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 ABSTRACT   

 

ISOLATION, CHARACTERIZATION OF FLAVONOID COMPOUNDS 

FROM THE STEM PUDAU (Artocarpus kemando Miq.), AND THE 

BIOACTIVITY TEST OF THE ISOLATED COMPOUND 

 

  

By Antin Sri Prihatin 

 

The isolation and identification of flavonoid compounds from the pudau plant 

(Artocarpus kemando Miq.) stem, as well as its antidiabetic and antibacterial 

bioactivity tests has been successfully carried out. Extraction of flavonoid 

compounds was carried out by maceration method using methanol as solvent, 

followed by fractionation and purification using VLC and CC methods. Based on 

the purity test with physical tests and determination of the structure of the 

compound by UV-Vis, IR, and NMR spectroscopy, the obtained isolated compound 

was cycloartobiloxanthone compound in the form of 40 mg yellow crystals with 

285.1-286.6 oC melting point. Antidiabetic bioactivity test of isolated compounds 

showed that there was an inhibition against α-amylase enzyme activity with the 

largest percentage of inhibition at a concentration of 2000 ppm, at 37.91±1.69%, 

lower than acarbose as a positive control which showed inhibition of 81.85±0.68% 

with the same concentration. Antibacterial bioactivity test was carried out against 

Staphylococcus aureus bacteria, the isolated compound showed antibacterial 

activity at three concentrations of 0.3; 0.4; and 0.5 mg/disk, with an inhibition zone 

diameter of 10; 11; and 12 mm respectively, which were categorized as strong, 

while the antibacterial bioactivity test of the isolated compounds did not show any 

antibacterial bioactivity against Salmonella typhi.  

 

Keywords: antibacterial, antidiabetic, A. kemando Miq., flavonoid,  

  cycloartobiloxanthone
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ABSTRAK 

 

ISOLASI, KARAKTERISASI SENYAWA FLAVONOID DARI KAYU 

BATANG TUMBUHAN PUDAU (Artocarpus kemando Miq.), SERTA UJI 

BIOAKTIVITAS SENYAWA HASIL ISOLASI 

 

 

Oleh Antin Sri Prihatin 

 

 

Telah berhasil dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dari kayu 

batang tumbuhan pudau (Artocarpus kemando Miq.), serta uji bioaktivitas 

antidiabetes dan antibakteri. Ekstraksi senyawa flavonoid dilakukan dengan metode 

maserasi menggunakan pelarut metanol, dilanjutkan dengan fraksinasi dan 

pemurnian menggunakan metode KCV dan KK. Berdasarkan uji kemurnian dengan 

uji fisika dan penentuan struktur senyawa dengan spektroskopi UV-Vis, IR, dan 

NMR, diperoleh senyawa hasil isolasi suatu senyawa sikloartobilosanton berupa 

kristal berwarna kuning sebanyak 40 mg dengan titik leleh 285,1-286,6 oC. Uji 

bioaktivitas antidiabetes senyawa hasil isolasi menunjukkan adanya penghambatan 

terhadap aktivitas enzim α-amilase dengan persen inhibisi terbesar pada konsentrasi 

2000 ppm yaitu 37,91±1,69%, lebih rendah dari acarbose sebagai kontrol positif 

yang menunjukkan penghambatan sebesar 81,85±0,68% dengan konsentrasi yang 

sama. Pada  uji  bioaktivitas  antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus,  

senyawa hasil isolasi menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada tiga variasi 

konsentrasi berturut-turut pada konsentrasi 0,3; 0,4; dan 0,5 mg/disk, dengan 

diameter zona hambat sebesar 10; 11; dan 12 mm yang tergolong dalam kategori 

kuat, sedangkan uji bioaktivitas antibakteri senyawa hasil isolasi terhadap bakteri 

Salmonella typhi tidak menunjukkan adanya bioaktivitas antibakteri.  

 

Kata kunci: antibakteri, antidiabetes, A. kemando Miq., flavonoid,  

 sikloartobilosanton  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Kesehatan masyarakat menjadi salah satu permasalahan utama bagi masyarakat 

Indonesia. Salah satu penyakit yang memiliki efek dalam jangka panjang adalah 

diabetes melitus merupakan penyakit yang disebabkan karena tingginya kadar 

gula darah sehingga metabolisme tubuh terganggu dan menyebabkan adanya 

kerusakan sel dan jaringan tubuh. Kerusakan sel dan jaringan tubuh juga 

menyebabkan sistem imun atau kekebalan tubuh mengalami penurunan. Pada 

kondisi tubuh tersebut, mikroorganisme seperti bakteri-bakteri yang berasal dari 

lingkungan akan mudah masuk ke dalam tubuh. Bakteri-bakteri tersebut akan 

mudah berkembangbiak dalam tubuh dan menimbulkan berbagai infeksi dan 

penyakit (Ramadhania, 2018). World Health Organization menyatakan bahwa 6,3 

juta anak kurang dari lima tahun meninggal setiap harinya dan 83% kematian 

disebabkan oleh penyakit infeksi, kelahiran dan kondisi gizi yang didapatkan oleh 

anak-anak. Data lain menyatakan 1-20% kematian anak kurang dari lima tahun di 

Indonesia disebabkan oleh penyakit infeksi (Mustikaturrokhmah dan Risanti, 

2020). Penyakit-penyakit yang disebabkan oleh bakteri dapat menyebabkan 

infeksi kulit (7-10%), infeksi saluran pencernaan (5%), infeksi saluran urinarius 

(0,7-0,9%), dan infeksi saluran pernafasan (27%) (Novard dkk., 2019). Bakteri 

tersering penyebab penyakit infeksi adalah Staphylococcus aureus dan Salmonella 

typhi. 

 

Diabetes Melitus (DM) adalah salah satu di antara penyakit tidak menular yang 

akan meningkat jumlahnya di masa datang. Diabetes sudah merupakan salah satu 
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ancaman utama bagi kesehatan umat manusia pada abad 21. Hal ini dikarenakan 

peningkatan pendapatan per kapita dan perubahan gaya hidup terutama di kota-

kota besar, menyebabkan peningkatan prevalensi penyakit degeneratif, seperti 

penyakit jantung koroner (PJK), hipertensi, hiperlipidemia, diabetes dan lain-lain 

(Sudoyo dkk., 2009). Diabetes melitus merupakan penyakit yang banyak ditemui 

di Indonesia yang merupakan kelompok penyakit metabolik dengan karakteristik 

hiperglikemia yang terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin atau 

kedua-duanya, bersifat kronik dan disertai komplikasi kronik ataupun akut 

(Sudoyo dkk., 2009).    

 

Berbagai penelitian epidemiologi menunjukkan adanya kecenderungan 

peningkatan angka insiden dan prevalensi DM tipe 2 di berbagai penjuru dunia. 

WHO memprediksi adanya peningkatan jumlah penyandang diabetes yang cukup 

besar untuk tahun-tahun mendatang. WHO memprediksikan adanya peningkatan 

jumlah penyandang DM di Indonesia dari 8,4 juta pada tahun 2000 menjadi 

sekitar 21,3 juta pada tahun 2030. Senada dengan WHO, International Diabetes 

Federation (IDF) pada tahun 2009, memprediksikan kenaikan jumlah penyandang 

DM dari 7,0 juta pada tahun 2009 menjadi 12,0 juta pada tahun 2030. Meskipun 

terdapat perbedaan angka prevalensi, laporan keduanya menunjukkan adanya 

kenaikan jumlah penyandang DM sebanyak 2-3 kali lipat pada tahun 2030. 

Mengingat bahwa DM akan memberikan dampak terhadap kualitas sumber daya 

manusia dan peningkatan biaya kesehatan yang cukup besar, semua pihak, baik 

masyarakat maupun pemerintah, seharusnya ikut serta dalam usaha 

penanggulangan DM, khususnya dalam upaya pencegahan (PERKENI, 2011). 

 

Untuk mengatasi permasalahan tersebut dapat digunakan tanaman obat sebagai 

upaya pencegahan meningkatnya DM dan juga penyakit infeksi di Indonesia. 

Tanaman obat dilaporkan lebih aman dibandingkan dengan obat sintetik (Javed et 

al., 2009). Penggunaan tanaman obat tradisional sebaiknya perlu dipikirkan dalam 

penyembuhan diabetes dan penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri. Daya 

tarik dari tanaman obat tradisional dibandingkan dengan obat-obatan modern 
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adalah tanaman obat tradisional memiliki sifat yang alamiah sehingga dianggap 

oleh masyarakat lebih aman dan baik. 

 

Salah satu tanaman yang sedang dikembangkan penelitiannya adalah tanaman dari 

genus Artocarpus (Elya et al., 2015). Tanaman obat yang digunakan sebagai 

antidiabetes dan antibakteri di dalamnya terkandung senyawa flavonoid. 

Flavonoid adalah salah satu senyawa aktif pada tanaman yang dapat dimanfaatkan 

sebagai antidiabetes dan antibakteri. Flavonoid merupakan senyawa metabolit 

sekunder yang terdapat pada tanaman hijau dengan pengecualian alga (Achmad, 

1986). Pada umumnya flavonoid terdapat pada semua bagian tumbuhan termasuk 

daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, nektar, bunga, buah buni, dan biji (Markham, 

1988). 

 

Pada penelitian ini akan dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder flavonoid 

dari tumbuhan Pudau (Artocarpus kemando Miq.) khususnya bagian kayu batang. 

Penelitian sebelumnya diperoleh beberapa derivat flavonoid seperti flavon 

terprenilasi dan santon pada tumbuhan Artocarpus kemando Miq. (Shamaun et al., 

2010; Hashim et al., 2010). Selain itu berhasil diisolasi senyawa artoindonesianin 

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

artobilosanton dan sikloartobilosanton dari kulit cabang Artocarpus kemando 

Miq. (Eun-Kyoung et al., 2003). Tumbuhan dari genus Artocarpus ini juga 

mempunyai aktivitas antidiabetes yang baik (Elya et al., 2015). Merujuk pada hal 

yang telah diuraikan di atas, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

mengenai senyawa metabolit sekunder khususnya flavonoid dari tumbuhan A. 

kemando Miq. dan melakukan uji bioaktivitas dari senyawa yang dihasilkan.        

 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kayu batang tumbuhan pudau 

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

Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan, Provinsi Lampung. Metode isolasi 

dilakukan dengan metode maserasi menggunakan metanol ke dalam wadah inert 

yang tertutup rapat pada suhu kamar. Metode maserasi dapat menghindari 

rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil (Mukhriani, 2014). Hasil 
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ekstraksi diuapkan menggunakan evaporator. Pemisahan tahap awal dilakukan 

dengan metode partisi ekstrak cair-cair dengan pelarut n-heksana dan aseton dan 

dilanjutkan dengan pemisahan menggunakan Kromatografi Cair Vakum (KCV). 

Pemurnian sampel menggunakan Kromatografi Kolom (KK), Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) dan uji titik leleh. Senyawa hasil isolasi dilakukan identifikasi 

struktur molekul dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

spektrofotometer inframerah, dan spektrometer NMR. Kemudian dilakukan uji 

bioaktivitas antidiabetes untuk menguji kemampuan dalam menghambat aktivitas 

α-amilase dari senyawa flavonoid yang dihasilkan dari kayu batang A. kemando 

Miq. Untuk mengetahui bagaimana bioaktivitas senyawa flavonoid yang 

dihasilkan juga dilakukan uji bioaktivitas antibakteri terhadap bakteri St. aureus 

dan S. typhi sebagai uji tambahan.    

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan senyawa flavonoid murni dari kayu batang tumbuhan pudau (A. 

kemando Miq.) dan mengetahui sifat antidiabetes dan antibakterinya.   

2. Mengkarakterisasi senyawa flavonoid dari kayu batang tumbuhan Pudau (A. 

kemando Miq.) menggunakan spektroskopi UV-Vis, spektroskopi IR dan 

spektrometer NMR. 

3. Melakukan uji bioaktivitas antidiabetes untuk menguji kemampuan dalam 

menghambat aktivitas α-amilase serta uji antibakteri terhadap bakteri St. 

aureus dan S. typhi senyawa flavonoid hasil isolasi. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai jenis senyawa 

flavonoid yang terdapat pada bagian kayu batang tumbuhan Pudau (A. kemando 
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Miq.) serta informasi mengenai bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri dari 

senyawa flavonoid hasil isolasi.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Diabetes Melitus 

 

Menurut American Diabetes Association (ADA) 2005, Diabetes Mellitus (DM) 

adalah suatu penyakit metabolik yang digambarkan oleh hiperglikemia yang 

terjadi karena kelainan sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya. Penyakit ini 

disebabkan oleh keturunan dan karena pengaruh gaya hidup. Diabetes berasal dari 

bahasa Yunani siphon yang berarti “aliran”, melitus berasal dari bahasa latin yang 

berarti madu atau manis. Diabetes melitus digambarkan dengan hiperglikemia 

yang berhubungan dengan masalah metabolisme yang berhubungan dengan 

ketidakteraturan dalam pencernaan gula, lemak dan protein. 

 

Diabetes melitus adalah suatu keadaan klinis yang ditandai dengan poliuri, 

polidipsi, dan polifagi, disertai peningkatan kadar glukosa darah atau 

hiperglikemia (glukosa puasa ≥126 mg/dl, postprandial ≥200 mg/dl, glukosa 

sewaktu ≥200 mg/dl). Jika DM tidak segera ditangani akan terjadi gangguan pada 

pencernaan lemak dan protein, dan gangguan mikrovaskuler dan makrovaskuler 

(Tony dan Suharto, 2005).   

 

Secara garis besar, diabetes diklasifikasikan menjadi diabetes tipe 1 (DM 1), dan 

diabetes tipe 2 (DM 2). DM 1 terjadi ketika hanya terdapat sedikit atau tidak ada 

sekresi insulin sebagai akibat kerusakan sel β pankreas. Oleh karena itu, pasien 

DM 1 membutuhkan terapi insulin. Umumnya DM 1 terlihat pada masa anak-anak 

atau remaja. Pasien DM 1 biasanya berbadan kurus karena defisiensi insulin 
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kronis, dan ketidakmampuan sel dalam menggunakan dan menyimpan kalori dan 

karbohidrat secara terus menerus (Linn et al.2009). Hiperglikemia terjadi ketika 

80-90% sel β mengalami kehancuran. DM 1 terhitung mencapai 5%-10% dari 

kasus diabetes (Chisholm-Burns, 2008). 

 

DM 2 terjadi ketika terdapat resistensi insulin yang signifikan dan didukung oleh 

sekresi insulin yang tidak cukup dalam mengatasi adanya resistensi insulin. Usia, 

gaya hidup, dan penimbunan lemak merupakan faktor risiko utama terjadinya DM 

2. Pasien DM 2 biasanya berumur tua dan memiliki berat badan berlebihan 

(obesitas), 85-90% pasien DM 2 mengalami obesitas. DM 2 terhitung mencapai 

90-95% dari kasus diabetes (Chisholm-Burns, 2008). 

 

 

2.2 α-Amilase 

 

Amilase diklasifikasikan sebagai saccharidase (enzim yang memotong 

polisakarida). Amilase merupakan enzim pencernaan, terutama dilakukan oleh 

pankreas dan kelenjar ludah. Fungsi utama dari enzim amilase adalah untuk 

memecah pati dalam makanan sehingga mereka dapat digunakan oleh tubuh. α-

amilase menghidrolisis α-1,4-glikosidik, secara acak menghasilkan dekstrin, 

oligosakarida dan monosakarida. α-amilase adalah endo-amilase (Aiyer, 2005). 

Mekanisme kerja enzim α-amilase terdiri dari dua tahap, yaitu: tahap pertama 

degradasi amilosa menjadi maltosa dan maltotriosa yang terjadi secara acak. 

Tahap selanjutnya adalah pembentukkan hasil akhir berupa maltose dan glukosa 

yang tidak acak. Kedua tahap ini ialah kerja enzim α-amilase pada amilosa. Pada 

amilopektin, aktivitas enzim α-amilase dihasilkan glukosa, maltosa satu seri α-

limit dekstrin, dan oligosakarida setidaknya empat glukosa dengan ikatan α-1,6-

glikosidik. 
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2.3 Moraceae 

 

Moraceae adalah salah satu keluarga tumbuhan yang memiliki potensi sebagai 

sumber bahan kimia bioaktif dengan jumlah cukup besar yang terdiri dari 60 

genus dengan mencakup 1400 spesies yang tumbuh di hutan tropis sampai 

subtropis (Hakim et al., 2006). Tumbuhan dari keluarga ini merupakan tumbuhan 

yang berbatang, berkayu, dan menghasilkan getah. Daun tunggal duduk tersebar, 

seringkali dengan daun penumpu besar yang mengelilingi batang atau merupakan 

suatu selaput bumbung. Bunga telanjang atau dengan tenda bunga dan berkelamin 

tunggal. Buahnya seringkali terkumpul dan merupakan buah majemuk atau buah 

semu yang keras (Tjitrosoepomo, 1994).  

 

Menurut Ersam (2004), keluarga ini dikenal sebagai sumber senyawa fenolat 

turunan flavonoid, aril-benzofuran, stilbenoid, dan santon turunan flavonoid. 

Banyak sekali aktivitas biologis dari senyawa yang dihasilkan, seperti sebagai 

promotor antitumor, antibakteri, antifungal, antiimflamatori, antikanker dan 

lainnya. Tumbuhan Moraceae banyak digunakan sebagai tumbuhan obat, dapat 

dilihat pada Tabel 1.  
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Tabel 1. Beberapa Tumbuhan Obat Jenis Moraceae di Indonesia (Ersam, 2004). 

 

 
 

 

2.4 Artocarpus 

 

Artocarpus merupakan genus terbesar ketiga pada famili Moraceae dengan jumlah 

anggota sekitar 70 spesies. Artocarpus merupakan tumbuhan asli Asia Tenggara 

yang terdiri dari tumbuhan bernilai ekonomi yang tinggi (Zerega et al., 2005). 

Sebagai kelompok tanaman hutan, spesies Artocarpus diketahui menempati 

berbagai relung ekologi di berbagai habitat dan bersifat beragam dan banyak 

ditemukan di berbagai ekosistem hutan. Keanekaragaman, status konservasi dan 

tingkat pengetahuan Artocarpus (Moraceae) tidak seragam di seluruh dunia 

(Jagtap and Bapat, 2010).  

 

Sejak dulu tumbuhan Artocarpus telah banyak digunakan oleh masyarakat 

Indonesia. Di beberapa daerah, masyarakat memanfaatkan daun dan kulit pohon 

sukun (A. altilis) sebagai ramuan bahan obat. Daunnya selain efektif mengobati 

penyakit liver, juga bermanfaat mengobati berbagai penyakit kronis lainnya, 

diantaranya hepatitis, pembesaran limpa, jantung dan ginjal. Di Ambon, 
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masyarakat menggunakan kulit batangnya untuk obat mencairkan darah bagi 

wanita yang baru melahirkan (Daenlangi et al., 2016). 

 

Telah dipaparkan oleh Hakim (2011) bahwa telah berhasil diisolasi dari tanaman 

Artocarpus senyawa terpenoid dengan kerangka sikloarton diantaranya, 

sikloartenol dari A. champeden (Achmad et al., 1996) dan A. altilis (Altman and 

Zito, 1976). Telah berhasil diisolasi senyawa-senyawa terpenoid lain yaitu 

sikloeukalenol, 2,4-metilen sikloartenon, dan sikloartenon (Achmad et al., 1996) 

dari A. heterophyllus (Dayal and  Seshadari, 1976). Studi fitokimia dari spesies ini 

menunjukkan bahwa tanaman dari genus ini kaya akan metabolit sekunder seperti 

triterpena, stilbena, dan arilbenzofuran (Ee et al., 2011). Studi farmakologi yang 

telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak Artocarpus baik secara in vitro 

maupun in vivo menunjukkan adanya aktivitas antituberkulosis, antimalaria, 

antikanker, antioksidan, antiinflamasi dan antibakteri (Hakim, 2010).    

  

 

2.5 Tanaman Pudau (A. kemando Miq.)   

 

Tanaman pudau merupakan tumbuhan liar, batang berbulu berwarna coklat, getah 

berwarna putih, daun kecil berukuran sekitar 3-4x1,5-2 cm. pertulangan daun 

mirip dan bentuk buah lonjong berwarna kuning. Pudau tersebar dibeberapa pulau 

di Indonesia, seperti Sumatera, Jawa, dan Kalimantan. Habitat A. kemando Miq. 

yaitu hutan sekunder bersuhu dingin dengan ketinggian 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). Tanaman ini dikenal di masyarakat dengan 

nama yang berbeda yaitu antarodan, pudau, cempedak ayer, kudu, pudu, dan 

tempedak ayer (Janick and Paull, 2008). Gambar dari tanaman pudau ini disajikan 

pada Gambar 1.  
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Gambar 1. Tanaman Pudau (A. kemando Miq.). 
 

Artocarpus yang telah dipaparkan pada penelitian sebelumnya oleh (Hwa, 2010) 

berhasil diisolasi senyawa baru dari ekstrak kasar kayu batang A. kemando Miq. 

diantaranya artomandin (1), dua triterpenoid 24-metilen sikloartenolasetat (2) dan 

beta-sitosterol (3), empat flavonoid sikloartobilosanton (4), artoindonesianin C 

(5), artonol B (6), dan artokamin A (7). Senyawa-senyawa ini memiliki aktivitas 

antioksidan dan efek sitotoksik. Struktur kimia beberapa senyawa yang berhasil 

diisolasi dari kayu batang Artocarpus kemando Miq. disajikan pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Struktur kimia beberapa senyawa hasil isolasi kayu batang A.  

kemando Miq. (Teo et al., 2010; Ee et al., 2011). 
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2.6 Senyawa Metabolit Sekunder 

 

Senyawa yang terkandung dalam organisme yang tidak secara langsung terlibat 

dengan jalannya perkembangan, pertumbuhan atau reproduksi organisme disebut 

sebagai senyawa metabolit sekunder. Metabolit sekunder tertentu hanya 

ditemukan pada spesies tertentu pula, berbeda dengan metabolit primer yang 

ditemukan di semua spesies dan diproduksi menggunakan jalur serupa. Tanpa 

senyawa ini makhluk hidup akan mengalami kerusakan atau menurunnya 

kemampuan bertahan hidup. Kemampuan senyawa ini pada makhluk hidup adalah 

untuk melindungi dari predator, kompetitor dan membantu siklus regeneratif 

(Herbert, 1996). Metabolit sekunder terdiri dari flavonoid, terpenoid, alkaloid, dan 

steroid.  

 

 

2.7 Senyawa Flavonoid 

 

Flavonoid termasuk dalam golongan metabolit sekunder yang umumnya terdapat 

pada bagian tanaman (daun, bunga dan batang). Senyawa ini tidak hanya terdapat 

pada tanaman sebagai agen konstitutif tetapi juga terakumulasi dalam jaringan 

tanaman sebagai respon terhadap serangan mikroba (sistem pertahanan). 

Flavonoid telah diisolasi dari banyak tanaman selama beberapa tahun terakhir dan 

telah banyak memiliki aktivitas farmakologis yang signifikan, seperti efek 

antiinflamasi, antioksidan dan hepatoprotektif (Wang et al., 2016). Kerangka 

flavonoid disajikan pada Gambar 3.  

      

 

Gambar 3. Struktur umum flavonoid (Achmad, 1986). 

  

Flavonoid dalam tumbuhan terikat sebagai glikosida dan aglikon flavonoid yang 

kemungkinan terdapat dalam satu tumbuhan dengan bentuk kombinasi glukosida 
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(Harbone, 1987). Flavonoid tanpa gula terikat (aglikon flavonoid) terdapat dalam 

berbagai bentuk struktur (Markham, 1988). Flavonoid memiliki kerangka karbon 

dengan 15 atom karbon. Molekul karbon ini tersusun atas dua cincin benzena dan 

satu rantai propana (C6-C3-C6). Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis 

struktur, yaitu flavonoid (1,3-diarilpropana), isoflavonoid (1,2-diarilpropana), 

neoflavonoid (1,1-diarilpropana) seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.   

 

 

Gambar 4. Tiga jenis flavonoid (Achmad, 1986). 

 

Tanaman yang mengandung flavonoid umumnya dimanfaatkan dalam pengobatan 

konvensional. Hal ini karena flavonoid memiliki aktivitas yang berbeda terhadap 

makhluk hidup yang berbeda (Robinson, 1995). Flavonoid memiliki bioaktivitas 

seperti antibakteri, antikolesterol, antihiperlipidemia, antivirus, antidiabetes, 

antiradang, dan antikanker (Neldawati dkk., 2013; Nakamura et al., 2003). 

Flavonoid memiliki sifat sebagai akseptor radikal bebas sehingga dapat digunakan 

sebagai antioksidan, yaitu spesies yang dalam orbitalnya memiliki satu atau lebih 

elektron tak berpasangan seperti hidroksi radikal (Sathiskumar et al., 2008).  

Struktur kimia dari beberapa jenis flavonoid disajikan pada Gambar 5.    
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Gambar 5. Struktur kimia dari beberapa jenis flavonoid (Tapas et al., 2008). 
 

 

2.8 Ekstraksi  

 

Menurut Mukhriani (2014), ekstraksi adalah cara paling umum untuk 

mengeluarkan zat pokok dari bahan menggunakan pelarut yang sesuai. Ekstraksi 

dihentikan ketika keseimbangan tercapai antara senyawa dalam zat terlarut dengan 

sampel. Konsentrat yang didapat diisolasi dari sampel dengan penyaringan. 

Pemilihan teknik ekstraksi bergantung pada bahan dan senyawa yang akan 

dipisahkan. Proses ekstraksi, terutama yang berasal dari bahan tumbuhan, 

dilakukan dengan mengumpulkan bagian tumbuhan, mengeringkan, 

menghancurkan dan memilih pelarut. Pelarut polar yang biasanya digunakan 

untuk ekstraksi adalah air, metanol, etanol, dan lainnya. Pelarut semipolar adalah 

etilasetat, diklorometana, dan lainnya, sedangkan pelarut nonpolar adalah n-

heksana, petroleum eter, kloroform, dan lainnya. Konsentrat yang tidak 

dimurnikan ini sulit diisolasi dengan pemisahan tunggal, sehingga konsentrat 

kasar harus diisolasi menjadi bagian-bagian yang memiliki polaritas dan ukuran 

molekul yang sama. 

   

Maserasi merupakan suatu metode ekstraksi senyawa aktif dari bahan alam 

dengan perendaman bahan (sampel) menggunakan pelarut yang sesuai dengan 

senyawa aktif yang akan diekstraksi dengan pemanasan rendah atau tanpa proses 
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pemanasan (Chairunnisa dkk, 2019). Prosedur ekstraksi menggunakan metode 

maserasi dimulai dengan merendam bahan baku atau sampel yang telah 

dipersiapkan (dikeringkan dan digiling) ke dalam pelarut yang sesuai pada suatu 

wadah (labu bundar). Selanjutnya ditempatkan pada suhu ruang dan ditunggu 

beberapa waktu. Pengadukan secara terus menerus dapat dilakukan guna 

mempercepat proses ekstraksi. Ekstraksi dihentikan saat telah tercapai titik 

kesetimbangan antara konsentrasi senyawa metabolit pada larutan ekstrak dan 

senyawa metabolit pada bahan. Setelah proses ekstraksi selesai larutan ekstrak 

disaring menggunakan kertas saring untuk dipisahkan dari bahan asalnya. Untuk 

meningkatkan rendemen, prosedur di atas dapat diulang sebanyak 2 atau 3 kali 

menggunakan ampas hasil ekstraksi pertama (Agung, 2017). 

 

 

2.9 Kromatografi  

 

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran yang didasarkan pada perbedaan 

distribusi dari komponen-komponen campuran di antara dua fasa, yaitu fasa diam 

(padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas) yang menyebabkan terjadinya 

perbedaan migrasi masing-masing komponen. Faktor-faktor yang menyebabkan 

perbedaan migrasi komponen-komponen dalam sampel meliputi faktor pendorong 

migrasi analit dan faktor penghambat migrasi analit. Metode pemisahan dengan 

kromatografi sangat tergantung dari jenis fase diam yang digunakan. Jenis fase 

diam yang digunakan menentukan interaksi yang terjadi antara analit dengan fase 

diam dan fase gerak (Wulandari, 2010). Kromatografi digolongkan menjadi 

beberapa golongan berdasarkan jenis fasa diam dan fasa gerak yang dipartisi dapat 

dilihat pada Tabel 2.     
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Tabel 2. Jenis Fase Gerak dan Fase Diam Kromatografi (Johnson and Stevenson, 

1991).  

 

 
 

Adapun beberapa jenis kromatografi yang digunakan dalam penelitian ini antara 

lain: 

 

2.9.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi lapis tipis adalah kromatografi adsorpsi padat-cair. Pada metode 

KLT, fasa diam yang digunakan adalah zat adsorben padat yang dilapisi pelat. 

Fasa gerak yang digunakan pada metode ini akan bergerak ke atas melalui fasa 

diam secara kapiler. Sampel akan bergerak ke atas dengan laju yang berbeda 

bergantung pada polaritas bahan, fasa padat, dan pelarut yang digunakan sehingga 

akan terjadi pemisahan. Pada beberapa sampel yang tidak berwarna, digunakan 

beberapa cara (zat kimia, fluoresensi, atau radioaktivitas) untuk 

mengidentifikasikan posisi sampel pada kromatogram. Pembentukkan warna 

dimonitor di bawah sinar UV, kemudian ditentukan Retention factor (Rf) dengan 

menghitung rasio antara jarak yang ditempuh oleh molekul dan pelarut (Coskun, 

2016).  

 

Retention factor (Rf) adalah metode sederhana dalam KLT dengan menggunakan 

nilai dengan persamaan:  

 

Rf =
jarak tempuh sampel

jarak tempuh pelarut
 

 

Tetapi senyawa dengan gugus-gugus besar yang susunannya tidak jauh berbeda, 

nilai Rf sering kali saling berdekatan. Faktor penentu berhasil tidaknya suatu 
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matriks campuran dapat dipisahkan dari komponen penyusunnya dengan 

sempurna tergantung fasa gerak atau pelarut yang digunakan (Sastrohamidjojo, 

2002).  

 

2.9.2 Kromatografi Cair Vakum (KCV) 

 

Di antara semua teknik kromatografi, KCV paling efisien baik dalam pemisahan 

kasar maupun halus dari produk sintesis dan alami dalam campuran kompleks. 

Dalam beberapa dekade terakhir KCV telah semakin diterapkan di bidang produk 

alami maupun kimia sintetik karena kesederhanaan operasinya. KCV dianggap 

sebagai preparasi untuk kromatografi lapis tipis atau dikenal dengan Preparatif 

Thin Layer Chromatografy (PTLC). Berbagai aplikasi KCV untuk pemisahan dan 

isolasi diterpen, isobenzofuran, triterpen glikosida, limonoid, santon, iridoid, 

flavonoid glikosida dan alkaloid (Maurya et al., 2018).  

 

Berikut urutan eluen pada kromatografi berdasarkan kenaikan tingkat 

kepolarannya:  

 

 
 

Gambar 6. Urutan tingkat kepolaran eluen (Gritter dkk., 1991). 

 

Teknik KCV dilakukan dengan sistem yang bekerja terus menerus dalam kondisi 

vakum, untuk mendapatkan kerapatan pengepakan yang maksimal atau dengan 

menggunakan tekanan rendah untuk meningkatkan laju aliran fase gerak. Urutan 

n-heksana Non polar 
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Air    Polar  
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eluen yang digunakan dalam kromatografi cair diawali mulai dari eluen yang 

mempunyai tingkat kepolaran rendah kemudian kepolarannya ditingkatkan secara 

perlahan-lahan (Hostettmann dkk., 1995). 

 

2.9.3 Kromatografi Kolom (KK) 

 

Kromatografi kolom digunakan untuk pemisahan beberapa campuran yang 

diperoleh dari isolasi. Pembagian bagian-bagian suatu zat dalam eluen yang 

bergerak melalui fasa diam sebagai adsorben adalah karena perbedaan gaya 

adsorpsi komponen-komponen ini. Fasa diam diisi ke dalam kolom gelas, 

sedangkan eluen disesuaikan dengan sampel yang akan diisolasi. Metode elusi 

dapat diselesaikan dengan elusi isokratik atau elusi landaian. Elusi isokratik 

adalah pemanfaatan eluen yang tidak berubah selama proses berlangsung. Elusi 

landaian adalah kebalikan dari isokratik, yaitu terjadi pergantian eluen yang 

dipakai saat proses pemisahan berlangsung (Johnson and Stevenson, 1991).  

 

Dengan menggunakan cara kromatografi kolom, skala isolasi flavonoid dapat 

ditingkatkan ke skala industri. Pada dasarnya, cara ini meliputi penempatan 

campuran flavonoid (larutan) di atas kolom yang berisi serbuk penyerap (seperti 

selulosa, silika dan poliamida), dilanjutkan dengan elusi beruntun setiap 

komponen memakai pelarut yang cocok. Kolom berupa tabung kaca yang 

dilengkapi dengan keran pada salah satu ujung (Markham, 1988).    

 

 

2.10 Analisis Kemurnian 

 

Analisis kemurnian senyawa hasil isolasi dilakukan dengan Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) dan pengujian titik leleh. KLT dilakukan dengan mengelusi larutan 

sampel yang ditotolkan pada lempeng silika gel F254 dengan fasa gerak berupa 

eluen etil asetat:n-heksana 40%. Bercak yang ada diamati dengan sinar tampak, 

UV 254 dan 365 nm. Senyawa hasil analisis dikatakan murni apabila memberikan 

noda tunggal pada KLT dengan berbagai fasa gerak (Setyowati dkk., 2007). 
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 Titik leleh sangat penting dalam perkiraan dan pembuktian kemurnian. 

Penggunaannya untuk identifikasi tergantung pada bagaimana semua senyawa 

murni memiliki titik leleh yang tajam ketika berubah total dari padat menjadi cair. 

Selain itu, penggunaan titik leleh untuk identifikasi juga didasarkan pada fakta 

bahwa senyawa yang tidak murni menunjukkan dua fenomena, pertama memiliki 

titik leleh yang rendah, dan memiliki rentang pencairan yang lebih lebar. Titik 

leleh adalah tetapan fisika yang penting untuk identifikasi kualitatif, terutama 

untuk senyawa hasil sintesis, isolasi, atau kristalisasi. Titik leleh kristal padat 

adalah suhu di mana padatan mulai berubah menjadi cairan pada tekanan 1 atm 

(Hadiprabowo, 2009).  

 

Analisis kemurnian senyawa hasil isolasi juga ditentukan menggunakan 

spektroskopi seperti berikut:   

 

2.10.1 Spektroskopi UV-Vis 

 

Spektrofotometer Uv-Vis didasarkan pada pengukuran panjang gelombang dan 

intensitas sinar UV dan cahaya tampak yang diabsorpsi oleh sampel. Sinar UV 

tampak cukup mampu mempromosikan elektron pada kulit terluar ke tingkat 

energi yang lebih tinggi. Sinar UV berada pada rentang panjang gelombang 200-

400 nm, sedangkan sinar tampak pada rentang panjang gelombang 400-800 nm. 

Spektrofotometer UV-Vis biasanya digunakan untuk menentukan jenis kromofor, 

ikatan rangkap terkonjugasi dan auksokrom dari senyawa organik serta 

menjelaskan informasi struktur berdasarkan panjang gelombang maksimum suatu 

senyawa (Dachriyanus, 2017). 

 

Istilah-istilah penting pada spektra elektronik: 

1. Kromofor yaitu gugus tak jenuh kovalen yang menyebabkan serapan 

elektronik dengan kuat (seperti heksana, aseton, benzena, karbonil, karbon 

dioksida dan gas nitrogen). 

2. Auksokrom yaitu gugus jenuh (mengandung PEB berikatan tunggal) yang 

bila terikat pada suatu kromofor akan mempengaruhi panjang gelombang dan 
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intensitas serapan maksimumnya (seperti gugus hidroksi, amina, halida dan 

alkoksi).  

3. Pergeseran batokromik (pergeseran merah) yaitu pergeseran serapan ke arah 

panjang gelombang lebih panjang akibat pengaruh substituen atau pelarut. 

4. Pergeseran hipsokromik (pergeseran biru) yaitu pergeseran serapan ke arah 

panjang gelombang lebih pendek akibat pengaruh substituen atau pelarut. 

5. Efek hiperkromik yaitu peningkatan intensitas serapan. Efek hipokromik 

yaitu penurunan intensitas serapan 

(Suhartati, 2017).        

 

Spektroskopi UV-Vis dapat digunakan untuk menentukan jenis flavonoid. 

Kedudukan gugus fungsi hidroksil pada inti flavonoid dapat ditentukan dengan 

menambahkan pereaksi geser ke dalam larutan stok dan diamati pergeseran 

puncak yang terjadi. Spektrum khas flavonoid berada pada rentang 240-285 nm 

pada pita II dan 300-350 nm pada pita I (Markham, 1988). Jenis flavonoid dengan 

rentang utamanya disajikan pada Tabel 3.   

 

Tabel 3. Rentang Serapan Spektrum UV-Vis Pada Flavonoid (Markham, 1988). 
 

 
 

Dengan diperolehnya data dari analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

dapat diperoleh besarnya absorpsivitas molar yang kita analisis menggunakan 

persamaan Lambert Beer: 
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A = e. b. c 

 

Keterangan A = absorbansi        b = tebal sel (cm) 

  e = absortivitas molar                  c = konsentrasi (mol/liter) 

nilai absorbansi diperoleh dari data spektrum dari puncak-puncak serapannya 

(Dendiko, 2013). 

 

2.10.2 Spektroskopi Inframerah (IR) 

 

Prinsip spektroskopi ini didasarkan pada adanya vibrasi atom dalam molekul. 

Vibrasi terjadi pada ikatan antarpartikel melalui uluran, bengkokan dan guntingan 

yang terjadi karena interaksi dengan gelombang IR yang diberikan. Frekuensi 

getaran ini spesifik untuk tiap ikatan atom dan sesuai dengan panjang gelombang 

IR yang diserap. Panjang gelombang IR berada pada rentang 625 cm-1-4000 cm-1. 

Daerah pada 625 cm-1-1300 cm-1 merupakan sidik jari yang unik dari setiap 

senyawa dan menunjukkan kekhasan yang tinggi (Sastrohamidjojo, 1991).  

 

Analisis spektroskopi IR digunakan untuk menganalisis gugus fungsi yang 

terdapat pada zat yang diuji. Setiap gugus fungsi memberikan puncak-puncak 

yang tetap. Informasi yang didapat digunakan untuk analisis secara kualitatif pada 

zat tersebut. Misalnya gugus fungsi C=O akan memberikan puncak pada bilangan 

gelombang 1650 cm-1 (asam karboksilat), 1700 cm-1 (keton), dan 1800 cm-1 

(klorida asam) (Harvey, 2000).      

 

Sumber sinar yang digunakan pada spektroskopi IR adalah keramik yang apabila 

dialiri arus listrik dapat memancarkan IR. Prinsip kerja spektroskopi IR yaitu 

energy IR akan melewati celah ke sampel, dan celah tersebut berfungsi 

mengontrol jumlah energi yang disampaikan pada sampel. Selanjutnya beberapa 

IR akan diserap oleh sampel dan yang lainnya ditransmisikan melalui permukaan 

sampel sehingga sinar IR masuk ke detektor dan sinyal yang terukur dikirim ke 

komputer (Thermo Nicolet Corporation, 2001). 
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Tabel 4. Daftar Bilangan Gelombang IR Berbagai Jenis Ikatan (Dachriyanus, 

2017). 
 

 
  

 

2.10.3 Spektrometri 1H-NMR dan 13C-NMR 

 

Spektrometri NMR (resonansi magnet inti) merupakan suatu analisis yang 

berhubungan dengan sifat magnet dari inti atom.Terdapat dua jenis spektrometri 

NMR yaitu spektrometri 1H-NMR dan 13C-NMR. Dari spektrum 1H-NMR, dapat 

diduga ada berapa banyak jenis lingkungan hidrogen yang ada dalam molekul, 

dan juga jumlah atom hidrogen yang ada pada atom karbon tetangga (Hart dkk., 

2003). Dari spektrum 13C-NMR dapat diketahui keadaan lingkungan karbon 

tetangga, berada dalam bentuk karbon primer, sekunder, tersier, atau kuatener. 

Elektron yang bersirkulasi menyebabkan terjadinya medan magnet pada inti atom. 

Saat medan magnet lokal dalam atom berlawanan dengan medan magnet di 

luarnya, hal ini dinamakan inti atom tersebut “terperisai”. Inti yang terperisai 

memiliki kekuatan medan efektif yang lebih rendah dan beresonansi pada 

frekuensi yang lebih rendah. Hal ini menghasilkan setiap jenis inti dalam molekul 

akan memiliki frekuensi resonansi yang sedikit berbeda. Perbedaan ini dinamakan 

geseran kimia dengan satuan ppm (Supratman, 2010). 
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2.11 St. Aureus 

 

St. aureus adalah salah satu bakteri pathogen berbahaya yang dapat menimbulkan 

penyakit melalui kemampuannya tersebar luas dalam jaringan dan melalui 

pembentukan berbagai zat ekstraseluler. Infeksi karena bakteri ini dapat menyebar 

melalui kontak dengan orang yang terinfeksi melalui nanah dari luka yang 

terinfeksi, kulit, kontak dengan karier, barang-barang seperti handuk, pakaian, dan 

lainnya.  

 

Menurut Holt (1994), Staphylococcus sp. Gram positif, tidak berspora, tidak 

motil, fakultatif anaerob, kemoorganotrofik, metil red positif, tumbuh optimum 

pada suhu 30-37 oC dan tumbuh baik pada NaCl 1-7%, dengan dua pernapasan 

dan metabolisme fermentatif. Koloni biasanya buram, bisa putih atau krem dan 

kadang-kadang kuning keorangeorangean. Bakteri ini katalase positif dan 

oksidase negatif, sering mengubah nitrat menjadi nitrit, rentan lisis oleh lisostafin 

tapi tidak oleh lisozim. Beberapa antibiotik-antibiotik dapat digunakan untuk 

menghambat St. aureus antara lain ampisilin, penisilin, tetrasiklin, kloksasilin, 

sefalosporin, vankomisin, dan metisilin (Tirta, 2010). 

 

 

2.12 S. typhi 

 

S. typhi menyebabkan infeksi pada manusia. Sebagian bakteri ini bersifat reservoir 

pada manusia dan patogen pada hewan. Salmonella masuk melalui mulut bersama 

makanan dan minuman yang terkontaminasi. Dosis infeksi penyebab penyakit 

pada manusia dalam menimbulkan infeksi klinik sekitar 103-108 sel/mL. 

Keasaman lambung, flora normal usus, dan daya tahan usus setempat 

mempengaruhi jumlah bakteri di dalam tubuh. Infeksi akibat bakteri ini dapat 

menyebabkan demam enterik (demam tifoid), bakterimia, enterokolitis pada 

manusia (Jawetz et al., 2005). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret-Juni 2022, bertempat di Laboratorium 

Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung. Analisis yang digunakan adalah spektroskopi ultraungu-

tampak (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium Kimia Anorganik-Fisik Jurusan 

Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. 

Analisis spektroskopi inframerah (IR) di Laboratorium Terpadu dan Sentra 

Inovasi Teknologi (LTSIT) Universitas Lampung. Analisis spektroskopi NMR di 

Laboratorium Kimia Terpadu, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Institut Teknologi Bandung. Uji bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri 

dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia 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 (rotary evaporator), 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, neraca 

analitik, spektrofotometer FT-IR Agilent Technologies, spektrometer 1H-NMR 

(Agilent DD2 system operating at 500 MHz) dan 13C-NMR (Agilent DD2 system 
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operating at 125 MHz), dan spektrofotometer ultraungu-tampak (UV-Vis) (Cary-

100 UV-Vis Agilent Technologies). Alat-alat yang digunakan untuk uji 

bioaktivitas antidiabetes meliputi pipet mikro 10-100 µL dan 100-1000 µL, 

waterbath, dan alat-alat gelas. Serta alat yang digunakan untuk uji bioaktivitas 

antibakteri adalah cawan petri, tabung reaksi, kertas saring, kapas, jarum ose, 

inkubator, pinset, autoklaf, Bunsen, Laminar Air Flow (LAF), pipet mikro, plastic 

wrap, dan penggaris.   

 

3.2.2 Bahan-bahan yang Digunakan 

 

Kayu batang tanaman pudau (A. kemando Miq.) yang diperoleh dari Dusun 

Karanganyar, Desa Klaten, Kecamatan Penengahan, Lampung selatan. Pelarut 

yang digunakan untuk ekstraksi dan kromatografi dalam penelitian ini berkualitas 

teknis yang telah didestilasi sedangkan untuk analisis spektrofotometer berkualitas 

pro-analisis (p.a). Bahan-bahan kimia yang digunakan meliputi, etil asetat 

(EtOAc), metanol (MeOH), n-heksana (n-C6H14), aseton (C2H6O), akuades (H2O), 

serium sulfat (Ce2(SO4)3) 1,5% dalam asam sulfat (H2SO4) 2N, silika gel Merck G 

60 untuk impregnasi, silika gel Merck 60 (35-70 Mesh) yang digunakan pada 

KCV dan KK, untuk KLT silika gel Merck kiesegeal 60 F254 0,25 mm, pereaksi 

geser AlCl3 5% (0,25 gram AlCl3 dalam 5 mL metanol), HCl 50% (5 mL HCl 

dalam 10 mL akuades), natrium hidroksida (NaOH) 2 M (0,8 g NaOH dalam 10 

mL akuades), padatan natrium asetat (NaOAc), dan asam borat (H3BO3). Bahan 

yang digunakan pada uji bioaktivitas antidiabetes meliputi enzim α-amilase pati 

1%, akuades, pereaksi iodin, Acarbose ≥95% (SIGMA ALDRICH) dan HCL 1N. 

Bahan yang digunakan pada uji bioaktivitas antibakteri meliputi akuades, kertas 

saring, Amoksisilin, Ciprofloksacin, dan Nutrient Agar (NA). 
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3.3 Prosedur Kerja 

3.3.1 Pengumpulan dan Persiapan Sampel 

 

Sampel tanaman pudau (A. kemando Miq.) yang diperoleh dari Dusun 

Penengahan, Lampung Selatan dibersihkan dan dipotong kecil-kecil kemudian 

dikeringkan. Kayu batang yang telah kering kemudian digiling hingga berbentuk 

serbuk halus.  

 

3.3.2 Ekstraksi dengan Metanol 

 

Kayu batang A. kemando Miq. yang telah digiling kemudian dimaserasi dengan 

metanol selama 24 jam, dan maserasi dilakukan sebanyak 3 kali. Ekstrak yang 

diperoleh lalu disaring kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary vacuum 

evaporator pada suhu 35-40 oC dengan laju putaran 120-150 rpm hingga 

diperoleh ekstrak metanol pekat. 

 

3.3.3 Partisi 

 

Partisi atau ekstraksi cair-cair dilakukan pada corong pisah dengan menambahkan 

n-heksana pada ekstrak metanol pekat. Campuran dikocok, dan dibiarkan hingga 

terlihat pemisahan yang sempurna. Fase atas berupa ekstrak n-heksana dan fase 

bawah berupa ekstrak metanol kemudian dipisahkan. Ekstrak metanol yang 

dihasilkan dilakukan partisi kembali menggunakan aseton dengan cara ekstrak 

metanol sisa dikeringkan menggunakan rotary vacuum evaporator kemudian 

dilarutkan menggunakan aseton. Ekstrak yang tidak larut dalam aseton dilarutkan 

menggunakan metanol dan dipisahkan.   

 

3.3.4 Kromatografi Cair Vakum (KCV) 

 

Fraksi aseton hasil partisi kemudian difraksinasi dengan KCV. Pertama, fase diam 

silika gel Merck G 60 sebanyak 10 kali berat sampel dimasukkan ke dalam kolom 

dan dikemas kering menggunakan alat vakum. Eluen n-heksana dituangkan ke 
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permukaan silika gel terlebih dahulu karena memiliki kepolaran rendah, kemudian 

di vakum kembali. Kolom kemudian dihisap sampai kering dengan alat vakum 

dan siap digunakan. Fraksi aseton diimpregnasikan dengan silika kasar (± 2 kali 

berat sampel), kemudian dimasukkan pada bagian atas kolom yang berisi fasa 

diam lalu dihisap menggunakan vakum secara perlahan. Setelah itu kolom dielusi 

dengan etil asetat:n-heksana (0%:100%) hingga etil asetat:n-heksana (100%:0%). 

Kolom dihisap hingga kering pada setiap penambahan eluen (tiap kali elusi 

dilakukan). Selanjutnya fraksi-fraksi yang terbentuk dikumpulkan berdasarkan 

pola fraksinasinya.  

 

3.3.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Setiap fraksi sebelum dan sesudah fraksinasi dilakukan uji KLT untuk melihat 

pola pemisahan komponen dalam senyawa atau Rf-nya. Kemudian fraksi dengan 

Rf atau pola fraksinasi yang sama digabungkan untuk perlakuan lebih lanjut. Uji 

KLT dilakukan dengan menggunakan sistem campuran eluen menggunakan 

pelarut yang sesuai yaitu dapat berupa kombinasi antara n-heksana dan etil asetat 

sebagai fasa gerak dan silika gel Merck G 60 F254 0,25 mm sebagai fase diam 

dengan persentase yang sesuai.  

 

Setelah dilakukan elusi terhadap plat KLT, bercak/noda dilihat di bawah lampu 

UV panjang gelombang 254 dan 365 nm. Untuk menampakkan noda hasil KLT, 

hasil kromatogram disemprot menggunakan larutan serium sulfat. Fraksi-fraksi 

yang menghasilkan pola pemisahan dengan Rf yang sama, digabung dan 

dipekatkan kemudian difraksinasi lebih lanjut hingga diperoleh isolat murni yang 

ditunjukkan dengan noda/spot tunggal pada plat silika. 

 

3.3.6 Kromatografi Kolom (KK) 

 

Teknik ini menggunakan fase diam berupa adsorben silika gel Merck (35-70 

Mesh) yang dielusi dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses pengelusian. 

Slurry silika gel sebagai fasa diam dimasukkan ke dalam kolom terlebih dahulu, 
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kemudian diatur dalam kolom hingga tidak berongga dan rata. Selanjutnya sampel 

yang telah diimpregnasi pada silika gel dimasukkan ke dalam kolom yang berisi 

fasa diam. Pada saat sampel dimasukkan, usahakan agar kolom tidak  

kering/kehabisan pelarut karena akan mengganggu fase diam yang telah dikemas 

rapat, sehingga proses elusi tidak terganggu (Gritter dkk., 1991).     

  

3.3.7 Analisis Kemurnian 

 

Uji kemurnian senyawa dilakukan dengan metode KLT dan uji titik leleh. 

Kemurnian suatu senyawa ditunjukkan dengan timbulnya satu noda pada plat 

KLT dengan berbagai macam eluen. Sedangkan untuk uji titik leleh, sebelum 

dilakukan pengukuran, alat pengukur dibersihkan terlebih dahulu dari pengotor 

karena akan menaikkan atau menurunkan temperatur titik leleh kristal. Kristal 

terlebih dahulu digerus hingga berbentuk serbuk apabila kristal berukuran besar 

kemudian diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam pipet kapiler, alat dihidupkan 

dan titik leleh diamati dengan bantuan kaca pembesar. Titik leleh dari senyawa 

adalah suhu saat kristal pertama kali meleleh hingga kristal meleleh sempurna.   

 

3.3.8 Analisis Struktur 

 

Isolat murni yang diperoleh dalam bentuk kristal dianalisis strukturnya dengan 

spektroskopi UV-Vis, IR, dan NMR kemudian dibandingkan dengan literatur 

sehingga dapat diketahui nama dan struktur isolat murni tersebut. 

    

3.3.8.1 Spektrofotometri Ultraungu-tampak (UV-Vis) 

 

Sampel yang berupa kristal murni sebanyak 0,3 mg dilarutkan dalam 10 mL 

metanol. Larutan ini digunakan sebagai persediaan untuk beberapa kali 

pengukuran dengan cara pengenceran larutan secara bertahap. Mula-mula sampel 

diukur serapan maksimumnya dalam metanol. Selanjutnya larutan persediaan 

dibagi menjadi beberapa bagian dan ditambahkan pereaksi-pereaksi geser seperti 

AlCl3 5% (0,25 gram AlCl3 dalam 5 mL metanol), HCl 50% (5 mL HCl dalam 10 
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mL akuades), NaOH 2 M (0,8 g NaOH dalam 10 mL akuades), padatan NaOAc, 

dan H3BO3. Masing-masing larutan diukur serapan maksimumnya lalu 

dibandingkan spektrum dengan literatur yang ada.      

 

3.3.8.2 Spektrofotometri Inframerah (IR) 

 

Sampel isolat murni dianalisis menggunakan spektrofotometer IR untuk 

mengetahui bilangan gelombang yang dapat menunjukkan gugus fungsi yang 

dimiliki senyawa. Terlebih dahulu dilakukan preparasi 2 mg sampel dibebaskan 

dari air kemudian digerus bersama-sama dengan padatan halida anorganik (KBr) 

dan dibentuk menjadi pellet dengan bantuan alat penekan selama 10 menit. 

Kemudian pellet tersebut diukur puncak serapannya (Sudjadi, 1983).   

 

3.3.8.3 Spektrometri 1H-NMR dan 13C-NMR 

 

Spektrometri NMR (resonansi magnet inti) merupakan suatu analisis berhubungan 

dengan sifat magnet inti atom. Terdapat dua jenis spektrometri NMR yaitu 1H-

NMR dan 13C-NMR. Dari spektrum 1H-NMR, dapat diduga ada berapa banyak 

jenis lingkungan hidrogen dalam molekul, dan juga jumlah atom hidrogen yang 

ada pada atom karbon tetangga (Hart dkk., 2003). Dari spektrum 13C-NMR dapat 

diketahui bagaimana lingkungan karbon tetangga, berada dalam bentuk karbon 

primer, sekunder, tersier, atau kuatener. Elektron yang bersirkulasi menyebabkan 

terjadinya medan magnet pada inti atom. Saat medan magnet lokal dalam atom 

berlawanan dengan medan magnet di luarnya, hal ini dinamakan inti atom tersebut 

“terperisai”. Inti yang terperisai memiliki kekuatan medan efektif yang lebih 

rendah dan beresonansi pada frekuensi yang lebih rendah. Hal ini menghasilkan 

setiap jenis inti dalam molekul akan memiliki frekuensi resonansi yang sedikit 

berbeda. Perbedaan ini dinamakan geseran kimia dengan satuan ppm (Supratman, 

2010).  
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3.3.9 Pengujian Bioaktivitas Antidiabetes 

3.3.9.1 Uji Bioaktivitas Terhadap Enzim α-Amilase  

 

Uji bioaktivitas antidiabetes ditentukan dengan metode iodin (Fuwa, 1954). 

Metode ini berdasarkan pada pengurangan jumlah substrat (pati). Sebanyak 0,25 

mL inhibitor (senyawa flavonoid) dilarutkan menggunakan DMSO dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 0,25 mL enzim kemudian diinkubasi 

pada suhu ruang selama 10 menit. Sebanyak 0,25 mL larutan pati 1% 

ditambahkan lalu diinkubasi pada suhu 37 oC selama 30 menit dengan 

pengadukan setiap 10 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 0,25 mL HCl 

1 N dan kemudian ditambahkan 0,25 mL pereaksi iodin dan 4 mL akuades. 

Setelah campuran diaduk rata, serapannya diukur menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis pada λmaks 600 nm. Pengukuran juga dilakukan terhadap larutan blanko 

sampel dan acarbose sebagai pembanding.      

 

3.3.9.2 Perhitungan Persen Inhibisi 

 

Data yang diperoleh dari uji aktivitas diolah dengan menggunakan rumus sebagai 

berikut: 

Inhibisi (%) =  {1 − 
(𝐴2 − 𝐴1)

(𝐴4 − 𝐴3)
𝑥100} 

Dimana: 

A1: Absorbansi rata-rata larutan yang mengandung sampel, pati, dan enzim α-

amilase  

A2: Absorbansi rata-rata larutan yang mengandung sampel dan pati 

A3: Absorbansi rata-rata larutan yang mengandung pati dan enzim α-amilase   

A4: Absorbansi rata-rata larutan yang mengandung pati 

(Mwakalukwa et al., 2020) 
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3.3.10 Pengujian Bioaktivitas Antibakteri  

 

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

dengan menggunakan autoklaf selama 15 menit kemudian alat dan bahan yang 

telah disterilisasi dimasukkan ke dalam laminar air flow (LAF). Untuk uji 

antibakteri menggunakan media Nutrien Agar (NA). Sebanyak 4,2 gram NA 

dilarutkan dalam 150 mL akuades kemudian dipanaskan selama 15 menit sampai 

homogen. Setelah itu, media agar sebanyak 15 mL/tabung dimasukkan dalam 

tabung reaksi dan sebanyak 5 mL/tabung reaksi serta 1 mL akuades/tabung reaksi 

juga disiapkan. Media agar 15 mL/tabung reaksi dituangkan ke dalam cawan petri. 

Setelah media memadat, dimasukkan media agar 5 mL yang sudah ditambahkan 

dengan 1 mL akuades yang berisi 1 ose bakteri.  

 

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

Sebanyak 1,5 mg sampel dilarutkan dalam 150 µL metanol, kemudian diambil 30, 

40, dan 50 untuk ditotolkan pada kertas cakram. Selanjutnya kertas cakram yang 

berisi sampel, kontrol positif, dan kontrol negatif dimasukkan ke dalam media 

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

ke dalam inkubator dan diukur zona hambatnya setelah 24 jam. 

 

Pada uji antibakteri digunakan kontrol positif Amoksisilin untuk bakteri St. 

aureus dan Ciprofloksacin untuk bakteri S. typhi. Amoksisilin dan Ciprofloksacin 

dibuat tiga variasi konsentrasi: 0,3; 0,4; dan 0,5 mg/disk. Padatan Amoksisilin 

diambil sebanyak 2,06 mg dan dilarutkan dalam 206 µL metanol. Ciprofloksacin 

diambil sebanyak 0,81 mg dan dilarutkan dalam 500 µL metanol. Selanjutnya 

kontrol positif diambil sebanyak 30, 40, dan 50 µL yang akan ditotolkan pada 

kertas cakram. 
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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 

golongan flavonoid yaitu sikloartobilosanton sebanyak 40 mg berbentuk 

kristal berwarna kuning dengan titik leleh sebesar 285,1-286,6 oC.  

2. Senyawa sikloartobilosanton mampu menghambat kerja enzim α-amilase 

sehingga memiliki potensi sebagai antidiabetes dengan persen (%) inhibisi 

terbesar pada konsentrasi 2000 ppm yaitu 37,61±1,69%. 

3. Hasil uji bioaktivitas antibakteri senyawa sikloartobilosanton memiliki 

aktivitas antibakteri kategori kuat pada konsentrasi 0,3; 0,4; dan 0,5 mg/disk 

terhadap bakteri St. aureus tetapi tidak menunjukkan adanya bioaktivitas 

antibakteri terhadap bakteri S. typhi pada ketiga konsentrasi. 

 

 

5.2 Saran  
 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan untuk penelitian 

selanjutnya sebagai berikut: 
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1. Penelitian lebih lanjut terhadap fraksi lain sampel kayu batang tumbuhan 

pudau (A. kemando Miq.) sehingga dapat diperoleh informasi lebih luas 

mengenai kandungan senyawa flavonoid di dalamnya. 

2. Melakukan modifikasi senyawa hasil isolasi yang dapat meningkatkan 

potensi senyawa sebagai antidiabetes. 

3. Melakukan uji bioaktivitas seperti uji antikolesterol, antihiperlipidemia, 

antivirus, antiradang, antikanker, dan uji antibakteri menggunakan bakteri 

Gram negatif lainnya.
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