ISOLASI, KARAKTERISASI, DAN UJI BIOAKTIVITAS ANTIBAKTERI
DAN ANTIDIABETES SENYAWA FLAVONOID DARI KULIT AKAR
TUMBUHAN PUDAU (Artocarpus kemando Miq.)

(Skripsi)

Oleh

ARMIDLA NADYA KURNIATI
NPM 1857011008

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2023



ABSTRAK

ISOLASI, KARAKTERISASI, DAN UJI BIOAKTIVITAS ANTIBAKTERI
DAN ANTIDIABETES SENYAWA FLAVONOID DARI KULIT AKAR
TUMBUHAN PUDAU (Artocarpus kemando Miq.)

Oleh

ARMIDLA NADYA KURNIATI

Tumbuhan Pudau (Artocarpus kemando Miq.) termasuk dalam famili
Moraceae yang dapat ditemukan di Indonesia dan kaya akan senyawa metabolit
sekunder. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi senyawa
flavonoid yang terkandung dalam kulit akar tumbuhan pudau (A. kemando Migq.),
dan menguji bioaktivitas senyawa flavonoid hasil isolasi.

Ekstraksi sampel dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut
metanol. Isolasi senyawa dilakukan menggunakan metode Kromatografi Cair
Vakum (KCV) dan Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG). Karakterisasi senyawa
flavonoid dilakukan secara spektroskopi (UV-Vis dan IR), uji bioaktivitas
antibakteri dilakukan terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella sp.,
serta uji antidiabetes dilakukan melalui metode penghambatan aktivitas enzim
o-amilase.

Hasil penelitian diperoleh senyawa flavonoid sikloartobilosanton, berbentuk
kristal berwarna kuning sebanyak 23 mg dengan titik leleh 292-294°C. Senyawa
ini menunjukkan aktivitas antibakteri dalam kategori sangat kuat terhadap bakteri
S. aureus dengan diameter zona hambat 35 mm dan kategori kuat terhadap bakteri
Salmonella sp. dengan diameter zona hambat 13 mm pada konsentrasi 0,5
mg/disc. Uji bioaktivitas antidiabetes menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap enzim a-amilase dengan % inhibisi sebesar 48,53 = 1,84% pada
konsentrasi 1000 ppm, lebih rendah dibandingkan dengan acarbose sebagai
kontrol positif dengan % inhibisi 81,56 + 1,64% pada konsentrasi yang sama.

Kata kunci : A. kemando Mig., sikloartobilosanton, flavonoid, antibakteri,
antidiabetes



ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVITY ASSAY OF
ANTIBACTERIAL AND ANTIDIABETIC FLAVONOID COMPOUNDS
FROM ROOT BARK OF THE PUDAU PLANT (Artocarpus kemando Miqg.)

By

ARMIDLA NADYA KURNIATI

Pudau (Artocarpus kemando Miq.) is a part of Moraceae family that could
be found in Indonesia which are rich in secondary metabolite compounds. This
study aims to isolate, identify flavonoid compounds contained in the root bark of
pudau (A. kemando Miq.), and to test the bioactivity of isolated flavonoid
compounds.

Sample extraction was performed with maceration method using methanol
solvent. Compound isolation was carried out using Vacuum Liquid
Chromatography (VLC) and Gravity Column Chromatography (GCC).
Characterization of the flavonoid compound was performed with spectroscopy
(UV-Vis and IR), antibacterial bioactivity test was performed against
Staphylococcus aureus and Salmonella sp., antidiabetic test was carried out using
the a-amylase enzyme activity inhibition method.

The research results obtained cycloartobiloxanthone flavonoid compound,
was a yellow crystal with 23 mg mass with melting point of 291-294°C. This
compound has shown an antibacterial activity with a very strong category against
S. aureus with an inhibition zone diameter of 35 mm and a strong category against
Salmonella sp. bacteria with inhibition zone diameter of 13 mm in 0.5 mg/disc
concentration. Antidiabetic bioactivity test showed inhibitory activity against
a-amylase enzyme with % inhibition of 48.53 + 1.84% in 1000 ppm
concentration, lower than acarbose as the positive control which has the %
inhibition of 81.56 = 1.64% in the same concentration.

Key words : A. kemando Mig., cycloartobiloxanthone, flavonoid, antibacterial,
antidiabetic
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes melitus merupakan salah satu permasalahan kesehatan yang telah
menyebar di Indonesia bahkan dunia karena tingginya tingkat morbiditas dan
mortalitas penderita penyakit tersebut. Pada tahun 2021, International Diabetes
Federation (IDF) mencatat sebanyak 537 juta orang menderita diabetes dengan
6,7 juta kasus kematian di seluruh dunia. Indonesia menempati posisi kelima
setelah Tiongkok, India, Pakistan, dan Amerika Serikat dengan 19,47 juta kasus
penderita diabetes dan prevalensi sebesar 10,6% dari jumlah total penduduk.
Jumlah ini diperkirakan akan terus meningkat hingga mencapai 28,57 juta kasus
pada tahun 2045 (American Diabetes Association, 2010).

Diabetes melitus merupakan suatu penyakit atau gangguan metabolisme kronis
yang ditandai dengan tingginya kadar gula darah akibat defisiensi produksi insulin
atau kurang responsifnya sel-sel tubuh terhadap insulin. Diabetes dapat
menyebabkan komplikasi seperti kerusakan saraf (neuropati), mata (retinopati),
penyakit jantung koroner (PJK), stroke, gangguan pada hati, saluran cerna,
penyakit paru, dan infeksi (Ndraha, 2014). Kondisi hiperglikemia menyebabkan
respons sistem imun tubuh melambat saat terpapar kuman penyakit. Kadar
glukosa yang tinggi meningkatkan kemampuan kuman untuk tumbuh dan
menyebar lebih cepat, membuat penderita diabetes lebih berpotensi mengalami
infeksi. Infeksi dapat terjadi pada berbagai organ dan sistem tubuh, seperti infeksi

pernapasan, jaringan lunak, pielonefritis, ulkus kaki, dan infeksi mukokutan.



Infeksi juga dapat menjadi pencetus utama komplikasi seperti ketoasidosis
diabetik dan hipoglikemia (Lubis dkk, 2016).

Pengobatan yang sering digunakan untuk mengatasi infeksi bakteri adalah
antibiotik. Penggunaan antibiotik yang berlebihan dan kurangnya regulasi
penggunaan antibiotik dapat menimbulkan resistensi, sehingga bakteri menjadi
lebih kebal dan infeksi yang terjadi akan lebih sulit disembuhkan (Wattiheluw dan
Natsir, 2021). Pengobatan diabetes dapat dilakukan dengan terapi insulin, obat
oral, dan menerapkan gaya hidup sehat. Penggunaan obat sintesis jangka panjang
dapat menimbulkan terjadinya kerusakan organ secara permanen dan memerlukan
biaya yang cukup mahal (Mahargyani, 2019). Hal ini mendorong diperlukannya
penemuan obat alternatif dengan efikasi yang lebih baik, efek samping yang
minimal, dan biaya yang relatif murah untuk mengontrol kadar gula darah, salah
satunya dengan mencari senyawa alami dari tumbuhan yang berpotensi memiliki
khasiat obat (Amalia dkk, 2017).

Terapi untuk menurunkan kadar gula darah dapat dilakukan dengan menghambat
kerja enzim yang menghidrolisis karbohidrat dalam saluran pencernaan, salah
satunya yaitu enzim a-amilase. Enzim a-amilase merupakan enzim yang
memecah molekul besar seperti polisakarida, oligosakarida, dan disakarida
menjadi monosakarida yang dapat diserap tubuh. Penghambatan enzim tersebut,
dapat memperlambat waktu penyerapan dan pencernaan glukosa dalam tubuh
(Rijai dkk, 2018). Beberapa inhibitor enzim seperti acarbose, voglibose,
nojirimycin, dan miglitol telah dilaporkan memiliki kemampuan untuk
menghambat aktivitas enzim pencernaan dengan menunda penyerapan glukosa

dan mengurangi komplikasi vaskular kronis (Lotulung et al., 2014).

Tumbuhan Artocarpus diketahui mengandung berbagai senyawa metabolit
sekunder, seperti flavonoid dan turunannya yang diduga memiliki aktivitas
hipoglikemik. Berbagai jenis tumbuhan seperti Tumbuhan Kluwih (A. camansi),
Tumbuhan Sukun (A. altilis), dan Tumbuhan Nangka (A. nitidus) telah

dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh masyarakat untuk mengobati diabetes



(Jangtap and Bapat, 2010). Senyawa flavonoid dari ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat Tumbuhan Sukun (A. altilis) diketahui memiliki aktivitas antidiabetes yang
lebih kuat dari kuersetin dengan nilai ICsq sebesar 6,79 ug/mL dan 5,98 ug/mL
(Lotulung et al., 2014). Senyawa flavonoid dalam ekstrak etanol daun Tumbuhan
Nangka (A. heterophyllus Lamk) juga diketahui memiliki aktivitas untuk
menurunkan kadar glukosa darah (Tandi dkk, 2020). Senyawa flavonoid juga
dapat dimanfaatkan sebagai antikanker, antijamur, dan antibakteri (Maggioni

et al., 2015). Fraksi etil asetat dari Tumbuhan A. champeden menunjukkan
aktivitas antibakteri dalam kategori sedang dengan diameter zona hambat sebesar
7,5 mm terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 7,4 mm terhadap bakteri
Salmonella sp. (Sahib, 2017). Sikloartobilosanton, senyawa yang berhasil
diisolasi dari kayu batang Tumbuhan A. kemando Mig. menunjukkan aktivitas
antibakteri yang cukup kuat dengan diameter zona hambat sebesar 12 mm pada
bakteri S. aureus (Prihatin, 2022).

Adanya kandungan senyawa flavonoid di berbagai bagian tumbuhan dengan
genus Artocarpus, seperti Tumbuhan Pudau (Artocarpus kemando Mig.) dan
potensi bioaktivitasnya yang serupa, maka dilakukan penelitian lebih lanjut pada
kulit akar Tumbuhan Pudau untuk mengetahui bioaktivitas senyawa flavonoid
yang terkandung dalam tumbuhan tersebut. Senyawa flavonoid yang telah murni
dilakukan identifikasi kemurnian dengan menggunakan KLT dan uji titik leleh,
dilakukan karakterisasi struktur secara spektroskopi, serta dilakukan uji
bioaktivitas antibakteri dan antidiabetes dengan menggunakan metode inhibisi

enzim o-amilase secara in vitro.



1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan senyawa flavonoid dari bagian kulit akar Tumbuhan Pudau
(A. kemando Miq.).

2. Mendapatkan informasi mengenai struktur senyawa flavonoid dari bagian
kulit akar Tumbuhan Pudau (A. kemando Miq.) berdasarkan analisis
spektrofotometri UV-Vis dan IR.

3. Memperoleh informasi mengenai bioaktivitas antibakteri dan antidiabetes

senyawa flavonoid hasil isolasi.

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terbaru mengenai
studi senyawa flavonoid pada bagian kulit akar Tumbuhan Pudau (A. kemando
Mig.), metode pengisolasiannya, serta uji bioaktivitasnya yang berpotensi sebagai

antibakteri dan antidiabetes alami dari tumbuhan.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Moraceae

Moraceae merupakan salah satu anggota tumbuhan berbunga yang tersebar luas
di daerah tropis dan subtropis, memiliki sekitar 40 genus dan lebih dari 1.000
spesies. Empat genus utama dari famili ini yaitu Artocarpus, Morus, Cudrainia,
dan Fiscus (Rahman and Khanom, 2013). Karakteristik umum yang dimiliki oleh
tumbuhan ini yaitu pohon memanjat atau perdu dan memiliki getah. Daunnya
berseling, sederhana, dan utuh dengan tulang daun menyirip (Baliga et al., 2011).
Tinggi tumbuhan ini rata-rata mampu mencapai 20 m. Bunga dari tumbuhan
Moraceae ada yang memiliki mahkota bunga maupun tidak memiliki mahkota
bunga. Buahnya berupa buah yang keras, sering kali terkumpul sehingga disebut
buah majemuk (Tjitrosoepomo, 1994). Kualitas kayu dari famili Moraceae juga
cukup baik, hal ini dapat dilihat dari penggunaan kayu sebagai konstruksi

bangunan rumah dan pembuatan perabotan rumah tangga.

Beberapa jenis spesies menghasilkan kayu dan kulit kayu yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat (Francis, 2004). Spesies dari famili Moraceae diakui
secara luas sebagai sumber bioaktif yang kaya akan senyawa metabolit sekunder
seperti triterpenoid, flavonoid, stilben, dan santon (Han et al., 2006). Senyawa
tersebut memiliki aktivitas antiinflamasi, antitumor, antibakteri, dan antikanker.
Famili Moraceae terbukti memiliki senyawa dengan aktivitas biologis yang dapat
digunakan dalam bidang pengobatan dan fisioterapi, seperti digunakan sebagai
bronkondilator, ekspektoran, antihelmintik, dan pengobatan penyakit kulit

(Luz et al., 2015).



2.2. Artocarpus

Artocarpus merupakan genus dari famili Moraceae, menghasilkan berbagai
flavonoid termetilasi, terdiri dari sekitar 50 spesies, serta tersebar luas di daerah
tropis dan subtropis, termasuk Indonesia (Amarasinghe et al., 2008).

Di Indonesia, Artocarpus dikenal sebagai tumbuhan “nangka-nangkaan” yang
dicirikan dengan pohon yang tinggi dengan getah putih di seluruh bagian
tanaman, kayu yang keras, dan buah berdaging dengan banyak biji. Artocarpus
telah banyak dikenal oleh masyarakat luas karena dapat dimanfaatkan untuk
berbagai keperluan hidup seperti bahan pangan, bahan bangunan, industri serat
pakaian, dan bahan perekat. Tumbuhan ini telah lama digunakan masyarakat
sebagai obat tradisional, seperti menyembuhkan penyakit kulit, sakit gigi, demam,
dan disentri (Saw et al., 1991).

Artocarpus mengandung banyak senyawa metabolit sekunder dari golongan
terpenoid, flavonoid, arilbenzofuran, neolignan, dan senyawa stilben. Senyawa
metabolit sekunder yang telah berhasil diisolasi dari genus Artocarpus ini
sebagian besar merupakan senyawa dari golongan flavonoid dengan kerangka
dasar calkon, flavan-3-ol, flavon, dan 3-prenilflavon dengan struktur senyawa

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1.

calkon tlavan-3-ol
I 0 ‘ O o ‘ O
\\'\
o 0
J-prenilflavon flavon

Gambar 1. Golongan senyawa flavonoid yang berhasil diisolasi dari genus
Artocarpus (Borisha, 2017).



2.3. Tumbuhan Pudau (Artocarpus kemando Miq.)

A. kemando Mig. merupakan tumbuhan liar dengan batang berbulu berwarna
cokelat yang tersebar di beberapa pulau di Indonesia. Tumbuhan Pudau seperti
yang ditunjukkan pada Gambar 2, memiliki tinggi pohon hingga 40 m dan sering
ditemukan di daerah berawa dan daerah dengan ketinggian hingga 450 m di
kawasan hutan dari Semenanjung Malaysia, Sumatera, dan Kalimantan. Habitat
tumbuhan A. kemando Mig. yaitu hutan sekunder bersuhu dingin (Mandia dkk,
2010), tanah dengan ketinggian 50-80 mdpl, kemiringan tanah 3-9°, dan pH tanah
5,6-6,2 dengan kandungan liat relatif dominan (Lestari, 2009).

Buahnya dapat dikonsumsi dan diketahui memiliki rasa sedikit pahit. Kayunya
ringan dan keras, biasa digunakan terutama dalam pembuatan peralatan rumah
tangga. Berdasarkan penelitian fitokimia sebelumnya, telah diperoleh berbagai
jenis flavonoid terprenilasi pada isolasi A. kemando Miq. yang menunjukkan
aktivitas sitotoksik terhadap sel KB. Sehingga tumbuhan ini merupakan sumber

senyawa antikanker yang menjanjikan (Seo et al., 2003).

Gambar 2. (a) Tumbuhan A. kemando Mig., (b) Akar A. kemando Mig.

2.4. Senyawa Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit sekunder merupakan molekul kecil yang dihasilkan oleh suatu
organisme tetapi tidak secara langsung dibutuhkan dalam mempertahankan

hidupnya. Tidak seperti protein, asam nukleat, dan polisakarida yang merupakan



kelompok dasar untuk proses kehidupan. Senyawa metabolit sekunder
diantaranya adalah tanin, terpenoid, flavonoid, steroid, alkaloid, fenol, glikosida,
dan senyawa volatil atau minyak esensial yang banyak ditemukan di buah, sayur,
dan tumbuhan (Bhattacharjee et al., 2010). Sifat-sifat dasar dari senyawa
metabolit sekunder perlu dipahami dengan baik sebelum melakukan isolasi dan
pemurnian lebih lanjut. Mayoritas senyawa metabolit sekunder bersifat semi
polar dan polar, sehingga dapat larut dalam pelarut organik seperti metanol.
Kebanyakan metabolit yang larut dalam metanol adalah senyawa glikosida yang
mengikat satu atau lebih molekul gula heksosa pentosa (Saifudin, 2014).

Produk senyawa metabolit sekunder banyak digunakan dalam obat-obatan (steroid
dan alkaloid), wewangian (aroma), pewarna (alkanin dan shikonin), dan pestisida
(nikotin dan rotenon). Senyawa metabolit sekunder merupakan sumber molekul
obat yang dapat memberikan efek karakteristik dan aktivitas biologis seperti
imunostimulan, antistres, antibakteri, antijamur, antivirus, antiinfeksi,
antikolesterol, antikanker, antidiabetes, perangsang nafsu makan, dan efek
biologis afrodisiak (YYadav et al., 2012). Xanthone merupakan contoh senyawa
metabolit sekunder alami golongan polyphenolic yang telah diisolasi dari
tumbuhan A. kemando Miqg. (Hasyim et al., 2011).

2.5. Flavonoid

Flavonoid adalah zat fenolik terhidroksilasi dan diketahui disintesis oleh tanaman
sebagai respons terhadap infeksi mikroba. Senyawa ini merupakan zat warna
merah, ungu, biru, dan sebagian warna kuning yang ditemukan dalam tumbuhan.
Flavonoid terdapat dalam semua tumbuhan hijau dan merupakan senyawa polar
karena memiliki gugus hidroksil, sehingga akan larut dalam pelarut polar seperti
metanol, etanol, butanol, dan air. Aglikon flavonoid yang kurang polar seperti
isoflavon, flavon, flavanon, dan flavanon yang termetoksilasi cenderung lebih

mudah larut dalam pelarut seperti eter dan kloroform (Markham, 1988).



Flavonoid memiliki kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon yang
membentuk dua cincin benzena dan satu rantai propana dengan susunan
C6-C3-C6. Kerangka flavonoid terdiri atas satu cincin aromatik A, satu cincin
aromatik B, dan cincin tengah berupa heterosiklik yang mengandung oksigen.
Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis struktur, yaitu flavonoid (1,3-diaril
propana), isoflavonoid (1,2-diaril propana), dan neoflavonoid (1,1-diaril propana)

seperti yang ditunjukkan oleh Gambar 3.

flavonoid isofavonoid neoflavonoid

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

Flavonoid diekstraksi menggunakan pelarut yang sesuai dengan jenis flavonoid.
Flavonoid yang lebih polar diekstraksi dengan menggunakan alkohol atau
campuran alkohol-air, sedangkan flavonoid yang kurang polar diekstraksi dengan
menggunakan kloroform, dietil eter, diklorometana, atau etil asetat. Flavonoid
memiliki berbagai efek bioaktivitas termasuk antibakteri, antipenuaan,
antioksidan (Munhoz et al., 2014), antivirus, antiinflamasi (Wang et al., 2016),
kardioprotektif, antidiabetes, dan antikanker (Marzouk, 2016). Beberapa struktur
kimia senyawa flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari tumbuhan Artocarpus
dapat dilihat pada Gambar 4. Senyawa flavonoid tersebut berasal dari berbagai
kerangka dasar seperti calkon, flavon sederhana, flavanon, flavan-3-ol (katecin),
prenilflavon, piranoflavon, oksepinoflavon, quinonosanton, dihidrobenzosanton,
furanodihidrobenzosanton, piranodihidrobenzosanton, siklopentenosanton,

santonolid, dihidrosanton, dan siklopentenosanton (Hakim, 2010).
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Gambar 4. Struktur kimia beberapa flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari
tumbuhan Artocarpus (Hakim, 2010).
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2.6. Teknik Isolasi Senyawa Flavonoid

2.6.1. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penarikan zat pokok yang diinginkan dari sampel
menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan apabila tercapai
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dan sampel. Setelah
proses ekstraksi, ekstrak yang diperoleh dipisahkan dari sampel dengan cara
penyaringan. Proses ekstraksi dengan sampel yang berasal dari tumbuhan
dilakukan dengan cara pengelompokkan bagian tumbuhan, pengeringan,
penggilingan, dan pemilihan pelarut. Pada prinsipnya, suatu bahan akan mudah
larut dalam pelarut dengan tingkat polaritas yang sama. Proses ekstraksi dapat
dilakukan dengan menggunakan satu jenis pelarut dan dua atau lebih pelarut yang
disebut dengan ekstraksi bertingkat. Pada ekstraksi bertingkat, akan dihasilkan
senyawa tertentu yang terekstrak secara spesifik pada tiap pelarut yang digunakan
(Sudarmadji dkk, 1989).

Pelarut polar yang biasa digunakan untuk ekstraksi yaitu air, metanol, etanol, dan
sebagainya. Pelarut semi polar yaitu diklorometana, etil asetat, dan sebagainya.
Pelarut yang bersifat nonpolar yaitu petroleum eter, n-heksana, kloroform, dan
sebagainya. Pelarut ideal yang sering digunakan untuk ekstraksi adalah alkohol,
seperti metanol atau campurannya dengan air. Pelarut tersebut merupakan
pengekstraksi terbaik untuk hampir semua senyawa yang memiliki berat molekul
rendah seperti flavonoid dan saponin. Ekstrak kasar hasil ekstraksi ini sulit
dipisahkan dengan teknik pemisahan tunggal untuk mengisolasi senyawa murni,
sehingga ekstrak kasar perlu dipisahkan ke dalam fraksi dengan polaritas dan
ukuran yang sama (Mukhriani, 2014).

Ekstraksi terdiri atas beberapa metode, yaitu maserasi, sokletasi, perlokasi,
refluks, dan destilasi uap. Maserasi merupakan metode paling sederhana yang
banyak digunakan baik dalam skala kecil maupun industri. Maserasi dilakukan

dengan memasukkan serbuk simplisia dan pelarut yang sesuai ke dalam wadah
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inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Kontak antara sampel dan pelarut
dapat ditingkatkan dengan pengadukan untuk memperbesar kontak antar sampel
dan pelarut, sehingga proses ekstraksi lebih sempurna (Koirewoa dkk, 2012).
Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam.
Perendaman sampel tumbuhan akan menyebabkan pemecahan dinding dan
membran sel yang diakibatkan oleh perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel,
sehingga senyawa metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut

dalam pelarut organik yang digunakan (Lenny, 2006).

2.6.2. Fraksinasi Ekstrak

Proses fraksinasi atau partisi dilakukan untuk memisahkan komponen kimia dari
ekstrak menggunakan pelarut yang berbeda tingkat kepolarannya. Hasil ekstrak
metanol yang diperoleh masih kasar dan sangat kompleks isinya, sehingga perlu
dilakukan fraksinasi cair-cair atau partisi. Lazimnya untuk ekstrak metanol yang
telah dipekatkan selanjutnya dilakukan partisi secara bertingkat mulai dari pelarut

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

Adapun macam-macam metode partisi yaitu :
a. Partisi cair-cair

Partisi cair-cair biasanya dilakukan dengan menggunakan corong pisah. Ketika
suatu pelarut ditambahkan dalam ekstrak yang sudah dilarutkan dalam pelarut lain
dengan tingkat kepolaran yang berbeda, maka akan terbentuk dua lapisan,
komponen yang memiliki massa jenis lebih besar akan berada pada lapisan
bawah. Satu komponen dari suatu campuran akan memiliki kelarutan dalam kedua
lapisan tersebut dan setelah beberapa waktu akan dicapai kesetimbangan
konsentrasi dalam kedua lapisan. Waktu yang diperlukan untuk mencapai waktu
kesetimbangan dua fase tersebut dapat dipersingkat dengan pencampuran

keduanya di dalam corong pisah.
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b. Partisi padat-cair

Partisi padat-cair merupakan pemisahan suatu komponen dari padatan dengan
melarutkannya dalam pelarut, di mana komponen lainnya tidak dapat larut dalam
pelarut tersebut. Proses ini biasanya dilakukan dalam fase padatan yang banyak
dilakukan dalam pemisahan minyak dari bahan yang mengandung minyak,

sehingga disebut dengan ekstraksi padat-cair (Ibrahim, 2009).

2.6.3. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis merupakan salah satu teknik pemisahan senyawa
dengan menggunakan adsorben (fasa stasioner) berupa lapisan tipis seragam yang
disalutkan pada permukaan bidang datar berupa lempeng kaca, plat alumunium
atau plastik. Identifikasi KLT dilakukan terhadap hasil fraksinasi menggunakan
sistem campuran eluen dengan menggunakan pelarut tertentu. Eluen yang dipilih
adalah eluen yang dapat memberikan pola pemisahan komponen senyawa yang
baik dan dapat menarik senyawa target yang akan diisolasi. Pemilihan eluen
dilakukan secara “trial and error” dengan kombinasi eluen yang berbeda untuk
mendapatkan pola pemisahan terbaik. Hasil kromatogram diidentifikasi
menggunakan larutan serium sulfat untuk menampakkan bercak atau noda dari
komponen senyawa tersebut. KLT digunakan untuk menentukan banyaknya
komponen dalam campuran, identifikasi senyawa, memantau berjalannya suatu
reaksi, menentukan efektivitas pemurnian, menentukan kondisi yang sesuai untuk
kromatografi kolom, serta untuk monitoring hasil kromatografi kolom dan KCV
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Jarak pemisahan senyawa pada plat silika gel tergantung pada polaritasnya.
Senyawa yang tidak polar dan sedikit polar bergerak paling jauh dari titik awal
penotolan, sedangkan senyawa yang paling polar bergerak naik dengan jarak yang
paling dekat dari titik awal penotolan. Parameter yang digunakan untuk
identifikasi adalah nilai Rf yang menyatakan jarak pengembangan senyawa pada
kromatogram dengan rentang harga antara 0,00-1,00 (Hidayah, 2010). Hasil KLT
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dengan menggunakan eluen berbeda-beda akan menghasilkan Rf yang berbeda.
Perbedaan itu didasarkan oleh perbedaan kepolaran eluen. Eluen yang mendekati
polar akan memiliki nilai Rf yang lebih besar karena sifat plat KLT yang bersifat
polar, sebaliknya eluen yang mendekati non polar akan memiliki nilai Rf yang
lebih kecil. Nilai Rf ini dapat digunakan sebagai analisis kualitatif suatu senyawa
(Sastrohamidjojo, 2002).

_ jarak tempuh sampel
~ jarak tempuh pelarut

Rf

2.6.4. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi Cair Vakum (KCV) merupakan salah satu metode pemisahan dan
pemurnian golongan senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan silika gel
sebagai adsorben pada berbagai perbandingan pelarut yang dilengkapi dengan
pompa vakum untuk memudahkan terjadinya elusidasi. Metode Kromatografi
Cair Vakum (KCV) dipilih karena dapat digunakan untuk memisahkan sampel
dalam jumlah besar dalam waktu yang relatif singkat. Metode ini didasarkan pada
prinsip absorpsi dan partisi. Kolom diisi dengan fase diam dan divakum dengan
pompa vakum agar fase gerak berupa eluen dapat turun mengelusi komponen
kimia yang terkandung di dalam sampel, sehingga akan keluar menjadi fraksi-
fraksi yang lebih sederhana (Syafitri dan Ersam, 2016).

KCV terdiri dari suatu corong Buchner yang memiliki kaca masir dan diisi dengan
fase diam. Teknik KCV dilakukan dengan suatu sistem yang bekerja pada suatu
kondisi vakum secara berlanjut dan akan menghasilkan kerapatan kemasan yang
maksimum atau dengan menggunakan tekanan rendah untuk meningkatkan laju
alir fase gerak. Urutan eluen yang digunakan dimulai dari eluen yang memiliki
tingkat kepolaran paling rendah seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5 dan
ditingkatkan secara perlahan. Vakum dihentikan, pelarut dengan kepolaran
rendah dituangkan ke permukaan adsorben lalu divakum, kolom dihisap sampai

kering hingga siap dipakai (Hostettman et al., 1995).



n-heksana Non polar
Sikloheksana
Karbon tetraklorida
Benzena

Toluena

Metilen klorida
Kloroform

Etil asetat

Aseton

n-propanol

Etanol

Metanol v
Air Polar

Gambar 5. Urutan tingkat kepolaran eluen (Gritter et al., 1991).

Proses penyiapan fasa diam dalam kolom terbagi menjadi dua macam, yaitu :
a. Cara Basah

Fasa diam dilarutkan terlebih dahulu ke dalam fasa gerak yang akan digunakan.
Campuran tersebut dimasukkan ke dalam kolom secara merata dan fasa gerak
dibiarkan mengalir hingga terbentuk fasa diam yang tetap dan rata, kemudian
aliran dihentikan.

b. Cara Kering

Fasa diam atau adsorben yang akan digunakan pada KCV dimasukkan ke dalam
kolom kromatografi, kemudian dibasahi dengan pelarut yang akan digunakan
(Hostettman et al., 1995).

2.6.5. Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG)

15

Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) merupakan proses pemisahan berdasarkan

perbedaan distribusi campuran komponen antara fasa diam berupa kolom dan fasa

gerak yang dibiarkan mengalir. Metode KKG dipilih untuk pemisahan yang lebi
baik dengan jumlah sampel yang lebih sedikit. Aliran pelarut sebagai fase gerak
disebabkan oleh adanya tekanan gaya gravitasi. Kecepatan tetesan dan

penambahan eluen diatur agar tetesan yang keluar terjadi secara kontinyu.

h
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Konsepnya sama seperti KLT, perbedaannya terletak pada pemisahan komponen
suatu zat dalam eluen yang bergerak melalui fase diam sebagai adsorben yang
terjadi akibat adanya perbedaan daya adsorpsi pada komponen-komponen
tersebut. Fase gerak yang digunakan berupa larutan yang dipilih berdasarkan
hasil KLT dan fase diamnya berupa adsorben padat seperti alumina atau silika gel.
Kromatografi kolom dilakukan pada kondisi normal tanpa vakum dan waktu yang
diperlukan lebih lama (Hernawan, 2008). Pada dasarnya, cara ini meliputi
penempatan larutan di atas kolom yang berisi serbuk penyerap, kemudian
dilanjutkan dengan elusi beruntun setiap komponen dengan menggunakan pelarut
yang cocok (Markham, 1988). Tingkat adsorpsi tergantung pada polaritas
molekul dan fasa gerak, serta aktivitas adsorben (Christian, 1994). Urutan

kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Urutan kekuatan, kepolaran eluen, dan elusi pada kromatografi
(Christian, 1994)

Adsorben Polaritas Eluen Elusi Senyawa
Selulosa Petroleum Eter Hidrokarbon jenuh
Karontetra
Gula Klorida Alkena
Asam Silikat (Silika Gel) Benzena Hldroka}rbon
Aromatik
Florisil (Magnesium Silikat)  Kloroform Eter
Alumu'nlum Oksida Dietil Eter Aldehida, keton, ester
(Alumina)
Aseton Alkohol
Etanol Asam Karboksilat
Metanol
Air v

Keterangan : Semakin ke bawah menunjukkan kekuatan, kepolaran eluen, dan
elusi yang semakin tinggi pada kromatografi.

2.7. Spektrofotometri

Spektrofotometri adalah ilmu yang mempelajari tentang spektrofotometer dan
penggunaannya. Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk

mengukur energi secara relatif ketika energi tersebut ditransmisikan,
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direfleksikan, atau diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang yang terdiri
dari spektro dan fotometer. Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum
dengan panjang gelombang tertentu, sedangkan fotometer merupakan alat
pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau diabsorpsi (Neldawati,
2013). Pada penelitian ini digunakan dua jenis alat spektrofotometer, yaitu
spektrofotometer inframerah (IR) dan UV-Vis.

2.7.1. Spektrofotometri Inframerah (IR)

Spektrofotometri IR digunakan untuk mengidentifikasi senyawa organik karena
spektrumnya terdiri dari berbagai puncak yang sangat kompleks. Sinar
inframerah dapat diserap oleh berbagai jenis gugus fungsi pada frekuensi tertentu.
Spektrofotometer IR memiliki inti berupa interferometer Michelson berupa alat
untuk menganalisis frekuensi dalam sinyal gabungan. Spektrum inframerah yang
dihasilkan berasal dari pentransmisian cahaya yang melewati sampel, pengukuran
intensitas cahaya dengan detektor dan dibandingkan dengan intensitas blanko
sebagai fungsi panjang gelombang. Spektrum inframerah yang dihasilkan
kemudian diplot sebagai intensitas fungsi energi, panjang gelombang (nm) atau
bilangan gelombang (cm™) (Anam dkk, 2007).

Panjang gelombang IR berada pada rentang 625 - 4000 cm™ . Daerah 625 - 1300
cm™ merupakan finger print dari setiap senyawa dan sering kali sangat rumit
karena menunjukkan absorpsi yang disebabkan oleh uluran dan tekukan
(Sastrohamidjojo, 2002). Daerah antara 1400-4000 cm™ merupakan daerah
khusus yang berguna untuk identifikasi gugus fungsional. Daerah ini
menunjukkan absorpsi yang disebabkan oleh vibrasi uluran. Puncak-puncak
Spektrum inframerah dari senyawa yang diprediksi mengandung flavonoid
memberikan petunjuk adanya gugus —OH di daerah serapan 3400 cm™, gugus
ester C=0 pada 1660 cm™ dan C=0 flavonoid pada 1600 cm™. Gugus tersebut
merupakan gugus utama yang terdapat pada kerangka flavonoid (Wijono, 2003).
Gugus absorpsi (bilangan gelombang) dari beberapa gugus fungsi dapat dilihat
pada Tabel 2.
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Tabel 2. Absorpsi dari beberapa gugus fungsi (Fessenden dan Fessenden, 1986)

cugus Fongs el Glanan | anfang Clomoang
OH dan NH str. 3000-3700 2,7-3,3
CH str. 2800-3300 3,1-3,75
c=C 2100-2250 4,4-4.8
C=0str. 1640-1820 5,5-6,1
c=C 1600-1700 5,8-6,2
C-O str. 1050-1300 7,7-9,5
C-N str. 900-1300 8-11

2.7.2. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis digunakan untuk mengukur interaksi antara radiasi
elektromagnetik panjang gelombang tertentu dengan molekul atau atom dari suatu
zat kimia. Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan untuk menganalisis struktur
flavonoid dengan mengidentifikasi jenis flavonoid dan menentukan pola
oksigenasi. Keuntungan utama cara ini adalah hanya membutuhkan sedikit
senyawa flavonoid untuk analisis lengkap. Kedudukan gugus fungsi hidroksil
pada inti flavonoid dapat ditentukan dengan cara menambahkan pereaksi geser ke
dalam larutan cuplikan dan mengamati pergeseran puncak yang terjadi. Letak
serapan pita dan kekuatan pita tersebut akan memberikan informasi mengenai

sifat senyawa flavonoid (Markham, 1988), seperti yang ditunjukkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Rentang serapan spektrum UV-Vis untuk flavonoid
(Fessenden dan Fessenden, 1986)

Pita Il (nm) Pita I (nm) Jenis Flavonoid
250-280 310-350 Flavon
250-280 330-360 Flavonol (3-OH tersubstitusi)
250-280 350-385 Flavonol (3-OH bebas)
245-275 310-330 Isoflavon
275-295 300-390 Flavanon dan dihidroflavon
230-270 340-390 Calkon

270-280 465-560 Antosianidin dan antosianin
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Daerah spektrum absorpsi UV-Vis berada pada rentang 220 nm — 800 nm, daerah
sinar ultraviolet pada 190-380 nm, sedangkan spektrum sinar tampak berada pada
rentang 380-780 nm (Sastrohamidjojo, 2002). Spektrum khas flavonoid terdiri
atas dua pita, yaitu pada rentang 240-295 nm (Pita I1) dan 300-560 nm (Pita I)
(Neldawati, 2013). Spektrofotometri UV-Vis menggunakan dua buah sumber
cahaya yang berbeda, sehingga spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan baik
untuk sampel berwarna maupun sampel tidak berwarna yang memiliki serapan
berbeda pada setiap zat warnanya, seperti yang ditunjukkan pada Tabel 4

(Day dan Underwood, 2001).

Tabel 4. Serapan sinar dan zat warna spektrofotometer UV-Vis
(Day dan Underwood, 2001)

Serapan Sinar dan Warna yang Warna yang

Zat Warna (nm) Diteruskan Diserap
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

2.8. Diabetes Melitus

Diabetes melitus merupakan suatu kelompok penyakit metabolik dengan
karakteristik hiperglikemia yang terjadi karena adanya kelainan sekresi insulin,
kerja insulin, atau kedua-duanya. Kekurangan insulin relatif terjadi jika produksi
insulin tidak sesuai dengan kebutuhannya, kerja insulin pada sel yang dituju
diperlemah oleh antibodi insulin, jumlah reseptor insulin pada organ yang dituju

berkurang atau ada cacat reseptor insulin, sedangkan kekurangan insulin absolut
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terjadi jika pankreas tidak mampu untuk mensekresikan insulin. Gejala penyakit
diabetes melitus diantaranya berupa poliuria (sering buang air kecil), polidipsia
(banyak minum), berat badan menurun walaupun polifagia (banyak makan) dan

rasa lemas (American Diabetes Association, 2010).

Secara etiologis, diabetes dibagi menjadi 4 jenis yaitu diabetes Tipe | (Insulin
Dependent Diabetes Millitus/IDDM), Tipe Il (Non Insulin Dependent Diabetes
Millitus/NIDDM), DM tipe lain, dan DM Gestasional. Diabetes Tipe | terjadi
karena faktor genetik yang pada umumnya dimiliki sejak kecil. DM tipe |
merupakan suatu gangguan autoimun yang ditandai dengan kerusakan sel-sel 3
Langerhans pankreas. Kerusakan ini menyebabkan pankreas kurang mampu
memproduksi insulin, sehingga kandungan insulin di dalam tubuh mengalami
kekurangan atau tidak ada sama sekali. Kurangnya hormon insulin menyebabkan
glukosa di dalam darah menumpuk karena tidak dapat diserap ke dalam sel tubuh,
sehingga penderita DM tipe | memerlukan asupan insulin eksogen yang biasanya
diberikan dalam bentuk suntikan untuk membantu menjaga proses metabolisme di
dalam tubuh (Bustan, 2015).

Diabetes tipe Il umumnya dialami oleh orang dewasa, karena berkaitan dengan
degenerasi atau kerusakan organ dan faktor gaya hidup yang tidak sehat. Diabetes
tipe ini dapat dipengaruhi oleh faktor genetik, obesitas, diet tinggi lemak, dan
kurang berolahraga. DM tipe lain dapat terjadi karena efek genetik dari fungsi sel
B pankreas dan kerja insulin, penyakit eksokrin pankreas, endokrinopati, imbas
obat atau zat kimia, infeksi, dan sindrom genetik lainnya. DM Gestasional dapat
terjadi selama masa kehamilan yang biasanya terjadi pada trimester kedua dan
ketiga. Diabetes tipe I dan tipe Il menjadi dua tipe utama penyakit diabetes, dan
diabetes tipe Il merupakan mayoritas dari tipe diabetes lainnya, yaitu lebih dari
85% penderita dari total prevalensi diabetes merupakan penderita diabetes tipe Il

(American Diabetes Association, 2010).

Diabetes yang tidak terkendali dapat menyebabkan terjadinya komplikasi

metabolik akut maupun kronik. Gula darah pada penderita diabetes dapat
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dikendalikan dengan membiasakan gaya hidup sehat dan menggunakan OHO
(Obat Hipoglikemik Oral). Pola makan dengan komposisi karbohidrat, protein,
dan lemak yang seimbang dan berolahraga secara teratur dapat menurunkan dan
menjaga kadar gula darah karena dapat meningkatkan aktivitas reseptopr insulin
dan meningkatkan penggunaan glukosa di dalam tubuh. Penggunaan obat oral
dilakukan untuk membantu penanganan pasien DM tipe Il dengan menggunakan
satu jenis obat atau atau kombinasi dari dua jenis obat. Terdapat beberapa tipe
obat yang umum digunakan untuk mengendalikan kadar gula dalam darah.
Berdasarkan cara kerjanya, obat antihiperglikemia dibagi menjadi lima golongan,
yaitu memacu sekresi insulin (Insulin Secreatagogue), meningkatkan sensitivitas
terhadap insulin, menghambat absorpsi glukosa di saluran pencernaan,
menghambat DPP-1V (Dipeptidyl Peptidase-1V), dan menghambat SGLT-2
(Sodium Glucose Co-transporter 2) (Ndraha, 2014).

Penggunaan obat oral dan terapi insulin dalam penanganan kondisi hiperglikeia
di dalam tubuh pada penderita dabetes memiliki efek samping dan membutuhkan
biaya yang cukup mahal karena penggunaannya yang memerlukan jangka waktu
yang panjang. Penggunaan obat oral dapat menyebabkan efek samping seperti
nyeri perut, konstipasi, diare, mual, muntah, hipoglikemia, reaksi hipersensitifitas
termasuk pruritus, kemerahan, vaskulitis, urtikaia, dan gangguan penglihatan.
Alternatif lain yang dapat dilakukan dalam penanganan kondisi hiperglikemia
adalah dengan menggunakan bahan alami dari tumbuhan yang berpotensi
membantu menurunkan kadar gula darah sehingga menjadi lebih terkontrol

(Prameswari dan Wijnarko, 2014).

2.9. Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokatiotik dengan DNA yang
hanya tersusun atas intron saja (Jawetz, 2013). Pada umumnya, bakteri memiliki
ukuran sel sebesar 0,5 —1,0 um x 2,0 — 5,0 um. Bentuk dasar bakteri terdiri dari
tiga jenis, yaitu bentuk bulat (kokus), bentuk batang (Bacilllus), dan bentuk spiral.
Bakteri patogen adalah bakteri yang dapat menyebabkan penyakit. Pengobatan
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infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen melibatkan penggunaaan antibiotik.
Antibiotik merupakan jenis obat yang telah diformulasikan khusus untuk
membunuh bakteri dan secara umum digunakan untuk mengobati infeksi yang
disebabkan oleh bakteri (Hanafiah, 2005).

2.9.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif yang berbentuk bulat dan
dapat tumbuh optimal pada suhu 35-37°C. Klasifikasi bakteri S. aureus menurut
(Rosenbach, 1884) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacilliales

Famili . Staphylococceae
Genus . Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Bakteri ini tersusun bergerombol seperti buah anggur yang hidup sebagai saprofit
di dalam saluran pengeluaran lendir pada tubuh manusia seperti hidung, mulut,
tenggorokan, dan dapat dikeluarkan saat batuk atau bersin. Bakteri ini juga
terdapat pada pori-pori, permukaan kulit, kelenjar keringat, dan saluran usus.
Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi serius ketika sistem imun melemah yang
disebabkan oleh perubahan hormon, penyakit, jaringan kulit yang terbuka atau
luka, dan penggunaan steroid atau obat yang mempengaruhi imunitas. Bakteri

S. aureus dapat ditularkan antarmanusia melalui kontak langsung dengan kulit

yang terinfeksi maupun transmisi melalui udara (Syahrurachman dkk, 1994).

2.9.2. Salmonella sp.

Salmonella sp. merupakan bakteri Gram negatif yang dikenal sebagai famili
Enterobacteriaceae. Klasifikasi bakteri Salmonella sp. menurut (Kuswiyanto,
2017) adalah sebagai berikut :



Kingdom
Divisi
Kelas
Famili
Genus

Spesies

23

: Bacteria

: Proteobacteria

: Gamma proteobacteria
: Entherobacteriales

: Salmonella

: Salmonella sp.

Salmonella merupakan bakteri patogenik enterik yang menyebabkan penyakit

bawaan pada makanan dan infektif bagi manusia. Penyakit yang ditimbulkan oleh

bakteri ini disebut Salmonellosis yang ditandai dengan demam yang timbul secara

akut, nyeri abdominal, diare, mual, dan terkadang muntah. Bakteri ini dapat

ditularkan melalui konsumsi makanan yang tercemar oleh bakteri tersebut atau

melalui hewan seperti kotoran reptil, ayam, dan bebek yang mengontaminasi

makanan atau air, kemudian makanan dan air tersebut dikonsumsi oleh manusia.

Salmonella mudah tumbuh pada medium yang sederhana. Bakteri ini dapat hidup

pada suhu tubuh manusia ataupun suhu yang sedikit lebih rendah dan dapat mati

pada suhu 70°C ataupun oleh antiseptik (Yuswananda, 2015).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei — Oktober 2022 yang bertempat di
Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Determinasi sampel dilakukan di
Herbarium Bogoriense, Bidang Botani, Pusat Penelitian Biologi, LIPI Bogor.
Analisis spektroskopi inframerah (IR) dilakukan di Laboratorium Terpadu dan
Sentra Inovasi dan Teknologi, Fakultas Matematika dan IlImu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung. Analisis spektroskopi UV-Vis, serta Uji bioaktivitas
antibakteri dan antidiabetes dilakukan di Laboratorium Biokimia, Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, peralatan
destilasi, rotary vacuum evaporator, satu set alat Kromatografi Lapis Tipis
(KLT), Kromatografi Cair Vakum (KCV), Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG),
lampu UV, pipet kapiler, pengukur titik leleh MP-10 Stuart United Kingdom,
neraca analitik, autoclave, Laminar Air Flow (LAF) 9005-FL Crumar Spain,
jarum ose, cawan petri, inkubator, pembakar spirtus, mikropipet, spektrofotometer
Inframerah Agilent Technologies, spektrofotometer UV-Vis Cary 100 Agilent

Technologies, dan penangas air.
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Adapun bahan yang digunakan diantaranya sampel kulit akar Tumbuhan Pudau
(A. kemando Mig.) yang diperoleh dari Dusun Karang Anyar, Desa Klaten,
Kecamatan Penengahan, Lampung Selatan. Bahan kimia yang digunakan
meliputi metanol (MeOH), n-heksana (n-CgH4), etil asetat (EtOAC), aseton
(C2HgO), serium sulfat (Ce(SQOy), 1,5% dalam asam sulfat (H,SO,) 2N), aquades
(H20), silika gel kasar G 60 untuk impregnasi, silika gel halus G 60 (35-70 Mesh)
untuk KCV dan KKG, plat KLT silika gel kiesegal 60 F254 0,25 mm. Pereaksi
geser yang digunakan untuk analisis spektrofotometer UV-Vis yaitu AlCls, HCI
pekat, natrium asetat (NaOAc), asam borat (H3BO3) dan natrium hidroksida
(NaOH). Uji antidiabetes menggunakan enzim a-amilase, acarbose, larutan pati
1%, larutan iodin, dan pelarut DMSO (dimethyl sulfoxide). Untuk uji antibakteri
menggunakan kertas Whattman filter paper No. 42, Nutrient Agar (NA),

ciprofloxacine, amoxicillin, serta bakteri S. aureus dan Salmonella sp.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Pengumpulan dan Persiapan Sampel

Sampel yang digunakan berupa kulit akar Tumbuhan Pudau (A. kemando Miq.).
Determinasi tumbuhan dilakukan di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani, Pusat
Penelitian Biologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Cibinong, Jawa
Barat. Sampel kulit akar Tumbuhan Pudau (A. kemando Migq.) dipisahkan antara
kulit akar dan kayunya. Kulit akar dibersihkan dari pengotor yang menempel
kemudian dipotong-potong hingga berukuran kecil dan dikeringkan untuk
menghilangkan kadar air yang terkandung di dalamnya. Kulit akar yang telah
kering kemudian digiling hingga menghasilkan serbuk halus untuk memperluas

permukaan sampel pada saat proses ekstraksi.
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3.3.2. Ekstraksi Sampel dengan Metode Maserasi

Metode ektraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah metode maserasi
dengan menggunakan pelarut metanol. Serbuk halus kulit akar tumbuhan pudau
(A. kemando Miq.) ditimbang sebanyak 1,23 kg, kemudian dimaserasi
menggunakan pelarut metanol 4 L selama 24 jam dengan tiga kali pengulangan.
Ekstrak hasil maserasi kemudian disaring menggunakan kertas saring untuk
memisahkan filtratnya. Filtrat hasil maserasi kemudian dipekatkan menggunakan
rotary vaccum evaporator pada suhu 40°C dengan kecepatan putaran 110 rpm
hingga menghasilkan ekstrak kasar metanol.

3.3.3. Fraksinasi Ekstrak

Ekstrak kasar metanol selanjutnya dilakukan pemisahan dengan cara partisi
menggunakan pelarut organik dengan tingkat kepolaran berbeda. Ekstrak metanol
dipartisi menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat secara bertahap dengan
corong pisah. Larutan ekstrak dimasukkan ke dalam corong pisah, ditambahkan
pelarut n-heksana dengan perbandingan 1:1 kemudian dikocok, sesekali katup
udara corong pisah dibuka dan ditutup kembali, hingga menghasilkan dua fase
yang kemudian dipisahkan. Prosedur ini dilakukan dengan tiga kali pengulangan
untuk memaksimalkan proses pemisahan senyawa. Fraksinasi dilanjutkan dengan

posedur yang sama menggunakan pelarut etil asetat.

3.3.4. Kromatografi

3.3.4.1. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Pada penelitian ini, metode Kromatografi Cair Vakum (KCV) dilakukan dengan
menggunakan silika gel halus G 60 sebagai fase diam dan pelarut etil asetat :

n-heksana sebagai eluen. Corong Buchner kaca masir yang berada di atas kolom
KCV diisi dengan fase diam silika gel halus G 60 sebanyak 10 kali berat sampel

yang dikemas dalam keadaan kering, selanjutnya bagian atas ditutup
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menggunakan kertas saring dan dipadatkan menggunakan vakum agar tidak
terdapat ruang udara dan tidak pecah saat dilakukan elusi. Eluen n-heksana
dituangkan ke atas permukaan silika gel terlebih dahulu untuk mengaktivasi silika
halus, lalu kolom dihisap dengan alat vakum hingga kering agar memperoleh
kerapatan maksimum. Kertas saring dikeluarkan dan kolom siap digunakan.

Ekstrak kering sampel yang telah dilarutkan dengan aseton kemudian
diimpregnasikan pada silika gel kasar sebanyak dua kali berat sampel, digerus
hingga homogen dan kering. Sampel hasil impregnasi dimasukkan ke bagian atas
kolom yang telah berisi fasa diam secara merata dan di atasnya diletakkan kertas
saring agar permukaan sampel tetap terjaga, kemudian divakum. Sampel dielusi
menggunakan etil asetat : n-heksana mulai dari tingkat kepolaran rendah hingga
tinggi (0:100 — 100:0%). Setiap penambahan eluen, kolom dihisap dengan
menggunakan vakum hingga kering, kemudian setiap fraksi dilakukan KLT dan

digabungkan berdasarkan pola fraksinasinya.

3.3.4.2. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT dilakukan untuk memonitoring dan melihat pola pemisahan pada komponen
senyawa yang terkandung dalam ekstrak kasar. KLT dilakukan dengan sistem
campuran eluen menggunakan pelarut seperti n-heksana, etil asetat, dan aseton
dengan perbandingan yang sesuai. Sampel yang akan dilakukan KLT dilarutkan
terlebih dahulu menggunakan aseton, kemudian ditotolkan pada plat silika
menggunakan pipet kapiler. Plat KLT dielusi menggunakan eluen yang sesuai
kemudian diamati noda yang dihasilkan di bawah lampu UV dengan panjang
gelombang 254 dan 366 nm. Kromatogram hasil KLT disemprot menggunakan
larutan serium sulfat untuk menampakkan noda hasil KLT. Setiap fraksi yang
menghasilkan nilai Rf yang sama digabungkan, kemudian dipekatkan dan
dilakukan proses pemurnian lebih lanjut hingga diperoleh isolat murni yang
ditunjukkan dengan noda (spot) tunggal pada plat KLT. Proses pemurnian sampel

kemudian dilanjutkan dengan Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG).
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3.3.4.3. Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG)

Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG) menggunakan perpaduan silika gel kasar
dan halus sebagai fase diam atau adsorben untuk menahan laju elusi pada fasa
gerak. Kolom dikemas dalam keadaan basah dengan silika kasar sebanyak 30 kali
berat sampel pada bagian bawah kolom, 10 kali berat sampel pada bagian atas
kolom, dan silika halus sebanyak dua kali berat sampel pada bagian tengah kolom.
Silika gel diaduk dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses pengelusian
hingga berbentuk bubur (slurry). Slurry tersebut dimasukkan ke dalam kolom
hingga rata dan tidak terdapat rongga (memiliki kerapatan maksimum). Sampel
yang telah diimpregnasi pada silika gel kasar sebanyak dua kali berat sampel
dimasukkan ke dalam kolom yang telah berisi fase diam atau adsorben. Pada saat
sampel dimasukkan, usahakan agar kolom tidak kering atau kehabisan pelarut
karena akan mempengaruhi kerapatan fasa diam yang telah dikemas rapat
sehingga proses elusi dapat terganggu. Kolom dielusi menggunakan eluen yang

sesuai dan hasilnya ditampung ke dalam vial.

3.3.5. Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian dilakukan dengan metode KLT dan uji titik leleh. Analisis
kemurnian dengan metode KLT dilakukan dengan menggunakan berbagai
campuran eluen atau fasa gerak. Kemurnian suatu senyawa dapat ditunjukkan
dengan timbulnya satu noda dengan berbagai campuran eluen yang digunakan,
seperti n-heksana dan etil asetat. Pengamatan noda dilakukan di bawah lampu
UV dengan panjang gelombang 254 dan 366 nm. Untuk menampakkan bercak
atau noda dari komponen senyawa tersebut, plat KLT disemprot dengan

menggunakan serium sulfat.

Analisis kemurnian dengan uji titik leleh dilakukan dengan menggunakan alat
pengukur titik leleh. Alat pengukur titik leleh dibersihkan terlebih dahulu dari
pengotor agar tidak ikut mempengaruhi naik atau turunnya temperatur titik leleh
kristal yang akan diuji. Kristal dengan ukuran besar digerus terlebih dahulu
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hingga menjadi serbuk yang lebih halus, kemudian kristal yang akan diuji titik
lelehnya diambil sedikit dengan menggunakan pipet kapiler dan diletakkan di
lempeng kaca. Alat pengukur titik leleh dihidupkan dan titik leleh kristal diamati
dengan menggunakan kaca pembesar. Titik leleh kristal ditunjukkan oleh suhu
pada saat kristal pertama kali meleleh. Pengukuran titik leleh ini dilakukan
sebanyak tiga kali pengulangan dan apabila menunjukkan hasil yang sama, maka

dapat disimpulkan bahwa senyawa yang diperoleh tersebut sudah murni.

3.3.6. Identifikasi Senyawa

3.3.6.1. Spektrofotometri Inframerah (IR)

Sampel kristal hasil isolasi yang telah murni, kemudian dianalisis menggunakan
spektrofotometer inframerah. Sebanyak 1 mg sampel senyawa hasil isolasi
ditimbang dan digerus bersama-sama dengan KBr. Gerusan kristal murni dengan
KBr dibentuk menjadi lempeng tipis atau pellet transparan dengan bantuan alat
penekan hidrolik berkekuatan 8-10 ton cm?. Zat yang telah terdispersi homogen
dalam pellet dimasukkan ke dalam alat spektrofotometer inframerah dan

diukur puncak serapannya (Pavia et al., 2001).

3.3.6.2. Spektrofotometri UV-Vis

Sebanyak 0,1 mg sampel berupa kristal murni hasil isolasi dilarutkan dalam

10 mL metanol. Larutan ini digunakan sebagai persediaan untuk beberapa kali
pengukuran dan dibuat larutan standar dengan konsentrasi tertentu sebagai
pembanding untuk mengetahui kurva larutan standar dari spektroskopi. Larutan
persediaan dibagi menjadi beberapa bagian. Sampel dalam pelarut metanol
kemudian diukur serapan maksimumnya. Masing-masing larutan persediaan
ditambah dengan pereaksi-pereaksi geser seperti natrium hidroksida (NaOH) 2 M
(0,8 g NaOH dilarutkan dalam 10 mL akuades), aluminium klorida (AICl;) 5%
(0,25 g AICI; dilarutkan dalam 5 mL MeOH), HCI 50% (5 mL HCI dalam 10 mL

akuades), padatan natrium asetat (NaOAc) dan asam borat (H3BO3). Pereaksi
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geser ini digunakan untuk menentukan kedudukan gugus hidroksi fenol pada
senyawa flavonoid dengan cara mengamati pergeseran puncak yang terjadi, lalu
diukur serapan maksimum pada masing-masing larutan tersebut setelah

penambahan pereaksi geser (Markham, 1988).

3.3.7. Uji Bioaktivitas

3.3.7.1. Antibakteri

Uji bioaktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi kertas cakram.
Bakteri yang akan diuji pada penelitian ini adalah bakteri S. aureus dan
Salmonella sp. Alat-alat yang akan digunakan untuk uji antibakteri sebelumnya
disterilisasi terlebih dahulu menggunakan autoclave selama 15 menit. Pada uji
antibakteri, digunakan 4,2 g Nutrient Agar (NA) yang dilarutkan dalam 150 mL
aquades sebagai media pertumbuhan bakteri. Campuran tersebut kemudian

dipanaskan sampai homogen dan disterilisasi.

Sebanyak 1,5 mg sampel senyawa hasil isolasi dilarutkan dengan 150 uL pelarut
metanol. Media yang telah disterilisasi dimasukkan ke dalam cawan petri
sebanyak 15 mL di dalam Laminar Air Flow (LAF), lalu setelah kering
dimasukkan media yang berisi aquades serta 1 ose bakteri S. aureus atau
Salmonella sp. Sampel senyawa dibuat dalam tiga konsentrasi berbeda, yaitu 0,3;
0,4; dan 0,5 mg/disc yang kemudian ditotolkan pada kertas cakram. Setelah itu,
dimasukkan paper disc berisi sampel, kontrol positif, dan kontrol negatif. Kontrol
positif yang digunakan pada penelitian ini berupa amoxicillin pada bakteri

S. aureus dan ciprofloxacine pada bakteri Salmonella sp, sedangkan kontrol
negatif yang digunakan adalah metanol. Cawan petri ditutup dengan plastic wrap
dan diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam, kemudian diukur diameter zona

hambat yang dihasilkan.
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Parameter yang diamati adalah diameter zona bening yang terbentuk di sekitar
kertas cakram. Zona bening dengan diameter lebih dari 20 mm dikategorikan
memiliki aktivitas antibakteri yang sangat kuat, 10-20 mm dikategorikan kuat,
5-10 mm dikategorikan sedang, dan di bawah 5 mm dikategorikan senyawa
tersebut mempunyai aktivitas yang lemah terhadap bakteri yang diuji

(Davis and Stout, 1971).

3.3.7.2. Antidiabetes

Uji antidiabetes dilakukan dengan mengukur aktivitas penghambatan enzim
a-amilase oleh sampel senyawa hasil isolasi yang dilakukan secara in vitro.
Sebanyak 4 mg sampel senyawa hasil isolasi dilarutkan dalam 2 mL pelarut
DMSO. Sampel dibuat 4 variasi konsentrasi yaitu 250, 500, 750, dan 1000 ppm.
Larutan pati 1% dibuat dengan melarutkan 0,15 g pati dalam 15 mL aquades
kemudian dipanaskan hingga larut. Larutan uji sampel (A;) dibuat dengan
mencampurkan 250 uL larutan sampel dengan masing-masing konsentrasi (250,
500, 750, dan 1000 ppm) dan 250 uL enzim a-amilase ke dalam tabung reaksi.
Campuran ini kemudian dihomogenkan dan didiamkan pada suhu ruang selama
10 menit sebagai OT (Operating Time). Larutan pati 1% sebanyak 250 pL
ditambahkan, dihomogenkan, dan diinkubasi dengan suhu 37°C selama 30 menit.
Reaksi dihentikan dengan penambahan 250 uL. HCI 0,1 M dan ditambahkan 250
uL iodin sebagai agen pewarna yang akan membentuk kompleks berwarna biru,

kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm.

Larutan blanko sampel, larutan kontrol, dan larutan blanko juga disiapkan sebagai
pembanding. Larutan blanko sampel (A;) dibuat dengan mencampurkan 250 pL
larutan sampel dengan masing-masing konsentrasi dan 250 uL H,O. Larutan
kontrol (Asz) dibuat dengan mencampurkan 250 pL enzim a-amilase dan 250 pL
H,O. Larutan blanko (A4) digunakan 500 uL H,O. Ketiga campuran ini
dihomogenkan, didiamkan pada suhu ruang selama 10 menit, ditambahkan 250

uL larutan pati 1%, dan diinkubasi dengan suhu 37°C selama 30 menit.
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Penghentian reaksi dilakukan dengan penambahan 250 uL HCI 0,1 M dan iodin
sebanyak 250 uL sebagai agen pewarna yang akan membentuk kompleks
berwarna biru. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 600 nm. Kontrol
positif pada penelitian ini menggunakan acarbose yang dilarutkan menggunakan
DMSO dengan variasi konsentrasi dan prosedur yang sama seperti pengujian

larutan sampel (Mwakalukwa et al., 2020).

Persen inhibisi dapat dihitung menggunakan rumus :

A — A4
Ay — Az

% Inhibisi = {1 - }xlOO

keterangan :

A; = Absorbansi sampel + pati + enzim

A, = Absorbansi sampel + pati tanpa enzim
Az = Absorbansi pati + enzim

A, = Absorbansi pati tanpa enzim



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil pembahasan dari penelitian yang telah dilakukan, diperoleh

kesimpulan sebagai berikut :

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi senyawa
flavonoid sikloartobilosanton berdasarkan analisis spektrofotometri UV-Vis,
IR, hasil KLT, dan uji titik leleh berupa kristal jarum berwarna kuning dengan
titik lelen 292-294°C sebanyak 23 mg dari bagian kulit akar Tumbuhan Pudau
(A. kemando Miq.).

2. Senyawa sikloartobilosanton hasil isolasi menunjukkan aktivitas antibakteri
terhadap bakteri S. aureus dalam kategori sangat kuat pada variasi konsentrasi
0,3; 0,4; dan 0,5 mg/disc., serta memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Salmonella sp. dalam kategori sedang pada konsentrasi 0,3-0,4 mg/disc, dan
kategori kuat pada konsentrasi 0,5 mg/disc.

3. Senyawa hasil isolasi menunjukkan bioaktivitas antidiabetes terbesar pada
konsentrasi 1000 ppm dengan nilai % inhibisi 48,53 £ 1,84 %, lebih rendah
dibandingkan acarbose sebagai kontrol positifnya dengan nilai % inhibisi

sebesar 81,56 + 1,64 % pada konsentrasi yang sama.
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5.2. Saran

Berdasarkan pembahasan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran untuk

penelitian selanjutnya yaitu sebagai berikut :

1. Penelitian lebih lanjut terhadap sampel kulit akar Tumbuhan Pudau
(A.kemando Migq.) perlu dilakukan untuk memperoleh informasi lebih tentang
jenis senyawa flavonoid yang terkandung di dalamnya.

2. Pada uji antidiabetes, perlu digunakan variasi konsentrasi yang lebih tinggi
untuk mengetahui kemampuan penghambatan optimum terhadap aktivitas
enzim a-amilase pada senyawa flavonoid hasil isolasi.

3. Uji bioaktivitas lain seperti uji toksisitas, antioksidan, dan antimalaria perlu
dilakukan untuk mengetahui kemampuan bioaktivitas lainnya pada senyawa
flavonoid hasil isolasi.
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