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Abstrak

Reduksi asam karboksilat termasuk asam palmitatdezeng sulit dan
membutuhkan reduktor yang sangat kuat, salah sattwyan yang dapat diperoleh
dengan sistem NaBHBF:.Et,O sehingga dapat mereduksi asam palmitat menjaitli se
alkohol, suatufatty alcohol Fatty alcohol dengan rantai karbon lebih dari 17 telah
dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri. Oleh kaa itu, penelitian ini bertujuan untuk
mereduksi asam palmitat menjadi setil alkohol dangamenggunakan sistem
NaBH/BF;.Et,O serta mengetahui aktivitas antibakteri yang mimgkmiliki setil
alkohol dari produk reduksi terhad&paphylococcus aurewanEschericia colidengan
metode difusi kertas cakram. Hasil penelitian difr padatan berwarna putih dengan
rendemen sebesar 77,51 % dan titik leleh £ 50 %Ea Bpektrum FT-IR terlihat bahwa
asam palmitat telah tereduksi menjadi setil alkphmleskipun belum sempurna.
Berdasarkan hasil uji antibakteri senyawa produllukei dapat berperan sebagai
antibakteri. Berdasarkan analisa sidik ragam (ANQWAnN uji lanjut Duncan, aktifitas
antibakteri paling efektif pada bakte®i aureusdibanding dengare. Coli, sedangkan
perlakuan konsentrasi tidak menunjukkan pengaang yyata.
Kata kunci : Asam palmitat, Reduksi asam karboksN@aBH,/BF3;.Et,O, Fatty alcohol,
Metode difusi kertas cakram

Antibacterial Activity Test of Product Reduction of Palmitic Acid Using
NaBH,/BF3.Et,0O System against Escherichia coli and Staphylococcus aureus

Abstract

Reduction carboxylic acid included palmitic acidviery difficult and need a
hard reductor, like borane which is getting frdaBH,/ BF:.Et,O system, it is can
reduce palmitic acid to cetyl alcohol, a fatty dob Fatty alcohols with more than 17
carbon chain are reported had antibacterial agtiviiherefore, the purposes of this
research are to reduce palmitic acid to cetyl altalsing NaBH/BFs;.EtLO
system and to find out the antibacterial activifycetyl alcohol from reduction
product againsbtaphylococcus aurewndEschericia coliwith diffusion agar disc
method.A white solid was obtained from the synthesis rieactvith rendement
and melting point of 77.51% and = 50°C respectiv@lfle FT-IR spectra of
reduction product showed that palmitic acid hadnbesluced to cetyl alcohol,
though it was not really pure. Furthermore, basedantibacterial test data, this
compound could also play a role as antibacteri@icodding to ANOVA and
Duncan testS. aureushad more effective antibacterial activity thancoli, while
concentration did not give a real effect.
Keywords: Palmitic acid, Reduce carboxylic acid, BRa/BF:.Et,O, Fatty alcohol,
Diffusion agar disc method
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PENDAHULUAN

Reduksi asam palmitat yang termasuk golongan asaimoksilat menjadi
alkohol yakni setil alkohol cenderung sulit dan nbemuhkan agen pereduksi
yang sangat kuat seperti LIAJH Namun tingginya kereaktifan LiAlH ini
menyebabkan perlakuan dalam penggunaannya subt semiliki keterbatasan
seperti membutuhkan pelarut anhidrat dan mahasiddiain, NaBH merupakan
agen pereduksi yang baik, tidak mahal dan amamdakenggunaannya, tetapi
NaBH, kurang mampu mereduksi asam Kkarboksilat serta vatagia
(Saeed, A., 2006). Untuk memperluas penggunaan haBeakfitannya dapat
ditingkatan dengan beberapa zat tambahan sepétty Amenghasilkan Zn(Bk)
(Narasimhan, S., 1998) dan juga dengan penambaizan ewis seperti dimetil
sulfat, boron trifluorida dan trifenil borat. Namuypada penelitian ini akan
digunakan sistem NaByBF:;.ELO untuk mereduksi asam palmitat, dimana
sistem NaBH/BF3.Et;O akan menghasilkan boran sebagai reduktor yangasan
baik, misalnya dalam mereduksi asam karboksilaimatik dan derivatnya
menjadi alkohol secara langsung (Cho,e$al, 2004). Selain itu, persen produk
reduksi asam karboksilat dengan penambahan boituorida lebih tinggi
dibandingkan penambahan asam lewis lainnya (Ch®o,, B982). Sedangkan
preparasi Zn(Bk), untuk mereduksi asam palmitat menjadi setil alkoho
membutuhkan waktu lama (72 jam). Oleh karena mefitian ini menggunakan
sistem NaBHBF:.ELO guna mereduksi asam palmitat yang termasuk asam
karboksilat rantai panjang untuk menghasilkan sdikibhol.

Setil alkohol merupakan salah satu senyawa goloatianol rantai panjang
atau sering disebutatty alcohol karena diperoleh dari turunan asam lemak.
Togashi, N.gt. al, 2007 melaporkan bahwa beberé&gpiéy alcoholdengan rantai
karbon lebih dari 17 memiliki aktivitas antibakteieérhadap Stappylococcus
aureus Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian mevagesifat antibakteri
yang mungkin dimiliki setil alkohol (C16) sebagait antara dalam sintesisty!
pyridinium chlorie suatu agen antibakteri, terhadam@ppylococcus aureutan
Escherichia coli

Oleh karena itu, penelitian ini diharapkan asammgatl yang termasuk
hidrokarbon rantai panjang (C16) juga dapat diredukenjadi setil alkohol
dengan menggunakan sistem NalBf;.Et,O dan produk yang diperoleh diuji
aktifitas antibakterinya terhada@taphylococcus aureuggram positif) dan
Escherichia col(gram negatif)

BAHAN DAN CARA KERJA

Alat. Seperangkat alat refluks, labu leher tiga, coraamggmbah, penangas listrik,
termometer, pengaduk magnetik, gelas beker, pekggdias, erlemeyer, kaca
arloji, tabung reaksi, labu ukur, botol vial, tinmgean analit, kertas saring, kertas
aluminium foil, corong kaca, corong pisah, pipeése autoklaf, inkubator, kawat
ose, petridis, spiritus, jangka sorong dan spéiiometri FT-IR.

Bahan. Asam palmitat p.a, NaBHp.a., THF p.a., BEELO p.a., diklorometan
p.a., kloroform teknis dan akuades yang dapat diplkrdari toko-toko bahan
kimia, nutrien Broth (NB) dan nutrien Agar (NA)yang diperoleh dari
laboratorium Biologi FMIPA UNDIP, bakteriStaphylococcus aureugang



diperoleh dari laboratorium Biokimia FMIPA UNDIP m&scherichia coliyang
diperoleh dari laboratorium Biologi FMIPA UNDIP.
CaraKerja
1. Reduksi Asam Palmitat

Kedalam labu leher tiga yang telah dilengkapi dengangaduk magnet,
corong penetes, pendingin bola dan tabung belilsa sdimasukkan 2 gram asam
palmitat ditambahkan ke dalam NaBH,1369 gram setelah masing-masing
dilarutkan dalam 20 mL THF. Larutan BEtO sebanyak 4 mL dalam THF
ditambahkan perlahan-lahan ke dalam larutan NadBth asam karboksilat (asam
palmitat) dalam THF pada temperatur kamar dan Ilgbndnert dengan
mengalirkan gas N Campuran diaduk terus menerus dengan magnetgy sti
selama 60 jam. Kemudian campuran reaksi ditambakk&Q, 2M sebanyak 4
mL dalam THF. Selanjutnya ditambah NaOH 2M sebar§aklL. Setelah 10
menit, THF dibuang dengan rotary evaporator. Progakg telah mengental
ditambahkan 25 mL diklorometan dan dilakukan peogad selama = 1 jam.
Lapisan organik dipisahkan dan dievaporasi untuknpexoleh produk bebas
pelarut.
2. Analiss Produk Reduksi

Hasil sintesis dianalisa titik leburnya dan diidékési dengan menggunakan
spektrofotometri FT-IR. Kemudian spektra yang dikas dibandingkan dengan
spektra asam palmitat dan spektra setil alkohaollid@ratur.
3. Uji Aktifitas Antibakteri dari Produk Reduksi
a. Sterilisas alat dan bahan

Cawan petri, erlenmeyer, tabung reaksi, penjemgtuda, sprider, kertas
saring, Nutrient Broth (NB) Nutrient Agar (NA) dan seluruh alat dan bahan
(kecuali setil alkohol) yang akan digunakan disisasi di dalam autoklaf setelah
sebelumnya dicuci bersih, dikeringkan, dan dibusglengan kertas (Pelczar,
2005).
b. Pembuatan stok kultur murni dan suspensi bakteri uji

Sebelum dipakai dalam uji antibakteri, bakt8ri aureusdan E. coli yang
akan dipakai harus diregenerasi terlebih dahulm@ru24 — 48 jam). Langkah
pertama yang dilakukan adalah membuat biakan agargnyaitu menggoreskan
biakan dari stok bakteri ke mediutrient Agar (NA)miring yang masih baru.
Kemudian diinkubasi pada suhu %7 selama 24 jam. Biakan tersebut merupakan
aktivitas awal dari stok bakteri yang telah disimpada suhu 4 —%.

Dari biakan tersebut diambil satu ose untuk sdiedgderi uji (S. aureusdan
E. col) dan diinokulasikan ke dalam 100 nMNwutrient Broth (NB) steril pada
erlemeyer ukuran 250 mL. Selanjutnya erlemeyerebers diinkubasi di dalam
inkubator bergoyangsbiakej dengan kecepatan 150 rpm.
c. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Satu mililiter suspensiS. aureusdan E. coli yang telah dibuat tadi,
diinokulasikan pada 15 mL medium NA cair (pour @)dtemudian diratakan dan
dibiarkan memadat. Cakram kertas steril dengan etiean®0,6 cm dicelupkan ke
dalam larutan setil alkohol hasil sintesis selamale®k. Setelah itu cakram
diangkat dan dilewatkan di atas lampu spiritus, keian diletakkan di atas
permukaan medium NA yang telah diinokulasi dengaspensi bakteri. Tiap



cawan petri yang berisi 3 — 5 buah cakram kertas kignsentrasi setil alkohol
yang sama, diinkubasikan selama 24 jam pada suliG.3(Brooks,et al, 2001;
Nesteret al, 1982 ; Pelczar, 1988).
d. Parameter

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adai@meter zona hambat
(mm) dari masing-masing perlakuan, pengukuran dlak dengan penggaris.
(Pelczar, 1988).
e. Rancangan percobaan

Rancangan dasar penelitian ini adalah RAL fakto@ktor yang dicoba
pada penelitian ini adalah konsentrasi setil alkd86, 1,5%, 2%, 4%, 6%, 8%,
dan 10% (b/v) dan macam bakteri yang digungkaareugB1) dankE. Coli (B2).
Semua perlakuan dilakukan 3 kali. Data yang digéralianalisis dengan analisis
of variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan uji Dancdengan taraf signifikan
5% dan 1%.

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Reduksi Asam Palmitat

Penelitian reduksi asam palmitat dilakukan denganggunakan sistem
NaBHy/ BF;.Et;O. Menurut Cho, S., 2004, perlakusodium borohydridelengan
boron trifluoride etherateakan menghasilkan boran. Boran inilah yang akan
mereduksi asam palmitat menjadi setil alkohol.

3NaBH;+ 4B ————>  2ByHg + 3NaBR .cccoovveee. 1)

Gas diboran tersebut akan terdisosiasi menjadi menwoya (BH) dalam pelarut
THF (Tetrahydrofural, dimana boran yang terbentuk akan terstabilkagh ol
oksigen dalam sistem THF.

BoHe + 2 GHgO ————» 2 BHOCHHg e, (2)
Boran dengan tiga buah hidridanya akan meredukamapalmitat melalui
beberapa tahap. Tahap pertama adalah pembenttikaploxyboranedengan
penambahan 3 ekuivalen dari asam karboksilat urdapknolekul boran.

o) o)
BH;
e __BHy (RCOO);B
R OH -H, R o)

triacyloxyborane

Tahap kedua adalah pembentukan trialkoxyboroxinegale penambahan 2
akuivalen dari boran, sehingga akan menyempurned@uksi asam karboksilat
tersebut. Tahap ketiga adalah hidrolisis, alkohkdnadibebaskan, sedangkan
boron berada dalam bentuk asam borat.

BH; (x2 S
(RCOO0);B L, 3 [RCH,0B=0] trimerization
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B
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rolysis
L é —YOOYSK.  3RCHOH + 3 B(OH),
RH,CO™ O~ “OCHR

trialkoxyboroxine

R =GsHar"

Selain itu, penambahan air bertujuan untuk menggkan NaBH yang
masih tersisa. Larutan NaBHika bereaksi dengan air akan terdekomposisi
membentuk boraks dan gas.H

NaBH; +2 HO —» NaBQ +4 H»

Langkah selanjutnya adalah pemurnian dan ekstraRslarut THF
dipisahkan dengamotary evaporatorsehingga diperoleh produk yang pekat.
Produk ini diekstraksi dengan diklorometan dan akabentuk dua lapisan, yaitu
fasa air dan fasa organik. Kemudian, fasa orgaipisahkan lalu dievaporasi
dengarrotary evaporatorsehingga senyawa yang dihasilkan sudah terbebas da
zat-zat pengotor. Padatan yang terbentuk dikeainglalam desikator. Kemudian
ditimbang, ditentukan titik lelehnya, dan dianaisiengan spektrofotometer FT-
IR.

Hasil reaksi yang didapatkan berupa padatan pwgers lilin dengan
rendemen sebesar 77,51 % dengan titik leleh + 58etlangkan asam palmitat
sebagai bahan awal memiliki titik leleh 62 °C. kalmenunjukkan bahwa bahan
awal asam palmitat telah berubah atau menghasi&agawa baru. Berdasarkan
Budavari (1989) titik leleh setil alkohol sebesd® %C, hal ini membuktikan
bahwa produk yang diperoleh kemungkinan besar hdail alkohol.

Analisis lebih lanjut dilakukan dengan spektrofoater FT-IR untuk
mengetahui gugus-gugus fungsi yang ada pada senyestlak (senyawa setil
alkohol), kemudian dibandingkan dengan spektra gsalmitat (aterial star}
dan spektra setil alkohol dari literatur. Ketig&lsipa dapat dilihat pada Gambar 1
dan Gambar 2.

Dari spektra produk yang dihasilkan terdapat serdpaar kuat pada
3443,15 crit yang menunjukkan adanya gugus hidroksil. Serapata mlaerah
2919,06 crit dan 2850,99 cihmenunjukkan adanya gugus alkil,gH diperkuat
dengan serapan di daerah 743,9I'aian 723,26 cth menunjukkan senyawa
mengandung rantai alkil yang panjang. Serapan paagang gelombang
1111,91crt berasal dari gugus C-O. Sedangkan serapan padanganj
gelombang 1701,57 ¢hyang menunjukkan masih adanya gugus karbonil (C=0).
Hal ini kemungkinan disebabkan karena masih adasgen palmitat yang belum
tereduksi.
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Gambarl:Spektra FT-IR senyawa asam palmitat
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Gambar 2: Spektra FT-IR produk reduksi

Bila dibandingkan dengan spektra FT-IR produk sistderlihat jelas
bahwamaterial startasam palmitat telah berubah menjadi setil alkoHal. ini
jelas terlihat pada serapan disekitar 3000 dimana serapan produk setil alkohol
lebih tajam dan melebar dibanding asam palmitatisétu, pada spektra setil
alkohol terlihat serapan gugus karbonil (C=0) ppdajang gelombang 1701,57
cm® yang lebih rendah dibandingkan serapan C=0 paektrapasam palmitat di
sekitar 1705,07 cth Hal ini menunjukkan bahwa produk setil alkoholahe
terbentuk meskipun masih mengandung asam palntaat lzelum benar-benar
murni. Oleh karena itu dapat disimpullkan bahwaragmlmitat telah berhasil
direduksi menjadi setil alkohol dalam sistem NaBBf;.Et,O.

2. Uji Aktifitas Antibakteri dari Produk Reduksi

Uji ini dilakukan dengan variasi konsentrasi prode#uksi (setil alkohol)
1%, 1,5%, 2%, 4%, 6%, 8% dan 10% (b/v) dalam peldiaroform. Dalam uji
antibakteri ini, digunakan metode difusi agar dengeenggunakan cakram kertas.
Metode ini digunakan karena cukup sederhana daktifefentuk mengetahui



aktifitas antibakteri suatu sampel (Brooks al., 2001). Cakram kertas yang
digunakan memiliki diameter 0,6 cm.

Larutan kloroform digunakan sebagai pelarut prodelluksi tersebut
(setil alkohol), tetapi ternyata kloroform membarnkhambatan, sehingga lebar
zona hambat untuk produk dihitung dengan menguiabgr zona hambat larutan
dengan lebar zona hambat pelarut (kloroform). Ledoswya hambat dari senyawa
setil alkohol terhadaf. aureuslanE. colidapat dilihat pada Tabel 1.

Dalam penelitian ini, sebagai kontrol positif utdakteri digunakan
tetrasiklin  0,1%. Dipilih tetrasiklin sebab tetddsi memiliki spektrum
antibakteri yang luas karena telah teruji mempuniemampuan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupakteri gram negatif.
Dalam penelitian ini digunakan konsentrasi tetlasik,1% karena tetrasiklin
merupakan senyawa yang telah murni dan telah t&amiampuannya sebagai
antibakteri.

Tabel 1: Hasil Pengukuran Diameter Zona HambatuRd#tthanS. aureus
danE. coli Setelah Inkubasi 24 Jam (mm)

Ulangan
U2

Bl K1 1,50 0,50 1,00 3,00 1,000
B1 K2 2,00 1,00 1,00 4,00 1,333
B1 K3 0,00 2,00 1,50 3,50 1,167
Bl K4 0,50 1,50 2,00 4,00 1,333
B1 K5 2,50 1,00 0,50 4,00 1,333
B1 K6 1,00 0,50 1,00 2,50 0,833
B1 K7 2,00 2,00 3,00 7,00 2,333
B2 K1 0,00 0,25 1,00 1,25 0,417
B2 K2 0,30 0,00 1,00 1,30 0,433
B2 K3 0,00 0,50 1,00 1,50 0,500
B2 K4 0,50 0,50 0,00 1,00 0,333
B2 K5 2,00 1,00 0,50 3,50 1,167
B2 K6 1,00 0,50 0,50 2,00 0,667
B2 K7 1,00 0,50 1,50 3,00 1,000

Perlakuan: Jumlah Rata-rata

Keterangan :

B1 : bakteriStaphylococcus aureus K4 : 4% setil alkohol
B2 : bakteriEscherichia coli K5 : 6% setil alkohol
K1 : 1% setil alkohol K6 : 8% setil alkohol
K2 : 1,5% setil alkohol K7 : 10% setil alkohol

K3 : 2% setil alkohol



Hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa produk tesiusetil alkohol)
memiliki aktifitas antibakteri meskipun sangat kebiaik terhadap bakteri gram
positif yakni Staphylococcus aurewtan Escherichia colidengan rata-rata zona
hambat masing-masing sebesar 1,33dam 0,65mm.

Kemampuan penghambatan setil alkohol ini disebabkarena setil
alkohol memiliki sifat hidrofil maupun hidrofobiketapi sifat hidrofobiknya jauh
lebih besar dibandingkan sifat hidrofiliknya. Stwk yang demikian ini akan
menyebabkan terganggunya proses osmosis maupusi gdda membran sel
mikrobia tersebut (Faatih, 2005).

Data diameter zona hambat pertumbuhan bakteri lgB8Enhaengan uji
ANOVA, kemudian dilanjutkan dengan uji lanjut DunceBerdasarkan analisa
sidik ragam (ANOVA), pertumbuhastaphylococcus aureuanEscherichia coli
terhadap perlakuan jenis bakteri menunjukkan peded/ang sangat nyata (F
hitung > F Tabela= 0,01). Hal ini menunjukkan bahwa produk redulssti
alkohol) memiliki aktifitas antibakteri yang berl@eterhadap pertumbuhan kedua
bakteri. Sedangkan pada perlakuan macam konserdeasiinteraksi antara
perlakuan jenis bakteri dan macam konsentrasi, ngasasing tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (F hitung < H;tabeé,05).

GRAFIK HUBUNGAN DIAMETER ZONA HAMBAT Vs
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Gambar 3: Grafik hubungan antara diameter zona abd#mgan konsentrasi
produk reduksi (setil alkohol)

Uji lanjut Duncan terhadap hasil pengukuran diametena hambat
pertumbuhan bakteri menunjukkan bahwa produk reduykstil alkohol)
mempunyai aktivitas yang berbeda terhadap bakje(i Beda riil > Beda baku
JNTD 0,01). Perbedaan reaksi bakteri uji terhadayawa setil alkohol (produk
reduksi) disebabkan oleh adanya perbedaan struktuling sel pada kedua
bakteri uji. BakteriS. aureusmerupakan bakteri gram positif yang memiliki
struktur dinding sel yang relatif sederhana dibagklan dengan bakteri gram
negatif (Bibiana, 1992). E. coli adalah bakteri gram negatif yang memiliki
struktur dinding sel yang lebih kompleks dan beddiga, yaitu lapisan luar yang
berupa lipoprotein, lapisan tengah yang berupaigmytkan yang tebal dan
lapisan dalam lipopolisakarida (Pelczar, 1988)ul@tr dinding sel bakteri gram
positif yang lebih sederhana tersebut memudahkagase antibakteri untuk



masuk ke dalam sel dan menemukan sasaran untukjdbeBedangkan dinding
sel yang kompleks menimbulkan hambatan bagi senyewektif seperti alkohol
untuk menembus membran sel bakteri, sehinggaoli kurang peka terhadap
senyawa bioaktif tersebut, hal ini dapat dilihati geerbedaan lebar zona hambat
antara bakters. aureusiank. coli.

Sedangkan pada perlakuan macam konsentrasi tidakumnjugkan
perbedaan yang nyata (F hitung < F tabel0,05). Hal ini kemungkinan produk
reduksi asam palmitat ini belum benar-benar muemesi yang digambarkan
pada spektra FT-IR produk reduksi di atas. Sel&in juga, kemungkinan
konsentrasi uji yang dilakukan kurang tinggi, selgm potensi antibakteri yang
dimiliki setil alkohol (produk reduksi) belum optah Namun, dari grafik
hubungan diameter zona hambat dan konsentrasi égaml) terlihat jelas
aktivitas tertinggi dari konsentrasi setil alkohgpang diujikan adalah pada
konsentrasi 10% untubs. aureusdengan lebar zona hambat sebesar 2,33 mm,
sedangkan untuk. coli pada konsentrasi 6% dengan lebar zona hambatasebes
1,167mm tidak jauh beda pada konsentrasi 10% deledpan zona hambat 1,00
mm. Hal ini kemungkinan disebabkan karena konasntyang diujikan untuk
E.coli masih kurang optimal untuk mengetahui konsenwpimum yang dapat
menghambat pertumbuhé&ncoli.

KESIMPULAN

1. Reduksi asam palmitat menjadi setil alkohol dapkakdkan dengan sistem
NaBH,/ BF;.ELO.

2. Produk reduksi (setil alkohol) memiliki aktivitaselsagai antibakteri.
Berdasarkan analisa sidik ragam (ANOVA) dan ujijuarbuncan, aktifitas
antibakteri paling efektif pada bakte®i aureusdibanding dengaik. Coli,
sedangkan perlakuan konsentrasi tidak menunjuk&aggruh yang nyata.
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