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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND ANTIBACTERIAL
BIOACTIVITY ASSAY OF FLAVONOID COMPOUNDS FROM BRANCH
WOOD OF SUKUN (Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg)

By

Gabriella Setia Wulandari

Artocarpus altilis is one species of the genus Artocarpus of Moraceae family
which known as sukun (breadfruit). This plant has been widely known contains
flavonoid derivative compounds and has biological activities that are beneficial to
human life. This study has been carried out the isolation and identification of
flavonoid compounds and antibacterial activity test from the branch wood of
breadfruit plants were obtained from Bumi Dipasena Jaya , Rawajitu Timur,
Tulang Bawang, Lampung. Extraction of flavonoid compounds was carried out
by maceration method using methanol solvent, followed by fractionation and
purification using Vacuum Liquid Chromatography (VLC), Column
Chromatography (CC), Thin Layer Chromatography (TLC) and Centrifugal
Chromatography method. The compound purity test was carried out based on the
melting point test and determining the structure of the compound was determined
by UV-Vis and IR spectrophotometry. Isolated compounds from the wood branch
was obtained as yellow needle crystals, namely G1 crystal with a melting point of
289-291°C | it’s thought to be a flavone compound that is cycloartocarpine as
much as 30.5 mg. In antibacterial bioactivity test against B. subtilis and E. coli,
isolated compound showed strong antibacterial activity at concentration of 0.5
mg/disk, and medium category at concentrations of 0.3 and 0.4 mg/disk.

Keywords: Artocarpus altilis, flavonoids, cycloartocarpin, antibacterial,
B. subtilis, E. coli .



ABSTRAK

ISOLASI, KARAKTERISASI, DAN UJI BIOAKTIVITAS ANTIBAKTERI
SENYAWA FLAVONOID DARI KAYU CABANG TUMBUHAN SUKUN
(Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg)

Oleh

Gabriella Setia Wulandari

Tumbuhan Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg merupakan salah
satu spesies dari genus Artocarpus dari famili Moraceae yang dikenal dengan
nama sukun. Tumbuhan ini telah banyak diketahui mengandung senyawa turunan
flavonoid dan memiliki aktivitas biologi yang bermanfaat bagi kehidupan
manusia. Pada penelitian ini telah dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa
flavonoid serta uji aktivitas antibakteri dari bagian kayu cabang tumbuhan sukun
yang diperoleh dari Desa Bumi Dipasena Jaya, Rawajitu Timur, Kabupaten
Tulang Bawang, Provinsi Lampung. Ekstraksi senyawa flavonoid dilakukan
dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol, kemudian dilakukan
fraksinasi dan pemurnian menggunakan metode Kromatografi Cair Vakum
(KCV), Kromatografi Kolom (KK), Kromatografi Lapis Tipis (KLT), dan
Kromatografi Sentrifugal. Uji kemurnian senyawa dilakukan berdasarkan uji titik
leleh senyawa dan penentuan struktur senyawa ditentukan dengan
spektrofotometri UV-Vis dan IR. Senyawa hasil isolasi yang diperoleh dari
bagian kayu cabang berbentuk kristal jarum berwarna kuning yaitu kristal G1
dengan titik leleh 289-291°C, diduga merupakan suatu senyawa flavon yaitu
senyawa sikloartokarpin sebanyak 30,5 mg. Pada uji bioaktivitas antibakteri,
terhadap B. subtilis dan E. coli senyawa hasil isolasi menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri kategori kuat pada konsentrasi 0,5 mg/disk, dan kategori
sedang pada konsentrasi 0,3 dan 0,4 mg/disk.

Kata kunci : Artocarpus altilis, flavonoid, sikloartokarpin, antibakteri, B. subtilis,
E. coli.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Antibakteri merupakan zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau bahkan
mematikan bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba yang
merugikan. Salah satu zat antibakteri yang banyak dipergunakan adalah
antibiotik. Antibiotik adalah senyawa kimia khas yang dihasilkan atau diturunkan
oleh organisme hidup termasuk struktur analognya yang dibuat secara sintetik,
yang dalam kadar rendah mampu menghambat proses penting dalam kehidupan
satu spesies atau lebih mikroorganisme (Siswando dan Soekardjo, 1995).
Antibiotik merupakan obat yang paling banyak digunakan pada infeksi yang

disebabkan oleh bakteri.

Masalah global yang sedang dihadapi dibidang pengobatan saat ini adalah
resistensi bakteri terhadap antibiotik pada negara berkembang maupun negara
maju. Oleh karena itu dibutuhkan beberapa tindakan untuk mengurangi masalah
ini. Upaya-upaya yang telah dilakukan diantaranya adalah mengontrol
penggunaan antibiotik, mengembangkan penelitian untuk lebih mengerti tentang
mekanisme resistensi secara genetik dan penemuan obat baru baik sintetik

maupun yang berasal dari alam. Meskipun saat ini sudah banyak industri farmasi



yang menghasilkan sejumlah obat antimikroba baru, resistensi terhadap obat-obat

tersebut tetap saja meningkat pesat (Rizka, 2012).

Pemakaian obat tradisional untuk pengobatan telah lama dipraktekkan oleh
masyarakat Indonesia. Hasil dan manfaatnya telah dirasakan secara langsung,
sehingga penggunaan obat tradisional ini cenderung semakin meningkat. Pada
saat ini, dorongan kembali ke alam semakin menguasai masyarakat. Hal ini
disebabkan obat tradisional yang renewable, mudah didapat, mudah terurai dan
mudah dikeluarkan dari dalam tubuh dibandingkan dengan obat-obatan kimia.
Pengobatan secara sintesis dirasakan terlalu mahal dengan efek samping yang

serius (Ramanthan, 1992).

Salah satu famili tumbuhan di hutan tropis yang berpotensi sebagai sumber bahan
kimia bioaktif dan jumlahnya relatif besar adalah Moraceae. Salah satu genus
Moraceae adalah Artocarpus yang terdiri dari 50 spesies dan tersebar mulai dari
Asia Selatan, Asia Tenggara hingga Kepulauan Solomon, Kepulauan Pasifik,

Australia Utara dan Amerika Tengah (Hakim, 2011).

Berdasarkan studi literatur, diketahui bahwa sejumlah spesies Artocarpus banyak
menghasilkan senyawa golongan terpenoid, flavonoid, dan stilbenoid (Hakim et
al., 2006). Senyawa-senyawa tersebut termasuk ke dalam senyawa metabolit
sekunder yang merupakan metabolit yang tidak esensial atau tidak terlibat
langsung dalam metabolisme dasar, seperti pertumbuhan, perkembangan, dan
reproduksi. Keunikan struktur metabolit sekunder pada Artocarpus menghasilkan

efek yang sangat luas, antara lain sebagai antibakteri (Khan et al., 2003),



antiplatelet (Weng et al., 2006), antifungal (Jayasinghe et al., 2004), antimalaria,

dan sitotoksik (Hakim et al., 2001).

Pada penelitian ini akan dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari
tumbuhan sukun (Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg). Pada
penelitian terdahulu telah diidentifikasi senyawa flavon terprenilasi baru sebagai
antioksidan pada tumbuhan A. altilis (Wen et al., 2013). Selain itu, berhasil
diisolasi 9 senyawa flavon terprenilasi dari bagian kulit akar tumbuhan A. altilis
sebagai senyawa antituberkulosis dan antimalaria (Bhoonphong et al., 2007).
Senyawa flavonoid juga telah diisolasi dari bagian daun tumbuhan A. altilis dan
diuji aktivitas antidiabetes melalui mekanisme penghambatan aktivitas enzim a-

glukosidase (Lotulung et al., 2014).

Berdasarkan latar belakang di atas maka penelitian ini dilakukan karena kayu
cabang sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) merupakan salah satu
spesies dari genus Artocarpus yang kemungkinan mengandung beberapa senyawa
metabolit sekunder yang dapat memberikan banyak manfaat bagi kesehatan
masyarakat. Selain itu, pada penelitian ini juga akan diisolasi senyawa flavonoid
yang terdapat pada kayu cabang sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn)
Fosberg) pada fraksi metanol karena masih jarang dilakukan penelitian tentang

kandungan senyawa bahan alam dan uji bioaktivitas pada bagian kayu cabang.

Metode isolasi dilakukan dengan cara maserasi menggunakan pelarut metanol.
Pemisahan dilakukan dengan cara kromatografi. ldentifikasi kemurnian dilakukan
dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan uji titik leleh.

Identifikasi struktur molekul dilakukan dengan menggunakan spektroskopi



ultraungu-tampak (UV-Vis) dan spektroskopi inframerah (IR). Uji bioaktivitas

yang dilakukan yaitu uji antibakteri terhadap bakteri B. subtilis dan E. coli.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa flavonoid dari kayu cabang
tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) dari Desa Bumi
Dipasena Jaya, Rawajitu Timur, Kabupaten Tulang Bawang, Provinsi
Lampung.

2. Melakukan karakterisasi senyawa flavonoid dari kayu cabang tumbuhan sukun
(A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) menggunakan analisis
spektroskopi UV-Vis dan FTIR.

3. Mengetahui aktivitas antibakteri senyawa flavonoid hasil isolasi dari

kayu cabang tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg).

C. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai jenis flavonoid
yang terkandung dalam kayu cabang tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex
F.A. Zorn) Fosberg) dan kemampuan aktivitas antibakteri senyawa flavonoid hasil
isolasi. Informasi tersebut diharapkan dapat memperkaya pengetahuan mengenai
senyawa bahan alam dari kayu cabang tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex

F.A. Zorn) Fosberg) yang kemudian dapat dilakukan penelitian lebih lanjut.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Moraceae

Moraceae sering disebut sebagai keluarga ara atau murbei. Famili Moraceae
merupakan tumbuhan berbatang, berkayu, menghasilkan getah, dan berbunga
yang 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 (Tijtrosoepomo, 1994). Famili
Moraceae termasuk ke dalam famili tumbuhan yang tersebar di daerah hutan
tropis sampai sub-tropis, yaitu di Asia, Amerika, Afrika, dan Australia. Genus
terpenting dalam famili Moraceae yang sering digunakan sebagai tumbuhan obat
yaitu Artocarpus, Ficus, Morus dan Cudrania (Heyne, 1987). Secara fisik
maupun kimia famili Moraceae sangatlah berguna. Tumbuhan famili Moraceae
sering digunakan sebagai tumbuhan obat. Salah satunya yaitu mulberi (Morus)
yang dapat digunakan sebagai obat antihalogesik (mengurangi efek peradangan),
antidiuretik, dan obat batuk. Obat ini dikenal sebagai “So-haku-hi” di Jepang. Di
Indonesia genus Artocarpus lebih dikenal sebagai obat tradisional atau “jamu”,
tumbuhan ini digunakan sebagai obat antiinfeksi dan obat malaria (Nomura, 1998

dalam Khomsiah, 2016).



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. Tumbuhan dari genus ini dikenal sebagai nangka-nangkaan dan
beberapa diantaranya merupakan tumbuhan penghasil buah yang dapat dimakan,
yaitu A. heterophyllus (nangka), A. chempeden (cempedak), dan A. altilis (sukun).
Genus ini termasuk jenis pohon yang selalu berdaun hijau (evergreen) pada
daerah tropis, memiliki getah pada setiap bagiannya, dan umumnya dapat tumbuh

pada ketinggian kurang dari 1000 m (Heyne, 1987).

Pada umumnya senyawa-senyawa metabolit sekunder yang ditemukan dalam
genus Artocarpus adalah terpenoid, steroid, flavonoid, santon, kromon, stilbenoid,
2-arilbenzofuran, dan senyawa jenis adduct Diels Alder. Tidak banyak senyawa
jenis terpenoid yang dilaporkan dalam genus ini, terpenoid yang ditemukan

biasanya berupa triterpen (Nomura, 1998 dalam Khomsiah, 2016).

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). Gambar 1



menunjukkan struktur dasar senyawa metabolit sekunder yang ditemukan dalam
genus Artocarpus.
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Gambar 1. Struktur kimia dari beberapa jenis flavonoid (Tapas et al., 2008).

C. Tumbuhan Sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg)

Tanaman sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) dapat digolongkan
menjadi sukun yang berbiji disebut breadnut dan yang tanpa biji disebut
breadfruit. Sukun merupakan tanaman tropik sejati, yang dapat tumbuh paling
baik di dataran rendah yang panas, namun juga dapat tumbuh di tempat yang
basah (Ramdhani, 2009). Sebaran tanaman sukun di Kepulauan Indonesia
meliputi Sumatera (Aceh, Sumatera Utara, Sumatera Barat, Riau, Nias,
Lampung), Pulau Jawa (Kepulauan Seribu, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa
Timur, Yogyakarta, Madura, P. Bawean, Kepulauan Kangean), Bali, Nusa
Tenggara Barat, Nusa Tenggara Timur, Sulawesi (Minahasa, Gorontalo, Bone,

Makasar, Malino), Maluku (Seram, Buru Kai, Ambon, Halmahera dan Ternate),



dan Papua (Sorong, Manokwari, pulau-pulau kecil di daerah “Kepala Burung”)

(Heyne, 1987).

Kedudukan tanaman sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg)
mempunyai sistematika sebagai berikut :
Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnolispsida
Bangsa : Urticales
Suku : Moraceae
Marga : Artocarpus
Jenis - A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn)
Fosberg
(Syamsuhidayat dan Hutapea, 1991). Gambar 2. Tumbuhan Sukun

Tanaman sukun memiliki habitus pohon yang tingginya dapat mencapai 30 m,
namun rata-rata tingginya hanya 12-15 m. Jenis sukun dapat tumbuh baik
sepanjang tahun (evergreen) di daerah tropis basah dan bersifat semi deciduous
serta di daerah yang beriklim monsoon. Batangnya memiliki kayu yang lunak,
tajuknya rimbun dengan percabangan melebar ke arah samping, kulit batang
berwarna hijau kecokelatan, berserat kasar dan pada semua bagian tanaman
memiliki getah encer. Akar tanaman sukun mempunyai akar tunggang yang
dalam dan akar samping yang dangkal. Apabila akar tersebut terluka atau
terpotong akan memacu tumbuhnya tunas alam atau root shoots tunas yang sering

digunakan untuk bibit. Tanaman sukun memiliki khasiat terapeutik pada beberapa



bagian diantaranya; bagian bunga dapat digunakan sebagai obat sakit gigi, kulit
kayu dapat digunakan untuk mencairkan darah bagi wanita setelah melahirkan,
sedangkan pada bagian daun dapat digunakan untuk mengobati penyakit kulit,

jantung, ginjal maupun digunakan sebagai obat radang (Heyne, 1987).

Gambar 3. Beberapa jenis flavonoid yang telah diisolasi dari tumbuhan sukun.

Berdasarkan penelitian sebelumnya (Gambar 3) telah ditemukan suatu senyawa

stilben terprenilasi, yaitu trans-4-(3-metil-E-but-I-enil)-3,5,2',4'-



10

tetrahidroksistilben (1) dari bagian kayu akar tumbuhan A. altilis (Hakim dkk.,
2001). Pada penelitian lainnya, ditemukan senyawa turunan dihidrokalkon yaitu
AC-5-1 (2) dari ekstrak metanol daun A. altilis yang dapat menghambat proses
elongasi dendrit pada sel melanin (Rao et al., 2013). Senyawa flavon terprenilasi
seperti sikloartokarpin (3) dan artokarpin (4) juga ditemukan pada bagian kayu
akar tumbuhan sukun yang terbukti memiliki aktivitas antituberkular dan
antimalaria (Boonphong et al., 2007). Selain itu suatu senyawa baru yang
tergolong senyawa flavon terprenilasi yaitu hidroksiartokarpin (5) juga ditemukan

pada bagian kulit batang A. altilis (Shamaun et al., 2010).

D. Flavonoid

Metabolit sekunder merupakan hasil akhir dari suatu proses metabolisme. Setiap
organisme menghasilkan metabolit sekunder yang sangat bervarisai dalam jumlah
dan jenisnya. Beberapa dari senyawa metabolit sekunder tersebut diantaranya
dapat memberikan efek fisiologis dan farmakologis, seperti senyawa aktif atau
komponen bioaktif. Metabolit sekunder dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan,
antibiotik, antikanker, antikoagulan darah, dan menghambat efek karsinogenik
(Lenny, 2006). Salah satu jenis metabolit sekunder yang telah banyak diisolasi

dari tumbuhan adalah 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, isoflavon, flavanon, kalkon, dihidrokalkon, proantosianidin,
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antosianin, auron O-glikosida dan dihidroflavonol O-glikosida. Golongan flavon,
flavonol, flavanon, isoflavon, dan kalkon juga sering ditemukan dalam bentuk
aglikonnya. Flavonoid yang berupa aglikon bersifat non polar sementara yang

berupa glikosida bersifat polar (Markham, 1988).

Senyawa flavonoid adalah senyawa yang mengandung C;s terdiri dari dua inti
fenolat yang dihubungkan dengan tiga satuan karbon. Golongan flavonoid dapat
juga digambarkan sebagai deretan senyawa Cg-C3-Cg. Artinya, kerangka
karbonnya terdiri atas dua gugus Cg disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon.

Kerangka dasar flavonoid ditunjukkan pada Gambar 4.

Gambar 4. Kerangka dasar flavonoid (Robinson, 1995).

Ketiga cincin pada flavonoid 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 5.
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Gambar 5. Sistem penomoran kerangka dasar flavonoid (Markham, 1988).

Susunan kerangka flavonoid dapat menghasilkan tiga jenis struktur, yakni 1,3-
diarilpropan atau flavonoid, 1,2-diarilpropan atau isoflavonoid, dan 1,1-

diarilpropan atau neoflavonoid seperti ditunjukkan pada Gambar 6.

Flavonoid Isoflavon Neoflavon

Gambar 6. Tiga jenis flavonoid (Achmad, 1986).

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 diduga berfungsi untuk mengatasi serangan
penyakit akibat bakteri atau mikroba (antibakteri dan antimikroba) (Ramadhani,

2009).
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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 etil asetat,
diklorometana dan sebagainya, sedangkan pelarut yang bersifat non polar 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.

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu maserasi. Maserasi
adalah metode paling sederhana yang banyak digunakan baik skala kecil
maupun industri. 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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Pada proses maserasi pemilihan pelarut merupakan faktor penting dalam
mendapatkan hasil ekstrkasi yang maksimal. Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan oleh Rustianingsih (2007), ekstrak yang dimaserasi dengan pelarut
metanol memiliki daya inhibisi aktivitas tirosin lebih baik dibandingkan dengan

pelarut lainnya. Aktivitas tirosin merupakan faktor utama terjadinya kanker.

F. Pemisahan Senyawa Secara Kromatografi

Setelah dilakukan proses ekstraksi, tahap isolasi selanjutnya adalah fraksinasi
senyawa dengan menggunakan beberapa jenis kromatografi. Kromatografi adalah
suatu cara pemisahan campuran komponen yang terdistribusi diantara dua fasa,
yaitu fasa diam (stasioner) dengan permukaan yang luas berupa zat padat dan fasa
gerak (mobile) berupa cairan atau gas (Day and Underwood, 1981). Berdasarkan
jenis fasa diam dan fasa gerak yang dipartisi, kromatografi digolongkan menjadi
beberapa golongan (Tabel 1).

Tabel 1. Penggolongan kromatografi berdasarkan fasa diam dan fasa gerak (Day
and Underwood, 1981)

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 Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi adalah teknik pemisahan dua atau lebih senyawa atau ion dengan
cara distribusi senyawa tersebut diantara dua fase, yang satu bergerak, dan fase
yang lainnya diam. Kedua fase ini dapat berupa padat-cair, cair-cair, gas-padat,
atau gas-cair. Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah jenis kromatografi padat-
cair, dengan fasa diamnya biasanya absorben polar dan fasa geraknya dapat
berupa satu jenis pelarut atau berupa campuran. KLT digunakan untuk
menentukan banyaknya komponen dalam campuran, identifikasi senyawa,
memantau berjalannya suatu reaksi, menentukan efektivitas pemurnian,
menentukan kondisi yang sesuai untuk kromatografi kolom serta untuk
monitoring hasil kromatografi kolom dan KCV (Sastrohamidjojo, 2002).
Parameter pada KL T yang digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf. Jarak
pengembangan senyawa pada kromatogram biasanya dinyatakan dengan harga Rf.

Rentang harga Rf antara 0,00 — 1,00 (hanya dua desimal) (Stahl, 1985).

_ jarak tempuh sampel

B jarak tempuh pelarut
Nilai Rf ini dapat digunakan sebagai analisis kualitatif suatu senyawa. Tetapi
pada gugus-gugus yang besar dari senyawa-senyawa yang susunannya mirip,

sering kali harga Rf berdekatan satu sama lainnya (Sastrohamidjojo, 2002).

2. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi Cair Vakum merupakan salah satu teknik kromatografi yang
digunakan untuk fraksinasi ekstrak total secara cepat. Teknik ini dapat dilakukan

dengan menggunakan kolom kromatografi yang dihubungkan dengan pompa
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vakum. Fasa diam dapat berupa silika gel untuk KLT (10-40 um). Fasa gerak
yang digunakan berupa eluen atau campuran pelarut dari yang non polar secara
bertahap ke yang polar. Hasil pemisahan dari kromatografi cair vakum adalah
fraksi-fraksi yang dapat dikelompokkan menjadi kelompok senyawa non polar,
semi polar, dan polar. Kromatografi cair vakum merupakan modifikasi dari
kolom gravitasi. Metode ini lebih banyak digunakan untuk fraksinasi sampel

dalam jumlah besar (10-50 g).

Penggunakan vakum dimaksudkan agar laju aliran eluen meningkat sehingga
meminimalkan terjadinya proses difusi karena ukuran silika gel yang biasanya
digunakan pada lapisan plat KLT sebagai fasa diam sangat halus yaitu berukuran
200-400 mesh. Kolom KCV dikemas kering dalam keadaan vakum agar
diperoleh kerapatan kemasan maksimum. Sampel yang akan dipisahkan biasanya
diabsorpsikan terlebih dahulu ke silika gel dengan ukuran lebih besar (30-70
Mesh) agar pemisahan lebih teratur dan menghindari sampel langsung menerobos
ke dinding kaca tanpa melewati adsorben terlebih dahulu, yang dapat berakibat
gagalnya proses pemisahan. Selanjutnya kolom dielusi dengan campuran pelarut
yang cocok, mulai dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolarannya

ditingkatkan perlahan-lahan (Atun, 2014).

3. 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 serta berdasarkan
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gaya gravitasi. Kromatografi gravitasi dapat digunakan untuk pemisahan dan
pemurnian senyawa yang telah difraksinasi menggunakan kromatografi cair
vakum. Eluen yang digunakan menggunakan campuran pelarut polar dan non
polar dengan perbandingan yang sesuai. Penentuan perbandingan pelarut
didasarkan pada pola pemisahan yang dihasilkan, yaitu bila diperoleh Rf kurang
dari 0,3 dengan pemisahan yang jelas (Atun, 2014). 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).

Dengan menggunakan cara kromatografi kolom, skala isolasi flavonoid dapat
ditingkatkan hampir ke skala industri. Pada dasarnya, cara ini meliputi
penempatan campuran flavonoid (berupa larutan) di atas kolom yang berisi
serbuk penyerap (seperti selulose, silika atau poliamida), dilanjutkan dengan
elusi beruntun setiap komponen mamakai pelarut yang cocok. Kolom hanya
berupa tabung kaca yang dilengkapi dengan kran pada salah satu ujung
(Markham, 1988). Silika gel merupakan fasa stasioner yang paling sering
digunakan untuk pemisahan bahan alam. Silika gel memiliki permukaan yang
luas dengan ukuran partikel 40-200 um dan ukuran pori sebesar 40 — 300 A

(Cannel, 1998).

4. Kromatografi Sentrifugal (Kromatotron)

Kromatografi sentrifugal merupakan kromatografi yang menggunakan alat yang

disebut kromatotron, teknik pemisahannya menggunakan gaya sentrifugal dan
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gravitasi. Dalam teknik ini digunakan silika gel yang sama dengan silika gel
untuk KLT. Prinsip pemisahan dengan kromatotron sama dengan kromatografi
lainnya, hanya saja pemisahan akan berlangsung lebih cepat dikarenakan adanya
gaya sentrifugal yang akan mempercepat proses penyerapan pelarut yang
membawa komponen yang dipisahkan (Atun, 2014). Rangkaian kromatografi

sentrifugal dapat dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7. Gambar rangkaian kromatotron.

Kromatografi jenis ini menggunakan rotor yang dimiringkan dan terdapat dalam
ruang tertutup oleh plat kaca kuarsa, sedangkan lapisan penyerapnya berupa plat
kaca yang dilapisi silika gel. Plat tersebut dipasang pada motor listrik dan diputar
dengan kecepatan 800 rpm. Pelarut pengelusi dimasukkan kebagian tengah plat
melalui semacam alat infus, sehingga dapat mengalir dan merambat melalui plat
silika karena adanya gaya sentrifugal. Untuk mengetahui jalannya proses elusi,
dimonitor dengan menggunakan lampu UV. Gas nitrogen dialirkan kedalam
ruang plat untuk mencegah pengembunan pelarut pengelusi dan mencegah
oksidasi sampel. Pemasukan sampel diikuti dengan pengelusian menghasilkan

pita-pita komponen berupa lingkaran sepusat. Pada tepi plat, pita-pita akan
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terputar keluar dengan gaya sentrifugal dan ditampung dalam botol fraksi, lalu

diidentifikasi dengan KLT (Hostettmann et al., 1986).

G. Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian senyawa hasil isolasi dilakukan dengan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) dan uji titik leleh. Senyawa hasil analisis dikatakan murni apabila
memberikan noda tunggal pada KLT dengan variasi eluen (Setyowati et al.,
2007). Titik leleh sangat penting dalam identifikasi dan pengukuran kemurnian
senyawa organik padat. Penggunaan titik leleh ini didasarkan pada fakta bahwa
semua senyawa murni mempunyai titik leleh yang tajam ketika berubah
sempurna dari padat ke cair pada tekanan udara 1 atm. Jika suhu dinaikkan,
molekul senyawa akan menyerap energi. Semakin tinggi suhu, maka akan
semakin banyak energi yang diserap sehingga akan menaikkan gerakan vibrasi

dan rotasi molekul (Hadiprabowo, 2009).

H. ldentifikasi Spektroskopi

Spektroskopi merupakan ilmu yang mempelajari tentang spektrofotometer dan
penggunaannya. Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur
energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan atau
diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang yang terdiri dari spektro dan
fotometer. Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang
gelombang tertentu, sedangkan fotometer merupakan alat pengukur intensitas

cahaya yang ditransmisikan atau diabsorpsi (Neldawati et al., 2013). Pada
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penelitian ini 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. FT-IR berfungsi untuk mengidentifikasi
senyawa organik karena spektrumnya terdiri dari berbagai puncak yang sangat
kompleks. Inti spektroskopi FT-IR adalah interferometer Michelson berupa alat
untuk 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 (pum) atau
bilangan gelombang (cm™) (Anam, 2007). Absorpsi (bilangan gelombang) dari
beberapa gugus fungsi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Absorpsi (bilangan gelombang) dari beberapa gugus fungsi (Fessenden
dan Fessenen, 1986).

Gugus Fungsi _ Absorpsi B Panjang Gelombang
(bilangan gelombang dalam cm™) (um)

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=0 str. 1640-1820 5,5-6,1
C=C 1600-1700 5,8-6,2

C-C 1450-1600 6,25-6,9
C-Ostr. 1050-1300 7,7-9,5

C-N str. 900-1300 8-11
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2. Spektroskopi UV-Vis

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).

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. Spektrum absorpsi daerah UV-Vis sekitar 220 nm — 800 nm.
Spektrum bagian daerah sinar ultraungu sekiatr 190-380 nm, sedangkan spektrum

sinar tampak 380-780 nm (Markham, 1998).

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 et al., 2005). Spektrum
flavonoid biasanya ditentukan dalam larutan dengan pelarut metanol atau etanol.
Spektrum khas flavonoid terdiri atas dua pita yaitu pada rentang 230-295 nm (pita
I1) dan 300-560 nm (pita I) (Neldawati et al., 2013). Pita absorpsi UV-Vis dari

flavonoid dapat dilihat pada Tabel 3.
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Tabel 3. Pita absorpsi UV-Vis dari flavonoid (Markham, 1988).

Pita Il (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 'SOf'ag%”kgfégﬁgsﬁi"G'?'
275-295 300-390 Flavanon dan dihidroflavon
230-270 340-390 Calkon

230-270 380-430 Auron

270-280 465-560 Antosianidin dan antosianin

Dengan menggunakan data yang diperoleh dari analisis berdasarkan
spektrofotometer UV-Vis ini kita dapat mengetahui absorptivitas molar senyawa
yang diperoleh. Absorptivitas molar senyawa dihitung dengan menggunakan

persamaan Lambert-Beer berikut :

A=¢bc
Keterangan: A = absorbansi
€ = absorptivitas molar
b = tebal sel (cm)
C = konsentrasi (mol/liter)

Absorbansi (A) ini diperoleh dari data spektrum dimana terdapat puncak-puncak

serapannya (Dendiko, 2013).

I. Bakteri

Bakteri adalah mikroorganisme bersel tunggal tidak terlihat oleh mata, berukuran

antara 0,5 — 10 um dan lebar 0,5 - 2,5 um tergantung pada jenisnya. Nama
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bakteri itu berasal dari kata “bakterion” (dalam bahasa Yunani) yang berarti
tongkat atau batang. Nama bakteri digunakan untuk menyebut sekelompok
organisme yang bersel satu, tidak berklorofil, berkembangbiak dengan
pembelahan diri, serta berukuran kecil yang tidak kasat mata. Bakteri
digolongkan menjadi 3 jenis berdasarkan morfologinya, yaitu golongan basil,
kokus, dan golongan spiril. Kebanyakan bakteri di alam berbentuk basil. Sel
bakteri terdiri dari dinding sel luar, bahan inti, dan sitoplasma. Dinding sel luar
terdiri dari 3 lapis dari luar ke dalam yaitu lapisan lendir, dinding sel, dan
membran sitoplasma. Lapisan lendir berisi campuran polisakarida dan
polipeptida. Dinding sel bakteri terdiri dari macam-macam bahan organik seperti
selulosa, hemiselulosa, dan Kitin tergantung pada jenis bakteri. Sedangkan
membran plasma merupakan pembungkus protoplasma dan membran ini ikut
menyusut bersama-sama dengan menyusutnya protoplasma pada waktu

mengalami plasmolisis (Dwijoseputro, 2005).

Zat-zat yang dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri dapat
dibagi atas garam-garam logam, fenol dan senyawa-senyawa lain yang sejenis,
formaldehida, alkohol, yodium, klor dan persenyawaan klor, zat warna, detergen,
sulfonamida, dan antibiotik. Antibiotik ialah zat-zat yang dihasilkan oleh
mikroorganisme itu sendiri, dan zat-zat tersebut dalam jumlah sedikit pun
mempunyai daya penghambat kegiatan mikroorganisme yang lain (Dwijoseputro,
2005). Penggunaan obat-obatan ini, jika tidak sesuai aturan akan mengakibatkan
alergi dan pemakaiannya secara terus-menerus dapat menyebabkan bakteri kebal

terhadap antibiotik (resisten).
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Resistensi adalah suatu keadaan dimana pengaruh obat antiinfeksi terhadap kuman
menjadi berkurang khasiatnya atau kuman tersebut tidak sensitif oleh perlakuan
obat antiinfeksi (antibiotik). Terjadinya resistensi mungkin disebabkan oleh
kemampuan organisme untuk merusak antibiotik, oleh mutasi yang
memungkinkan organisme untuk memintasi langkah-langkah peka yang dihambat
oleh antibiotik, atau oleh mutasi yang menyebabkan sel menjadi tak dapat dilewati

oleh antibiotik.

Mekanisme resistensi bakteri terhadap antibiotik diantaranya melalui mekanisme
mikroorganisme menghasilkan enzim dan merusak obat yang aktif,
mikroorganisme merubah permeabilitasnya terhadap obat, mikroorganisme
mengubah struktur target untuk obat, mikroorganisme mengembangkan jalur
metabolisme baru menghindari jalur yang biasa dihambat oleh obat, dan
mikroorganisme mengembangkan enzim baru yang masih dapat melakukan fungsi

metaboliknya tapi sedikit dipengaruhi oleh obat (Jawetz et al., 2001).

Secara garis besar antimikroba dibagi menjadi dua jenis yaitu yang membunuh
kuman (bakterisid) dan yang hanya menghambat pertumbuhan kuman
(bakteriostatik). Antibiotik yang termasuk golongan bakterisid antara lain
penisilin, sefalosporin, aminoglikosida (dosis besar), kotrimoksazol, rifampisin,
isoniazid dan lain-lain. Sedangkan antibiotik yang memiliki sifat bakteriostatik,
dimana penggunaanya tergantung status imunologi pasien, antara lain
sulfonamida, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, trimetropim, linkomisin,

klindamisin, asam paraaminosalisilat, dan lain-lain (Laurence dan
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Bennet, 1987 dalam Utami, 2011). Pembagian bakteriostatik dan bakterisid ini
tidak absolut, tergantung dari konsentrasi obat, spesies bakteri dan fase
perkembangannya. Manfaat dari pembagian ini berguna dalam hal pemilihan
antibiotika, pada pasien dengan status imunologi yang rendah (imunosuppressed)
misalnya penderita HIV AIDS, pada pasien pembawa kuman (carrier), pada
pasien dengan kondisi sangat lemah (debilitated) misalnya pada pasien-pasien

endstage, maka harus dipilih antibiotika bakterisid.

J.  Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri

Dikenal beberapa cara pemeriksaan dan pengujian secara mikrobilogis terhadap
kemampuan antimikroba dari bahan-bahan kemoterapeutika seperti antibiotika.
Walaupun pada umumnya pengujian dilakukan terhadap kebanyakan antibiotika,
namun ada juga bahan-bahan lain yang diduga mempunyai daya hambat atau

membunuh mikroba. Secara umum dapat dilakukan dengan 3 cara berikut ini :

1. Metode Difusi Agar Kirby-Bauer

Metode difusi agar Kirby-Bauer adalah salah satu metode pengujian kerentanan
bakteri terhadap antimikroba atau sering juga dinamakan uji daya hambat.

Metode difusi agar dilakukan dengan bahan uji yang telah dilarutkan dalam
pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam sumuran atau diteteskan pada paper
disk. Kemudian ditanam dalam medium padat yang telah berisi mikroba uji.
Setelah inkubasi diamati adanya zona bening di sekitar sumuran atau paper disk.
Kemampuan bahan uji menghambat bakteri uji ditandai dengan terbentuknya zona

bening disekitar cakram uji dan dievaluasi : ukuran zona bening >20 mm
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tergolong sangat kuat (very strong inhibition), 11-19 mm tergolong kuat (strong
inhibition), 5-10 mm tergolong sedang (moderate inhibition) dan <5 mm

tergolong lemah (weak inhibition) (Rante et al., 2010 ; Davis and Stout, 1971).

2. Metode Dilusi

Metode ini biasanya digunakan untuk menentukan nilai MIC (Minimum Inhibition
Concentration), konsentrasi terendah yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroba uji. Metode dilusi dilakukan dengan mencampur sampel, mikroba uji,
dan media inokulasi dengan beberapa variasi pengenceran. Aktivitas yang

diamati dengan kontrol tanpa adanya bahan uji.

3. Metode Bioautografi

Bioautografi adalah suatu metode pendeteksian untuk menemukan suatu senyawa
antimikroba yang belum teridentifikasi dengan cara melokalisasi aktivitas
antimikroba tersebut pada suatu kromatogram. Metode ini memanfaatkan
pengerjaan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Ciri khas dari prosedur bioautografi
didasarkan atas teknik difusi agar dengan cara senyawa antimikroba dipindahkan
dari lapisan KLT ke medium agar yang telah diinokulasikan bakteri uji yang peka.
Dari hasil inkubasi pada suhu dan waktu tertentu akan terlihat zona hambat di
sekeliling spot dari KLT yang telah ditempelkan pada media agar. Zona hambat
ditampakkan oleh aktivitas senyawa aktif yang terdapat di dalam bahan yang

diperiksa terhadap pertumbuhan mikroorganisme uji (Akhyar, 2010).



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada Desember 2017 - Juli 2018, bertempat di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis spektroskopi ultraungu-
tampak (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA
Universitas Lampung. Analisis spektroskopi inframerah (IR) dilakukan di
Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam (KOBA\) Institut Teknologi Bandung.
Uji aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia

FMIPA 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 cair vakum (KCV), satu set alat
Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Kromatografi Kolom (KK), pengukur titik leleh
MP-10 Stuart, kertas saring, lampu UV, pipet kapiler, autoclave, Laminar Air

Flow(LAF), jarum ose, cawan petri, inkubator, bunsen, mikropipet, kertas
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Whattman, spektrofotometer FT-IR dan spektrofotometer ultraungu-tampak (UV-

Vis).

2. Bahan-bahan yang digunakan

Tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) yang diambil dari
Desa Bumi Dipasena Jaya, Rawajitu Timur, Tulang bawang. Proses ekstraksi dan
fraksinasi senyawa bioaktif dari tumbuhan sukun ini dengan menggunakan pelarut
berkualitas teknis yang telah didestilasi sedangkan untuk analisis spektrofotometer
berkualitas pro-analisis (p.a). Bahan kimia yang dipakai meliputi etil asetat
(C4Hg0O2), metanol (CH30OH), n-heksana (n-CgHj4), aseton (C3HgO), akuades
(H20), serium sulfat (Ce(SO4),) 1,5% dalam asam sulfat (H,SO,) 2N,
diklorometana (CH,Cl,), silika gel Merck G 60 untuk impregnasi, silika gel
Merck 60 (35-70 Mesh) yang digunakan pada KCV dan KK, dan untuk KLT
digunakan plat KLT silika gel Merck kiesegal 60 F254 0,25 mm. Media yang
digunakan untuk pembiakan dan pemeliharaan bakteri yang digunakan yaitu

Nutrient Agar (NA).

C. Prosedur Penelitian

1. Pengumpulan dan persiapan sampel

Sampel yang digunakan adalah kayu cabang tumbuhan sukun (A. altilis
(Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) yang diperoleh dari desa Bumi Dipasena Jaya,
Rawajitu Timur. Sampel tersebut telah diketahui spesiesnya melalui determinasi

herbarium Bogoriense yang dilakukan di Pusat Penelitian Biologi bidang Botani
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Lembaga lImu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Cibinong, Jawa Barat. Kemudian
kayu cabang tumbuhan sukun dicuci, dipotong kecil-kecil, dijemur, dan digiling

sampai menghasilkan serbuk.

2. Ekstraksi

Sebanyak 1,5 kg serbuk kayu cabang tumbuhan sukun dimaserasi dengan
menggunakan metanol selama 1x24 jam, maserasi dilakukan sebanyak 3 kali.
Kemudian ekstrak metanol yang diperoleh disaring dan dikeringkan dengan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C dengan laju putaran 120 rpm

hingga didapatkan ekstrak kasar.

3. Kromatografi

a. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Ekstrak kering (kasar) hasil maserasi metanol ditimbang beratnya dan dilarutkan
dalam aseton kemudian difraksinasi dengan KCV. Terlebih dahulu fasa diam
silika gel Merck G 60 sebanyak 10 kali berat sampel dimasukkan ke dalam kolom.
Kemudian kolom dikemas kering dalam keadaan vakum menggunakan alat
vakum. Eluen yang kepolarannya rendah, yaitu n-heksana dituangkan ke
permukaan silika gel terlebih dahulu kemudian di vakum kembali. Kolom dihisap
sampai kering dengan alat vakum dan kolom siap digunakan. Ekstrak kering yang
telah dilarutkan dalam aseton dan diimpregnasikan kepada silika gel, kemudian
dimasukkan pada bagian atas kolom yang telah berisi fasa diam dan kemudian

dihisap secara perlahan-lahan ke dalam kemasan dengan cara memvakumnya.
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Setelah itu, kolom dielusi secara bertahap dengan etil asetat : n-heksana
(0%:100%) yang ditingkatkan kepolarannya sampai dengan etil asetat : n-heksana
(100%:0%). Kolom dihisap sampai tersisa sedikit eluen pada setiap penambahan
eluen (tiap kali elusi dilakukan). Kemudian fraksi-fraksi yang terbentuk
dikumpulkan berdasarkan pola fraksinasinya. Proses pemurnian sampel dengan
teknik KCV terhadap fraksi target hingga diperoleh hasil pemisahan senyawa

yang baik dengan perlakuan yang sama seperti tahapan KCV awal.

b. Kromatografi Lapis Tipis

Uji KLT terlebih dahulu dilakukan untuk melihat pola pemisahan komponen-
komponen senyawa yang terdapat dalam ekstrak kasar. Uji KLT juga dilakukan
terhadap fraksi-fraksi yang akan difraksinasi dan juga fraksi yang didapat setelah
fraksinasi. Uji KLT dilakukan dengan menggunakan sistem campuran eluen
menggunakan pelarut yang sesuai yaitu dapat berupa kombinasi antara n-heksana
dan etil asetat, dengan persentase yang sesuai. Setelah dilakukan elusi terhadap
plat KLT, bercak/noda dilihat dibawah lampu UV. Untuk menampakkan noda
hasil KLT, hasil kromatogram tersebut kemudian disemprot dengan menggunakan
larutan serium sulfat. Rf (Retention factor) dari setiap noda yang terbentuk
dihitung dan dicatat. Setiap fraksi yang menghasilkan pola pemisahan dengan Rf
yang sama pada kromatogram, disatukan, dan dipekatkan sehingga diperoleh

beberapa fraksi gabungan yang akan difraksinasi lebih lanjut.
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c. Kromatografi Kolom Gravitasi

Fraksinasi sampel dilakukan dengan teknik kromatografi kolom. Adsorben silika
gel Merck (35-70 Mesh) dilarutkan dalam pelarut yang akan digunakan dalam
proses pengelusian. Slurry dari silika gel, diatur sebagai fasa diam di dalam
kolom hingga rapat (tidak berongga) dan rata. Selanjutnya sampel yang telah
dijerapkan pada silika gel dimasukkan ke dalam kolom yang telah berisi fasa
diam. Pada saat sampel dimasukkan, diusahakan agar kolom tidak
kering/kehabisan pelarut karena akan mengganggu fasa diam yang telah dikemas

rapat.

d. Kromatografi Sentrifugal (Kromatotron)

Setelah sampel diidentifikasi dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT), kemudian sampel difraksinasi menggunakan kromatotron dengan
menggunakan plat silika 1-2 mm dan menggunakan eluen yang sesuai. Sebelum
digunakan plat silika diaktifkan terlebih dahulu dengan pemanasan lampu pijar
selama 24 jam. Plat silika yang sudah aktif kemudian dipasang pada kromatotron
dan dialirkan pelarut n-heksana sampai menetes, kemudian sampel diteteskan ke
dalam plat silika selagi basah. Setelah sampel diteteskan pada plat silika,
kemudian sampel dibiarkan mengering £10 menit. Setelah sampel kering,
kemudian dialirkan 100 mL n-heksana dilanjutkan dengan mengalirkan eluen.
Hasil fraksinasi kemudian ditampung menggunakan botol-botol kecil berukuran

+10 mL. Setelah selesai fraksinasi, plat silika kemudian dicuci dengan
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mengalirkan metanol sebanyak 100 mL dilanjutkan dengan mengalirkan air-

metanol 5% sebanyak 100 mL.

4. Analisis Kemurnian

Uji kemurnian dilakukan dengan metode KLT dan uji titik leleh. Uji kemurnian
secara KLT menggunakan beberapa campuran eluen. Kemurnian suatu senyawa
ditunjukkan dengan timbulnya satu noda dengan berbagai campuran eluen yang
digunakan. Jika noda yang terjadi tidak berwarna, untuk menampakkan
bercak/noda dari komponen senyawa tersebut plat KLT kemudian disemprot

menggunakan larutan serium sulfat.

Untuk uji titik leleh, sebelum dilakukan pengukuran, alat pengukur titik leleh
tersebut dibersihkan terlebih dahulu dari pengotor yang ada, karena dengan
adanya pengotor akan menaikkan atau menurunkan suhu titik leleh kristal. Untuk
kristal yang berukuran besar, kristal terlebih dahulu digerus hingga berbentuk
serbuk. Kemudian kristal yang akan ditentukan titik lelehnya diletakkan pada
lempeng kaca, diambil sedikit dengan menggunakan pipet kapiler, kemudian alat
dihidupkan dan titik leleh diamati dengan bantuan kaca pembesar. Suhu pada saat

kristal pertama kali meleleh, itulah titik leleh dari senyawa tersebut.
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5. Analisis Struktur
a. Spektrofotometri Ultraungu-Tampak (UV-Vis)

Sampel berupa kristal murni sebanyak 0,001 g dilarutkan dalam 10 mL metanol.
Larutan ini digunakan sebagai persediaan untuk beberapa kali pengukuran.

Sampel diukur serapan maksimumnya dalam metanol.

b. Spektrofotometri Inframerah (IR)

Sampel kristal hasil isolasi yang telah murni dianalisis menggunakan
spektrofotometer inframerah. Kristal yang telah murni dibebaskan dari air
kemudian 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 cm?selama 10 menit. Kemudian pelet tersebut

diukur puncak serapannya.

6. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pada uji bioaktivitas antibakteri ini, terlebih dahulu dilakukan sterilisasi alat dan
media dengan menggunakan autoclave selama 15 menit. Sebelum sterilisasi
terlebih dahulu dibuat media agar dengan cara memasukan sebanyak 4,2 g
Nutrient Agar (NA) ke dalam 150 mL aquades kemudian dimasukkan ke dalam
erlenmeyer dan dipanaskan hingga NA larut. Media agar yang sudah larut hingga
berubah menjadi bening dan 20 mL aquades dimasukkan ke dalam erlenmeyer,

kemudian disterilkan menggunakan autoclave selama 15 menit bersama dengan
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alat-alat gelas yang akan digunakan pada uji antibakteri. Media yang disterilkan
dimasukkan ke dalam laminar air flow selama 15 menit. Setelah itu media
dituangkan ke dalam cawan petri yang sudah disterilkan dan ditunggu hingga

media dingin.

Bakteri yang akan digunakan diambil sebanyak 1 ose dan disuspensikan pada
akuades steril, kemudian dimasukkan ke dalam media agar 5 mL dan dihomogen.
Setelah media di dalam cawan petri memadat, dituangkan suspensi bakteri B.
Subtilis dan E. coli. Setelah media siap dimasukkan paper disk yang berisi
senyawa hasil isolasi, kontrol positif dan kontrol negatif. Kemudian cawan petri
ditutup dengan plastic wrap disimpan dalam inkubator selama 24 jam (Jawetz,

2005).

Pada uji bioaktivitas antibakteri ini senyawa hasil isolasi dibuat variasi tiga
konsentrasi : 0,5 mg/disk; 0,4 mg/disk; 0,3 mg/disk. Kristal sebanyak 2,5 mg
dilarutkan dalam aseton p.a 250 pL sebagai larutan stok. Kemudian dari larutan
stok tersebut diambil 50 pL, 40 L, 30 pL untuk ditotolkan ke dalam paper disk.
Sedangkan untuk kontrol positif digunakan Amoxycillin untuk bakteri B. subtilis
dan Chloramphenicol untuk bakteri E. coli dengan variasi konsentrasi dan
perlakuan yang sama dengan sampel. Kontrol negatif digunakan aseton p.a

sebagai pelarut sampel dan kontrol positif.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Dari pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan maka didapatkan simpulan

sebagai berikut :

1.

Pada penelitian ini telah diisolasi 3 senyawa murni flavonoid dari bagian kayu
cabang tumbuhan sukun (Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A. Zorn)

Fosberg) yaitu kristal G1, kristal G2, dan kristal G3 yang berbentuk kristal

jarum berwarna kuning masing-masing sebanyak 30,5 mg, 24,4 mg, 45,5 mg

dengan titik leleh berturut-turut 289-291°C, 271-273°C, dan 281-283°C.
Kemudian dipilih kristal G1 untuk dilakukan analisis lebih lanjut.
Berdasarkan uji bioaktivitas antibakteri menunjukkan bahwa kristal G1
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri B. subtilis dan E. coli dengan
kategori kuat pada konsentrasi 0,5 mg/disk dan kategori sedang pada
konsentrasi 0,3 mg/disk dan 0,4 mg/disk.

Berdasarkan data spektrum UV-Vis, kristal G1 memiliki serapan maksimum
pada panjang gelombang yang sama dengan senyawa standar sikloartokarpin
yang menunjukkan senyawa hasil isolasi memiliki kromofor yang sama

dengan senyawa sikloartokarpin.
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4. Berdasarkan spektrum IR, spektrum kristal G1 memiliki beberapa perbedaan
dengan senyawa standar sikloartokarpin, hal ini dikarenakan kemungkinan
senyawa bukan merupakan senyawa sikloartokarpin tetapi senyawa lain yang
memiliki kromofor yang sama dengan sikloartokarpin.

B. Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian

selanjutnya yaitu :

1.

Penelitian lebih lanjut terhadap sampel kayu cabang tumbuhan sukun (A.
altilis (Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg) perlu dilakukan kembali mengingat
masih banyak senyawa flavonoid yang berpotensi memiliki aktivitas
antibakteri yang belum diisolasi dari bagian kayu cabang, sehingga dapat
diperoleh informasi lebih tentang jenis senyawa flavonoid yang terkandung di
dalamnya.

Dilakukan analisis struktur lebih lanjut terhadap kristal G1, menggunakan
spektrofotometri massa dan NMR.

Dilakukan analisis struktur untuk kristal G2 dan G3 yang diperoleh, serta
diuji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri patogen.

Menggunakan metode maserasi dengan 3 pelarut yang berbeda-beda
kepolarannya, sehingga mempermudah dalam isolasi senyawa target.
Melakukan uji aktivitas biologis lain seperti uji toksisitas, antijamur,
antioksidan, antikanker dan antimalaria untuk senyawa sikloartokarpin dari
bagian kayu cabang tumbuhan sukun (A. altilis (Parkinson ex F.A. Zorn)

Fosberg).
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