem-
bungkus di luar sehingga selnya akan mudah ter-
denaturasi oleh senyawa aktif di dalam ekstrak
metanol daun namnam. Sebaliknya, E. coli memiliki
tiga lapisan dinding sel yang menyebabkan bakteri
tersebut lebih tahan terhadap ekstrak metanol daun
namnam. Senyawa fenolik yang memiliki substansi

cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus
hidroksil sehingga dapat menembus peptidoglikan.
Akibatnya, dinding dan membran sel mengalami
kerusakan dan mengganggu sistem transpor aktif
bakteri (Bachir dan Benali, 2012). Menurut Ruiz et
al. (2012) senyawa fenolik selain merusak struktur
dinding sel dan mengganggu kerja transpor aktif,
juga mengganggu kekuatan proton di dalam mem-
bran sitoplasma bakteri. Kemampuan antibakteri
tanaman dari jenis cynometra yang lebih besar pada
S. aureus dibandingkan E. coli ini dipertegas oleh
beberapa penelitian seperti pada ekstrak etanol
daun Cynometra travancorica (John et al., 2012)
dan ekstrak methanol kulit kayu Cynometra ramiflora
Linn (Afjalus et al., 2013).

Tabel 7. Pengaruh ekstrak tunggal dan kombinasi
MT dan EMDN terhadap penghambatan
pertumbuhan Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli

Staphylococcus Escherichia
Sampel aureus coli
(mm = SD) (mm = SD)
EMDN 23,7 +3,3° 0,00 + 0,00%
MT 16,6 + 4,1°¢ 32,6 + 4,4%°19
MT:EMDN (1:1) 17,6 + 2,6° 23+1,9°
Kloramfenikol 22,2 +3,8° 27,9 +0,5%%
Povidone iodine 10,3 +1,0°° 235+8,9°
Metanol 0,00 + 0,007 10,8 + 3,8°
Aquades 0,00 + 0,00? 0,00 + 0,00?

Keterangan: Angka-angka yang didampingi oleh huruf
yang sama dalam satu kolom menunjukkan tidak
berbeda nyata pada taraf uji lanjut Duncan 5% taraf
signifikan 95% (P<0,05). Data pada perlakuan telah
dikonversiterhadap zona hambatoleh metanol

Hasil pengujian antibakteri selanjutnya melalui
kombinasi MT dan EMDN menunjukkan bahwa baik
pada E. coli maupun S. aureus menunjukkan ada-
nya zona hambat (Tabel 7). Hasil ini menunjukkan
adanya penurunan dibandingkan pada saat sampel
tunggal. Selanjutnya pembentukan zona hambat
pada E. coli sampel kombinasi yang sebelumnya
tidak nampak pada EMDN menunjukkan kontribusi
hambatan berasal dari sampel MT.

Zona hambat pada kombinasi lebih kecil
dibandingkan dengan sampel tunggal. Maslem et al.
(2012) menyatakan bahwa kombinasi dua atau lebih
substansi akan memberikan nilai medis yang lebih
baik jika komponen-komponen di dalamnya tidak
terjadi reaksi yang dapat merugikan kesehatan.
Selain itu, kecilnya daya hambat ini menunjukkan
bahwa komposisi MT dan EMDN (1:1) bukanlah
komposisi yang optimal untuk mendapatkan efek
antibakteri yang maksimal. Hal ini telah dibuktikan
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melalui penelitian kombinasi madu dan Nigella
sativa (Maslem et al., 2012), kombinasi madu dan
Garcinia kola (Akinnibosun dan ltedjere, 2013), dan
kombinasi madu alam dan benih Peganum harmala
(Ahmed et al.,, 2013), madu dan tepung kentang
(Ahmed et al., 2012). Hasilnya menunjukkan bahwa
jika komposisi bahan yang dicampurkan dengan
madu berbeda maka zona hambat yang dihasilkan
cenderung berbeda terhadap masing-masing bakteri
uji dan menunjukkan efek sinergi. Bahkan pada
beberapa kondisi makin tinggi komposisi yang di-
campurkan dengan madu maka zona hambat makin
tinggi (Maslem et al.,, 2012; Akinnibosun dan
Itedjere, 2013).

Hasil analisis ini menunjukkan pula bahwa
peningkatan komposisi komponen EMDN me-
nyebabkan peningkatan zona hambat. Mekanisme
aktivitas antibakteri madu yang kompleks ini diduga
berkaitan dengan aktivitas sinergis antara berbagai
bahan bioaktif seperti polifenol dan flavonoid
(Escuredo et al., 2012; Lee et al., 2008) yang juga
terdapat pada MT dan EMDN. Selain itu, kombinasi
MT dan EMDN dalam penelitian ini masih meng-
hasilkan zona hambat yang lebih tinggi dibanding-
kan dengan antibakteri komersil (Povidine lodine)
(Tabel 7), sehingga masih sangat potensial untuk
tetap dikembangkan sebagai salah satu alternatif
antibakteri pada berbagai bahan pangan.

KESIMPULAN

Analisis ini menunjukkan bahwa sampel MT
dan EMDN tunggal memiliki kandungan total fenolik,
flavonoid, \itamin C lebih tinggi dibandingkan
kombinasi MT dan EMDN. Namun, kandungan [-
karoten kombinasi MT dan EMDN menunjukkan
hasil yang lebih tinggi. Analisis terhadap aktivitas
antioksidan menunjukkan bahwa EMDN mem-
berikan aktivitas tertinggi (ICso 0,0048+0,000 mg/mL),
kombinasi EMDN dan MT (ICsg 0,0085+0,000
mg/mL) dan MT (ICsg 3,736+0,112 mg/mL). Analisis
bioaktivitas sebagai antibakteri juga menunjukkan
bahwa EMDN lebih peka terhadap S. aureus
(23,7+3,3 mm) dibandingkan pada E. coli, sedang-
kan MT lebih peka terhadap E. coli (32,6+4,4 mm)
dibandingkan bakteri S. aureus (16,6+4,1 mm).
Demikian pula, kombinasi EMDN dan MT lebih peka
terhadap E. coli (23+1,9 mm) daripada S. aureus
(17,6x2,6 mm). Dengan demikian madu trigona,
ekstrak metanol daun namnam (Cynometra
cauliflora L) dalam bentuk tunggal maupun kombi-
nasinya sangat potensial dimanfaatkan sebagai
sumber antioksidan dan antibakteri dalam suatu

bentuk pangan fungsional. Namun demikian, perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan perbanding-
an yang berbeda-beda.
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