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ABSTRAK

ISOLASI, UJI ANTIDIABETES DAN ANTIBAKTERI SENYAWA
FLAVONOID DARI TUMBUHAN KENANGKAN (Artocarpus rigida)

Oleh

Rinda Harijuliatri

Dari kulit cabang dan kayu akar tumbuhan kenangkan (Artocarpus rigida)
yang diambil dari Desa Keputran, Kecamatan Sukoharjo, Kabupaten Pringsewu,
Provinsi Lampung, Indonesia, telah diisolasi senyawa flavonoid. Tujuan penelitian
ini untuk mendapatkan senyawa flavonoid murni yang memiliki aktivitas
antidiabetes dan antibakteri. Isolasi flavonoid dari kulit cabang dilakukan dengan
maserasi menggunakan metanol. Hasil ekstraksi dipartisi menggunakan n-heksana,
dilanjutkan dengan kromatografi cair vakum (KCV), pemurnian senyawa flavonoid
menggunakan kromatografi kolom (KK). Fraksi kayu akar yang telah dikerjakan
sebelumnya dimurnikan menggunakan KK. Identifikasi senyawa flavonoid
dilakukan secara spektrofotometri UV-Vis dan inframerah, serta KLT bersama
dengan senyawa standar. Uji bioaktivitas antidiabetes berdasarkan penghambatan
terhadap aktivitas enzim o-amilase, uji antibakteri dilakukan terhadap bakteri
Salmonella sp. dan S. aureus. Senyawa hasil isolasi dari kulit cabang (SA1) dan
kayu akar (SA2) berwarna kuning masing-masing sebanyak 16,2 mg dan 31,3 mg.
Identifikasi struktur secara spektrofotometri UV-Vis, IR dan KLT bersama dengan
senyawa standar, menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi merupakan senyawa
sikloartobilosanton.  Uji aktivitas antidiabetes kedua senyawa optimum pada
konsentrasi 1000 ppm dengan persen inhibisi masing-masing 50,92% untuk
senyawa SA1 dan 50,87% untuk SA2. Uji aktivitas antibakteri kedua senyawa hasil
isolasi menunjukkan penghambatan dengan kategori kuat pada konsentrasi 0,5
mg/disc dengan diameter zona hambat masing-masing sebesar 17 cm (SA1) dan 13
cm (SA2) terhadap bakteri Salmonella sp. dan 14 cm (SA1) dan 12 cm (SA2)
terhadap bakteri S. aureus. Kedua senyawa ini berpotensi sebagai obat antidiabetes
dan antibakteri.

Kata kunci: Artocarpus rigida, sikloartobilosanton, antibakteri, Salmonella
sp., S. aureus, antidiabetes, a-amilase.



ABSTRACT

ISOLATION, ANTIDIABETIC AND ANTIBACTERIAL TEST
FLAVONOID COMPOUND FROM KENANGKAN PLANT (Artocarpus
rigida)

By

Rinda Harijuliatri

From the bark of branches and root wood of kenangkan plants (Artocarpus rigida)
taken from Keputran Village, Sukoharjo District, Pringsewu Regency, Lampung
Province, Indonesia, flavonoid compounds have been isolated. The aim of this
study was to obtain pure flavonoid compounds that have antidiabetic and
antibacterial activity. Isolation of flavonoids from the bark of branches is carried
out by maceration using methanol. The extraction results were partitioned using n-
hexane, followed by vacuum liquid chromatography (VLC), purification of
flavonoid compounds using column chromatography (CC). The fraction of root
wood that has been pre-worked is purified using CC. Identification of flavonoid
compounds is carried out by UV-Vis and infrared spectrophotometry, as well as
TLC along with standard compounds. Antibacterial bioactivity tests were
performed against Salmonella sp. and S. aureus bacteria, antidiabetic tests based on
inhibition of the activity of the enzyme a-amylase. The isolated compounds from
branch bark (SA1) and root wood (SA2) were yellow as much as 16.2 mg and 31.3
mg, respectively. Identification of structures by UV-Vis spectrophotometry, IR and
TLC together with standard compounds, shows that the isolated compounds are
cycloartobiloxanthone compounds. Test the antidiabetic activity of both optimum
compounds at a concentration of 1000 ppm with inhibition percent 50.92% for SA1
compounds and 50.87% for SA2, respectively. The antibacterial activity test of the
two isolated compounds showed inhibition with a strong category at a concentration
of 0.5 mg/disc with an inhibitory zone diameter of 17 cm (SA1) and 13 cm (SA2)
respectively against Salmonella sp. bacteria, and 14 cm (SA1) and 12 cm (SA2)
against S. aureus bacteria. Both of these compounds have the potential to be
antidiabetic and antibacterial drugs.

Keywords: Artocarpus rigida, cycloartobiloxanthone, antibacteria, Salmonella
sp., S. aureus, antidiabetic, a-amylase.
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. PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang dan Masalah

Penyakit diabetes merupakan salah satu penyakit kronis yang ditandai dengan
tingginya kadar gula atau glukosa dalam darah. Secara umum, diabetes dibedakan
menjadi 2 jenis, yaitu diabetes tipe satu dan dua. Diabetes tipe satu atau autoimun
terjadi akibat sistem kekebalan tubuh penderita menyerang serta menghancurkan
sel-sel pankreas yang memproduksi insulin, sedangkan diabetes tipe dua terjadi
jika tubuh dapat memproduksi cukup insulin, akan tetapi insulin tidak mampu
membantu mengubah glukosa menjadi glikogen (Alam et al., 2014). Hal ini
mengakibatkan peningkatan kadar glukosa dalam darah, sehingga terjadi

kerusakan pada organ-organ tubuh.

Pengobatan diabetes melitus dapat dilakukan dengan pemberian injeksi insulin
atau menggunakan obat-obatan modern, seperti antidiabetik oral yaitu
sulfonilurea, biguanid, tiazolidindion yang bekerja dengan cara menginhibisi
secara reversibel, berkompetisi dengan enzim pencernaan karbohidrat di usus
seperti a-amilase, a-glukosidase, sukrase dan maltase. Inhibitor digunakan
sebagai obat oral secara tunggal atau dalam kombinasi dengan perawatan lain
(Adinortey and N'guessan, 2022). Pada pasien diabetes melitus, penghambatan
terhadap enzim ini menyebabkan penghambatan terhadap absorbsi glukosa dan

menurunkan hiperglikemia (Yuningtyas dan Artianti, 2015).

Pasien dengan diabetes tipe satu, memiliki riwayat diabetes kurang dari 10 tahun,
dengan kontrol glikemik yang buruk, dan dengan komplikasi diabetes, terutama
penyakit mikrovaskular, memiliki risiko terinfeksi oleh bakteri Staphylococcus
aureus yang lebih tinggi dibandingkan dengan pasien tanpa diabetes (Smit et al.,
2016). Dalam perkembangan saat ini, banyak bakteri yang sudah resisten



terhadap penggunaan obat antibiotik secara umum. Bakteremia merupakan suatu
kondisi bakteri yang hadir dalam aliran darah tetapi belum tentu berbahaya,
namun bakteri akan terus berkembang biak dan dapat menyebabkan infeksi serius.
Beberapa jenis bakteri yang dapat menimbulkan bakteremia adalah S. aureus,
Eschericia coli, Pneumococcus, Streptococcus, Salmonella, dan Pseudomonas

aeruginosa.

Salah satu solusi mengurangi dampak negatif dari penggunaan antibiotik adalah
dengan obat yang berasal dari alam. Telah dilakukan penelitian dalam beberapa
tahun terakhir untuk sifat terapeutiknya seperti sifat antibakteri, antikanker,
antiinflamasi, antidiabetes, hemolitik, antioksidan, larvasida dari tumbuh-
tumbuhan, yang menjadikan tumbuhan digunakan sebagai sumber bahan baku
obat (Singh and Solanki, 2022).

Saat ini pengobatan tradisional berbahan alam masih sangat diminati terutama di
Indonesia. Hal ini dikarenakan masyarakat Indonesia cenderung memilih
pengobatan tradisional yang telah digunakan secara turun temurun dan dalam
proses sederhana, serta efek samping yang disebabkan obat tradisional relatif lebih
rendah dibandingkan menggunakan obat sintetik. Beberapa tahun terakhir telah
dilakukan penelitian menggunakan tumbuhan untuk pengobatan. Salah satu
tumbuhan Indonesia yang bisa digunakan sebagai obat tradisional adalah

tumbuhan kenangkan (Artocarpus rigida) (Suhartati et al., 2010) .

A. rigida merupakan tumbuhan endemik Indonesia dan telah banyak diteliti
kandungan senyawa kimianya dan telah diketahui pada tumbuhan tersebut kaya
akan senyawa flavonoid. Keunikan struktur flavonoid dari Artocarpus adalah
terprenilasi pada C3 dalam molekul flavonoid (Nomura et al., 1998). Dari ranting
A. rigida yang berasal dari Indonesia telah diisolasi artonin O, artobilosanton, dan
sikloartobilosanton, empat flavonoid terprenilasi baru dan sembilan senyawa yang
sudah diketahui (Ren et al., 2010). Pada tahun 2018, telah diisolasi artonin E dari
kulit akar A. rigida kemudian diesterifikasi menggunakan anhidrida asetat dengan

katalis piridin menunjukkan bahwa senyawa ester memiliki aktivitas antikanker



yang hampir sama dengan artonin E terhadap sel kanker murine leukemia P-388
dengan ICso sebesar 2,79 pg/mL dan stabilitasnya lebih baik dibandingkan dengan
artonin E (Suhartati et al., 2018).

Pada penelitian ini, telah berhasil diisolasi senyawa flavonoid yaitu
sikloartobilosanton yang berasal dari kulit cabang dan kayu akar tumbuhan
kenangkan (A. rigida). Senyawa hasil isolasi telah diidentifikasi menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT), spektrofotometri UV-Vis dan IR. Selain itu, juga
telah dilakukan uji antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan Salmonella sp, serta
uji antidiabetes menggunakan enzim a-amilase tipe 11A Bacillus sp. (dari Sigma).

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah

1. Mendapatkan senyawa flavonoid murni dari kulit cabang dan kayu akar A.
rigida, dan identifikasi struktur.

2. Melakukan uji bioaktivitas antidiabetes serta antibakteri pada senyawa

flavonoid hasil isolasi.

1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan memperluas
pengetahuan mengenai senyawa yang terkandung dalam kulit cabang dan kayu
akar tumbuhan kenangkan (A. rigida). Selain itu, memberikan informasi
mengenai cara mengisolasi senyawa flavonoid, serta uji bioaktivitasnya sebagai

antidiabetes dan antibakteri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Moraceae

Famili Moraceae termasuk dalam famili tumbuhan berbunga dan terdiri dari 38
genus dan lebih dari 1100 spesies. Jenis-jenis dari suku Moraceae tumbuh
menyebar terutama di daerah tropika, kemudian di subtropis dan relatif
sedikitmenyebar di daerah beriklim sedang (Christenhusz and James, 2016).

Karakter yang khas suku Moraceae adanya getah putih (latex) dan stipula yang
sering rontok meninggalkan bekas yang jelas seperti kunat cincin (circular scars),
kegunaan jenis-jenis Moraceae secara umum, diantaranya sebagai penghasil kayu,
sumber pangan, buah, makanan ternak, lalap, tali temali, karet/lateks, ampelas,
pakan ulat sutera, tanaman obat, tanaman hias, sarang lebah madu, dan tanaman
pelindung dan spesies kunci di alam (marga Ficus) (Sahromi, 2020). Sebagian
besar jenis-jenis Moraceae (+600jenis) tumbuh menyebar di hutan campuran
tropis Asia dan Australasia, dimana sejumlah besar dari jenis genus Ficus dan
diikuti oleh jenis dari genus Artocarpus (Sahromi, 2020). Tumbuhan dari famili
Moraceae, khususnya Artocarpus sp. adalah yang paling banyak dipelajari dalam
hal komposisi fenolik terprenilasi dan aktivitas antioksidannya yang sesuai
(Chang et al., 2021).

2.2 Artocarpus

Beberapa spesies dari genus Artocarpus (Moraceae) telah dipelajari di
laboratorium selama beberapa dekade terakhir. 13 taksa Artocarpus Indonesia
yaitu A. champeden, A. lanceifolius, A. teysmanii, A. scortechinii, A. rotunda, A.
maingayi, A. kemando, A. bracteata, A. altilis, A. fretessi, A. gomezianus, A.

reticulatus dan A. glaucus. (Suhartati et al., 2001).



Perbungaan Artocarpus termasuk bunga mejemuk tak terbatas (inflorescentia
racemosa), ujung ibu tangkai menebal, berdaging, mempunyai bentuk seperti
gada, sedangkan bunga-bunganya terdapat pada seluruh bagian yang menebal tadi,
sehingga tercapai bentuk bulat atau silinder (Tjitrosoepomo, 2005). Genus
Artocarpus terdiri dari tanaman tropis dibudidayakan di Asia, terutama di Asia
Selatan dan Tenggara (Boonyaketgoson et al., 2020). Genus ini merupakan
sumber yang kaya flavonoid terprenilasi (PF) dan lebih dari 300 PF telah diisolasi
(Yeetal., 2019). Senyawa flavonoid artonin E dan oxyresveratrol yang diisolasi
dari A. dadah dan A. rigida dari Indonesia memiliki potensi sebagai obat
antimalaria (Suhartati et al., 2010).

2.3 Artocarpus rigida (Tumbuhan Kenangkan)

Artocarpus rigida (sinonim: Artocarpus rotundus) di Indonesia mempunyai
banyak nama, yaitu kenangkan, kadodohok, tampunik, keledang, kosar,
mandalika, purin, tampunai, tawan, peusar (Gambar 1). Distribusi jenis ini mulai
dari Myanmar, Thailand, Sumatera, Semenanjung Melayu, Kalimantan, Jawa, dan
Pulau Sunda Kecil. Habitat dari tumbuhan ini terdapat pada: Hutan hujan tropis
hingga ketinggian 700-1000 m. Penggunaan penghasil kayu berkualitas untuk
konstruksi. Buah matang dan segar bisa dimakan, mempunyai aroma yang khas
dan enak dimakan (Sahromi, 2020).

Ranting A. rigida dari Indonesia telah diisolasi artonin O, artobiloxanthone, dan
cycloartobilosanton, empat flavonoid terprenilasi baru dan sembilan senyawa
yang diketahui (Ren et al., 2010). Beberapa senyawa tersebut bersifat sitotoksik
terhadap sel kanker usus besar manusia HT-29, aktif pada NF-kB p50 dan uji p65.
A. rigida yang dikenal sebagai buah telah dipelajari sebelumnya dan diperoleh
beberapa senyawa turunan flavonoid seperti artonin E (Hernawan, 2008). Artonin
E hasil isolasi dari A. rigida memiliki sifat sitotoksik tinggi untuk menyerang sel
murine leukemia P-388 dan memiliki aktivitas antimalaria. Pada tahun 2017,
analisis fitokimia fraksi ekstrak EtOAc dari batang A. rigida mengidentifikasi

tujuh senyawa 4-chromenones terprenilasi baru, yaitu artocarmins G sampai



dengan M dan sembilan senyawa yang sudah diketahui. Pada uji aktivitas
penghambatan tirosinase, norartocarpetin menunjukkan efek terkuat, dengan nilai
ICs0 0,023 uM (Nguyen et al., 2017 ).

Kulit kayu A. rigida Blume telah diisolasi untuk artonin E, sedangkan standar
yang digunakan kanamisin sulfat (konsentrasi 240 pg/disc), menghasilkan zona
bening dengan diameter 2,2 cm, menunjukkan artonin E (konsentrasi 250 pg/disc)
aktivitas antimikroba terhadap E. coli dan B. subtilis dan menghasilkan zona
bening dengan diameter masing-masing 1,2 dan 0,9 cm, secara berurutan.
Akibatnya, zat ini berpotensi untuk digunakan sebagai antibiotik (Suhartati et al.,
2008).

Gambar 1. Batang tumbuhan kenangkan (A. rigida) (Hasanah, 2016).

2.4 Senyawa Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang mempunyai
kemampuan bioaktivitas dan berfungsi sebagai pertahanan tumbuhan dari
gangguan hama penyakit atau saat berinteraksi dengan lingkungannya. Senyawa
metabolit sekunder telah banyak digunakan untuk zat warna, racun, aroma
makanan, obat-obatan dan sebagainya (Setiana, 2011).

Kandungan metabolit sekunder dari famili Moraceae telah lama diteliti dan
beberapa tahun terakhir, banyak kelompok penelitian yang meneliti

metabolit sekunder spesies Artocarpus (Shah et al., 2006).



Berdasarkan penelusuran literatur terhadap genus Artocarpus, telah diisolasi
berbagai jenis senyawa metabolit sekunder dengan bioaktivitas yang sangat
menarik. Hasil penelitian tersebut telah menemukan banyak metabolit sekunder
yang tergolong ke dalam kelompok senyawa senyawa terpenoid, flavonoid,

stilbenoid, arilbenzofuran, neolignan, dan adisi Diels- Alder (Hakim , 2010).

2.5  Senyawa Flavonoid

Flavonoid adalah sekelompok polifenol alami yang ditemukan di banyak sayuran,
buah-buahan, biji-bijian dan teh. Flavonoid berperan penting dalam banyak
bioaktivitas dan mengatur reaksi terhadap lingkungan tanaman. Flavonoid
terdapat dalam makanan manusia yang memiliki efek antioksidan dan sifat
bioaktif lainnya (misalnya sifat antimikroba dan antiinflamasi). Bioaktivitas
flavonoid tersebut karena adanya gugus hidroksil pada benzena dari cincin C6-
C3-C6 dalam struktur flavonoid (Shen et al., 2022). Flavonoid memiliki kerangka
struktur umum yang terdiri dari dua cincin aromatik (A dan B) yang dihubungkan
melalui tiga karbon yang melekat pada cincin-A, membentuk heterosiklik
teroksigenasi (cincin C) (Sales et al., 2012). Kerangka dasar flavonoid

ditunjukkan pada Gambar 2

Gambar 2. Kerangka dasar flavonoid (Robinson, 1995).

Susunan kerangka dasar flavonoid 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 3.



Flavonoid Isoflavonoid Neoflavonoid

Gambar 3. Tiga jenis flavonoid (Achmad, 1986).

Senyawa flavonoid terdiri dari beberapa jenis, tergantung pada tingkat oksidasi
rantai propana (sistem 1,3-diaril propane). Struktur kimia dari beberapa jenis

senyawa flavonoid terdiri dari beberapa jenis yang dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Struktur kimia dari beberapa jenis flavonoid (Tapas et al., 2008).



Pada tahun 2018, senyawa flavonoid sikloartobilosanton berhasil diisolasi dari
kulit batang A. gomezianus Thailand, senyawa ini memiliki aktivitas antikanker,
beberapa jenis sel kanker paru-paru melalui induksi apoptosis (Losuwannarak et
al., 2018). Pada tahun 2012, pirano-sikloartobilosanton berhasil dideteksi dari A.
obtusus FM Jarrett Malaysia, menunjukkan aktivitas antimikroba yang kuat dan
sedang terhadap MRSA dan Bacillus subtilis dengan zona penghambatan masing-
masing 20 dan 12 mm. Aktivitas lemah diamati untuk senyawa terhadap E. coli,
S. aureus ATCC 6538 dan Salmonella typhimurium S865B dengan zona
penghambatan kurang dari 10 mm (Hasyim et al., 2012).

Mekanisme potensi penghambatan enzim a-amilase dari flavonoid dikorelasikan
dengan pembentukan ikatan hidrogen antara gugus hidroksil pada cincin B
flavonoid dengan residu katalitik dari tempat pengikatan enzim. Kapasitas
penghambatan yang tinggi diamati pada kelompok flavonol dan flavon (Sales et
al., 2012).

2.6 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penarikan zat pokok yang diinginkan dari bahan
(sampel) menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi khususnya yang
berasal dari bahan tumbuhan dilakukan dengan cara mengelompokkan bagian
tumbuhan, pengeringan, penggilingan dan pemilihan pelarut. Pada prinsipnya
suatu bahan akan mudah larut dalam pelarut yang sama polaritasnya. Ekstraksi
dapat dilakukan dengan tidak bertingkat yaitu hanya digunakan satu pelarut untuk

ekstraksi, sedangkan pada ekstraksi bertingkat digunakan dua atau lebih pelarut.

Ekstraksi bertingkat akan menghasilkan senyawa tertentu yang terekstrak secara
spesifik pada tiap pelarut yang digunakan, sedangkan ekstraksi tidak bertingkat
menghasilkan senyawa yang terekstrak merupakan ekstrak total yang mampu
terekstraksi dengan pelarut tersebut (Sudarmadji, 1989). Pelarut bersifat polar
yang biasa digunakan untuk ekstraksi yaitu air, metanol, etanol dan sebagainya,
pelarut semi polar yaitu etil asetat, diklorometana dan sebagainya, sedangkan
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pelarut yang bersifat nonpolar yaitu n-heksana, petroleum eter, kloroform dan
sebagainya. Dalam ekstraksi, hasil ekstrak sulit dipisahkan dengan teknik
pemisahan tunggal untuk mengisolasi senyawa murni, sehingga ekstrak perlu

dipisahkan ke dalam fraksi yang memiliki polaritas yang sama (Tetti, 2014).

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang digunakan baik skala kecil maupun
industri, dilakukan dengan memasukkan serbuk simplisia dan pelarut yang sesuai
ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Metode maserasi
dapat menghindari senyawa-senyawa yang tidak tahan panas (Tetti, 2014).
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. 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).

2.7 Fraksinasi

Partisi ekstrak adalah suatu usaha yang dilakukan untuk memisahkan komponen
kimia dari ekstrak menggunakan pelarut yang berbeda kepolarannya (Tobo,
2001). Ekstrak (metanol, etanol 70%, atau etanol 96%) yang diperoleh masih
sangat kompleks kandungan senyawanya. Untuk itu perlu dilakukan fraksinasi
cair-cair atau partisi. Lazimnya untuk ekstrak metanol atau etanol 70% dilarutkan
ke dalam air hingga tepat larut. Kemudian dipartisi bertingkat mulai dari n-

heksana, kloroform, etil asetat, dan butanol (Saifudin, 2014).

Partisi cair-cair biasa juga disebut sebagai metode corong pisah. Jika suatu cairan
ditambahkan ke dalam ekstrak yang telah dilarutkan dalam cairan lain yang tidak



11

dapat bercampur dengan yang pertama, akan terbentuk dua lapisan. Satu
komponen dari campuran akan memiliki kelarutan dalam kedua lapisan tersebut
(biasanya disebut fase) dan setelah beberapa waktu dicapai kesetimbangan
konsentrasi dalam kedua lapisan. Untuk partisi cair-cair biasanya dilakukan di

dalam corong pisah (Tobo, 2001).

2.8  Kromatografi

Kromatografi merupakan teknik pemisahan campuran berdasarkan perbedaan
distribusi komponen antara dua fasa, fasa diam (padat atau cair) dan fasa gerak
(cair atau gas), sehingga terjadi perbedaan migrasi dari masing-masing komponen.
Metode pemisahan kromatografi sangat bergantung pada jenis fase diam yang
digunakan. Jenis fase diam yang digunakan menentukan interaksi yang terjadi
antara analit dengan fase diam dan gerak (Wulandari, 2010). Bahan dari silika
paling sering digunakan untuk memisahkan aglikon yang kurang polar, misalnya
isoflavon, flavanon, metil flavon, dan flavonol, menggunakan jenis silika:
Kieselgel 60, 70-230 mesh (Merck) untuk kromatografi kolom (Markham, 1988).

Untuk mengisolasi senyawa flavonoid digunakan beberapa teknik kromatografi
antara lain kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi cair vakum (KCV), dan

kromatografi kolom (KK).

2.8.1 Kromatografi lapis tipis (KLT)

KLT adalah salah satu metode analisis pemisahan yang cepat dan memerlukan
bahan yang sedikit. KLT dapat digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa
yang sifatnya hidrofob seperti lipida-lipida dan hidrokarbon. Tetapi pada gugus-
gugus yang besar dari senyawa-senyawa yang susunannya tidak jauh berbeda,
seringkali harga Rf berdekatan satu sama lainnya (Sastrohamidjojo, 2002).
Menurut Markham (1988), KL T berguna untuk beberapa tujuan berikut:

a. Mencari eluen yang akan digunakan pada kromatografi kolom;

b. Analisis fraksi yang diperoleh dari kromatografi kolom;
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c. Menyelidiki perkembangan reaksi seperti esterifikasi, hidrolisis, atau metilasi;
d. Identifikasi flavonoid secara ko-kromatografi;

e. Isolasi flavonoid murni skala kecil.

KLT berupa plat dari kaca, logam, atau lapisan yang cocok yang menyangga fase
diam dari bahan silika atau bahan lainnya yang dilapiskan ke permukaan plat.
Campuran yang akan dipisah berupa larutan, ditotolkan menggunakan pipa kapiler
pada plat yang sudah disiapkan. Setelah itu, plat KLT diletakkan ke dalam bejana
tertutup rapat yang berisi larutan pengembang yang cocok (fase gerak) (Stahl,
2013). Pemisahan senyawa terjadi berdasarkan perbedaan kekuatan adsorbsi
antara senyawa dengan adsorben dan sifat kepolaran yang sama dengan fase
geraknya. Selanjutnya, senyawa yang telah dielusi dalam plat KLT dilihat pola
pemisahan noda-noda dari senyawa yang dielusi. Untuk senyawa yang tidak
berwarna harus direaksikan dengan penampak noda (pada flavonoid dapat
digunakan serium sulfat). Noda yang nampak pada plat KLT dapat dihitung nilai
Rfnya, yaitu perbandingan jarak yang ditempuh noda dibagi dengan jarak yang

ditempuh eluen.

Nilai Rf (Retordation Factor) dapat dihitung menggunakan Persamaan (1)

Jarak titik noda dari titik awal

" Jarak yang ditempuh eluen dari titik awal (1)
Nilai Rf beragam mulai dari 0 sampai 1. Faktor-faktor yang mempengaruhi nilai
Rf adalah struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan, sifat adsorben,
tebal dan kerataan dari lapisan adsorben, pelarut dan derajat kemurniannya,
derajat kejenuhan uap pengembang dalam bejana, teknik percobaan, jumlah
cuplikan yang digunakan, suhu, dan kesetimbangan (Sastrohamidjojo, 2002).
Identifikasi kemurnian dapat dilakukan dengan metode KLT menggunakan variasi
campuran eluen. Suatu senyawa dikatakan murni bila noda dalam plat KLT yang
masing-masing telah dielusi dengan berbagai variasi eluen, menunjukkan noda
tunggal (Khopkar, 2002).
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2.8.1 Kromatografi cair vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum (KCV) merupakan salah satu metode pemisahan
golongan senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan silika gel 60 (silika
untuk membuat KLT) sebagai adsorben yang dielusi dengan eluen yang sesuai,
dan dilengkapi pompa vakum untuk mempercepat elusi. Urutan eluen yang
digunakan dimulai dari eluen yang memiliki tingkat kepolaran yang rendah yang
ditingkatkan secara perlahan. Eluen yang memiliki kepolaran rendah dituangkan
ke dalam permukaan penyerap lalu di vakum. Kolom dihisap sampai kering dan
siap digunakan (Hostettmann dkk., 1995).

2.8.2 Kromatografi kolom (KK)

Kromatografi Kolom (KK) merupakan proses pemisahan yang tergantung pada
perbedaan distribusi campuran komponen antara fasa diam berupa kolom dan fasa
gerak yang dibiarkan untuk mengalir. Proses penyiapan fasa diam dalam kolom
terbagi menjadi dua macam, yaitu cara basah dan cara kering. Pada cara basah,
fasa diam disuspensikan terlebih dahulu ke dalam eluen yang akan digunakan.
Campuran tersebut dimasukkan ke dalam kolom secara merata dan fasa gerak
dibiarkan mengalir hingga terbentuk fasa diam yang tetap dan rata. Adapun cara
kering, fasa diam atau adsorben yang akan digunakan pada KK dimasukkan ke
dalam kolom kromatografi, kemudian dibasahi dengan pelarut atau fasa gerak

yang akan digunakan (Hostettmann dkk., 1995).

Pemisahan komponen campuran dengan kromatografi adsorpsi berdasarkan
kesetimbangan adsorpsi-desorpsi antara senyawa yang terserap pada fasa diam
dan fasa gerak. Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan senyawa organik
dapat dilihat pada Tabel 1 karena tingkat adsorpsi tergantung pada polaritas
molekul dan fasa gerak, serta aktivitas adsorben (Christian, 1994).
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Tabel 1. Urutan kekuatan adsorben, polaritas eluen, dan senyawa organik pada
kromatografi kolom (Christian, 1994)

Adsorben Polaritas
Eluen Senyawa

Selulosa Petroleum Eter Hidrokarbon jenuh
Gula Karbontetra Klorida Alkena
Asam Silika (Silika Gel) Benzena Hidrokarbon Aromatik
Florisil (Magnesium Silikat) Kloroform Eter
Aluminium Oksida (Alumina) Dietil Eter Aldehida, keton, ester

Etil Asetat Alkohol

Aseton Asam Karboksilat

Etanol

Metanol

Air

\4 \4 v

Keterangan: Semakin ke bawah, kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan
senyawa pada kromatografi kolom semakin tinggi.

2.9  Spektrofotometri

Spektrofotometri merupakan ilmu yang mempelajari tentang spektrofotometer dan
penggunaannya. Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur
energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan atau
diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang yang terdiri dari spektro dan

fotometer.

2.9.1 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan ilmu yang mempelajari interaksi antara
radiasi elektromagnetik sinar UV-Vis dengan molekul atau atom dari suatu zat
kimia, diukur menggunakan alat spektrofotometer. Prinsip analisis
spektrofotometri UV-Vis pada senyawa organik adalah interaksi senyawa organik
dengan mengabsorpsi sinar ultra lembayung dan sinar tampak, yang menyebabkan
elektron ikatan dan non ikatan senyawa akan mengalami eksitasi dari keadaan
dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Absorpsi sinar UV-Vis yang

menyebabkan eksitasi elektron-elektron ini direkam dalam bentuk spektrum yang
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dinyatakan sebagai panjang gelombang dan absorbansi, sesuai dengan elektron-
elektron yang terdapat dalam senyawa (Suhartati, 2017). Spektrum absorpsi
daerah UV-Vis sekitar 220-800 nm. Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan
baik untuk sampel berwarna maupun tidak berwarna (Day dan Underwood, 2001).
Senyawa yang mengabsorpsi pada sinar UV umumnya tidak berwarna, sedangkan
senyawa berwarna akan mengabsorpsi sinar tampak yang ditunjukkan pada Tabel
2.

Tabel 2. Serapan sinar tampak dan warna yang diteruskan (Day dan Underwood,
2001)

Serapan sinar tampak Warna yang diteruskan Warna yang diserap

(nm)
400-435 Ungu Hijau — Kekuningan
435-480 Biru Kuning
480-490 Biru-Kehijauan Jingga
490-500 Hijau-Kebiruan Merah
500-560 Hijau Ungu Kemerahan
560-580 Hijau-Kekuningan Ungu
580-595 Kuning Biru
595-610 Jingga Biru Kehijauan
610-750 Merah Hijau Kebiruan

Menurut Markham (1988), spektrum khas untuk senyawa flavonoid terdiri atas
dua panjang gelombang maksimal yaitu pada rentang 240-285 nm (pita I1) dan
300-550 nm (pita ). Pita | merupakan serapan maksimum yang menunjukkan
adanya gugus sinamoil pada cincin B dan pita |1 menunjukkan adanya gugus

benzoil pada cincin A.

Senyawa flavonoid banyak mengandung gugus hidroksil yang keterikatannya
pada flavonoid dapat ditentukan dengan penambahan pereaksi geser. Pereaksi
geser NaOH digunakan untuk mendeteksi keberadaan gugus hidroksil yang lebih
asam dan tidak tersubstitusi. Menurut Markham (1988), pergeseran batokromik
dengan rentang +45-65 nm disertai intensitas meningkat di puncak serapan di pita

I pada pereaksi NaOH menunjukkan adanya gugus 4’-OH. Pergeseran dengan
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intensitas menurun pada pita I menunjukkan adanya gugus 3,4’-OH, o-dihidroksil

pada cincin A, dan 3-OH yang berdampingan pada cincin B (Markham, 1988).

Penentuan kedudukan gugus hidroksil bebas pada struktur flavonoid selanjutnya
dilakukan dengan pengukuran penambahan pereaksi geser AICIz dan AICIz/HCI.
Pereaksi ini berfungsi untuk mendeteksi adanya gugus hidroksil pada posisi C5
yang membentuk kompleks tahan asam dengan keton serta mendeteksi gugus o-
dihidroksil pada cincin B yang membentuk kompleks tak tahan asam, ditandai
dengan adanya pergeseran batokromik +35 sampai +55 nm. Pada penambahan
HCI (AICIs/HCI) jika terdapat gugus o-dihidroksil pada cincin B maka akan
terjadi pergeseran dengan intensitas rendah (menurun) pada pita | sebesar 30-40
nm (Markham, 1988).

2.9.2 Spektrofotometri IR

Dua tipe spektrofotometer inframerah biasa digunakan di laboratorium organik:
instrumen dispersive dan Fourier Transform (FT). Keduanya merupakan tipe
instrumen yang memberikan spektra dari suatu senyawa dalam pergeseran tertentu
dari 4000 cm™ sampai 400 cm™. Meskipun keduanya memberikan hasil spektrum
yang hampir sama pada suatu senyawa, spektrometer FT-IR (Fourier Transfer-
infrared) memberikan hasil spektrum inframerah lebih cepat dan menghasilkan
bentuk spektrum lebih halus dibandingkan instrumen dispersive (Pavia et al.,
2001). Prinsip spektrofotometer inframerah berasal dari pentransmisian cahaya
yang melewati sampel senyawa organik, selanjutnya pengukuran intensitas cahaya
dengan detektor dan dibandingkan dengan intensitas tanpa sampel (blanko)
sebagai fungsi panjang gelombang. Prinsip analisis IR adalah interaksi materi
dengan sinar inframerah, interaksi ini menghasilkan absorbsi sinar IR oleh
senyawa yang dapat meningkatkan vibrasi dari ikatan-ikatan dalam molekul
senyawa organik (Stuart, 2004). Hasil interaksi dihasilkan spektrum inframerah
yang diplot sebagai intensitas fungsi energi dan panjang gelombang (um) atau

bilangan gelombang (cm™) (Anam dkk., 2007).
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Puncak-puncak absorbsi pada spektrum inframerah dari senyawa yang
mengandung flavonoid memberikan petunjuk adanya vibrasi gugus OH di daerah
serapan 3400 cm, C=0 gugus ester pada 1600 cm™* dan C=0 gugus keton 1660
cmt. Vibrasi gugus-gugus tersebut merupakan gugus utama yang terdapat pada
kerangka flavonoid (Wijono, 2003). Selain itu, juga terdapat vibrasi gugus
hidroksil pada serapan 3451 cm™, karbonil terkonjugasi pada 1646 cm™ dan
adanya serapan pada 1556 dan 1465 cm™ menunjukkan adanya vibrasi karbon-

karbon pada cincin aromatik benzene (Ee et al., 2011).

Spektroskopi IR digunakan juga untuk mengkonfirmasi identitas suatu senyawa.
Jika dua sampel murni memberikan spektrum IR yang berbeda pada daerah sidik
jari, kedua sampel mewakili senyawa yang berbeda. Tetapi jika dua sampel
memberikan spektrum sidik jari, kedua sampel mewakili senyawa yang sama
(Yadav, 2005).

2.10 Diabetes

Diabetes dapat diklasifikasikan menjadi dua kategori besar yaitu diabetes tipe 1
dan tipe 2. Diabetes tipe 1, yang dikenal sebagai diabetes ketergantungan
terhadap insulin, adalah salah satu gangguan metabolisme yang paling umum
terjadi pada masa kanak-kanak (Atkinson et al., 2014). Patogenesis diabetes tipe
1 melibatkan penghancuran autoimun yang dihubungkan oleh sel T dari sel beta
pankreas yang menghasilkan insulin. Selanjutnya, ini menyebabkan defisiensi
sekresi insulin dalam tubuh, yang mengakibatkan glukosa tidak bisa diubah
menjadi glikogen dan mengakibatkan tingginya kadar glukosa dalam darah
(Simmons and Michels, 2015).

Salah satu cara untuk mengurangi tingginya kadar glukosa dalam darah yaitu
dengan memberikan obat yang bekerja sebagai inhibitor pada enzim a-amilase
dan a-glukosidase. Penghambatan terhadap enzim a-amilase dan a-glukosidase
dapat menunda dan memperlambat waktu cerna karbohidrat, menyebabkan

penurunan laju absorbsi glukosa dan mencegah peningkatan kadar glukosa dalam
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darah (Sales et al., 2012; Yuningtyas dan Artianti, 2015). Penentuan aktivitas
enzim a-amilase menggunakan metode Fuwa (1954), dengan prinsip pengukuran
sisa substrat yang tidak terhidrolisis oleh enzim a-amilase yang menghasilkan
oligosakarida dan glukosa. Substrat yang tidak terhidrolisis menghasilkan
kompleks berwarna biru dengan iodin dan dapat diamati absorbansinya
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm (Fuwa,
1954; Sudha et al., 2011).

211 Amilase

Enzim amilase dibagi menjadi tiga golongan yaitu: a-amilase, p-amilase, dan
glukoamilase. o-amilase, merupakan salah satu enzim yang berperan dalam
proses degradasi pati, dengan memotong ikatan o-1,4- glikosidik dari bagian
dalam pati yang menghasilkan glukosa, maltosa, atau dekstrin. Enzim B-amilase
adalah enzim yang memotong ikatan a-1,4-glikosidik pada bagian ujung gula
pereduksi menghasilkan maltosa. Glukoamilase adalah enzim amilase yang
memotong ikatan a-1,4 -glikosidik menghasilkan glukosa (Xiao et al., 2006).

2.12 Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokariotik yang tidak
memiliki membrane sel yang memisahkan antara inti dengan sitoplasma. Bakteri
memiliki DNA yang berbentuk sirkuler dan linier yang akan diterjemahkan ke
molekul protein (Jawetz et al., 2005).

Bakteri patogen adalah bakteri yang mampu menyebabkan penyakit dan dapat
menyebar melalui populasi manusia dalam berbagai cara. Pengobatan infeksi
yang disebabkan bakteri patogen melibatkan penggunaan antibiotik, obat yang
telah diformulasikan khusus untuk membunuh bakteri (Hanafiah, 2005).


https://id.wikipedia.org/wiki/Enzim
https://id.wikipedia.org/wiki/Pati
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2.12.1 Salmonella sp.

S. aureus merupakan bakteri gram positif, tidak membentuk spora, tidak bergerak,
anaerob fakultatif, tumbuh optimal pada suhu 30-37 <C dan tumbuh baik pada 1-
7% NaCl. Koloni biasanya buram, bisa berwarna putih atau keputihan dan
terkadang kuning-oranye. Bakteri ini mempunyai enzim katalase dan tidak
memiliki enzim oksidase, mampu mengubah nitrat menjadi nitrit. S. aureus telah
diidentifikasi tidak hanya menyebabkan infeksi kulit tetapi juga menyebabkan
limfoma kulit (Fuji, 2022). Beberapa antibiotik dapat digunakan untuk
membunuh S. aureus, antara lain ampisilin, penisilin, tetrasiklin, kloksasilin,

sefalosporin, vankomisin dan metisilin (Tirta, 2010).

2.12.2 Staphylococcus aureus (S. aureus)

Salmonella sp adalah mikroorganisme intraseluler fakultatif, bersifat Gram-
negatif dan patogen yang menyebabkan 1,3 miliar kasus penyakit setiap tahunnya.
Salmonella menyebabkan infeksi gastroenteritis dengan gejala: diare, kram, mual,
muntah, dan demam. Kontaminasi Salmonella pada berbagai makanan menjadi
masalah kesehatan masyarakat yang signifikan, baik secara domestik maupun
internasional, dengan menginfeksi jutaan orang setiap tahun. Diperkirakan 30,6%
kematian disebabkan oleh bakteri yang dikonsumsi dalam makanan (Santus et al.,
2022). Tiga antibiotik utama yang dapat menghambat pertumbuhan Salmonella
sp. yaitu siprofloksasin, gentamisin, dan amikasin (Susmita et al., 2022).

2.13 Antibakteri

Antibakteri merupakan senyawa/zat yang dapat mengendalikan pertumbuhan
bakteri patogen. Banyak senyawa yang dapat digunakan sebagai agen antibakteri.

Agen antibakteri dibagi menjadi beberapa kelompok, yaitu:

a) Agen antibakteri bakteriostatik
Senyawa ini bekerja dengan cara menghambat pertumbuhan bakteri, tidak

membunuhnya, jadi itu sangat tergantung pada daya tahan tubuh bakteri, bekerja
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menghambat sintesis protein dengan mengikat ribosom(Madigan and Martinko,
2006). Agen antibakteri yang termasuk dalam kelompok ini adalah eritromisin,

kloramfenikol, sulfonamida, linmisin, paraaminosalisilat, tetrasiklin dan lain-lain.

b) Agen antibakteri yang membunuh bakteri
Agen antibakteri ini bekerja dengan cara membunuh atau memusnahkannya
secara aktif. Antibiotik ini termasuk penisilin, sefalosporin, aminoglikosida dosis

tinggi, isoniazid dan lainnya

(c) Agen antibakteri bakteriolitik

Agen antibakteri ini bekerja dengan cara memecah sel bakteri. Pertumbuhan
bakteri dapat dikenal dari penurunan jumlah sel atau kekeruhan setelah
menambahkan agen antibakteri bakteriolitik (Madigan and Martinko, 2006).
Jika bakteri diberi antibiotik dari waktu ke waktu, mereka menjadi kebal atau
resisten. Mekanisme resistensi antibiotik (Blair et al., 2015) adalah sebagai
berikut:

1) Memblokir antibiotik dengan mengubah dinding sel sehingga tidak bisa
ditembus oleh antibiotik. Kelompok bakteri ini pada dasarnya resisten terhadap
antibiotik tertentu karena tidak ada tempat pengikatan antibiotik pada membran
sel yang bersifat semipermeabel.

2) Perubahan pada tempat target yang mengurangi kemampuan antibiotik untuk
berikatan. Dalam hal ini, bakteri mengalami mutasi gen yang mengubah kerja
antibiotik dengan cara mengurangi efektivitasnya

3). Menghasilkan enzim yang dapat memecah antibiotik (Blair et al., 2015).

2.14  Uji Antibakteri

Uji antibakteri penting dilakukan untuk mengetahui kemampuan senyawa yang
bersifat antibakteri dan adanya resistensi pada suatu isolat bakteri (Jorgensen and

Ferraro, 2009). Uji bioaktivitas antibakteri terdiri dari dua metode utama yaitu:



21

(@) Metode difusi

Pada metode ini sampel akan berdifusi ke lempeng agar yang telah ditanami
bakteri. Teknik ini dilakukan dengan menginokulasikan mikroba secara merata
diseluruh permukaan media agar, lalu sampel yang telah diimpregnasikan pada
kertas disc, diuji dengan cara ditempatkan di atas permukaan agar. Setelah waktu
inkubasi selama 18-24 jam akan terbentuk zona hambat di sekeliling disc yang
mengandung sampel. Pengamatan didasarkan ada atau tidaknya zona hambat
pertumbuhan bakteri di sekeliling kertas disc (Jawetz et al., 2005). Daya
antibakteri berdasarkan diameter zona hambat terbagi dalam kategori: sangat kuat
(lebih dari 20 mm), kuat (10-20 mm), sedang (5-10 mm), dan lemah (kurang dari
5 mm) (Davis and Stout, 1971).

(b) Metode dilusi

Metode ini biasanya digunakan untuk menentukan konsentrasi hambat minimum
(KHM) sampel terhadap bakteri. Metode dilusi ini dilakukan dengan
mencampurkan zat antibakteri dengan media yang kemudian diinokulasikan
dengan bakteri. Pengamatan dilakukan dengan melihat ada atau tidaknya
pertumbuhan mikroba yang ditandai dengan tingkat kekeruhan dan dapat diukur

absorbansinya (Lorian, 1980).

Uji antibakteri senyawa flavonoid dengan metoda difusi telah dilakukan. Dari
hasil penelitian yang sudah dilakukan, diketahui senyawa flavonoid artonin E
(konsentrasi 250 pg/disc) yang diisolasi dari kulit akar A. rigida Blume aktivitas
antibakteri mempunyai terhadap bakteri E. coli dan Bacillus subtilis dengan
diameter zona hambat 12 mm (kategori kuat) dan 9 mm (kategori sedang)
(Suhartati et al., 2008).



1. METODE PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan April — Desember 2022 bertempat di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis spektroskopi yang digunakan
adalah spektroskopi UV-Vis, uji bioaktivitas antibakteri dan antidiabetes
dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. dan spektroskopi inframerah (IR)
dilakukan di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi-

Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat—alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, rotary
evaporator Heidholp, alat kromatografi lapis tipis (KLT), Kromatografi cair
vakum (KCV), kromatografi kolom (KK), lampu UV A 254 dan 366 nm, pipa
kapiler, neraca analitik, autoclave, Laminar Air Flow (LAF) 9005-FL Crumair
Spain, jarum ose, cawan petri, inkubator, Bunsen, mikropipet, spektroskopi IR
Cary 630 Agilent USA, dan spektroskopi UV- Vis Cary 100 UV-Vis Agilent
Australia.

Adapun bahan yang digunakan kulit cabang dan kayu akar tumbuhan
kenangkan (A. rigida) yang diperoleh dari Desa Keputran, Kecamatan
Sukoharjo, Kabupaten Pringsewu, Provinsi Lampung, Indonesia.

Serium sulfat (Ce(S0s)2) 1,5% dalam asam sulfat (H.SO.) 15%, akuades.
Pelarut diklorometana, metanol, aseton, etil asetat, dan n-heksana dalam

kualitas teknis yang telah didestilasi, kloroform p.a. Pereaksi Mayer (campuran
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1,358 g HgCl, dalam 60 mL akuades +5 g KI dalam 10 mL akuades, yang
diencerkan dalam labu takar hingga 100 mL), serbuk Mg, HCI pekat, asam
asetat glasial, dan asam sulfat pekat. Silika gel 60 G for TLC Merck Germany,
silika gel 60 (0,063-0,200 mm) for column chromatography Merck Germany,
plat KLT silika gel 60 F2s4 Sigma-Aldrich Germany. NaOH 2 M, dan AICI3
5%.

Bahan-bahan uji bioaktivitas antibakteri meliputi kertas Whatman no. 42,
akuades, media Nutrient Agar (NA), bakteri S. aureus, bakteri Salmonella sp.,
siprofloksasin, dan amoksisilin. Sedangkan bahan-bahan uji bioaktivitas
antidiabetes meliputi sampel, pelarut DMSO, enzim a-amilase tipe Il A Bacillus
sp. dari Sigma, pati 1%, akarbosa, larutan iodin 0,2% dalam larutan kalium iodida
2%.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Pengumpulan dan persiapan sampel

Sampel berupa kulit cabang tumbuhan kenangkan dipisahkan antara kulit cabang
dan kayunya. Kulit cabang kemudian dibersihkan dari pengotor yang menempel,
dipotong-potong sampai berukuran kecil, kemudian sampel tersebut dikeringkan

dan dihaluskan.

3.3.2 Ekstraksi sampel secara maserasi

Serbuk kulit cabang tumbuhan kenangkan (A. rigida) sebanyak 4 kg
diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan pelarut metanol selama 24 jam
sebanyak tiga kali pengulangan. Maserat yang diperoleh disaring kemudian
dipekatkan dengan menggunakan alat penguap rotary evaporator pada suhu
40°C dan 110 rpm hingga diperoleh ekstrak.
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3.3.3 Fraksinasi ekstrak

Setelah mendapatkan ekstrak metanol, dilakukan pemisahan secara partisi
menggunakan n-heksana dengan perbandingan volume antara pelarut
n-heksana:ekstrak metanol (1:1) sebanyak tiga kali pengulangan menggunakan
corong pisah, kemudian fraksi n-heksana dan metanol diuapkan. Fraksi metanol
yang telah pekat dilarutkan dalam aseton, dan didapatkan fraksi aseton dan
metanol. Masing-masing fraksi diuapkan pelarutnya dan ditimbang beratnya.

Fraksi-fraksi yang dihasilkan dilakukan uji fitokimia.

3.3.4 Uji fitokimia

3.3.4.1 Uji saponin

Pada uji saponin 0,5 mL sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan 5 mL aquades, dan dikocok selama 30 detik.

3.3.4.2 Uji alkaloid

Sebanyak 0,2 mL sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 5
tetes kloroform, dan ditambahkan 5 tetes pereaksi Mayer.

3.3.4.3 Uji steroid/terpenoid

Pada uji steroid/terpenoid sebanyak 0,5 mL sampel fraksi dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, lalu ditambahkan 0,5 mL asam asetat glassial, dan ditambahkan 0,5
mL asam sulfat pekat.

3.3.4.4 Uji flavonoid

Sebanyak 0,5 mL sampel fraksi polar dimasukkan kedalam tabung reaksi,
ditambahkan 0,5 gram serbuk Mg, ditambahkan 5 tetes HCI pekat.

3.3.5 Isolasi

3.3.5.1 Kromatografi cair vakum (KCV)

Dari ketiga fraksi, fraksi aseton yang dipartisi lebih lanjut dengan cara KCV,
menggunakan adsorben silika gel G 60 (for TLC) sebanyak 10 kali berat sampel
yang dikemas dalam keadaan kering. Kemudian silika gel yang telah dikemas,

divakum dengan alat vakum hingga padat dan rata. Selanjutnya silika gel ditutup
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dengan kertas saring dan dituangkan n-heksana 100% dalam keadaan divakum.
Pengulangan penambahan n-heksana dilakukan hingga tidak ada rongga yang
nampak dan tetesan pelarut. Setelah itu, kertas saring diambil lalu ditambahkan
sampel yang telah diimpregnasi ke silika gel 60 (untuk kromatografi kolom) dan
di bagian atas sampel ditutup dengan kertas saring, selanjutnya dielusi. Elusi
sampel dimulai dari n-heksana yang ditingkatkan kepolarannya menggunakan etil
asetat. Fraksi-fraksi yang diperoleh dari KCV dilakukan KLT. Berdasarkan
kromatogram dari KLT, fraksi-fraksi dengan Rf yang sama digabungkan. Fraksi
hasil gabungan di KLT kembali, lalu ditentukan fraksi yang berpotensi
mengandung senyawa flavonoid dan dimurnikan lebih lanjut menggunakan

kromatografi kolom (KK).

3.3.5.2 Kromatografi kolom (KK)

Fraksi hasil KCV dimurnikan lebih lanjut dengan kromatografi kolom. Eluen
yang akan digunakan dalam KK ditentukan berdasarkan KLT fraksi yang akan di
KK. Eluen dipilih dari KLT tersebut yang memiliki Rf 0,2 sampai 0,3. Pada KK
digunakan silika gel 60 (untuk kromatografi kolom) sebagai adsorben dengan

eluen yang telah ditentukan.

3.3.5.3 Kromatografi lapis tipis (KLT)

Sampel yang akan dilakukan KLT dilarutkan dalam pelarut yang sesuai, kemudian
sampel ditotolkan menggunakan pipa kapiler ke permukaan plat silika. Setelah
dilakukan elusi terhadap plat KLT, plat KLT dikering anginkan pada suhu kamar,
bercak/noda dalam plat dilihat di bawah lampu UV pada panjang gelombang 366
dan 254 nm. Selanjutnya plat KLT disemprot menggunakan larutan serium sulfat
dan dimasukkan ke dalam oven suhu 80<C selama 3 sampai 5 menit untuk

menampakkan noda hasil KLT.
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3.3.6 Analisis kemurnian

Analisis kemurnian sampel dilakukan menggunakan KLT dengan tiga sistem
eluen berbeda yang menghasilkan noda tunggal di bawah sinar UV A 254 dan 366
nm maupun setelah disemprot dengan serium sulfat. Hasil elusi menggunakan
tiga sistem eluen berbeda tersebut memiliki noda tunggal dengan Rf masing-
masing 0,2; 0,4; dan 0,8.

3.3.7 Analisis struktur

Senyawa murni yang telah diperoleh dalam bentuk padatan diidentifikasi

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan inframerah (IR).

3.3.7.1 Spektrofotometri UV-Vis

Senyawa murni sebanyak 0,001 g dimasukkan ke dalam labu takar10 mL dan
dilarutkan dengan metanol hingga tanda batas. Larutan sampel diukur
serapannya untuk mendapatkan spektrum absorbsinya. Bila absorban sampel
lebih besar dari 0,8, maka dilakukan pengenceran. Setelah itu, dilakukan
pengukuran sampel masing- masing spektrum dengan penambahan pereaksi
geser mulai dari NaOH, AICl3, dan AICIz+HCI.

3.3.7.2 Spektrofotometri IR

Senyawa murni 2 mg dihilangkan airnya dengan menggunakan oven, kemudian
digerus bersama-sama dengan halida anorganik (KBr). Hasil gerusan sampel
dengan KBr dibentuk menjadi lempeng tipis atau pelet dengan bantuan alat
penekan berkekuatan 8-10 ton cm? selama 10 menit. Setelah itu, pelet diukur
puncak serapannya (Sudjadi, 1983).
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3.3.8 Uji antidiabetes

Uji bioaktivitas antidiabetes ditentukan dengan metode iodin yang telah
dimodifikasi (Fuwa, 1954). Pada pengujian ini dibuat 4 larutan yang berbeda
(Al1-A4) dan dilakukan secara duplo.

Larutan inhibitor dibuat dengan melarutkan 5 mg senyawa murni/fraksi dengan
DMSO hingga 2,5 mL (2000 ppm).

Larutan Al: sebanyak 250 pL inhibitor senyawa murni/fraksi dan 250 uL larutan
a-amilase dicampur sampai homogen dalam tabung reaksi. Larutan A2: 250 pL
senyawa murni/fraksi ditambah 250 pL akuades dicampur sampai homogen.
Larutan A3: 250 pL larutan a-amilase ditambahkan akuades 250 pL. Larutan A4:
larutan pati sebanyak 250uL ditambahkan akuades 250 L. Kemudian larutan
Al-A4 diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang, lalu ditambahkan 250 pL
larutan pati 1% dan diikubasi kembali selama 30 menit pada suhu 37°C. Setelah
itu, keempat larutan ditambahkan larutan HCI 1 N (untuk menghentikan reaksi
enzim) dan 250uL larutan iodin, lalu masing-masing larutan ditambahkan akuades
sebanyak 4 mL. Kemudian, dari larutan ini diambil 1 mL dan diencerkan dengan
2 mL akuades, lalu diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada Amaks 600 Nnm. Data pengukuran absorbansi ini digunakan untuk menghitung

persentasi inhibisi.

Persentase inhibisi dihitung menggunakan Persamaan (2) menurut Mwakalukwa
et al., 2020.

(A2-A1)
(A4-A3)

Inhibisi (%) :{[1 - x 100} @)

Keterangan:

Al : absorbansi larutan yang berisi inhibitor, pati, dan enzim
A2 : absorbansi larutan yang berisi inhibitor dan pati

A3 : absorbansi larutan yang berisi pati dan enzim

A4 : absorbansi larutan pati.
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3.3.9 Uji antibakteri

Uji bioaktivitas antibakteri berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Bauer et
al. (1966) menggunakan metode difusi kertas disc. Uji antibakteri menggunakan
media Nutrient Agar (NA). Sebanyak 4,2 gram NA dilarutkan dalam akuades
hingga volume akhir 150 mL, kemudian dipanaskan selama 15 menit sampai
larut. Setelah itu, media agar dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 15
mL sebagai media dasar untuk dituangkan dalam cawan petri, 5 mL media agar
dan 1 mL akuades/ tabung reaksi disiapkan untuk suspensi bakteri. Selanjutnya,
semua alat dan bahan disterilisasi selama 15 menit dalam autoclave dengan
tekanan 1 atm. Senyawa hasil isolasi sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 150 pL
metanol. Larutan ini selanjutnya di-impregnasi ke kertas disc yang masing-

masing memiliki konsentrasi: 0,3; 0,4; dan 0,5 mg/disc.

Pada uji antibakteri terhadap S. aureus digunakan kontrol positif amoksisilin,
sedangkan uji antibakteri terhadap Salmonella sp. digunakan siprofloksasin.

Konsentrasi kontrol positif dibuat sama dengan konsentrasi senyawa hasil isolasi.

Alat dan bahan yang telah disterilisasi ditempatkan ke dalam Laminar Air Flow,
dan uji antibakteri selanjutnya dilakukan di dalam Laminar Air Flow. Media agar
15 mL dituangkan ke dalam cawan petri, ditutup, dan permukaannya diratakan
dengan cara digoyang. Setelah media memadat, tutup cawan petri dibuka dan
dimasukkan media agar 5 mL yang sudah ditambahkan akuades yang berisi
bakteri 1 ose,dibiarkan memadat kembali. Kemudian kertas disc yang berisi
sampel, kontrol positif dan kontrol negatif diletakkan dipermukaan media yang
berisi bakteri pada jarak seperempat media dalam cawan petri. Cawan petri
ditutup dan pinggiran cawan petri disegel dengan plastic wrap, lalu dibungkus
dengan kertas, kemudian diinkubasi ke dalam inkubator selama 1x24 jam.
Setelah 1x24 jam, kertas pembungkus dibuka, zona bening yang terbentuk

diamati dan diukur diameternya.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

51 Kesimpulan

Berdasarkan pembahasan hasil dari penelitian maka dapat disimpulkan:

1. Telah berhasil diisolasi senyawa sikloartobilosanton dari kulit cabang dan
kayu akar A. rigida dan telah diidentifikasi menggunakan spekrofotometri
UV-Vis, IR, dan KLT bersama senyawa standar.

2. Kedua senyawa sikloartobilosanton memiliki daya hambat terhadap aktivitas
enzim a-amilase dengan persen inhibisi pada konsentrasi optimum 1000 ppm,
sedangkan pada uji antibakteri terhadap bakteri Salmonella sp. maupun S.
aureus memiliki kemampuan daya hambat dengan kategori kuat pada

konsentrasi 0,3; 0,4; 0,5 mg/disc.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, disarankan untuk melakukan uji antidiabetes dengan
konsentrasi senyawa sikloartobilosanton yang lebih rendah agar diperoleh hasil
yang lebih optimum. Untuk uji antidiabetes, disarankan menggunakan metode

lain dengan menggunakan enzim a-glukosidase.
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