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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVITY
ANTIBACTERIAL ASSAY OF FLAVONOID COMPOUND FROM

WOOD ROOT OF PUDAU (Artocarpus kemando Miq.)

By

Nurul Fatimah

Pudau is one of Moraceae family, from genus Artocarpus, with species
Artocarpus kemando Miq. Based on previous studies Artocarpus genus showed
bioactivity against antimicrobial, anticancer, antifungal, antiplatelet,
antiinflamatory, and cytotoxic. This study aims are to isolate and characterize the
flavonoid compound from a wood root of Pudau (Artocarpus kemando Miq.)
obtained from Karang Anyar, Klaten, Penengahan, South Lampung. The steps of
this study performed consited of which sampel preparation, extraction using
methanol maceration method, and purification method using liquid vacuum
chromatography and column gravitation chromatography. Elusidation structure
molecule and purity of the isolation result compound were determinated based on
data of physical properties and spectroscopy (UV-Vis and FT IR). The isolation
result compound produced is a yellowish powder with melting point of 122-
125ºC. From the spectroscopy analyzis data showed that the compound was
obtained from the isolation was one of flavonoid of chalcone from wood root
pudau (Artocarpus kemando Miq.) with the amount of 15 mg. Bioactivity
antibacterial assay to Bacillus subtilis and Escherichia coli performed with
various concentrations of 0.3; 0.4; 0.5 mg/disk showed strong inhibition zone.

Keywords : Artocarpus kemando Miq., flavonoid, chalcone, antibacterial, Bacillus
subtilis, Escherichia coli.
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SENYAWA FLAVONOID DARI KAYU AKAR TUMBUHAN PUDAU

(Artocarpus kemando Miq.)

Oleh

Nurul Fatimah

Tumbuhan pudau termasuk dalam famili Moraceae, genus Artocarpus dan spesies
Artocarpus kemando Miq. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, genus
Artocarpus menunjukkan bioaktivitas terhadap antimikroba, antikanker,
antijamur, antiplatelet, antiinflamasi, dan sitotoksik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi dan mengkarakterisasi senyawa flavonoid yang terkandung dalam
kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.) yang diperoleh dari
Karang Anyar, Klaten, Penengahan, Lampung Selatan. Tahapan penelitian yang
dilakukan meliputi pengambilan dan persiapan sampel, ekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan metanol, serta proses pemisahan dan pemurnian senyawa
dilakukan dengan metode kromatografi cair vakum dan kromatografi kolom
gravitasi. Penentuan struktur molekul dan kemurnian senyawa hasil isolasi
ditentukan berdasarkan data sifat fisika dan spektroskopi (UV-Vis dan FT-IR).
Senyawa hasil isolasi yang diperoleh berupa padatan berwarna kuning dengan
titik leleh 122-125oC. Dari hasil analisis spektroskopi menunjukkan bahwa
senyawa yang berhasil diisolasi adalah suatu senyawa flavonoid jenis calkon
sebanyak 15 mg dari kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.). Uji
bioaktivitas antibakteri terhadap Bacillus subtilis dan Escherichia coli yang
dilakukan pada konsentrasi 0,3; 0,4; 0,5 mg/disk semuanya menunjukkan daya
penghambatan pada kategori kuat.

Kata Kunci: Artocarpus kemando Miq., flavonoid, calkon, antibakteri, Bacillus
subtilis, Escherichia coli.
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MOTTO

Maka terhadap nikmat Tuhanmu yang manakah yang kamu
ragukan ?

(Q.S. An-Najm: 55)

Sesungguhnya Alloh bersama orang-orang yang sabar

(Q.S. Al-Baqoroh 153)

Ingatlah, hanya dengan mengingat Alloh lah hati menjadi tenteram

(Q.S. Ar Ra’du 28)

Proses hidupku tidak berhenti sampai di sini karena aku akan terus
belajar untuk bisa berkembang tanpa batas dengan kerendahan hati
untuk tetap membumi dan menginjak tanah tanpa dagu tertanggak

karena aku tau di atas langit masih ada langit.

–Dean & NF-

The purpose to live a happy life is to always be grateful and don’t
forget the magic word : ikhlas, ikhlas, ikhlas.

–Gita Savitri Devi-
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyaki infeksi dan penyakit bawaan makanan (foodborne illness) terutama diare,

merupakan penyebab utama morbiditas dan mortalitas di seluruh dunia.  Di

Amerika Serikat, penyakit bawaan makanan oleh bakteri telah menyebabkan

kesakitan sekitar 6,5 hingga 33 juta kasus dan 9.000 kasus kematian setiap

tahunnya (Almutairi, 2011).  Penyakit diare juga merupakan salah satu penyebab

utama  kematian balita di negara berkembang.  Angka kejadian diare pada anak

diperkirakan 2,5 milyar per tahun dan lebih dari setengahnya terjadi di Afrika dan

Asia Selatan.  Secara global setiap tahun penyakit ini menyebabkan kematian

balita sebesar 1,6 juta jiwa (Hannif et al., 2011).

Di Indonesia, diare merupakan masalah kesehatan masyarakat karena morbiditas

dan mortalitasnya yang masih tinggi.  Subdit Diare, Departemen Kesehatan telah

melakukan survei morbiditas dari tahun 2000 s/d 2010 yang menunjukkan

kecenderungan naiknya insiden.  Pada tahun 2000 sebanyak 301/1000 penduduk

mengalami penyakit diare, tahun 2003 naik menjadi 374/1000 penduduk, tahun

2006 naik menjadi 423/1000 penduduk, dan tahun 2010 naik hingga 411/1000

penduduk (Kemenkes RI, 2011).
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Penyebab penyakit diare terbanyak adalah infeksi karena bakteri Escherichia coli

atau biasa disingkat E. coli (Monem et al., 2014). Bakteri ini merupakan salah

satu dari famili Enterobacteriaceae yang tumbuh normal di dalam usus besar

manusia, namun ada yang bersifat patogen yang dapat menyebabkan diare pada

manusia (Bettelheim, 2000).  Bakteri E. coli adalah salah satu jenis spesies utama

bakteri gram negatif (Arifah, 2010).

Selain diare, bakteri E. coli juga dapat menyebabkan penyakit infeksi seperti

infeksi saluran kencing.  Penyakit infeksi merupakan suatu penyakit yang

disebabkan karena adanya mikroba patogen (Darmadi, 2008).  Penyakit  infeksi

juga bisa disebabkan oleh bakteri Bacillus subtilis. Jika terdapat pada usus dalam

jumlah banyak, bakteri Bacillus subtilis dapat menyebabkan diare yang biasanya

ditularkan melalui kontaminasi makanan (Rahmaningsih et al., 2012).

Tanaman obat yang digunakan sebagai antibakteri atau mikroba di dalamya

terkandung berbagai macam senyawa, salah satunya senyawa flavonoid.

Flavonoid merupakan senyawa golongan fenol yang pada umumnya banyak

terdapat pada tumbuhan berpembuluh (Saputra, 2000) dan senyawa metabolit

sekunder yang paling banyak ditemukan di dalam jaringan tumbuhan

(Rajalakshmi dan Narasimhan, 1985). Senyawa flavonoid mempunyai

kemampuan menghambat sintesis asam nukleat (Chusnie dan Lamb, 2005), fungsi

membran sel (Li et al., 2003), dan merusak dinding sel bakteri (Rustama dan

Lingga, 2005).

Salah satu genus dari famili Moraceae yang kaya akan kandungan senyawa fenol

termasuk flavonoid terprenilasi yaitu Artocarpus (Suhartati et al., 2010).



3

Artocarpus terdiri dari 50 spesies yang tersebar mulai dari Asia Selatan, Asia

Tenggara hingga kepulauan Solomon, kepulauan Pasifik, Australia Utara dan

Amerika Tengah (Hakim, 2011).  Senyawa flavonoid yang mengandung gugus

prenil pada C3 dan turunannya merupakan senyawa utama yang terdapat dalam

semua spesies Artocarpus (Suhartati dan Yandri, 2007). Keunikkan struktur

metabolit sekunder yang terdapat pada Artocarpus memiliki efek yang sangat luas

sebagai antioksidan (Mulyani et al., 2016), antibakteri (Khan et al., 2003),

antijamur (Jayasinghe et al., 2004),  antidiabetes (Nasution et al., 2014),

antimalaria (Hakim, 2010), antikanker (Ramadhani, 2009), dan sitotoksik

terhadap sel kanker L-1210 (Hakim et al., 2001) serta sel murine leukemia P-388

(Suhartati dan Yandri, 2007). Beberapa studi farmakologi, menunjukkan bahwa

Artocarpus dapat digunakan sebagai obat berbagai penyakit seperti inflamasi,

demam malaria, diare, diabetes dan infeksi cacing pita (Jagtap dan Bapat, 2010;

Chen et al., 2010; Baliga et al., 2011).

Berbagai senyawa fenol turunan flavonoid dan santon yang memiliki kerangka

karbon beraneka ragam telah di temukan pada tumbuhan Artocarpus, seperti

artoindonesianin E (Hakim et al., 2001), heteroflavanon A (Hakim et al., 1998),

artokarpin, artoindonesianin (Ahmad et al., 1996), artoindonesianin A dan B

(Hakim et al., 1999), artoindonesianin C (Makmur et al., 2000), artoindonesianin

F (Boonlaksiri et al., 2000), dan artonol B (Makmur et al., 1999). Senyawa

calkon yang berhasil diisolasi yaitu kanzonol C dan artoindonesianin J dari

Artocarpus bracteata (Ersam, 2001) sedangkan dari Artocarpus communis

berhasil diisolasi senyawa AC-3-2, AC-5-1, dan AC-3-1 (Nomura et al., 1998).

Senyawa calkon memiliki manfaat yang sama seperti senyawa flavonoid pada
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umumnya yaitu sebagai antimalaria (Hafid et al., 2012), antituberkulosis,

antiinflamasi, sitotoksik, antioksidan, analgesik, antiviral, dan antimikroba

(Sridhar et al., 2011). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya,

berhasil diisolasi senyawa artoindonesianin C, artomandin, artonol B, artosimmin

(Ee et al., 2011),  artonin E, artonin O, artobilosanton dan sikloartobilsanton dari

kulit batang Artocarpus kemando Miq. yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap

sel KB (Seo et al., 2003). Teo et al., (2010) juga telah berhasil melakukan isolasi

senyawa flavonoid dari kulit batang Artocarpus kemando Miq. yang memiliki

aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker HL-60 dan sel IMR-32.

Bagian kulit batang dari tumbuhan A. kemando Miq. telah diisolasi dan

diidentifikasi oleh para peneliti sebelumnya.  Oleh karena itu, penelitian kali ini

dilakukan pada kayu akar A. kemando Miq. untuk mengetahui kandungan

senyawa flavonoid yang terdapat di dalamnya serta uji bioaktivitasnya sebagai

antibakteri.  Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah kayu akar

tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) yang tumbuh di Dusun Karang Anyar, Desa

Klaten, Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan, Provinsi Lampung.

Isolasi senyawa flavonoid dilakukan dengan cara maserasi menggunakan metanol.

Pemisahan dilakukan dengan cara kromatografi.  Identifikasi kemurnian

dilakukan dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan uji titik

leleh.

Identifikasi struktur molekul dilakukan dengan menggunakan spektroskopi UV-

Vis dan spektroskopi inframerah (IR). Setelah dihasilkan senyawa murni,
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dilanjutkan uji bioaktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan

bakteri Bacillus subtilis.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah

1. Mengisolasi senyawa flavonoid dari kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus

kemando Miq.).

2. Melakukan karakterisasi senyawa flavonoid dari kayu akar tumbuhan pudau

(Artocarpus kemando Miq.) menggunakan spektroskopi UV-Vis dan IR.

3. Melakukan uji bioaktivitas antibakteri senyawa flavonoid dari kayu akar

tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.) terhadap bakteri Escherichia coli

dan bakteri Bacillus subtilis.

C. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai senyawa

flavonoid yang terkandung dalam kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus

kemando Miq.) dan uji bioaktivitasnya sebagai antibakteri. Informasi tersebut

diharapkan dapat memperkaya pengetahuan tentang senyawa flavonoid dari

tumbuhan Artocarpus, khususnya tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.).
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Moraceae

Moraceae sering disebut sebagai keluarga ara atau murbei. Famili Moraceae

merupakan tumbuhan berbatang, berkayu, menghasilkan getah (Tijtrosoepomo,

1994), dan berbunga (Judd et al., 2008). Moraceae terdiri dari sekitar 40 genus

dan lebih dari 1000 spesies yang sebagian besar tumbuh didaerah tropis maupun

sub tropis, sedangkan pada daerah beriklim sedang hanya sedikit yang tumbuh

(Judd et al., 2008).

Tumbuhan yang berasal dari famili Moraceae dikenal memiliki kandungan

utama senyawa fenolat dan santon dari turunan flavonoid, arilbenzofuran dan

stilbenoid. Senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas antiinflamasi,

antitumor, antibakteri, antifungal dan antikanker (Ersam, 2004). Oleh karena itu,

tumbuhan famili Moraceae sering digunakan sebagai tumbuhan obat. Genus

terpenting dalam famili Moraceae yang sering digunakan sebagai tumbuhan obat

yaitu Artocarpus, Ficus, Morus dan Cudrania (Heyne, 1987).
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B. Artocarpus

Artocarpus merupakan salah satu genus tumbuhan dari famili Moraceae, dari

seluruh spesies tumbuhan Artocarpus, 50 diantaranya merupakan tumbuhan asli

Asia Selatan, Asia Tenggara, New Guinea dan Pasifik Selatan.  Tumbuhan

Artocarpus merupakan tumbuhan yang telah dibudidayakan untuk diambil

manfaatnya. Di Indonesia terdapat 24 spesies Artocarpus yang sebagian besar

telah dimanfaatkan sebagai tanaman penghasil buah, papan dan obat-obatan

tradisional (Djamilah, 2010).  Tumbuhan ini menghasilkan kayu yang tergolong

tahan terhadap rayap sehingga sesuai untuk berbagai keperluan perabot rumah

tangga.  Ciri yang menonjol dari kayu tumbuhan Artocarpus adalah tersimpannya

zat-zat warna kuning atau jingga alami di dalamnya yang telah mendorong kajian

fitokimia terhadap kelompok tumbuhan ini (Musthapa, 2009).

Tumbuhan Artocarpus mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder, baik

senyawa turunan fenol maupun non fenol.  Senyawa non fenol yang telah

ditemukan dalam tumbuhan Artocarpus berupa golongan steroid dan terpenoid.

Senyawa steroid yang banyak ditemukan yaitu jenis stigmasterol dan β-sterol,

sedangkan jenis senyawa terpenoid yang telah banyak ditemukan yaitu triterpen.

Akan tetapi, senyawa turunan fenol merupakan senyawa yang paling banyak

terkandung dalam tumbuhan genus Artocarpus.  Hingga saat ini terdapat ratusan

senyawa fenol golongan flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari berbagai

spesies tumbuhan Artocarpus.  Tidak hanya flavonoid tetapi juga senyawa santon,

stilbena, serta senyawa-senyawa adduct Diels-Alder yang umumnya mengandung
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subtituen isoprena (Djamilah, 2010).  Beberapa senyawa yang berhasil diisolasi

dari tumbuhan genus Artocarpus dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Berbagai senyawa yang telah diisolasi dari beberapa spesies
Artocarpus

Spesies Bagian
yang
diisolasi

Nama Senyawa Pustaka
Rujukan

A.heterophyllus Kayu akar Oksiresveratrol,
sikloartokapin A

Hano et al.,
1994
Lin et al., 1995

A.communis Kulit
Batang dan
kulit akar

Artonin E dan F,
siklomorusin,
sikloartomunin,
dihidrosikloarthomunin,
sikoartomunosanton,
artomunosanthotrione
epoksida,
siklokomunol,
siklokomunin

Chun-Nan dan
Weng, 1990
Chan et al.,
2003

A.champeden Kulit batang
dan akar

Artopeden  A,
morachalkon A,
artoindonesianin A dan

B

Wahyuni dan
Widyawaruyanti
2009
Hafid et al.,
2012

A.altilis Kulit tunas,
kulit akar

Sikloaltilisin, artonin V Ashok et al.,
2001
Patil et al., 2002
Hano et al.,
1994

A.rigida Kulit batang Oksiresveratrol, artonin
E, artonol B

Suhartati et al.,
2010
Hano, 1993

A.kemando Kulit batang Artonin E
artoindonesianin C,
artomandin, artonol
B, artosimmin,
artonin O,
artobilosanton dan
sikloartobilsanton

Seo et al., 2003
Ee et al., 2011

A.reticulatus Kulit akar Katekin Udjiana et al.,
1998

A.teysmani Kulit akar
dan batang

Artonol B,
sikloartobilosanton

Makmur et al.,
1999

A.dadah Kayu akar,
kulit akar
danbatang

Artonin E,
oksiresveratrol,
sikloartobilosanton

Suhartati et al.,
2010
Suhartati dan
Yandri, 2007

A.camansi Daun β-sitosterol propionate Nasution et al.,
2014



9

Golongan flavonoid terprenilasi merupakan ciri utama senyawa turunan fenol

dalam Artocarpus yaitu adanya gugus isoprenil yang terikat pada C-3 dan pola

oksigenasi di cincin B pada kerangka flavon yang tidak lazim dimiliki oleh

flavonoid yang berasal dari tumbuhan lain (Musthapa, 2009).

C. Tumbuhan Pudau (Artocarpus kemando Miq.)

Artocarpus kemando Miq. merupakan tumbuhan liar, batangnya mempunyai bulu

berwarna coklat, getahnya berwarna putih, memiliki daun berukuran kecil skitar

3-4 x 1,5-2 cm.  Pertulangan daun menyirip dan buahnya berwarna kuning dengan

bentuk lonjong.  Tumbuhan ini tersebar pada beberapa pulau di Indonesia, seperti

Sumatera, Jawa dan Kalimantan.  Habitat tumbuhan Artocarpus kemando Miq.

yaitu hutan sekunder bersuhu dingin (Mandia et al., 2010), tanah dengan

ketinggian 50-80 mdpl, kemiringan tanah 3-9°, pH tanah 5,6-6,2 dan ordo tanah

ultisol/inseptisol dengan kandungan liat relatif dominan (Lestari et al., 2009).

Tumbuhan ini tumbuh di dekat sungai, sehingga terdapat beberapa daerah yang

menyebutnya sebagai cempedak air (Jambi), nangka air ataupun temedak ayer

(Bangka) sedangkan masyarakat borneo  mengenal tumbuhan ini dengan sebutan

pudu atau pudau.
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(a)                                                (b)

(c)

Gambar 1. Bagian-bagian tumbuhan A. kemando Miq. (a) Pohon, (b) Akar, dan
(c) Daun.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, senyawa

artoindonesianin C, artomandin, artonol B, artosimmin (Ee et al., 2011),  artonin E,

artonin O, artobilosanton dan sikloartobilsanton berhasil diisolasi dari kulit batang

Artocarpus kemando Miq. yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel KB

(Seo et al., 2003). Teo et al. (2010) juga telah berhasil melakukan isolasi senyawa

flavonoid dari kulit batang Artocarpus kemando Miq. yang memiliki aktivitas

sitotoksik terhadap sel kanker HL-60 dan sel IMR-32.
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D. Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada tumbuhan

hijau, kecuali alga. Flavonoid dapat ditemukan pada batang, daun, bunga dan

akar. Flavonoid yang sering ditemukan pada tumbuhan tingkat tinggi adalah

flavon dan flavonol dengan C- dan O-glikosida, isoflavon C- dan O-glikosida,

flavanon C-dan O-glikosida, calkon dengan C- dan O-glikosida, dihidrocalkon,

proantosianidin, antosianin, auron O-glikosida dan dihidroflavonol O-glikosida.

Golongan flavon, flavonol, flavanon, isoflavon, dan calkon juga sering ditemukan

dalam bentuk aglikonnya. Flavonoid yang berupa aglikon bersifat non polar

sementara yang berupa glikosida bersifat polar (Markham, 1988).

Flavonoid mengandung 15 atom karbon sebagai kerangka dasar yang tersusun

dari dua cincin aromatis tetapi ada yang dapat dan tidak dapat membentuk cincin

ketiga dengan susunan C6-C3-C6 seperti terlihat pada Gambar  2.

Gambar 2. Kerangka dasar flavonoid (Achmad, 1986).

Ketiga cincin tersebut diberi tanda A, B dan C untuk memudahkan pemberian

nama. Cincin A dan C diberi nomor dengan angka biasa, sedangkan cincin B

diberi nomor dengan angka beraksen yang dapat dilihat pada Gambar  3.
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Gambar  3. Sistem penomoran kerangka dasar flavonoid (Markham, 1988).

Penggolongan flavonoid berdasarkan penambahan rantai oksigen dan perbedaan

distribusi gugus hidroksil ditunjukkan pada Gambar  4.

Gambar 4. Penggolongan struktur flavonoid (Mabry et al., 1970)

A

B
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Beberapa struktur kimia senyawa flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari

tanaman Artocapus dapat dilihat pada Gambar 5.  Senyawa flavonoid tersebut

berasal dari berbagai kerangka dasar seperti calkon, flavanon, flavan-3ol

(katecin), flavon sederhana, prenilflavon, oksepinoflavon, piranoflavon,

dihidrobenzosanton, furanodihidro benzosanton, piranodihidrobenzosanton,

quinonosanton, siklopentenosanton, santonolid, dihidrosanton, dan

siklopentenosanton (Hakim, 2010).
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Gambar 5. Struktur kimia dari flavonoid yang telah berhasil diisolasi
dari tumbuhan Artocarpus (Hakim, 2010).

Senyawa flavonoid yang berasal dari kerangka dasar calkon lainnya yang berhasil

diisolasi yaitu kanzonol C dan artoindonesianin J (Gambar 5) dari kulit batang

Artocarpus bracteata (Ersam, 2001), senyawa AC-3-2, AC-5-1, dan AC-3-1 dari

bagian bunga Artocarpus communis (Nomura et al., 1998), senyawa paratokarpin

A, B, C, D, E, F, dan G dari kulit tumbuhan Paratocarpus venenosa Zoll (Nomura

et al., 1998), moracalkon A dari kulit cabang Artocarpus champeden (Hafid et al.,

2012), serta senyawa 1-(2,4-dihidroksifenil)-3-(8-hidroksi-2-metil-2-(4 metil-3-

pentenil) -2H-1-benzopiran-5-il)-1-propanon , 1-(2,4-dihidroksifenil)- 3-{4-

hidroksi-6,6,9-trimetil-6a,7,8,10a-tetrahidro-6H-dibenzo(b,d)piran-5-il}-1-

propanon dan 2-geranil-2’,3,4,4’-tetrahidroksidihidrocalkon dari bagian daun

Artocarpus altilis (Wang et al., 2007).
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Struktur kimia senyawa calkon terdiri dari dua cincin aromatik (cincin A dan B).

Subtituen isoprenil maupun geranil pada calkon dapat ditemukan pada cincin A

atau B dan semua senyawa calkon tidak mengandung subtituen isoprenil pada

posisi C-α yang sebanding dengan C-3 pada flavon (Hakim, 2010).  Senyawa

flavonoid jenis calkon yang telah diisolasi dari tumbuhan Artocarpus memiliki

berbagai aktivitas biologis, seperti senyawa AC-3-2, AC-5-1, dan AC-3-1

memiliki kemampuan menghambat efek 5-lipoksigenase (Nomura et al., 1998),

moracalkon A memiliki aktivitas antimalaria (Hafid et al., 2012), serta senyawa 1-

(2,4-dihidroksifenil)-3-(8-hidroksi-2-metil-2-(4 metil-3-pentenil) -2H-1-

benzopiran-5-il)-1-propanon , 1-(2,4-dihidroksifenil)- 3-{4-hidroksi-6,6,9-

trimetil-6a,7,8,10a-tetrahidro-6H-dibenzo(b,d)piran-5-il}-1-propanon dan 2-

geranil-2’,3,4,4’-tetrahidroksidihidrocalkon menunjukkan aktivitas sitotoksik

terhadap sel kanker adenokarsinoma SPC-A-1, sel karsinoma usus manusia SW-

480, dan sel karsinoma SMMC-7721 (Wang et al., 2007) .

Isolasi senyawa flavonoid yang telah dilakukan sebelumnya pada bagian kulit

batang Artocarpus kemando telah diperoleh berbagai jenis flavonoid terprenilasi,

seperti artoindonesianin C, artomandin, artonol B, artosimmin (Ee et al., 2011),

artonin E, artonin O, artobilosanton dan sikloartobilsanton (Seo et al., 2003).

Struktur kimia dari flavonoid hasil isolasi bagian kulit batang Artocarpus

kemando ditunjukkan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Struktur kimia dari flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari kulit
batang Artocarpus kemando Miq. (Seo et al., 2003; Ee et al., 2011).

Senyawa flavonoid kebanyakan memiliki sifat antioksidan dan banyak digunakan

sebagai bahan baku obat-obatan.  Senyawa flavonoid dan turunannya yang berasal

dari tumbuhan Artocarpus mempunyai fungsi fisiologis tertentu berdasarkan

sebarannya di Indonesia.  Misalnya, tumbuhan Artocarpus yang berasal dari

wilayah Indonesia bagian barat yang berfungsi untuk mengatasi serangan penyakit

akibat bakteri atau mikroba (antibakteri dan antimokroba) (Ramadhani, 2009).
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Mekanisme kerja senyawa flavonoid sebagai antibakteri atau antimikroba dibagi

menjadi 3 yaitu:

1). Menghambat sintesis asam nukleat

Dalam penghambatan sintesis asam nukleat, cincin A dan B senyawa flavonoid

berperan penting dalam proses interkelasi atau ikatan hidrogen dengan menumpuk

basa asam nukleat sehingga menghambat pembentukkan DNA dan RNA.

Interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri juga menyebabkan terjadinya

kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom (Chusnie dan

Lamb, 2005).

2). Menghambat fungsi membran sel

Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat fungsi membran sel dengan

membentuk senyawa kompleks dari protein ekstraseluler dan terlarut sehingga

merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya senyawa intraseluler

(Li et al., 2003).

3). Merusak dinding sel bakteri

Menurut Rustama dan Lingga (2005), aktivitas senyawa flavonoid terhadap

bakteri dilakukan dengan merusak dinding sel bakteri yang terdiri atas lipid dan

asam amino. Lipid dan asam amino pada dinding sel bakteri akan bereaksi dengan

gugus alkohol pada senyawa flavonoid sehingga dinding sel akan rusak dan

flavonoid masuk kedalam inti sel bakteri yang berkontak langsung dengan DNA

dan menyebabkan rusaknya struktur lipid DNA sehingga bakteri akan lisi dan sel

akan mati. Reaksi kerusakan struktur lipid DNA oleh flavonoid disebabkan oleh

perbedaan kepolaran antara lipid penyusun DNA dengan gugus alkohol flavonoid.
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E. Ekstraksi Senyawa Flavonoid

Ekstraksi merupakan proses penarikan zat pokok yang diinginkan dari bahan

(sampel) menggunakan pelarut yang sesuai.  Proses ekstraksi dihentikan apabila

tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dan sampel

(bahan).  Setelah proses ekstraksi, ekstrak yang diperoleh dipisahkan dari sampel

dengan cara penyaringan.  Ekstraksi terdiri dari beberapa metode, seperti

maserasi, perkolasi, sokletasi, refluks dan destilasi uap.  Pemilihan metode

ekstraksi tergantung dari sifat bahan dan senyawa target yang akan diisolasi.

Proses ekstraksi khususnya yang berasal dari bahan tumbuhan dilakukan dengan

cara pengelompokkan bagian tumbuhan, pengeringan, penggilingan dan

pemilihan pelarut.  Pelarut bersifat polar yang biasa digunakan untuk ekstraksi

yaitu air, metanol, etanol dan sebagainya, pelarut semipolar yaitu etilasetat,

diklorometan dan sebagainya, sedangkan pelarut yang bersifat nonpolar yaitu n-

heksana, petroleum eter, kloroform dan sebagainya.  Ekstrak kasar ini sulit

dipisahkan dengan teknik pemisahan tunggal untuk mengisolasi senyawa murni,

sehingga ekstrak kasar perlu dipisahkan ke dalam fraksi yang memiliki polaritas

dan ukuran molekul yang sama (Mukhriani, 2014).  Metode ekstraksi yang

digunakan dalam penelitian ini yaitu maserasi.

Maserasi adalah metode paling sederhana yang banyak digunakan baik skala

kecil maupun industri (Agoes, 2007).  Maserasi dilakukan dengan memasukkan

serbuk simplisa dan pelarut yang sesuai kedalam wadah inert yang tertutup rapat

pada suhu kamar.  Metode maserasi dapat menghindari senyawa-senyawa yang

bersifat termolabil (Mukhriani, 2014).
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Untuk memperoleh ekstraksi yang menyeluruh dan mendapatkan senyawa-

senyawa yang memiliki aktivitas farmakologi maka pemilihan pelarut yang

digunakan untuk mengekstraksi merupakan faktor yang penting.  Pelarut ideal

yang sering digunakan untuk ektraksi adalah alkohol, misalnya metanol atau

campurannya  dengan air.  Pelarut tersebut merupakan pengekstraksi yang

terbaik untuk hampir semua senyawa dengan berat molekul rendah seperti

flavonoid dan saponin (Wijesekera, 1991).  Pada maserasi kayu akar A. kemando

ini, pemisahan ekstrak dari pelarutnya digunakan alat rotary vacum evaporator.

Alat ini dipilih karena mampu menguapkan pelarut dibawah titik didihnya

sehingga senyawa yang terkandung di dalam ekstrak tersebut tidak rusak oleh

suhu tinggi (Pangestu dan Handayani, 2011).

F. Pemisahan Senyawa Secara Kromatografi

Kromatografi adalah suatu cara pemisahan campuran komponen yang terdistribusi

di antara dua fasa, yaitu fasa diam (stasioner) dengan permukaan yang luas berupa

zat padat dan fasa gerak berupa cairan atau gas (Day dan Underwood, 1981).

Berdasarkan jenis fasa diam dan fasa gerak yang dipartisi, kromatografi

digolongkan menjadi beberapa golongan yang dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2 . Penggolongan kromatografi berdasarkan fasa diam dan fasa gerak
(Johnson and Stevenson, 1991).

Fasa diam Fasa gerak Sistem kromatografi

Padat Cair Cair-adsorpsi

Padat Gas Gas-adsorpsi

Cair Cair Cair-partisi

Cair Gas Gas-partisi
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1. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi Cair Vakum (KCV) merupakan slah satu metode fraksinasi dengan

cara memisahkan crude extract menjadi fraksi-fraksi yang lebih sederhana.

Pemisahan tersebut memanfaatkan kolom yang berisi fasa diam (stationer) dan

aliran fasa geraknya (mobile) yang dibantu dengan pompa vakum.  Fasa diam atau

adsorben yang digunakan dapat berupa silika gel atau alumunium oksida

(Ghisalberti, 2008).

Fasa diam atau adsorben yang digunakan dikemas dalam kolom yang digunakan

dalam KCV. Proses penyiapan fasa diam dalam kolom terbagi menjadi dua

macam, yaitu :

a. Cara Basah

Fasa diam dilarutkan terlebih dahulu ke dalam fasa gerak yang akan

digunakan. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam kolom secara merata

dan fasa gerak dibiarkan mengalir hingga terbentuk fasa diam yang tetap

dan rata, kemudian aliran dihentikan.

b. Cara Kering

Fasa diam atau adsorben yang akan digunakan pada KCV dimasukkan ke

dalam kolom kromatografi, kemudian dibasahi dengan pelarut yang akan

digunakan (Sarker et al., 2006).

1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT merupakan salah satu teknik pemisahan senyawa dengan menggunakan

adsorben (fasa stasioner) berupa lapisan tipis seragam yang disalutkan pada
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permukaan bidang datar berupa lempeng kaca, plat aluminium atau plastik

(Deinstrop dan Elke, 2007).  KLT digunakan untuk menentukan banyaknya

komponen dalam campuran, identifikasi senyawa, memantau berjalannya suatu

reaksi, menentukan efektivitas pemurnian, mnentukan kondisi yangsesuai untuk

kromatografi kolom serta untuk monitoring hasil kromatografi kolom dan KCV

(Gandjar, 2008).  Parameter pada KLT yang digunakan untuk identifikasi adalah

nilai Rf  (Hidayah, 2010). Jarak pengembangan senyawa pada kromatogram

biasanya dinyatakan dengan harga Rf. Rentang harga Rf antara 0,00 – 1,00 (hanya

dua desimal) (Stahl, 1985).

Rf = jarak tempuh sampel
jarak tempuh pelarut

Nilai Rf ini dapat digunakan sebagai analisis kualitatif suatu senyawa

(Sastrohamidjojo, 2002).

2. Kromatogafi Kolom Gravitasi (KKG)

Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) merupakan proses pemisahan yang

tergantung pada perbedaan distribusi campuran komponen antara fasa diam

berupa kolom dan fasa gerak yang dibiarkan untuk mengalir (Christian, 1994)

serta berdasarkan gaya gravitasi (Gritter et al., 1991). KKG dilakukan pada

kondisi normal tanpa vakum dan waktu yang diperlukan lebih lama, namun

dengan kondisi tersebut diharapkan menghasilkan pemisahan yang lebih baik dan

murni (Hernawan, 2008).
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Pemisahan komponen campuran dengan kromatografi adsorpsi berdasarkan

kesetimbangan  adsorbsi-desorpsi antara senyawa yang terserap pada fasa diam

dan fasa gerak. Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa

dapat dilihat pada Tabel 3 karena tingkat adsorpsi tergantung pada polaritas

molekul dan fasa gerak, serta aktivitas adsorben (Braithwaite dan Smith, 1995).

Tabel 3. Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa pada
kromatografi (Braithwaite dan Smith, 1995).

Kekuatan Adsorben Polaritas Eluen Elusi Senyawa

Selulosa Petroleum Eter Hidrokarbon jenuh

Gula Karbontetra Klorida Alkena

Asam Silika (Silika Gel) Benzena Hidrokarbon Aromatik

Florisil (Magnesium Silikat) Kloroform Eter

Aluminium Oksida (Alumina) Dietil Eter Aldehida, keton, ester

Etil Asetat Alkohol

Aseton Asam Karboksilat

Etanol

Metanol

Air

Silika gel merupakan fasa stasioner yang paling sering digunakan untuk

pemisahan bahan alam.  Silika gel memiliki permukaan yang luas dengan ukuran

partikel 40-200 µm dan ukuran pori sebesar 40 – 300 Å (Cannel, 1998). Struktur

dasar silika dapat dilihat pada Gambar  7.
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Gambar 7. Struktur dasar silika gel

G. Identifikasi Spektroskopi

Spektrofotometri merupakan ilmu yang mempelajari tentang spektrofotometer dan

penggunaannya.  Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur

energi secara relatif jika energy tersebut ditransmisikan, direfleksikan atau

diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang yang terdiri dari spektro dan

fotometer.  Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spectrum dengan panjang

gelombang tertentu, sedangkan fotometer merupakan alat pengukur intensitas

cahaya yang ditransmisikan atau diasorpsi (Neldawati et al., 2013).  Pada

penelitian in digunakan berbagai macam alat spektroskopi (spektrofotometer)

seperti spektroskopi IR dan UV-Vis.

1. Spektroskopi Inframerah (FT-IR)

FT-IR (Fourier Transform Infra Red) merupakan salah satu instrumen

spektroskopi inframerah yang dilengkapi dengan transformasi fourier untuk

deteksi dan analisis hasil spektrumnya (Anam, 2007).  FT-IR berfungsi untuk

mengidentifikasi  senyawa organik karena spektrumnya terdiri dari berbagai
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puncak yang sangat kompleks.  Selain itu jenis-jenis gugus fungsi dapat menyerap

sinar inframerah padafrekuensi tertentu.  Inti spektroskopi FT-IR adalah

interferometer Michelson berupa alat umtuk menganalisis frekuensi dalam sinyal

gabungan.  Spektrum inframerah yang dihasilkan berasal dari pentransmisian

cahaya yang melewati sampel, pengukuran intensitas cahaya dengan detektor dan

dibandingkan dengan intensitas tanpa sampel (blanko) sebagai fungsi panjang

gelombang. Spektrum inframerah yang dihasilkan diplot sebagai intensitas fungsi

energi, panjang gelombang (µm) atau bilangan gelombang (cm-1) (Marcott, 1986;

Anam, 2007). Absorpsi (bilangan gelombang) dari beberapa gugus fungsi dapat

dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Absorpsi (bilangan gelombang) dari beberapa gugus fungsi (Fessenden
dan Fessenden, 1986).

Gugus Fungsi Absorpsi (bilangan gelombang
dalam cm-1)

Panjang Gelombang
(µm)

OH dan NH str. 3000-3700 2,7-3,3

CH str. 2800-3300 3,1-3,75

C = C 2100-2250 4,4-4,8

C=O str. 1640-1820 5,5-6,1

C=C 1600-1700 5,8-6,2

C-C 1450-1600 6,25-6,9

C-O str. 1050-1300 7,7-9,5

C-N str. 900-1300 8-11

2. Spektroskopi UV-Vis
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Spektrofotometri UV-Vis merupakan spektrofotometer yang dapat mengukur

interaksi  antara radiasi elektromagnetik panjang gelombang tertentu dengan

molekul atau atom dari suatu zat kimia.  Molekul  mengadsorpsi cahaya

elektromagnetik pada panjang gelombang khusus, jika frekuensinya sama antara

cahaya dan getaran molekul tersebut, maka elektron baik yang terikat maupun

yang tidak terikat akan mengalami eksitasi pada daerah UV-Vis (Roth et al.,

1994).

Spektrum absorpsi daerah UV-Vis sekitar 220 nm – 800 nm. Spektrum bagian

daerah sinar ultraviolet sekiatr 190-380 nm, sedangkan spektrum sinar tampak

380-780 nm (Sastrohamidjojo, 1985).  Analisis kualitatif flavonoid dapat

dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  Spektrum serapan

sinar ultra violet dan tampak merupakan salah satu cara yang paling penting

dalam mengidentifikasi struktur flavonoid (Markham, 1998).  Flavonoid

mengandung sistem aromatis terkonjugasi yang dapat memiliki pita serapan kuat

pada daerah UV-Vis (Harborne, 1987).

Selain identifikasi struktur, spektrofotometer UV-Vis juga dapat melakukan uji

kuantitatif banyaknya kadar flavonoid yang terdapat pada suatu ekstrak tertentu

berdasarkan pengukuran nilai absorbansinya (Carbonaro, 2005).  Spektrum

flavonoid biasanya ditentukan dalam larutan dengan pelarut metanol atau etanol.

Spektrum khas flavonoid terdiri atas dua maksimal, pada rentang 230-295 nm

(pita II) dan 300-560 nm (pita I) (Neldawati et al., 2013).  Pita absorpsi UV-Vis

dari flavonoid dapat dilihat pada Tabel 5.
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Tabel 5. Pita absorpsi UV-Vis dari flavonoid (Markham, 1988).

Pita II (nm) Pita I (nm) Jenis Flavonoid

250-280 310-350 Flavon

250-280 330-360 Flavonol (3-OH tersubstitusi)

250-280 350-385 Flavonol (3- OH bebas)

245-275 310-330 Isoflavon (5-deoksi-6,7-dioksigenasi)

275-295 300-390 Flavanon dan dihidroflavon

230-270 340-390 Calkon

230-270 380-430 Auron

270-280 465-560 Antosianidin dan antosianin

H. Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokariotik. Sebagai makhluk

hidup, bakteri memiliki DNA yang hanya tersusun atas intron saja (Jawetz et al.,

2004). Pada umumnya bakteri memiliki ukuran sel 0,5 - 1,0 µm x 2,0 - 5,0 µm.

Bentuk dasar bakteri terdiri dari tiga jenis, yaitu bentuk bulat (kokus), bentuk

batang (Bacillus), dan bentuk spiral (Dwidjoseputro, 1985).

Escherichia coli merupakan bakteri yang bersifat gram negatif, berbentuk batang,

anaerobik fakultatif, dan memiliki flagella terikat, baik motil dan non motil

keduanya dapat melakukan fermentasi asam dan gas. Klasifikasi dari bakteri

Escherichia coli adalah sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryotae

Divisi : Protophyta

Sub divisi : Schizomycetea

Kelas : Schizomycetes
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Orde : Eubacterials

Famili : Enterobacteriaceae

Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli (Salle, 1991).

Bakteri Bacillus subtilis merupakan bakteri gram positif yang dapat ditemukan di

tanah, air, udara, dan materi tumbuhan yang terdekomposisi (debu), bersifat

aerobik, dan mampu membentuk endospora. Spora ini dapat bertahan selama 60

tahun atau lebih pada kondisi lingkungan ekstrim. Klasifikasi bakteri Bacillus

subtilis adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus subtilis (Kosim dan Putra, 2010).

Bakteri E. coli dan B. Subtilis menjadi patogen apabila terjadi peningkatan dalam

jumlah besar melebihi normalnya pada saluran pencernaan atau berada diluar

usus. B. subtilis merupakan kontaminan di udara yang tidak berbahaya, akan

tetapi keberadaanya dapat menyebabkan kerusakan pada makanan khususnya

makanan kaleng, sehingga muncul gejala gastroenteritis pada manusia (Talaro,

2002). Bakteri E. coli dapat menyebabkan beberapa penyakit sebagai berikut:

a. Diare
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E. coli penyebab diare diklasifikasikan berdasarkan ciri khas sifat-sifat

virulensinya. Kelompok galur E. coli yang patogen yaitu :

1) E. coli Enteropatogenik (EPEC) menyerang gastrointestinal tissues yang

dapat menyebabkan diare cair atau disertai perdarahan pada anak-anak

khususnya bayi yang baru lahir.

2) E. coli Enterotoksigenik (ETEC) yang menyebabkan diare cair, kram perut

dan demam.

3) E. coli Enteroinvasif (EIEC) yang menyebabkan diare disertai perdarahan

juga dapat menyerang jaringan epitel pada berbagai usia, menyebabkan mual,

demam dan rasa kedinginan.

4) E. coli Enterohemoragik (EHEK) menyebabkan serangan diare derdarah

haemolytic uraemic syndrome (HUS) yang ditandai dengan keadaan gagal

ginjal akut, anemia, kekurangan trombosit, dan juga gangguan neurologis

sampe stroke atau koma.

5) E. coli Enteroadherent (EAEC) menyebabkan diare pada anak-anak dan pada

beberapa orang dewasa menyebabkan infeksi saluran kencing.

6) E. coli Enteroagregatif (EAggEC) menyebabkan diare cair berlendir dan

berdarah pada kondisi tertentu, demam dengan suhu tidak terlalu tinggi tetapi

hampir tidak menyebabkan mual. Diare ini biasanya terjadi pada anak-anak

di negara berkembang paling sedikit selama 14 hari.

b. Infeksi Saluran Kemih

E. coli dapat menyebabkan infeksi saluran kemih pada 90% wanita muda yang

ditandai dengan sering kencing, hematuria, piuria, dan disuria.

c. Meningitis
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E. coli menyebabkan sekitar 40% kasus meningitis neonatal pada bayi (Jawetz,

1996).



III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2016 - Agustus 2017, bertempat di

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Determinasi tumbuhan dilakukan di

Herbarium Bogoriense Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor.

Analisis spektroskopi yang digunakan adalah spektroskopi UV-Vis dan

inframerah (IR) dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam (KOBA)

Institut Teknologi Bandung. Uji aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium

Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, penguap

putar vakum, satu set alat kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi cair

vakum (KCV), kromatografi kolom gravitasi (KKG), lampu UV, pipet kapiler,

pengukur titik leleh MP-10 Stuart, neraca analitik, autoclave, Laminar Air Flow
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(LAF), jarum ose, cawan petri, inkubator, bunsen, mikropipet, spektroskopi FT-IR

Prestige 21 Shimadzu dan spektroskopi ultraungu-tampak merk Agilent

Technologies Cary Series UV-Vis Spechtrophotometer Cary 100 UV-Vis.

2. Bahan-bahan yang digunakan

Kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.) yang diperoleh dari

Dusun Karang Anyar, Desa Klaten, Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan

pada tanggal 28 Mei 2016. Proses Ekstraksi dan Fraksinasi senyawa aktif dari

tumbuhan pudau ini dengan menggunakan metanol, n-heksana, etil asetat, aseton

(C2H6O), serium sulfat (Ce(SO4)2) 15% dalam asam sulfat (H2SO4) 15%, akuades,

diklorometana (CH2Cl2), silika gel Merck G 60 untuk impregnasi, silika gel

Merck 60 (35-70 Mesh) untuk KCV dan KK, untuk KLT digunakan plat KLT

silika gel Merck kiesegal 60 F254 0,25 mm. Pereaksi geser untuk analisis

spektrofotometer UV-Vis adalah AlCl3, HCl pekat, NaOAc, NaOH, dan H3BO3.

Bahan-bahan uji bioaktivitas antibakteri meliputi kertas Whatman, akuades, media

Nutrient Agar (NA), bakteri Bacillus subtilis, bakteri Escherichia coli ,

chloramphenicol, dan amoxycillin.

C. Prosedur Penelitian

1. Pengumpulan dan persiapan sampel

Sampel berupa tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.) yang diperoleh dari

Dusun Karang Anyar, Desa Klaten, Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan.

Untuk mengetahui spesies dari sampel tumbuhan yang akan digunakan dalam

penelitian ini, terlebih dahulu  dilakukan determinasi  di Herbarium Bogoriense
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(LIPI) Cibinong, Jawa Barat. Sampel kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus

kemando Miq.) dipisahkan antara kulit akar dan kayunya.  Kayu akar kemudian

dibersihkan dari pengotor yang menempel, dipotong-potong berukuran kecil,

kemudian sampel tersebut dikeringkan. Kayu akar yang telah kering digiling

hingga menghasilkan serbuk halus.

2. Ekstraksi sampel dengan metode maserasi

Serbuk halus kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.)  sebanyak 3

kg diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan pelarut metanol. Pelarut

metanol yang digunakan berkualitas teknis yang telah didestilasi. Maserasi

dilakukan selama 3x24 jam. Ekstrak yang diperoleh disaring kemudian

dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50˚C dan 120 rpm

hingga diperoleh ekstrak pekat.

3. Kromatografi

a. Kromatografi cair vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum (KCV) merupakan salah satu metode pemisahan dan

pemurnian golongan senyawa metabolit sekunder secara kasar dengan

menggunakan silika gel sebagai adsorben pada berbagai perbandingan pelarut

(elusi gradien)  yang dilengkapi pompa vakum untuk memudahkan terjadinya

elusidasi (turunnya eluen) (Hostettmann et al .,1995). Pada penelitian ini

metode kromatografi cair vakum (KCV) menggunakan silika gel 60 GF254

sebagai fase diam dan pelarut n-heksana : etil asetat sebagai eluen. Corong
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Bucheer kaca masir yang berada di atas kolom KCV diisi dengan fase diam

silika gel 60 GF254 sebanyak 10 kali berat sampel yang dikemas dalam keadaan

kering lalu di bagian atas ditutup dengan kertas saring kemudian divakum

dengan alat vakum. Eluen n-heksana yang memiliki kepolaran rendah

dituangkan ke permukaan silika gel terlebih dahulu lalu kolom dihisap dengan

alat vakum hingga kering untuk memperoleh kerapatan yang maksimum dan

kolom siap untuk digunakan.

Sebelum dilakukan proses KCV, sampel diimpregnasi terlebih dahulu

menggunakan silika gel yang ukuran partikelnya lebih besar (silika kasar).

Impregnasi bertujuan untuk memperluas permukaan silika gel sebagai fase

diam sehingga sampel yang akan dielusi dapat tersebar secara homogen.

Ukuran partikel silika impregnan harus lebih besar untuk mempermudah proses

elusi (Tasmin et al., 2014).

Ekstrak kasar pekat yang telah kering dilarutkan dalam aseton dan

diimpregnasikan pada silika gel kasar, digerus hingga homogen dan kering,

kemudian sampel dimasukkan pada bagian atas fasa diam secara merata dan

di atasnya diletakkan kertas saring serta divakum. Selanjutnya sampel dielusi

dengan n-heksana : etil asetat secara perlahan-lahan mulai dari kepolaran

rendah hingga lebih polar (100 : 0 - 0 : 100%), kolom dihisap sampai kering

pada setiap penambahan eluen. Fraksi-fraksi yang diperoleh digabungkan

berdasarkan pola fraksinasinya. Fraksi target yang akan dimurnikan dengan

kromatografi cair vakum (KCV) dilakukan secara berulang seperti tahapan

KCV awal.



34

b. Kromatografi lapis tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan terlebih dahulu untuk melihat pola

pemisahan komponen-komponen senyawa yang terdapat dalam ekstrak kasar.

Fraksi-fraksi hasil KCV juga dimonitoring dengan KLT untuk melihat hasil

pemisahannya. Berdasarkan hasil monitoring, fraksi yang menghasilkan nilai

Rf sama pada plat silika digabung menjadi satu fraksi. KLT dilakukan dengan

menggunakan sistem campuran eluen berupa pelarut yang sesuai yaitu dapat

berupa kombinasi antara n-heksana dan etil asetat dengan persentase yang

sesuai. Sampel yang akan diKLT terlebih dahulu dilarutkan menggunakan

aseton, kemudian sampel ditotolkan menggunakan pipa kapiler ke permukaan

plat silika. Setelah dilakukan elusi terhadap plat KLT, bercak/noda dilihat

dibawah lampu UV pada panjang gelombang 366 nm dan 254 nm.

Hasil kromatogram tersebut kemudian disemprot menggunakan larutan serium

sulfat untuk menampakkan noda hasil KLT. Rf (Retention factor) dari setiap

noda yang terbentuk dihitung dan dicatat. Setiap fraksi yang menghasilkan

nilai Rf yang sama pada plat silika digabungkan lalu dipekatkan kemudian

difraksinasi lebih lanjut hingga diperoleh isolat murni yang ditunjukkan dengan

noda/spot tunggal pada plat silika.

c. Kromatografi kolom gravitasi (KKG)

Hasil fraksinasi dari KCV dengan analisis KLT selanjutnya difraksinasi lebih

lanjut dengan kromatografi kolom gravitasi (KKG) karena jumlahnya menjadi

lebih sedikit. Pada KKG digunakan silika gel Merck (35-70 Mesh) sebagai

adsorben (fase diam). Silika gel dilarutkan dan diaduk dalam pelarut yang



35

akan digunakan dalam proses pengelusian hingga berbentuk bubur (slurry).

Campuran atau slurry tersebut dimasukkan ke dalam kolom hingga

kerapatannya maksimum (tidak terdapat rongga) dan rata. Kemudian sampel

yang telah diimpregnasi pada silika gel dimasukkan ke dalam kolom yang

telah berisi adsorben (fasa diam). Pada saat sampel dimasukkan, usahakan

agar kolom tidak kering/kehabisan pelarut karena akan memprngaruhi

kerapatan fasa diam yang telah dikemas rapat sehingga proses elusi tidak akan

terganggu.

4. Analisis kemurnian

Analisis kemurnian dilakukan dengan metode KLT dan uji titik leleh. Analisis

kemurnian secara KLT menggunakan berbagai campuran fase gerak (eluen),

seperti n-heksana, kloroform, etil asetat dan metanol. Kemurnian suatu senyawa

ditunjukkan dengan timbulnya satu noda dengan berbagai campuran eluen yang

digunakan, dengan pengamatan noda dilakukan di bawah lampu UV dengan

panjang gelombang 254 nm dan 336 nm kemudian disemprot menggunakan

larutan serium sulfat untuk menampakkan bercak/noda dari komponen senyawa

tersebut. Jika isolat tetap menunjukkan noda tunggal, maka isolat tersebut

relatif murni secara KLT, bahwa isolat tersebut mengandung satu jenis senyawa

(Asih, 2009).

Pada uji titik leleh, sebelum dilakukan pengukuran, alat pengukur titik leleh

tersebut dibersihkan terlebih dahulu dari pengotor yang ada. Pengotor dapat

berpengaruh terhadap temperatur titik leleh seharusnya dengan cara menaikkan

atau menurunkan temperatur titik leleh kristal. Selanjutnya, untuk kristal yang
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berukuran besar, kristal terlebih dahulu digerus hingga berbentuk serbuk.

Kemudian kristal yang akan ditentukan titik lelehnya diambil sedikit dengan

menggunakan pipet kapiler, alat dihidupkan dan titik leleh diamati dengan

bantuan kaca pembesar. Suhu pada saat kristal pertama kali meleleh, itulah titik

leleh dari senyawa tersebut. Pengukuran titik leleh dilakukan sebanyak tiga kali.

Apabila menunjukan titik leleh yang sama, maka dapat disimpulkan bahwa

senyawa yang diperoleh sudah murni.

5. Analisis struktur

Isolat murni yang telah diperoleh dalam bentuk kristal kemudian di analisis

strukturnya dengan beberapa alat spektrofotometer dan dibandingkan dengan

literatur sehingga dapat diketahui nama dan struktur dari kristal murni tersebut.

a. Spektrofotometer UV-Vis

Sampel berupa kristal murni hasil isolasi diambil sebanyak 0,001 g

dilarutkan dalam 10 mL metanol. Larutan ini digunakan sebagai

persediaan untuk beberapa kali pengukuran. Pada pengukuran

spektrofotometer UV-Vis digunakan beberapa pereaksi geser untuk

menentukan kedudukan gugus hidroksi fenol pada senyawa flavonoid

dengan cara mengamati pergeseran puncak yang terjadi.  Larutan

persediaan dibagi menjadi beberapa bagian. Bagian I diukur serapan

maksimumnya dalam metanol. Kemudian masing-masing larutan

persediaan ditambah dengan pereaksi-pereaksi geser seperti natrium

hidroksida (NaOH) 2 M (0,8 gr NaOH dilarutkan dalam 10 mL
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akuades), aluminium klorida (AlCl3) 5% (0,25 gram AlCl3 dilarutkan

dalam 5 mL MeOH), HCl 50%  (5 mL HCl dalam 10 mL akuades) dan

padatan natrium asetat (NaOAc). Lalu masing-masing larutan tersebut

diukur serapan maksimumnya.

b. Spektrofotometer Inframerah

Sampel kristal hasil isolasi yang telah murni dibebaskan dari air lalu digerus

bersama-sama dengan halida anorganik, KBr. Gerusan kristal murni dengan

KBr dibentuk menjadi lempeng tipis atau pelet dengan bantuan alat penekan

berkekuatan 8-10 ton cm2. Kemudian pelet tersebut diukur puncak serapannya.

6. Pengujian bioaktivitas antibakteri

Pada uji bioaktivitas ini, yang pertama dilakukan adalah sterilisasi alat dan media

dengan menggunakan autoclave selama 15 menit.  Sebelumnya, telah disiapkan

bahan yang akan digunakan sebagai media.  Uji antibakteri menggunakan media

Nutrient Agar (NA).  Sebanyak 4,2 gram NA dilarutkan ke dalam 150 mL

akuades kemudian dipanaskan selama 15 menit sampai homogen.  Setelah itu,

media agar dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 15 mL/ tabung reaksi.

Media sebanyak 5 mL/ tabung reaksi dan 1 mL akuades/ tabung reaksi juga

disiapkan.  Selanjutnya, semua alat dan bahan disterilisasi selama 15 menit.

Sampel senyawa hasil isolasi dibuat variasi tiga konsentrasi: 0,5 mg/disk; 0,4

mg/disk dan 0,3 mg/disk. Kristal sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 150 µL,

kemudian diambil 50 µL; 40 µL; dan 30 µL untuk ditotolkan ke dalam paper disk.
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Pada uji antibakteri terhadap Bacillus subtilis digunakan kontrol positif berupa

amoxycillin, sedangkan uji antibakteri terhadap Escherichia coli digunakan

kontrol positif berupa chloramphenicol. Chloramphenicol dan amoxycillin dibuat

tiga variasi konsentrasi: 0,15 mg/disk; 0,10 mg/disk; 0,05 mg/disk.  Padatan untuk

kontrol positif sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 500 µL metanol pro analisis,

kemudian diambil 50 µL; 33,3 µL; 16,7 µL untuk ditotolkan ke dalam paper disk.

Alat dan bahan yang telah disterilisasi dimasukkan ke dalam laminar air flow.

Media agar 15 mL/tabung reaksi dituangkan ke dalam cawan petri.  Setelah media

keras, dimasukkan media agar 5 mL yang sudah ditambahkan dengan akuades

berisi bakteri sebanyak 1 ose.  Kemudian paper disk yang berisi sampel, kontrol

positif dan kontrol negatif dimasukkan ke dalam media yang telah dibuat.  Cawan

petri ditutup dengan plastic wrap dan kertas kemudian dimasukkan ke dalam

inkubator selama 1x24 jam. Setelah 1x24 jam, zona hambat yang terbentuk

diamati dan diukur diameternya.
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V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Dari pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan maka didapatkan simpulan

sebagai berikut:

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi senyawa murni

yang diperkirakan sebagai senyawa flavonoid jenis calkon dari kayu akar

tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.) sebanyak 15 mg dan memiliki

sifat fisik berupa padatan amorf berwarna kuning dengan titik leleh 122-

125oC.

2. Senyawa hasil isolasi menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri

Escherichia coli dengan kategori kuat pada konsentrasi 0,3 mg/disk, 0,4

mg/disk, dan 0,5 mg/disk.

3. Senyawa hasil isolasi menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri

Bacillus subtilis dengan kategori kuat pada konsentrasi 0,3 mg/disk, 0,4

mg/disk, dan 0,5 mg/disk.
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B. Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian

selanjutnya yaitu:

1. Penelitian lebih lanjut terhadap sampel kayu akar tumbuhan pudau (Artocarpus

kemando Miq.) perlu dilakukan sehingga memperoleh informasi lebih tentang

jenis senyawa flavonoid yang terkandung di dalamnya.

2. Melakukan analisis spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

meliputi 1H-NMR dan 13C-NMR untuk membuktikan bahwa senyawa hasil

isolasi merupakan senyawa flavonoid jenis calkon .

3. Melakukan pengulangan pada uji bioaktivitas antibakteri senyawa flavonoid

jenis calkon yang dihasilkan dari isolasi kayu akar tumbuhan pudau

(Artocarpus kemando Miq.).
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