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Tumbuhan pudau merupakan salah satu famili Moraceae, genus 

Artocarpus, dan spesies Artocarpus kemando Miq.  Genus Artocarpus telah 

dilaporkan memiliki manfaat sebagai antimalaria, antibakteri, antikanker, 

antidiabetes, antioksidan, dan antivirus.  Penelitian ini bertujuan untuk 

mengisolasi, mengkarakterisasi, serta menguji bioaktivitas antibakteri senyawa 

flavonoid yang terkandung dalam kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando 

Miq.) yang diperoleh dari Dusun Karang Anyar, Klaten, Penengahan, Lampung 

Selatan. 

Tahapan penelitian ini meliputi pengambilan dan persiapan sampel, 

ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan metanol, fraksinasi ekstrak 

dengan metode partisi, serta pemisahan dan pemurnian senyawa menggunakan 

metode kromatografi cair vakum dan kromatografi kolom.  Kemurnian dan 

struktur molekul senyawa hasil isolasi ditentukan berdasarkan sifat fisika dan data 

spektrum UV-Vis, IR, dan NMR. 

Pada penelitian ini, telah berhasil diisolasi senyawa berupa padatan kuning 

sebanyak 10 mg, dengan titik leleh 247–249 ℃.  Berdasarkan hasil analisis data 

spektroskopi serta perbandingan dengan literatur, menunjukkan bahwa senyawa 

hasil isolasi merupakan artoheterofilin C.  Uji bioaktivitas antibakteri  terhadap 

bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli dari senyawa hasil isolasi yang 

dilakukan pada variasi konsentrasi 0,3; 0,4; 0,5 mg/disk pada kedua bakteri 

menunjukkan daya hambat kategori sedang. 
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ABSTRACT 

 

 

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND ANTIBACTERIAL 

BIOACTIVITY TEST OF FLAVONOID COMPOUND DERIVED FROM 

BARK OF PUDAU (Artocarpus kemando Miq.) PLANT 

 

 

 

By 

 

 

Nur Istyqomah 

 

 

 

 

Pudau plant is part of the Moraceae family, Artocarpus genus and its 

species is Artocarpus kemando Miq.  Artocarpus genus was reported to have anti-

malaria, antibacterial, anti-cancer, anti-diabetic, antioxidant, and antivirus 

properties. This research is aimed to isolate, characterize, also testing the 

antibacterial bioactivity of the flavonoid compound derived from the wood bark 

of the pudau plant (A. kemando Miq.), taken from Karang Anyar Village, Klaten, 

Penengahan, South Lampung. 

The steps of this research includes the collection and preparation of the 

sample, extraction with maceration using methanol, fractionation of the extract 

using partition method, and separation and purification using vacuum liquid 

chromatography and column chromatography. The purity and the structure of the 

isolation result compound determined based on the physical properties and UV-

Vis, IR, and NMR spectrum data.  

In this research, a compound with 10mg mass of yellow solids with 247-

249℃ melting point has been successfully isolated. Based on spectroscopy data 

and the comparison with literature, the isolation result compound was shown as 

artoheterophyllin C. Antibacterial bioactivity test of the isolation result compound 

against Bacillus subtilis and Escherichia coli was done with 0.3; 0.4; 0.5 mg/disc 

concentration variations and the result was that the compound showed moderate 

category inhibition activity on both of the bacteria. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

 

 

Diare adalah pengeluaran tinja yang konsistensinya lembek sampai cair dengan 

frekuensi pengeluaran tinja sebanyak 3 kali atau lebih dalam sehari.  Diare dapat 

mengakibatkan demam, sakit perut, penurunan nafsu makan, rasa lelah dan 

penurunan berat badan (Mafazah, 2013).  Diare merupakan penyebab utama 

morbiditas dan mortalitas yang tinggi di Indonesia.  Survei morbiditas yang 

dilakukan oleh Subdit Diare Departemen Kesehatan dari tahun 2000 sampai 2010 

terlihat kecenderungan insidens naik.  Pada tahun 2000 penyakit Diare 301/ 1000 

penduduk, tahun 2003 naik menjadi 374 /1000 penduduk, tahun 2006 naik 

menjadi 423 /1000 penduduk dan tahun 2010 menjadi 411/1000 penduduk 

(Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2011).  Secara global setiap tahun 

penyakit ini menyebabkan kematian balita sebesar 1,6 juta (Hannif dan 

Kuschitawaty, 2011).  Penyakit diare dapat disebabkan oleh infeksi bakteri, salah 

satu bakteri yang dapat menyebabkan penyakit diare adalah bakteri Escherichia 

coli. 

 

Bakteri E. coli merupakan bakteri gram negatif enterik (Enterobactericeae) yaitu 

kuman flora normal yang ditemukan dalam usus besar manusia.  Bakteri ini 

bersifat patogen apabila pindah dari habitatnya yang normal (usus besar) ke 

bagian lain dalam inang.  Bakteri E. coli sering menimbulkan infeksi pada saluran 

kemih, saluran empedu dan tempat-tempat lain di rongga perut (Jawetz dkk., 

2005).  Selain bakteri E. coli, bakteri Bacillus subtilis juga dapat menyebabkan 

infeksi bakteri.  Bakteri ini dapat menyebabkan penyakit yang membuat fungsi 



2 

 

imun seseorang terganggu, misalnya meningitis, endokarditis, infeksi mata, dan 

lain-lainnya (Rahim dkk., 1994).  

 

Infeksi yang disebabkan oleh bakteri E. coli dan bakteri B. subtilis dapat dihambat  

menggunakan senyawa metabolit sekunder yang memiliki aktivitas sebagai 

antibakteri, salah satunya senyawa flavonoid.  Senyawa flavonoid memiliki 

kemampuan menghambat fungsi membran sel (Wu et al., 2013), merusak dinding 

sel, dan menonaktifkan kerja enzim (Nguyen et al., 2013). Flavonoid merupakan 

senyawa metabolit sekunder yang paling banyak ditemukan di dalam jaringan 

tumbuhan (Rajalakshmi and Narasimhan, 1985).   

 

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

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

dari 50 spesies yang tersebar di kawasan Asia Selatan, Papua Nugini, Pasifik 

Selatan, dan Indonesia (Hakim, 2010).  Studi farmakologi secara in vitro dan in 

vivo pada bioaktivitas genus Artocarpus telah banyak dilakukan, seperti aktivitas 

antimalaria (Hakim, 2010), antibakteri (Zakaria dkk., 2017), antikanker (Risdian 

dkk., 2014), antidiabetes (Nuntawong et al., 2017), antioksidan (Octiviani dkk., 

2019), dan antivirus (Hafid et al., 2017). 

 

Tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) merupakan salah satu spesies dari genus 

Artocarpus  yang mengandung berbagai senyawa fenol turunan flavonoid dan 

santon, seperti artomandin, artosimmin, artoindonesianin C (Ee et al., 2011), 6,7-

dimetoksikumarin, dihidroartoindonesianin C (Hashim et al., 2011), artonin E 

(Harijuliatri, 2019), artonin M (Borisha,2017), flavon (Ariza, 2020), calkon 

(Fatimah, 2017), artokarpin, sikloartokarpin (Yulia, 2019), artoindonesianin, 

sikloartobiloksanton (Ee et al., 2012), serta artonol B (I) yang menunjukkan 

aktivitas penghambat pertumbuhan yang signifikan dengan garis sel HL-60 (Ee et 

al., 2010).   
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Berdasarkan studi literatur diketahui bahwa tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) 

mengandung banyak senyawa turunan flavonoid.  Sehingga tidak menutup 

kemungkinan bila ditemukan senyawa yang belum dilaporkan dari bagian lain 

pada tumbuhan pudau (A. kemando Miq.).  Oleh karena itu, pada penelitian ini 

digunakan  kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) untuk mengetahui 

kandungan senyawa flavonoid serta sifat antibakterinya. 

 

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 secara spektroskopi.  Uji 

bioaktivitas antibakteri dilakukan terhadap bakteri E. coli dan B. subtilis. 

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

 

 

Mendapatkan senyawa flavonoid murni dari kulit batang tumbuhan pudau (A. 

kemando Miq.) yang mempunyai bioaktivitas antibakteri dan mengetahui struktur 

senyawa hasil isolasi. 

 

 

 

1.3.  Manfaat Penelitian 

 

 

 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai senyawa 

flavonoid yang terkandung dalam kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando 

Miq.), metode yang digunakan dalam isolasi senyawa flavonoid, serta aktivitas 

antibakteri dari senyawa hasil isolasi tersebut.



 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Moraceae  

 

 

 

Keluarga murbei atau ara merupakan nama lain dari Moraceae yang memiliki 

bunga kecil dengan satu atau tidak ada daun perianth yang melingkar.  Bunga 

Moraceae sering disebut sebagai pseudanthia (bunga palsu) (Leite et al., 2018).  

Tumbuhan Moraceae berasal dari daerah tropis, persebarannya juga terdapat di 

daerah hutan hujan tropis seperti Amerika Selatan, Amerika Tengah, Meksiko, 

India, Sri Lanka, Indonesia, Thailand, dan Malaysia (Ashari, 1995).  Moraceae 

merupakan tumbuhan yang jumlahnya relatif besar terdiri dari 60 genus yang 

meliputi 1400 spesies (Hakim, 2009).  

 

Famili Moraceae memiliki banyak manfaat bagi kehidupan sehari-hari.  Kayunya 

dapat digunakan secara langsung untuk bahan bangunan.  Selain itu, terdapat 

beberapa genus dalam famili Moraceae yang juga dapat dimanfaatkan sebagai 

obat tradisional yaitu Artocarpus, Ficus, Morus, dan Cundrania (Heyne, 1987).  

Famili Moraceae dapat digunakan sebagai obat karena banyak mengandung 

senyawa fenolat turunan flavonoid, arilbenzofuran, stilbenoid, dan santon yang 

memiliki aktivitas-aktivitas biologis sebagai antibakteri, antiinflamasi, antikanker, 

antifungal, dan promoter antitumor (Ersam, 2004). 

 

Genus Artocarpus yang terdiri dari kurang lebih 50 spesies, adalah tumbuhan 

tropika yang terdistribusi mulai dari India, Sri lanka, hingga kepulauan Salomon, 

dan keanekaragaman terbesar terdapat di wilayah Indonesia (Verheij and Coronel, 
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1992).  Artocarpus merupakan tumbuhan dengan ciri-ciri antara lain pohonnnya 

tinggi sekitar 20-30 meter, bergetah putih, daunnya tersusun berselang-seling, 

buahnya berdaging dari ukuran kecil hingga besar, kayu berukuran besar dan 

berakar tunggang.  Tumbuhan Artocarpus banyak dimanfaatkan oleh masyarakat, 

mulai dari buahnya yang dijadikan sebagai bahan pangan, kayunya dapat 

dijadikan   sebagai bahan bangunan, hingga bagian-bagian dari pohon seperti 

bunga, daun, serta akar yang dapat digunakan sebagai obat tradisional.  Obat 

tradisional yang berasal dari bagian tumbuhan Artocarpus misalnya, akar dari 

tumbuhan A. heterophyllus yang digunakan untuk obat demam (Heyne, 1987), 

serta daun dari A. altilis yang telah kuning dapat digunakan untuk obat tekanan 

darah tinggi dan kencing manis (Raydian et al., 2017). 

 

Tumbuhan Artocarpus mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder.  

Metabolit sekunder yang berhasil diisolasi dari genus Artocarpus terdiri dari 

terpenoid, steroid, flavonoid, stilbenoid, arilbenzofuran, neolignan, dan adduct 

Diels-Alder.  Kelompok flavonoid merupakan senyawa yang paling banyak 

ditemukan dari tumbuhan Artocarpus, khususnya flavonoid dengan variasi 

kerangka yang beragam seperti flavanon, flavan-3-ol, flavon sederhana, calkon, 

prenilflavon, oksepinoflavon, piranoflavon, dihidrobenzosanton, 

furanodihidrobenzosanton, piranodihidrobenzosanton, kuinonosanton, 

siklolopentenosanton, santonolid, dan dihidrosanton (Hakim, 2010).  Gugus prenil 

pada flavonoid terprenilasi tersebut ada pada posisi C-3 dan cincin B 

teroksigenasi pada posisi C-4’ atau C-2’, C-4’ atau C-2’, C-4’, C-5’.  Selain itu 

prenilasi juga dapat terjadi pada posisi C-6, C-8, dan C-3’ (Hakim, 2009).   

 

Berdasarkan penelitian sebelumnya telah ditemukan sejumlah senyawa flavonoid 

yang berbeda-beda dari genus Artocarpus, antara lain siklomunol dan artonin E 

dari A. altilis (Risdian dkk., 2014; Santoso dan Suhartati, 2018), dihidroflavonol 

dan flavon dari A. heterophyllus (Darmawanti dkk., 2015), serta artopeden A, 

moracalkon A, artoindonesianin A dan B dari A. champeden (Hafid et al., 2012). 
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2.2. Tumbuhan Pudau (A. kemando Miq.) 

 

 

 

Tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) merupakan tumbuhan liar yang tumbuh di 

dekat sungai dan tersebar pada beberapa pulau di Indonesia, seperti Sumatera, 

Jawa, dan Kalimantan.  Tumbuhan ini memiliki beberapa nama lokal, antara lain 

cempedak air (Jambi), nangka air atau tempedak air (Bangka), serta pudu atau 

pudau (Kalimantan).  A. kemando Miq. merupakan tumbuhan yang memiliki 

tinggi mencapai 35 meter dengan penopang pendek.  Tumbuhan ini memiliki 

batang yang diselimuti bulu halus berwarna coklat dan daun bertulang menyirip 

berukuran kecil sekitar 3-4 x 1,5-2 cm.  Selain itu, tumbuhan ini juga memiliki 

getah berwarna putih yang melimpah.  Habitat tumbuhan A. kemando Miq. yaitu 

hutan sekunder bersuhu dingin (Mandia dkk., 2010), ketinggian tanah 50-80 mdpl, 

kemiringan tanah 3-9º, pH tanah 5,6-6,2 dan ordo tanah ultisol/inseptisol dengan 

kandungan liat relatif dominan (Lestari, 2009).  Bentuk tumbuhan pudau (A. 

kemando Miq.) dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

 
 

Gambar 1.  Tumbuhan Pudau (A. kemando Miq.). 

 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, senyawa 

dihidroartoindonesianin C, 6,7-dimetoksikumarin, sikloartobilosanton, 

artoindonesianin C, sikloartobilosanton A,  dan artonol B berhasil diisolasi dari 

kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) (Ee et al., 2012; Hashim et al., 

2011).  Artonol B (I) yang diperoleh menunjukkan aktivitas penghambat 

pertumbuhan yang signifikan dengan garis sel HL-60 (Ee et al., 2010).    
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2.3. Metabolit Sekunder 

 

 

 

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesa oleh makhluk hidup yang 

berfungsi untuk membantu proses pertahanan diri dari kondisi lingkungan sekitar 

serta tanaman atau hewan pengganggu.  Oleh karena itu, keanekaragaman 

metabolit sekunder dari suatu makhluk hidup sangat dipengaruhi oleh keadaan 

ekosistem tempat makhluk tersebut hidup.  Pada tumbuhan, metabolit sekunder 

diproduksi dengan tujuan utama sebagai “antifeedant” dan “attractant”, di mana 

kedua fungsi tersebut dapat membantu tumbuhan untuk berkembangbiak dan 

bertahan dari berbagai serangan hama pengganggu (Achmad, 1986).  Adanya 

fungsi tersebut mendorong manusia untuk memanfaatkan metabolit sekunder 

sebagai sumber senyawa bioaktif. 

 

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroorganisme dapat digolongkan 

menjadi alkaloid, fenolik dan turunannya, flavonoid, isokumarin, kuinon, peptida, 

terpenoid, dan sebagainya (Agusta, 2009).  Senyawa-senyawa ini mayoritas 

bersifat semipolar sehingga larut dalam pelarut organik.  Hanya sebagian saja dari 

metabolit sekunder yang bersifat polar dan larut dalam metanol atau air.  

Metabolit sekunder yang larut dalam metanol kebanyakan adalah senyawa 

glikosida yang mengikat satu atau lebih molekul gula heksosa/pentosa (Saifudin, 

2014). 

 

 

 

2.4. Flavonoid  

 

 

 

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa fenol alam yang terdapat pada 

semua tumbuhan hijau dengan mengecualikan alga dan hornwort. Flavonoid 

terdapat pada semua bagian tumbuhan termasuk daun, akar, kayu, kulit, tepung 

sari, nektar bunga, buah buni dan biji.  Pada tumbuhan, aglikon flavonoid 

(flavonoid tanpa gula terikat) terdapat dalam berbagai bentuk struktur dengan 

kerangka dasar yang mengandung 15 atom karbon yang tersusun dalam 
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konfigurasi C6, -C3, -C6, yaitu dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh 3 atom 

karbon yang dapat atau tidak dapat membentuk cincin ketiga (Markham, 1988).  

Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis struktur, yaitu flavonoid (1,3-diaril 

propana), isoflavonoid (1,2-diaril propana), neoflavonoid (1,1-diaril propana) 

seperti ditunjukkan pada Gambar 2. 

 

CH3

CH3

flavonoid isoflavonoid neoflaonoid
 

 

Gambar 2.  Tiga jenis flavonoid (Achmad, 1986). 

 

 

 

Pada flavonoid cincin diberi tanda A, B, C, atom karbon dinomori menurut sistem 

penomoran dengan menggunakan angka biasa untuk cincin A dan C, serta angka 

“beraksen” untuk cincin B (Markham, 1988).  Cara penomoran senyawa turunan 

flavonoid dapat dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3.  Cara penomoran flavon (Markham, 1988). 

 

 

 

Flavonoid yang terdapat pada tanaman dapat digolongkan menjadi dua yaitu 

aglikon dan glikosida.  Aglikon merupakan flavonoid tanpa gugusan gula terikat 

dan bersifat kurang polar sehingga lebih larut dalam pelarut eter dan kloroform 

dibanding pelarut air (Harborne, 1987).  Glikosida sendiri merupakan flavonoid 

neoflavonoidisoflavonoidflavonoid
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yang mengandung gugusan gula. Golongan glikosida dibagi lagi menjadi dua 

jenis yaitu O-glikosida dan C-glikosida.  Pada flavonoid O-glikosida, satu gugus 

hidroksil flavonoid (atau lebih) terikat pada satu gula (atau lebih) dengan ikatan 

hemisetal yang tak tahan asam.  Pada flavonoid C-glikosida, gula terikat langsung 

pada inti benzena dengan suatu ikatan karbon-karbon yang tahan asam.  Pengaruh 

glikosida menyebabkan flavonoid menjadi kurang reaktif dan cenderung bersifat 

polar sehingga mudah larut dalam air, sifat ini memungkinkan penyimpanan 

flavonoid di dalam vakuola sel (Markham, 1988).  

 

Perbedaan pola substitusi dan hidroksilasi pada atom C3 menentukan klasifikasi 

dari senyawa flavonoid yaitu flavon, flavanon, flavonol, flavononol, isoflavon, 

auron, dan kalkon.  Bagian terbesar dari golongan tersebut adalah flavon dan 

flavanol (Markham, 1988).  Penggolongan struktur flavonoid dapat dilihat pada 

Gambar 4. 
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Gambar 4.  Penggolongan struktur flavonoid (Markham, 1988). 
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Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang baik, menghambat banyak reaksi 

oksidasi, baik secara enzim maupun non enzim.  Pada tumbuhan, senyawa 

flavonoid berfungsi sebagai pengaturan tumbuh, pengaturan fotosintesis, 

antimikroba dan antivirus.  Flavonoid dapat dijadikan obat tradisional karena 

senyawa ini dapat bekerja sebagai inhibitor pernafasan, menghambat 

aldoreduktase, monoamina oksidase, protein kinase, DNA polimerase dan 

lipooksigenase (Robinson, 1995).  Flavonoid terbukti mempunyai efek biologis 

antibakteri yang sangat kuat yaitu sebagai antibakteri yang dapat menghambat 

sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan menghambat 

metabolisme energi (Nomer dkk., 2019). 

 

 

 

2.5. Ekstraksi dan Fraksinasi 

 

 

 

Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan komponen senyawa yang diinginkan 

dari suatu bahan dengan cara pemisahan satu atau lebih komponen dari suatu 

bahan yang merupakan sumber komponennya.  Ekstraksi bertujuan untuk 

melarutkan senyawa-senyawa yang terdapat dalam jaringan tanaman ke dalam 

pelarut yang dipakai untuk proses ekstraksi tersebut.  Pada umumnya ekstraksi 

akan semakin baik bila permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan 

pelarut semakin luas.  Dengan demikian, semakin halus serbuk simplisia maka 

akan semakin baik ekstraksinya.  Selain luas bidang, ekstraksi juga dipengaruhi 

oleh sifat fisik dan kimia simplisia yang bersangkutan (Rezki dkk., 2007).  Salah 

satu metode yang dapat digunakan untuk proses ekstraksi adalah maserasi.  

Maserasi merupakan proses perendaman simplisia menggunakan pelarut yang 

sesuai dengan beberapa kali pengadukan yang biasanya dilakukan pada 

temperatur 15 - 20ºC dalam waktu selama 3 hari sampai zat yang diinginkan dapat 

larut (Ansel, 2008). 

 

Fraksinasi adalah metode pemisahan campuran menjadi beberapa fraksi yang 

berbeda susunannya.  Metode pemisahan yang banyak digunakan adalah metode 

ekstraksi cair-cair dan kromatografi (Harborne, 1987).  Ekstraksi cair-cair 
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merupakan proses pemisahan di mana suatu zat terbagi dalam dua pelarut yang 

tidak bercampur.  Koefisien distribusi atau koefisien partisi yang merupakan 

tetapan kesetimbangan kelarutan relatif dari suatu senyawa terlarut dalam dua 

pelarut yang tidak bercampur.  Prinsip ekstraksi cair-cair adalah like disolves like 

yang berarti bahwa senyawa polar akan mudah larut dalam pelarut polar, dan 

senyawa nonpolar mudah larut dalam senyawa nonpolar (Fajariah, 2009).  

Ekstraksi cair-cair dalam prosesnya terjadi perpindahan solut dari satu fase ke fase 

lain.  Pada ekstraksi cair-cair , fase yang digunakan adalah dua cairan yang tidak 

saling bercampur, biasanya digunakan air dan pelarut organik (Harborne, 1987). 

 

 

 

2.6.  Pelarut  

 

 

 

Pelarut adalah benda cair atau gas yang melarutkan benda padat, cair, atau gas 

yang menghasilkan sebuah larutan.  Pelarut yang paling umum digunakan dalam 

kehidupan sehari-hari adalah air.  Pelarut lain yang juga umum digunakan adalah 

bahan kimia organik (mengandung atom karbon) yang disebut sebagai pelarut 

organik.  Pelarut organik biasanya memiliki titik didih rendah dan lebih mudah 

menguap, meninggalkan substansi terlarut yang didapatkan.  Pelarut biasanya 

terdapat dalam jumlah yang lebih besar untuk membedakan antara pelarut dengan 

zat yang dilarutkan (Wanto dan Romli, 1977).  Pelarut organik dapat bersifat polar 

dan non-polar bergantung pada gugus kepolaran yang dimilikinya (Sudarmadji 

dkk., 1997). Polaritas bahan pelarut dan angka konstanta dielektrikumnya 

disajikan pada Tabel 1. 
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Tabel 1.  Konstanta dielektrikum bahan-bahan pelarut (Sudarmadji dkk., 1997). 

 

Bahan Pelarut Konstanta 

Dielektrikum 

Tingkat Kelarutan dalam Air 

Tak Larut Sedikit Misibel* 

n-heksana 1,89 √   

Petroleum eter 1,90 √   

n-oktan 1,95 √   

Sikloheksan 2,02 √   

Benzena 2,28  √  

Toluena 2,38 √   

Asam propanoat 3,30   √ 

Dietileter 3,34  √  

Kloroform  4,81  √  

Butil asetat  5,01  √  

Etil asetat 6,02  √  

Asam asetat 6,15  √  

Metil asetat 6,68  √  

Tetrahidrofuran 7,58  √  

Metilenklorida 9,08  √  

t-butanol 10,09   √ 

Piridin 12,30   √ 

2-butanol 15,80  √  

n-butanol 17,80  √  

2-propanol 18,30   √ 

1-propanol 20,10  √  

Aseton 20,70   √ 

Etanol 24,30   √ 

Metanol 33,60   √ 

Asam format 58,50   √ 

Air 80,40   √ 

*misibel artinya dapat bercampur dengan air dalam berbagai proporsi 

 

 

 

Menurut prinsip like disolved like, suatu pelarut akan cenderung melarutkan 

senyawa yang mempunyai tingkat kepolaran yang sama.  Flavonoid merupakan 

senyawa golongan polifenol yang terdistribusi luas pada tumbuhan dalam bentuk 

glikosida yang berikatan dengan suatu gula, karena itu flavonoid merupakan 

senyawa yang bersifat polar.  Pelarut polar yang biasa digunakan untuk ekstraksi 

flavonoid adalah metanol, aseton, etanol, dan air (Sudarmadji dkk., 1997).  Oleh 

karena itu, pada penelitian ini digunakan pelarut metanol untuk maserasi 

simplisia.  Sedangkan untuk ektraksi cair-cair digunakan pelarut n-heksana 

terlebih dahulu untuk mengilangkan senyawa penganggu yang bersifat non-polar.  
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Selanjutnya digunakan pelarut etil asetat yang bersifat semipolar, namun etil 

asetat sulit dipisahkan dari metanol sehingga perlu penambahan air yang bersifat 

polar.  Metanol akan bergabung dengan pelarut air sehingga dapat dipisahkan dari 

pelarut etil asetat yang mengandung senyawa flavonoid. 

 

 

2.6.1. Metanol  

 

 

Metil alkohol atau metanol salah satu zat kimia yang termasuk ke dalam golongan 

alkohol dan memiliki bentuk paling sederhana dari alkohol.  Metanol sering 

digunakan sebagai pelarut dalam cat, cairan mesin fotokopi, pembuatan 

formaldehid, asam asetat, metil derivat, dan asam anorganik (Abramson and 

Singh, 2000).  Metanol memiliki struktur kimia CH3OH, bersifat polar, mudah 

menguap, dan beracun dengan baunya yang khas pada keadaan atmosfer (Bebarta 

et al., 2006).  Sifat fisika dari pelarut metanol dapat dilihat pada Tabel 2. 

 

Tabel 2.  Sifat fisika metanol (Epker and Bakker, 2010). 

 

Sifat Fisika Keterangan  

Bobot molekul 32,04 gram/mol 

Warna Tak berwarna 

Wujud Cair 

Titik lebur -97,6 ºC 

Titik didih 64,6 ºC (pada 1 atm) 

Densitas  0,7918 gram/cm
3
, cairan 

 

 

 

2.6.2. Heksana 

 

 

Heksana adalah sebuah senyawa hidrokarbon alkana dengan rumus kimia C6H14.  

Awalan heks- merujuk pada enam atom karbon yang terdapat pada heksana dan 

akhiran –ana berasal dari alkana, yang merujuk pada ikatan tunggal yang 

menghubungkan atom-atom karbon tersebut.  Pada keadaan standar senyawa ini 

merupakan cairan tak berwarna yang tidak larut dalam air.  Keuntungan pelarut 

ini yaitu bersifat selektif dalam melarutkan zat, menghasilkan jumlah kecil lilin, 
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albumin, dan zat warna, namun dapat mengekstrak zat pewangi dalam jumlah 

besar (Guenther, 1987).  Sifat fisika dari pelarut n-heksana dapat dilihat pada 

Tabel 3. 

 

Tabel 3.  Sifat fisika n-heksana (Munawaroh dan Handayani, 2010). 

 

Sifat Fisika Keterangan  

Bobot molekul 86,2 gram/mol 

Warna Tak berwarna 

Wujud Cair 

Titik lebur -95 ºC 

Titik didih 69 ºC (pada 1 atm) 

Densitas  0,6603 gram/mol pada 20 ºC 

 

 

 

2.6.3. Etil asetat 

 

 

Etil asetat adalah senyawa organik dengan rumus CH3CH2OC(O)CH3.  Senyawa 

ini merupakan ester dari etanol dan asam asetat.  Senyawa ini sering disingkat 

EtOAc, dimana Et mewakili gugus etil dan OAc mewakili asetat.  Etil asetat 

merupakan pelarut polar menengah yang mudah menguap, tidak beracun, dan 

tidak higrokopis.  Etil asetat dibuat melalui reaksi esterifikasi Fischer dari asam 

asetat dan etanol.  Reaksi ini bersifat reversible dan sangat lambat, tetapi bila 

menggunakan katalis, kesetimbangan reaksi akan tercapai lebih cepat.  Asam yang 

dapat digunakan sebagai katalis adalah asam sulfat, asam klorida, dan asam fosfat.  

Sifat fisika dari pelarut etil asetat dapat dilihat pada Tabel 4.  

 

Tabel 4.  Sifat fisika etil asetat (McKetta and Cuningham, 1977). 

 

Sifat Fisika Keterangan  

Bobot molekul 

Warna 

Wujud 

Titik lebur 

Titik didih 

Densitas  

88,105 gram/mol 

Tak berwarna 

Cair 

-83,6 ºC 

77,1 ºC (pada 1 atm) 

0,897 gram/mol  
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2.7. Kromatografi 

 

 

 

Kromatografi merupakan prosedur pemisahan zat terlarut oleh suatu proses 

migrasi diferensial dinamis dalam sistem yang terdiri dari dua fase.  Teknik 

kromatografi umum membutuhkan zat terlarut terdistribusi di antara dua fase 

yaitu fase diam dan fase gerak (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 

1995).  Fasa diam (stasioner) adalah fase dengan permukaan yang luas berupa zat 

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

Kromatografi dapat dibedakan menjadi beberapa golongan berdasarkan jenis fase 

diam dan fase gerak yang dipartisi seperti pada Tabel 5. 

 

Tabel 5.  Penggolongan kromatografi berdasarkan fase diam dan fase gerak 

(Johnson dan Stevenson, 1991). 

 

Fase diam Fase gerak Sistem kromatografi 

Padat  Cair  Cair-adsorpsi 

Padat  Gas Gas-adsorpsi 

Cair  Cair Cair-partisi 

Cair  Gas  Gas-partisi 

 

 

 

Hampir setiap campuran kimia, mulai dari bobot molekul rendah sampai tinggi, 

dapat dipisahkan menjadi komponen-komponennya dengan beberapa metode 

kromatografi (Gritter dkk., 1991).  Pada penelitian ini akan digunakan metode 

kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi lapis tipis (KLT), dan 

kromatografi kolom gravitasi (KKG). 

 

 

2.7.1. Kromatografi cair vakum (KCV) 

 

 

Kromatografi cair vakum (KCV) merupakan bentuk kromatografi kolom 

khususnya berguna untuk fraksinasi kasar yang cepat terhadap suatu ekstrak.  

Pemakaian vakum merupakan alternatif untuk mempercepat aliran fase gerak dari 

atas ke bawah, sedangkan pemakaian corong Buchner kaca masir atau kolom yang 

lebih panjang digunakan untuk meningkatkan daya pisah.  Metode ini sering 
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digunakan pada fraksinasi awal ekstrak non-polar atau ekstrak semipolar 

(Raymond, 2006). 

 

Kromatografi cair vakum (KCV) ini tergolong dalam kromatografi cair padat 

(cair-adsorpsi) yang menggunakan fase diam berwujud padat dan fase gerak 

berwujud cair.  Berbagai fase diam atau adsorben yang digunakan dalam KCV, 

diantaranya silika, alumina, poliamida, florisil, dan lain-lain.  Di antara fase diam 

di atas, silika memiliki pemakaian hingga 90% karena memberikan hasil yang 

unggul (Johnson dan Stevenson, 1991).  Fase diam yang akan digunakan untuk 

KCV perlu dikemas ke dalam kolom.  Proses pengemasan fase diam ke dalam 

kolom terbagi menjadi dua jenis, yaitu: 

a. Cara basah 

Preparasi fase diam dengan cara basah dilakukan dengan melarutkan fase 

diam dalam fase gerak yang akan digunakan.  Campuran kemudian 

dimasukkan ke dalam kolom dan dibuat merata.  Fase gerak dibiarkan 

mengalir hingga terbentuk lapisan fase diam yang tetap dan rata, kemudian 

aliran dihentikan (Sarker et al., 2006). 

b. Cara kering 

Preparasi fase diam dengan cara kering dilakukan dengan cara memasukkan 

fase diam yang digunakan ke dalam kolom KCV.  Fase diam tersebut 

selanjutnya dibasahi dengan pelarut yang akan digunakan (Sarker et al., 

2006). 

 

Kolom KCV yang telah diisi dengan fase diam selanjutnya dielusi menggunakan 

pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran pelarut ditingkatkan, kemudian 

kolom dihisap dengan pompa vakum sampai kering pada setiap pengumpulan 

fraksi (Hostettman dkk., 1995).  Urutan kenaikan tingkat kepolaran eluen pada 

kromatografi ditunjukkan pada Gambar 5.  
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Gambar 5.  Urutan kenaikan tingkat kepolaran eluen (Gritter dkk., 1991). 

 

 

 

2.7.2. Kromatografi lapis tipis (KLT) 

 

 

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu kromatografi padat-cair 

yang fase diamnya direkatkan pada lempeng tipis alumunium atau kaca.  KLT 

digunakan untuk mengidentifikasi komponen dan mendapatkan eluen yang tepat 

untuk kromatografi kolom gravitasi (KKG) dan kromatografi cair kinerja tinggi 

(KCKT) (Hostettman dkk., 1995).  KLT merupakan metode pilihan untuk 

pemisahan senyawa dengan kepolaran yang berbeda.  Pada KLT digunakan fase 

diam berupa pelarut yang terjerap pada lempeng tipis alumina, silika gel, selulosa, 

magnesium karbonat, pati, talk dan turunannya.  KLT juga menggunakan fase 

gerak berupa campuran dari pelarut organik dengan tujuan untuk mendapatkan 

pemisahan yang lebih baik.  Pelarut-pelarut yang digunakan adalah etanol, 

propanol, n-butanol, n-heksana, etil asetat, atau kloroform (Sastrohamidjojo, 

1985). 

 

Pada KLT, campuran yang akan dipisahkan berupa larutan yang ditotolkan berupa 

bercak noda atau pita (awal).  Plat tersebut selanjutnya ditaruh dalam bejana 

tertutup rapat berisi larutan pengembang yang cocok (fase gerak), pemisahan akan 

terjadi selama perambatan kapiler (pengembangan).  Senyawa pada sampel akan 

bergerak jika memiliki sifat kepolaran yang sama dengan fase geraknya (Stahl, 

1985).  Zat-zat berwarna pada plat KLT dapat terlihat langsung, tetapi dapat juga 
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digunakan reagent penyemprot untuk dapat melihat bercak nodanya (Khopkar, 

2008).  Jarak perambatan senyawa pada kromatogram dinyatakan dengan nilai 

Retardation factor (Rf) dengan rentang nilai antara 0,00 – 1,00 (hanya dua 

desimal) yang didefinisikan pada persamaan berikut: 

 

 f   
jarak tempuh sampel

jarak tempuh pelarut
 

 

Semakin besar nilai Rf yang dihasilkan maka semakin besar pula jarak 

perambatan senyawa pada plat KLT.  Saat membandingkan sampel yang berbeda 

pada plat yang sama, nilai Rf akan besar bila senyawa bersifat kurang polar dan 

berinteraksi dengan adsorben polar dari plat KLT.  Nilai Rf digunakan untuk 

mengidentifikasi senyawa, apabila nilai Rf yang dihasilkan sama maka senyawa 

tersebut dapat dikatakan memiliki karakteristik yang sama. 

 

 

2.7.3. Kromatografi kolom gravitasi (KKG) 

 

 

Pada kromatografi kolom gravitasi (KKG) proses pemisahan campuran 

bergantung pada perbedaan distribusi campuran komponen antara fase diam 

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

KKG merupakan kromatografi cair-adsorpsi yang bekerja pada kondisi normal 

tanpa vakum, hanya berdasarkan gaya gravitasi bumi.  Waktu yang dibutuhkan 

untuk KKG lebih lama, namun dengan kondisi tersebut diharapkan hasil 

pemisahan yang diperoleh lebih baik dan lebih murni (Hernawan, 2008). 

 

KKG digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa organik terutama terhadap 

senyawa yang memiliki sifat semipolar pada konstanta dielektrik 2 hingga 10 

(Mamonto dkk., 2014).  Kolom KKG dapat berupa pipa gelas yang dilengkapi 

dengan kran dan gelas penyaringan di bagian dalam.  Ukuran kolom tergantung 

pada banyaknya zat yang akan dipisahkan.  Untuk menahan penyerap yang 

diletakkan di dalam kolom dapat digunakan glass wool atau kapas (Hardjono, 

1985). 
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Kromatografi kolom didasarkan pada adsorpsi komponen-komponen campuran 

dengan afinitas berbeda terhadap permukaan fase diam.  Adsorben bertindak 

sebagai fase diam dan fase geraknya adalah cairan yang mengalir membawa 

komponen campuran sepanjang kolom.  Senyawa dalam sampel yang mempunyai 

afinitas besar terhadap adsorben akan secara selektif tertahan dan afinitas yang 

paling kecil akan mengikuti aliran pelarut.  Pada KKG, tingkat adsorpsi 

tergantung pada polaritas molekul, fasa gerak, dan aktivitas adsorben (Braithwaite 

and Smith, 1995). Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa 

dapat dilihat pada Tabel 6. 

 

Tabel 6.  Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa pada 

kromatografi (Braithwaite and Smith, 1995). 

 

Kekuatan Adsorben Polaritas Eluen Elusi Senyawa 

Selulosa 

Gula 

Asam Silika (Silika Gel) 

Florisil (Magnesium Silikat) 

Aluminium Oksida (Alumina) 

Petroleum Eter 

Karbontetra Klorida 

Benzena 

Kloroform 

Dietil Eter 

Etil Asetat 

Aseton  

Etanol 

Metanol 

Air  

Hidrokarbon jenuh 

Alkena 

Hidrokarbon Aromatik 

Eter 

Aldehida, keton, ester 

Alkohol 

Asam Karboksilat 

Keterangan:  Semakin ke bawah kekuatan adsorben, polaritas eluen dan elusi 

senyawa semakin tinggi. 

 

 

 

2.8. Spektrofotometri  

 

 

 

Spektrofotometri merupakan salah satu jenis analisis instrumental yang 

berhubungan dengan segala sesuatu tentang interaksi sinar dengan molekul.  Hasil 

interaksi tersebut dapat menimbulkan beberapa peristiwa seperti pemantulan, 
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pembiasan, penyerapan, fluoresensi, fosforesensi, dan ionisasi.  Setiap zat kimia 

akan menyerap sinar pada panjang gelombang tertentu secara spesifik.   Metode 

ini dapat digunakan untuk analisis struktur kimia secara kualitatif dan kuantitatif 

(Situmorang, 2010).  Spektrofotometer adalah alat yang digunakan dalam analisis 

spektrofotometri, terdiri dari spektro yang menghasilkan sinar dari spektrum pada 

panjang gelombang tertentu dan fotometer yang mengukur intensitas cahaya yang 

ditransmisi atau diabsorbsi (Neldawati dkk., 2013).  Pada penelitian ini, analisis 

struktur dilakukan berdasarkan metode spektrofotometri UV-Vis dan 

spektrofotometri Infra red (IR). 

 

 

2.8.1. Spektrofotometri UV-Vis 

 

 

Spektrofotometri UV-Vis adalah pengukuran serapan cahaya pada daerah sinar 

tampak (Vis) dengan rentang panjang gelombang sekitar 400 nm (ungu) sampai 

750 nm (merah) dan daerah sinar ultraviolet terentang dari 100 nm sampai 400 nm 

(Fessenden dan Fessenden, 1986).  Analisis spektrofotometri UV-Vis dapat 

digunakan untuk sampel yang berupa larutan, gas, atau uap.  Pada umumnya 

sampel harus diubah menjadi suatu larutan yang jernih dengan memenuhi syarat-

syarat tertentu, yaitu harus melarutkan sampel dengan sempurna, pelarut yang 

dipakai tidak mengandung ikatan rangkap terkonjugasi pada struktur molekulnya 

dan tidak berwarna (tidak boleh mengabsorbsi sinar yang dipakai oleh sampel), 

tidak terjadi interaksi dengan molekul senyawa yang dianalisis, serta memiliki 

kemurnian yang tinggi.  Pelarut- pelarut yang sering digunakan untuk 

mengabsorbsi sinar pada daerah UV adalah air, etanol, metanol, dan n-heksana 

(Suhartati, 2017).  Absorpsi sinar UV pada panjang gelombang maksimum dari 

beberapa pelarut dapat dilihat pada Tabel 7. 
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Tabel 7.   Absorpsi sinar UV pada panjang gelombang maksimum dari beberapa 

pelarut (Suhartati, 2017). 

 

Pelarut λmaks (nm) Pelarut λmaks (nm) 

Asetonitril  

Kloroform 

Sikloheksana 

1-4 dioksan 

Etanol 95% 

Benzena  

190 

240 

195 

215 

205 

285 

n-heksana 

Metanol 

Isooktana 

Air 

Aseton 

Piridina 

201 

205 

195 

190 

330 

305 

 

 

 

Interaksi sinar ultraviolet atau sinar tampak akan menghasilkan transisi elektron 

dari elektron-elektron ikatan, baik ikatan sigma (ζ), pi (π), maupun elektron non 

ikatan (n) yang ada dalam molekul organik.  Elektron-elekton ini berada di bagian 

luar molekul organik.  Transisi elektron yang terjadi merupakan perpindahan 

elektron dari tingkat dasar (orbital ikatan/non ikatan) ke tingkat eksitasi (orbital 

antiikatan).  Senyawa organik yang hanya memiliki ikatan sigma akan 

mengabsorbsi pada daerah panjang gelombang di bawah 200 nm yang disebut 

sebagai absorpsi di daerah ultraviolet vakum.  Pada daerah ini, informasi 

mengenai struktur molekul organik sukar diperoleh.  Molekul organik yang 

memiliki ikatan pi atau memiliki elektron nonikatan akan mengabsorbsi pada 

panjang gelombang yang lebih besar (Suhartati, 2017).  Tipe transisi elektron 

yang terjadi dalam molekul organik disertai dengan nilai ΔE dan panjang 

gelombang (λ) yang sesuai ditunjukkan pada Gambar 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6.  Tipe transisi elektron disertai dengan ΔE dan λ yang sesuai, berturut-

turut untuk transisi ζ    ζ*, π         π*, π         ζ*, n       π*, n       ζ* 

(Suhartati, 2017). 
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Spektrum UV-Vis digambarkan dalam bentuk dua dimensi, dengan absis 

merupakan panjang gelombang dan ordinat merupakan absorban (serapan).  

Spektrum UV maupun tampak terdiri dari pita absorpsi lebar pada daerah panjang 

gelombang yang lebar.  Hal ini disebabkan karena terbaginya keadaan dasar dan 

keadaan eksitasi sebuah molekul dalam subtingkat-subtingkat rotasi dan vibrasi 

(Fessenden dan Fessenden, 1986). 

 

Spektrum flavonoid biasanya ditentukan dalam larutan menggunakan pelarut 

metanol atau etanol, namun spektrum yang dihasilkan dalam etanol kurang 

memuaskan.  Spektrum khasnya terdiri atas dua maksimal pada rentang 240-285 

nm (pita II) dan 300-550 nm (pita I) (Markham, 1988).  Rentang serapan 

spektrum UV-Vis flavonoid dapat dilihat pada Tabel 8. 

 

Tabel 8.  Rentang serapan spektrum UV-Vis flavonoid (Markham, 1988). 

 

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

250-280 

250-280 

250-280 

245-275 

275-295 

230-270 

230-270 

270-280 

310-350 

330-360 

350-385 

310-330 

300-330 

340-390 

380-430 

465-560 

Flavon 

Flavonol (3-OH tersubstitusi) 

Flavonol (3-OH bebas) 

Isoflavon 

Flavanon dan dihidroflavonol 

Calkon 

Auron 

Antosianidin dan antosianin 

 

 

 

Semakin banyak sinar yang diabsorbsi oleh sampel organik, maka semakin tinggi 

absorban yang dinyatakan dalam hukum Lambert-Beer: 

 

 

 

 

Keterangan:   A = absorban 

a = absorptivitas (g
-1

 cm
-1

) 

b = lebar sel yang dilalui sinar (cm) 

c = konsentrasi (mol/L) 

ε = ekstinsi (absorptivitas) molar (M
-1

 cm
-1

) 

Io = intensitas sinar sebelum melalui sampel 

I = intensitas sinar setelah melalui sampel 

A = log Io/I = a. b. c = ε. b. c 
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Nilai ekstingsi molar (ε) yang diperoleh dari hasil perhitungan sangat penting 

digunakan untuk penentuan struktur, karena terkait dengan transisi elektron yang 

dibolehkan atau transisi elektron terlarang.  Nilai ini juga dapat digunakan untuk 

memperkirakan kromofor dari senyawa yang dianalisis.  Dengan menggunakan 

persamaan Lambert-Beer, konsentrasi suatu senyawa dalam suatu pelarut dapat 

dihitung (Suhartati, 2017). 

 

 

2.8.2. Spektrofotometri Infra red (IR) 

 

 

Metode spektrofotometri inframerah merupakan metode yang meliputi teknik 

serapan (absorpsi), teknik emisi dan teknik fluoresensi.  Spektrofotometri 

inframerah (IR) merupakan suatu metode analisis yang mengamati molekul 

dengan radiasi elektromagnetik yang berada pada daerah panjang gelombang 0,75 

– 1.000 µm atau pada bilangan gelombang 13.000 – 10 cm
-1 

(Yudhapratama, 

2010).  Daerah panjang gelombang inframerah umumnya terbagi menjadi tiga 

bagian, yaitu inframerah dekat, inframerah pertengahan dan inframerah jauh yang 

dapat dilihat pada Tabel 9. 

 

Tabel 9.  Daerah panjang gelombang spektrum inframerah (Yudhapratama, 

2010). 

 

Daerah 

Inframerah 

Panjang 

Gelombang (µm) 

Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Interaksi  

Dekat  0,75 – 2,5  13.000 – 4.000 Interaksi ikatan 

Pertengahan  2,5 – 50 4.000 – 200 Interaksi ikatan 

Jauh  50 – 1.000 200 - 10 Interaksi ikatan 

 

 

 

Pengukuran pada spektrum inframerah dilakukan pada daerah panjang gelombang 

inframerah pertengahan (mid-infrared) yaitu pada pangjang gelombang 2,5 – 50 

µm atau bilangan gelombang 4.000 – 200 cm
-1 

(Dachriyanus, 2004).  Pada 

molekul yang dianalisis menggunakan spektrofotometri IR, inti-inti atom yang 

terikat secara kovalen akan mengalami getaran (vibrasi) atau osilasi (oscillation) 



24 

 

seperti dua bola yang terikat oleh suatu pegas.   Bila molekul menyerap radiasi 

inframerah, energi yang diserap akan menyebabkan kenaikan dalam amplitudo 

getaran atom-atom tersebut.  Keadaan molekul ini dinamakan keadaan vibrasi 

tereksitasi di mana energi yang terserap akan dibuang dalam bentuk panas bila 

molekul kembali ke keadaan dasar.  Keadaan vibrasi dari ikatan terjadi pada 

keadaan tetap, sehingga panjang gelombang suatu ikatan bergantung pada macam 

getaran atau vibrasi ikatannya.  Oleh karena itu, tipe ikatan yang berlainan akan 

menyerap radiasi inframerah pada panjang gelombang karakteristik yang 

berlainan.  Pada ikatan non-polar tidak terjadi absorpsi radiasi inframerah karena 

tidak ada perubahan momen ikatan apabila atom-atom saling berosilasi, 

sebaliknya pada ikatan polar absorpsi yang dihasilkan kuat (Fessenden dan 

Fessenden, 1986).  Beberapa daerah serapan yang khas dari jenis ikatan yang 

berbeda dapat dilihat pada Tabel 10. 

 

Tabel 10.   Daftar bilangan gelombang dari berbagai jenis ikatan (Dachriyanus, 

2004). 

 

Bilangan gelombang (v, cm
-1

) Jenis ikatan 

3750-3000 Regang O-H, N-H 

3000-2700 Regang –CH3, -CH2, C-H aldehid 

2400-2100 Regang –C=C, C≡N 

1900-1650 Regang C=O (asam, aldehid, keton, amida, 

ester, anhidrida) 

1675-1500 Regang C=C (aromatik dan alifatik), C=N 

1475-1300 C-H bending 

1000-650 C=C-H, Ar-H bending 

 

 

 

Spektrum IR yang dihasilkan berupa grafik yang menunjukkan persentase 

transmitan pada garis vertikal yang bervariasi pada setiap radiasi inframerah.  Tak 

adanya serapan oleh suatu senyawa pada suatu panjang gelombang tertentu 

direkam sebagai transmitan 100% (keadaan ideal).  Pada garis horizontal (aksis), 

menunjukkan nilai bilangan gelombang, yaitu banyaknya gelombang dalam tiap 

satuan panjang (Dachriyanus, 2004; Fessenden dan Fessenden, 1986). 
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2.8.3. Spektrofotometri NMR 

 

 

Spektrofotometri Nuclear Magnetic Resonance (NMR) didasarkan pada 

penyerapan gelombang radio oleh inti-inti tertentu dalam molekul organik, apabila 

molekul ini berada dalam suatu medan magnet kuat (Fessenden dan Fessenden, 

1986).  Banyak informasi yang dapat diperoleh dari hasil pengukuran spektrum 

NMR khususnya spektrum satu dimensi: 
1
H dan 

13
C, Distortionless Enhancement 

of NMR Signals by Polarization Transfer (DEPT) atau Attached Proton Test 

(APT).  Spektrum 
1
H-NMR dapat memberikan informasi seperti adanya gugus-

gugus fungsi yang dinyatakan dalam bentuk khas seperti jumlah dan posisi gugus 

fungsi (ortho, meta, para) dengan melihat nilai pergeseran kimia dan konstanta 

koplingnya.  Pengukuran spektrum 
13

C-NMR dan DEPT dapat memberikan jenis 

karbon primer, sekunder, tersier, dan kuartener (CH3, CH2, CH, C, O-C, C=O, H-

C=O, -CONH, -COOH dan –COOR) dengan melihat nilai pergeseran kimianya 

(Derome, 1995; Sanders and Hunter, 1993). 

 

Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) merupakan pengukuran 

spektrum NMR dua dimensi yang memberikan informasi tentang korelasi antara 

proton dengan karbon dalam satu ikatan, sehingga dapat diketahui inti 
1
H mana 

yang terikat pada inti 
13

C.  Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) 

digunakan untuk mengetahui hubungan antara proton dengan karbon yang 

berjarak 2 sampai 3 ikatan, sehingga dapat diketahui atom karbon tetangganya 

(Breitmaier, 2002). 

 

Pelarut yang digunakan untuk analisis NMR adalah pelarut organik dalam bentuk 

deutereted, walaupun tidak 100%.  Hal yang cukup penting untuk diketahui 

adalah nilai pergeseran kimia dan bentuk sinyal dari suatu pelarut yang 

digunakan.  Pelarut yang umum digunakan adalah CDCl3, bila sampel tidak larut 

dalam CDCl3 maka dapat digunakan pelarut lain seperti metanol, aseton, air, dan 

DMSO dalam bentuk deutereted.  Selain sinyal dari pelarut itu sendiri, 

kadangkala muncul sinyal dari air, yang muncul pada daerah tertentu tergantung 
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dari jenis pelarut yang digunakan.  Misalnya, bila digunakan CDCl3 maka 

biasanya sinyal air muncul pada δ sekitar 1,5 ppm (Jenie dkk., 2014). 

 

 

 

2.9. Bakteri 

 

 

 

Bakteri adalah sel prokariot yang khas bersifat uniseluler dan inti selnya tidak 

memiliki membran inti.  Secara umum bakteri memiliki ukuran sel 0,5 – 1,0 µm x 

2,0 – 5,0 µm.  Bentuk dasar bakteri dibagi menjadi tiga jenis, yaitu bentuk bulat 

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

Berdasarkan ciri fisiknya, bakteri diklasifikasikan menjadi bakteri gram positif 

dan gram negatif.  Perbedaan yang mendasar terletak pada komponen 

peptidoglikan dan lipid yang terkandung dalam dinding sel kedua kelompok 

bakteri tersebut.  Pada bakteri gram positif, kandungan lipid rendah (15-80 mm) 

dan peptidoglikan terletak pada lapisan tunggal (bobot lebih dari 50% berat 

kering).  Pada bakteri gram negatif, kandungan lipid rendah (10-15 mm)  dan 

peptidoglikan terletak pada lapisan kaku sebelah dalam (bobot sekitar 10% berat 

kering) (Purwoko, 2007).   

 

 

2.9.1. Eschericia coli 

 

 

E. coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang pendek yang memiliki 

panjang sekitar 2 µm, diameter 0,7 µm, lebar 0,4 – 0,7 µm.  Bakteri ini 

membentuk koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan tepi yang nyata 

(Jawetz, 1996; Smith-Keary, 1988).  E. coli menjadi patogen jika jumlahnya 

meningkat di dalam saluran pencernaan atau berada di luar usus yang merupakan 

tempat tinggal normalnya.  Bakteri E. coli dapat menyebabkan berbagai macam 

infeksi tergantung tempat terjadinya infeksi, seperti infeksi saluran kemih, diare, 

sepsis, dan meningitis (Jawetz, 1996).  Bakteri E. coli  merupakan bagian dari 

mikrobiota normal usus yang dapat berpindah tempat, seperti melalui tangan ke 

mulut atau dengan pemindahan pasif lewat makanan atau minuman yang 
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terkotaminasi bakteri tersebut (Elfidasari dkk., 2011).  Adapun klasifikasi bakteri 

E. coli adalah sebagai berikut: 

 

Kigdom : Eubacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas   : Gamma proteobacteria 

Ordo  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobactericeae 

Genus  : Escherichia 

Spesies : Escherichia coli  (Supardi dan Sukamto, 1999). 

 

 

2.9.2. Bacillus subtilis 

 

 

Bakteri B. subtilis merupakan bakteri gram positif yang dapat membentuk 

endospora yang berbentuk oval di bagian sentral sel.  Bakteri ini berbentuk batang 

dengan ukuruan sel sebesar 0,3 – 2,2 µm x 1,2 – 7,0 µm dan memiliki flagel 

peritrikus.  B. subtilis dapat bertahan pada kondisi lingkungan tertentu yaitu pada 

suhu -5ºC sampai 75ºC, dengan tingkat keasaman (pH) antara 2-8.  Pada kondisi 

yang sesuai, populasi bakteri ini akan menjadi dua kali lipat yang disebut sebagai 

waktu generasi atau penggandaan (Soesanto, 2008).  Adapun klasifikasi bakteri B. 

subtilis adalah sebagai berikut: 

 

Kingdom : Bakteri 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacili 

Order  : Bacillales 

Famili  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus 

Spesies : Bacillus subtilis (Holt et al., 2000). 
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2.10.  Antibakteri  

 

 

 

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan 

bakteri yang bersifat merugikan.  Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme 

bertujuan untuk mencegah penyebaran dan infeksi, membasmi mikroorganisme 

pada inang yang terinfeksi, dan mencegah pembusukan serta perusakan bahan 

oleh mikroorganisme (Sulistyo, 1971).  Menurut Madigan et al. (2000), 

berdasarkan sifat toksisitas selektifnya, senyawa antibakteri dapat dibedakan 

menjadi tiga macam efek terhadap pertumbuhan bakteri yaitu: 

 

1. Bakteriostatik, yaitu senyawa antibakteri yang memberikan efek dengan cara 

menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunuh bakteri.  Senyawa jenis ini 

bekerja dengan cara menghambat sintesis protein atau mengikat kromosom.  

Hal ini ditunjukkan saat penambahan zat antibakteri pada fase logaritmik 

didapatkan jumlah sel total maupun jumlah sel hidup adalah tetap. 

2. Bakteriosidal, yaitu senyawa antibakteri yang memberikan efek dengan cara 

membunuh sel tetapi tidak terjadi lisis sel atau pecahnya sel.  Hal ini 

ditunjukkan saat penambahan zat antibakteri pada fase logaritmik didapatkan 

jumlah sel total tetap sedangkan jumlah sel hidup berkurang. 

3. Bakteriolitik, yaitu senyawa antibakteri yang menyebabkan sel menjadi lisis 

atau pecah sehingga jumlah sel berkurang atau terjadi kekeruhan setelah 

penambahan antibakteri.  Hal ini ditunjukkan saat penambahan zat antibakteri 

pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total maupun jumlah sel hidup 

yang menurun. 

 

Mekanisme kerja antibakteri dalam menghambat pertumbuhan enzim dapat 

dibedakan  menjadi lima kelompok, yaitu menghambat sintesis dinding sel, 

merubah molekul protein dan asam nukleat, merusak membran plasma, 

menghambat sintesis asam nukleat dan menghambat sintesis metabolit esensial 

(Pelczar dan Chan, 1988; Tortora et al., 2002). 
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Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan dilusi.   

Metode dilusi digunakan untuk menentukan Konsentrasi Hambatan Minimum 

(KBM) atau konsentrasi terendah dari agen antibakteri yang dibutuhkan untuk 

menghambat pertumbuhan mikroba (Mahon and Manuselis, 1995).  Uji aktivitas 

antibakteri dengan metode Disc Diffusion (Tes Kirby-Beuer) digunakan untuk 

mengukur zona bening (clear zone) yang merupakan petunjuk adanya respon 

penghambat pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam sampel 

(Hermawan., 2007).  Pengukuran zona hambat dapat dilakukan setelah 24 jam 

masa inkubasi.  Menurut teori Trager and Jensen, kekuatan zona hambatan 

mikroba berdasarkan diameter zona hambatnya terbagi menjadi beberapa 

klasifikasi, yaitu: sangat kuat  (zona hambat lebih dari 20 mm), kuat (zona hambat 

10-20 mm), sedang (zona hambat 5-10 mm), dan lemah (zona hambat kurang dari 

5 mm) (Davis and Stout, 1971).   

 



 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2021 – September 2021, 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 spektrofotometri ultraungu-tampak (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium 

Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Lampung.  Analisis spektrofotometri inframerah (IR) dilakukan di Laboratorium 

Kimia Analitik Institut Teknologi Bandung.  Analisis spektrofotometri NMR 

dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam Institut Teknologi 

Bandung.  Uji bioaktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium Biokimia 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

 

 

3.2.1. 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), satu set alat Kromatografi Kolom (KK), lampu 

UV, pipet kapiler, pengukur titik leleh MP-10 Stuart, neraca analitik, autoclave, 
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Laminar Air Flow (LAF), jarum ose, cawan petri, Bunsen, inkubator, pinset,  

mikropipet, penggaris, botol media, spektrofotometer FT-IR, spektrofotometer 

ultraungu-tampak (UV-Vis), dan spektrofotometer 
1
H-NMR (500 MHz) serta 

13
C-

NMR (125 MHz) merk Agilent dengan sistem konsol DD2. 

 

 

3.2.2. Bahan-bahan yang digunakan 

 

 

Kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando Miq) yang telah dideterminasi 

diperoleh dari Dusun Karang Anyar, Desa Klaten, Kecamatan Penengahan, 

Lampung Selatan pada tanggal 01 Februari 2020.  Pelarut yang digunakan untuk 

ekstraksi dan kromatografi dalam penelitian ini berkualitas teknis yang telah 

didestilasi sedangkan untuk analisis menggunakan spektrofotometer berkualitas 

pro-analisis (p.a).  Bahan kimia yang digunakan meliputi metanol (MeOH), n-

heksana (n-C6H14), etil asetat (EtOAc), benzena (C6H6), aseton (C2H6O), akuades 

(H2O), serium sulfat (Ce(SO4)2) 1,5 % dalam asam sulfat (H2SO4) 2 N, 

diklorometana (CH2Cl2), kloroform (CHCl3), 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 yang digunakan pada uji bioaktivitas meliputi kertas Whatman 

no.42, kapas, kain kasa, akuades steril, media Nutrient Agar (NA), bakteri B. 

subtilis, bakteri E.  coli, chloramphenicol, dan amoxycillin. 

 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 

 

 

Adapun prosedur yang dilakukan pada penelitian ini meliputi pengumpulan dan 

persiapan sampel, ekstraksi sampel dengan metode maserasi, fraksinasi ekstraksi, 

kromatografi, analisis kemurnian, analisis struktur, dan pengujian bioaktivitas 

antibakteri.  
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3.3.1. Pengumpulan dan persiapan sampel 

 

 

Sampel berupa kulit batang tumbuhan pudau yang diperoleh dari Dusun Karang 

Anyar, Desa Klaten, Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan, kemudian 

dibersihkan dengan air sampai seluruh kotoran yang menempel pada kulit batang 

hilang.  Apabila kotoran yang menempel sulit dihilangkan maka dibantu dengan 

menyikat kulit batang dengan sikat gigi.  Sampel kulit batang tumbuhan pudau 

yang telah bersih kemudian dijemur di bawah sinar matahari sampai kering.  Kulit 

batang tumbuhan pudau yang telah kering dipotong-potong menjadi ukuran yang 

lebih kecil, kemudian digiling hingga menghasilkan serbuk halus. 

 

 

3.3.2. Ekstraksi sampel dengan metode maserasi 

 

 

Serbuk halus kulit batang tumbuhan pudau sebanyak 3 kilogram diekstraksi 

dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol yang telah didestilasi.  

Maserasi dilakukan selama 1x24 jam sebanyak 3 kali pengulangan.  Maserat hasil 

maserasi digabung dan dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator pada 

suhu 40˚C dan 100 rpm hingga diperoleh ekstrak pekat dan dihitung berat ekstrak 

yang terbentuk sebagai ekstrak kasar. 

 

 

3.3.3. Fraksinasi ekstraksi 

 

 

Ekstrak pekat metanol yang diperoleh dari proses maserasi selanjutnya dipisahkan 

berdasarkan tingkat polaritasnya yaitu mulai dari non polar, semi polar, dan polar.  

Fraksinasi sampel dilakukan dengan cara partisi cair-cair menggunakan pelarut n-

heksana (1:3) sebanyak 3 kali pengulangan dan dilanjutkan dengan pelarut etil 

asetat (1:2) dengan penambahan air sebanyak 3 kali pengulangan.  Campuran 

dalam corong pisah dikocok, kemudian dibiarkan hingga terlihat pemisahan yang 

sempurna antara fase atas dan fase bawah lalu dipisahkan.  Fraksi etil asetat hasil 

partisi dipekatkan menggunakan rotary evaporator, kemudian ditimbang berat 

ekstrak kering etil asetat yang dihasilkan dari partisi. 
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3.3.4. Kromatografi  

 

 

Fraksi yang telah diperoleh kemudian dipisahkan lebih lanjut untuk memperoleh 

senyawa murni dengan metode kromatografi cair vakum (KCV), kromatografi 

lapis tipis (KLT), dan kromatografi kolom gravitasi (KKG). 

 

 

3.3.4.1. Kromatografi cair vakum (KCV) 

 

Fraksi etil asetat hasil partisi yang telah kering ditimbang, kemudian dipisahkan 

dengan KCV.  Pemisahan tersebut memanfaatkan kolom yang berisi fase diam  

dan aliran fase geraknya dibantu dengan pompa vakum (Raymond, 2006).  Fase 

diam yang digunakan pada penelitian ini adalah silika gel 60 GF254.  Sedangkan 

eluen yang digunakan adalah n-heksana : etil asetat.   Kolom KCV yang telah 

terpasang diisi dengan fase diam silika gel (silika halus) sebanyak 10 kali berat 

sampel yang dikemas dalam keadaan kering lalu dihisap dengan alat vakum, 

kemudian bagian atas fase diam ditutup dengan kertas saring.  Eluen n-heksana 

selanjutnya dituangkan ke dalam kolom KCV lalu dihisap dengan alat vakum 

hingga kering untuk memperoleh kerapatan yang maksimum. 

 

Fraksi etil asetat yang telah ditimbang selanjutnya diimpregnasi menggunakan 

silika gel yang ukuran partikelnya lebih besar (silika kasar) sebanyak 2 kali berat 

sampel.  Fraksi kering etil asetat dilarutkan dalam aseton lalu diimpregnasikan 

pada silika kasar, kemudian silika kasar dimasukkan pada bagian atas fase diam 

silika halus secara merata. Pada bagian atas silika kasar diletakkan kertas saring 

lalu dihisap dengan alat vakum.   Sampel yang telah siap kemudian dielusi secara 

bertahap dengan berbagai varian perbandingan kepolaran menggunakan pelarut n-

heksana : etil asetat (100 : 0% – 0 : 100%).  Kolom dihisap sampai kering pada 

setiap penambahan eluen.  Fraksi–fraksi yang memiliki pola fraksinasi yang sama 

digabungkan.  Proses pemurnian sampel dengan metode KCV ini dilakukan 

secara berulang dengan perlakuan yang sama seperti tahapan KCV awal. 
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3.3.4.2. Kromatografi lapis tipis (KLT) 

 

Uji KLT dilakukan pada setiap fraksi-fraksi hasil KCV untuk memonitoring pola 

pemisahan komponen-komponen senyawa yang terdapat dalam tiap fraksi hasil 

KCV.  Fraksi yang menghasilkan pola pemisahan atau nilai Rf  yang sama 

digabungkan menjadi satu fraksi.  Pada uji KLT digunakan sistem campuran eluen 

sebagai fase gerak yaitu dapat berupa kombinasi antara n-heksana dan etil asetat 

dengan perbandingan yang sesuai.  Fase diam yang digunakan pada uji KLT ini 

yaitu silika gel Merck kiesegal 60 F254 0,25 mm.  Sampel yang akan diKLT 

dilarutkan dalam aseton, kemudian ditotolkan pada permukaan plat silika 

menggunakan pipa kapiler.  Plat silika selanjutnya dielusi menggunakan 

campuran eluen dengan perbandingan yang menghasilkan pola pemisahan terbaik.  

Bercak/noda pada plat silika dilihat di bawah lampu UV pada panjang gelombang 

254 nm dan 366 nm.  Plat silika tersebut selanjutnya disemprot menggunakan 

larutan serium sulfat untuk menampakkan noda hasil KLT yang spesifik terhadap 

senyawa flavonoid.  Fraksi-fraksi yang menghasilkan pola pemisahan dengan nilai 

Rf  yang sama digabungkan dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator 

untuk fraksinasi lebih lanjut hingga didapatkan isolat murni dengan noda/spot 

tunggal pada plat silika. 

 

 

3.3.4.3. Kromatografi kolom gravitasi (KKG) 

 

 Fraksi-fraksi hasil KCV yang telah digabungkan menghasilkan jumlah yang lebih 

sedikit dibandingkan sebelumnya.  Fraksi-fraksi tersebut akan difraksinasi lebih 

lanjut menggunakan Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG).  Pada KKG 

digunakan adsorben (fase diam) berupa silika gel Merck (35-70 Mesh) yang 

dilarutkan dalam pelarut untuk proses pengelusian hingga berbentuk bubur 

(slurry).  Bubur atau slurry tersebut dimasukkan ke dalam kolom dan diatur 

hingga rapat (tidak memiliki rongga) dan rata.  Sampel yang  telah diimpregnasi 

pada silika gel selanjutnya dimasukkan ke dalam wadah kolom yang berisi bubur 

(slurry).  Usahakan kolom tidak kering/kehabisan pelarut saat memasukkan 

sampel agar tidak mempengaruhi kerapatan fase diam, sehingga proses elusi tidak 

akan terganggu.  
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3.3.5. Analisis kemurnian 

 

 

Hasil KKG yang diperoleh di analisis kemurniannya menggunakan metode KLT 

dan uji titik leleh.  Pada uji kemurnian dengan metode KLT digunakan berbagai 

campuran fase gerak (eluen) seperti n-heksana, kloroform, etil asetat dan metanol 

serta digunakan tiga variasi nilai Rf.  Pada uji KLT kemurnian suatu senyawa 

ditunjukkan dengan timbulnya noda tunggal pada plat silika.  Uji kemurnian 

dengan metode titik leleh menggunakan alat pengukur titik leleh.  Alat tersebut 

harus dibersihkan terlebih dahulu agar tidak terdapat pengotor yang dapat 

mempengaruhi temperatur titik leleh kristal yang sebenarnya.  Kristal yang 

berukuran besar digerus hingga berbentuk serbuk lalu dimasukkan ke dalam pipet 

kapiler.  Pipet kapiler tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam alat pengukur 

titik leleh yang telah dihidupkan.  Titik leleh kristal dapat diamati dengan bantuan 

kaca pembesar yang terdapat pada alat pengukur.  Titik leleh kristal dapat diukur 

dari suhu pada saat kristal pertama kali meleleh sampai semua kristal meleleh.  

Pengukuran ini dilakukan sebanyak tiga kali, jika menunjukkan hasil pengukuran 

yang sama, maka senyawa yang diperoleh sudah murni. 

 

 

3.3.6. Analisis struktur 

 

 

Kristal murni yang telah diperoleh kemudian dianalisis strukturnya dengan alat 

spektrofotometer UV-Vis, inframerah (IR), dan NMR.  Hasil pengukuran dengan 

beberapa alat spektrofotometer tersebut selanjutnya dibandingkan dengan literatur 

untuk mengetahui nama dan struktur dari kristal murni tersebut.   

 

 

3.3.6.1. Spektrofotometer UV-Vis 

 

Sampel berupa kristal murni sebanyak 0,001 gram dilarutkan ke dalam 10 mL 

metanol.  Larutan ini digunakan sebagai persediaan untuk beberapa kali 

pengukuran yang dibagi menjadi beberapa bagian.  Satu bagian diambil untuk 

mengukur serapan maksimum sampel dalam metanol.  Bagian-bagian yang lain 

ditambahkan beberapa pereaksi geser seperti natrium hidroksida (NaOH) 2 M (0,8 
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gram NaOH dilarutkan dalam 10 mL akuades), HCl pekat 5 mL dalam 10 mL 

akuades, AlCl3 5% (0,25 gram AlCl3 dilarutkan dalam 5 mL Metanol), padatan 

natrium asetat (NaOAc), dan asam borat (H3BO3).  Selanjutnya, masing-masing 

bagian yang telah ditambahkan pereaksi geser tersebut diukur serapan 

maksimumnya. 

 

 

3.3.6.2. Spektrofotometer Inframerah (IR) 

 

Sampel kristal hasil isolasi yang akan dianalisis menggunakan spektrofotometer 

inframerah terlebih dahulu dibebaskan dari air.  Kristal yang telah bebas dari air 

kemudian digerus bersama-sama dengan padatan halida organik berupa KBr.  

Alasan KBr digunakan karena KBr tidak menghasilkan serapan pada IR sehingga 

yang teramati langsung adalah serapan dari sampel.  Gerusan kristal murni dengan 

KBr dibuat menjadi pellet transparan dengan alat penekan hidrolik. Apabila pellet 

yang dihasilkan masih buram dan tidak jernih, maka proses pembuatan pellet 

diulang kembali.  Pellet transparan selanjutnya dimasukkan ke dalam alat 

spektrofotometer IR dan diukur puncak serapannya (Sulistyani dan Huda, 2017). 

 

 

3.3.6.3. Spektrofotometer NMR 

 

Sampel berupa kristal murni yang akan dianalisis dilarutkan ke dalam pelarut inert 

yang tidak mengandung proton.  Pada penelitian ini digunakan pelarut untuk 

analisis NMR berupa CDCl3.  Sampel tersebut selanjutnya ditempatkan dalam 

medan magnet, sehingga akan terjadi interaksi antara medan magnet luar dan 

magnet inti yang menyebabkan timbulnya energi.  Energi tersebut akan 

terkuantisasi ke dalam bentuk spektrum oleh inti karena inti merupakan materi 

mikroskopik (Gauglitz and Vo-Dinh, 2003).  Hasil pengukuran dengan 

spektrofotometri NMR berupa spektrum 
1
H-NMR, 

13
C-NMR, HSQC, dan 

HMBC. 
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3.3.7. Pengujian bioaktivitas antibakteri 

 

 

Pada uji bioaktivitas terlebih dahulu dilakukan sterilisasi alat, yaitu semua alat 

gelas dibungkus menggunakan kertas dan disterilkan dalam autoclave selama 15 

menit kemudian alat disimpan dalam LAF, sedangkan untuk  jarum ose dan pinset 

disterilkan dengan cara dibakar di atas api langsung.  Sebanyak 4,2 gram Nutreint 

Agar (NA) dilarutkan dalam 150 mL aquades, kemudian dipanaskan selama 15 

menit sampai homogen dan larutan media agar menjadi bening.  Selanjutnya, 

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

dan 5 mL/tabung reaksi.  Media agar yang telah dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi dibungkus menggunakan kertas lalu disterilkan pada suhu 121 ºC selama 15 

menit (Lay dan Hastowo, 1992). 

 

Senyawa hasil isolasi dibuat variasi tiga konsentrasi: 0,5; 0,4; dan 0,3 mg/disk.  

Sebanyak 1,5 mg sampel dilarutkan dalam 150 µL metanol pro analisis, kemudian 

diambil 50, 40, dan 30 µL untuk ditotolkan ke dalam paper disk.  Pada uji 

bioaktivitas antibakteri, amoxycillin digunakan sebagai kontrol positif terhadap B. 

subtilis, sedangkan chloramphenicol digunakan sebagai kontrol positif terhadap E. 

coli.  Masing-masing kontrol positif dibuat tiga variasi konsentrasi: 0,15; 0,10; 

dan 0,05 mg/disk.  Padatan kontrol positif sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 500 

µL metanol pro analisis, kemudian diambil 50; 33,3; dan 16,7 µL untuk ditotolkan 

ke dalam paper disk.  

 

Pengujian bioaktivitas antibakteri dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF) 

agar tidak terjadi kontaminasi terhadap sampel uji.  Media agar 15 mL/tabung 

reaksi dituangkan ke dalam cawan petri dan ditunggu hingga media memadat.  

Setelah itu, satu ose biakan bakteri E.coli dan bakteri  B. subtilis dibiakkan dalam 

1 mL aquades steril, dihomogenkan, dan dituangkan ke dalam tabung reaksi yang 

telah berisi 5 mL media agar steril. Media agar berisi suspensi bakteri dituang ke 

dalam cawan yang berisi media agar padat.  Selanjutnya paper disk  yang berisi 

sampel, kontrol positif, dan kontrol negatif (metanol) dimasukkan ke dalam media 

yang telah dibuat.  Cawan petri ditutup dengan plastic wrap, kemudian 



38 

 

dimasukkan ke dalam inkubator selama 1x24 jam.  Diameter zona hambat yang 

terbentuk diukur dalam satuan milimeter (mm) menggunakan mistar berskala 

(Vandepitte dkk., 2005). 
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3.3.8. Diagram penelitian 

 

 

Ikhtisar yang diperoleh dari prosedur penelitian yang telah diuraikan di atas dapat 

dilihat dalam diagram penelitian yang ditunjukkan pada Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7.  Diagram penelitian. 

 

Serbuk Halus Kulit Batang tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) 

Dimaserasi dengan metanol selama 1x24 jam (sebanyak 

3 kali) 

Dipekatkan menggunakan rotary evaporator 

Dipartisi sampel dengan pelarut n-heksana (1:3) dan etil 

asetat (1:2) dengan penambahan air 

Dikeringkan menggunakan rotary evaporator 

 
Ekstrak kering fraksi etil asetat 

Difraksinasi dengan metode Kromatografi Cair Vakum 

(KCV) 

Divisualisasi menggunakan KLT 

Difraksinasi menggunakan metode Kromatografi Kolom 

Gravitasi (KKG) 

Kristal Murni 

Diuji titik leleh dan KLT dengan 3 sistem eluen 

Dikarakterisasi dengan spektro UV-Vis dan IR 

Diuji bioaktivitas antibakteri 

Hasil 



 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

 

 

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh 

kesimpulan sebagai berikut : 

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi senyawa 

flavonoid yang merupakan senyawa artoheterofilin C dari kulit batang 

tumbuhan pudau (A. kemando Miq.) sebanyak 10 mg dan memiliki sifat fisik 

berupa serbuk berwarna kuning dengan titik leleh 247–249 ℃. 

2. Senyawa artoheterofilin C hasil isolasi pada konsentrasi 0,3 mg/disk telah 

menunjukkan aktivitas antibakteri dengan kategori sedang terhadap bakteri 

E.coli dan B. subtilis. 

 

 

 

5.2. Saran 

 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, terdapat beberapa saran untuk 

penelitian selanjutnya yaitu : 

1. Penelitian lebih lanjut terhadap fraksi lain sampel kulit batang tumbuhan 

pudau (A. kemando Miq.) perlu dilakukan sehingga dapat diperoleh informasi 

lebih luas mengenai senyawa flavonoid yang terkandung di dalamnya.
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2. Melakukan pengulangan pada uji bioaktivitas antibakteri senyawa 

artoheterofilin C yang diisolasi dari kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando 

Miq.). 

3. Melakukan uji aktivitas biologis lainnya seperti uji antikanker atau 

antidiabetes agar lebih mengetahui aktivitas biologis dari senyawa 

artoheterofilin C yang diisolasi dari kulit batang tumbuhan pudau (A. kemando 

Miq.). 
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