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ABSTRAK

ISOLASI, KARAKTERISASI, DAN UJI BIOAKTIVITAS SENYAWA
FLAVONOID DARI KAYU CABANG TUMBUHAN KENANGKAN
(Artocarpus rigida Blume) SEBAGAI ANTIDIABETES DAN
ANTIBAKTERI

Oleh

RIZKY HADIWIJAYA

Diabetes melitus merupakan penyakit gangguan metabolisme karbohidrat, yang
ditandai dengan tingginya kadar gula darah. Diabetes melitus dibedakan menjadi
dua kategori yaitu diabetes melitus tipe 1 dan diabetes melitus tipe 2. Diabetes
melitus tipe 1 disebabkan oleh kurangnya hormon insulin, sedangkan diabetes
melitus tipe 2 disebabkan apabila tubuh dapat memproduksi insulin, tetapi insulin
tidak dapat digunakan dalam proses glukoneogenesis. Diabetes yang tidak
terkontrol menyebabkan timbulnya penyakit infeksi oleh beberapa bakteri yang
menyerang organ tubuh, misalnya infeksi bakteri S. aureus. Tujuan penelitian ini
untuk mengisolasi, mengidentifikasi struktur serta menguji bioaktivitas
antidiabetes dan antibakteri senyawa flavonoid hasil isolasi dari kayu cabang
Tumbuhan Kenangkan (A. rigida Blume). Isolasi senyawa flavonoid melalui 3
tahapan vyaitu ekstraksi, partisi dan kromatografi (KCV, KK, dan KLT).
Identifikasi struktur dengan spektroskopi UV-Vis, IR, dan *H-NMR. Pengujian
senyawa sebagai antidiabetes secara in vitro menggunakan metode Fuwa
sedangkan pengujian antibakteri dengan metode difusi cakram. Pada penelitian
ini telah berhasil diisolasi senyawa artokarpin 70 mg, sikloartokarpin 12 mg, dan
[-sitosterol 9 mg. Hasil uji antidiabetes menunjukkan bahwa senyawa artokarpin
memiliki persen inhibisi sebesar 54,82% pada konsentrasi 2000 ppm, senyawa
sikloartokarpin memiliki persen inhibisi sebesar 88,76% pada konsentrasi 1000
ppm. Uji antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan Salmonella sp. senyawa
artokarpin memiliki daya hambat kategori kuat dan sedang pada konsentrasi 0,5
mg/disc, sedangkan senyawa sikloartokarpin tergolong kategori sangat kuat pada
konsentrasi 0,5 mg/disc.

Kata Kunci: Artocarpus rigida Blume, artokarpin, sikloartokarpin, -sitosterol,
antidiabetes, antibakteri.



ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVITY ASSAY
FLAVONOID COMPOUND FROM WOOD BRANCHES KENANGKAN
PLANT (Artocarpus rigida Blume) AS ANTIDIABETIC AND
ANTIBACTERIAL

Oleh

RIZKY HADIWIJAYA

Diabetes mellitus is a disorder of carbohydrate metabolism, which is characterized
by high blood sugar levels. Diabetes mellitus is divided into two categories,
namely diabetes mellitus type 1 and diabetes mellitus type 2. Diabetes mellitus
type 1 is caused by a lack of the hormone insulin, while diabetes mellitus type 2 is
caused when the body can produce insulin, but insulin cannot be used in the
process of gluconeogenesis. Uncontrolled diabetes causes infectious diseases
caused by several bacteria that attack the body's organs, for example S. aureus
bacterial infection. The purpose of this study was to isolate, identify the structure
and test the antidiabetic and antibacterial bioactivity of the flavonoid compounds
isolated from the wood of the Kenangkan plant (A. rigida Blume). Isolation of
flavonoid compounds through 3 stages namely extraction, partition and
chromatography (KCV, KK and TLC). Structure identification by UV-Vis, IR,
and 1H-NMR spectroscopy. In vitro testing of the compound as an antidiabetic
used the Fuwa method, while the antibacterial test used the disc diffusion method.
In this study, artocarpin 70 mg, cycloartocarpin 12 mg, and j-sitosterol 9 mg were
isolated. The antidiabetic test results showed that the artocarpin compound had a
percent inhibition of 54.82% at a concentration of 2000 ppm, the cycloartocarpin
compound had a percent inhibition of 88.76% at a concentration of 1000 ppm.
Antibacterial test against S. aureus and Salmonella sp. Artocarpin compounds
have strong and medium category of inhibition at a concentration of 0.5 mg/disc,
while cycloartocarpin compounds are classified as very strong at a concentration
of 0.5 mg/disc.

Keywords: Artocarpus rigida Blume, artocarpin, cycloartocarpin, [B-sitosterol,
antidiabetic, antibacterial.
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MOTTO

“Maka nikmat Tuhanmu yang manakah yang kamu dustakan.”
(QS. Ar-Rahmaan: 13, 16, 18, 21, 23, 25, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 45, 47, 49,
51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77)

“....Janganlah engkau bersedih, sesungguhnya Allah bersama kita......
(Q.S. At-Taubah : 40)

“...Mohonlah pertolongan (kepada Allah) dengan sabar dan salat. Sungguh, Allah
beserta orang-orang yang sabar” (Q.S. Al-Bagarah : 153)

“Dan orang-orang yang bersungguh-sungguh untuk (mencari keridhaan)
Kami,benar-benar akan Kami tunjukkan kepada mereka jalan-jalan Kami. Dan
sesungguhnya Allah benar-benar beserta orang-orang yang berbuat baik.”
(Q.S. Al Ankabut : 69)

“Rezeki masing-masing orang sudah tertakar dan tidak mungkin tertukar, ketika
dimulai dengan Bismillah serta ada kemauan pasti ada jalannya tidak ada yang
mustahil bagi Allah SWT” (Penulis)
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kesehatan merupakan salah satu kebutuhan yang sangat diperlukan masyarakat di
dalam kehidupannya. Hal ini tertuang dalam Undang-undang Republik Indonesia
No. 36 Tahun 2009 tentang kesehatan, yang menetapkan bahwa istilah sehat ialah
keadaan sehat baik jasmani maupun rohani, yang memungkinkan manusia untuk
berkegiatan produktif secara ekonomi dan sosial. Pesatnya perkembangan
teknologi dan ilmu pengetahuan, dan seiring berjalannya waktu, muncul berbagai
penyakit yang membahayakan kehidupan manusia. Salah satu penyakit yang
berbahaya adalah diabetes melitus (Syahrir dkk., 2016).

Diabetes melitus merupakan penyakit terganggunya proses metabolisme
karbohidrat yang menyebabkan kadar glukosa darah menjadi tinggi. Pengaturan
kadar gula darah merupakan ciri khas dalam pengobatan penyakit ini (Kazeem et
al., 2013). Diabetes melitus di Indonesia sering dikenal dengan sebutan penyakit
kencing manis. World Health Organization (WHO) telah melaporkan bahwa
diabetes adalah penyakit dengan kondisi jangka panjang yang serius serta
berdampak besar pada kehidupan dan kesejahteraan setiap individu, keluarga,
maupun masyarakat di dunia (Safaruddin dan Permatasari, 2022). Berdasarkan
data yang dihimpun oleh International Diabetes Federation (2021), negara
Indonesia berada di peringkat kelima, dengan 19 juta pasien pada tahun 2021, dan
diprediksi meningkat menjadi 28 juta pasien pada tahun 2045, meningkat
sebanyak 11,7%. Seseorang didiagnosa menderita penyakit diabetes apabila

muncul gejala antara lain banyak makan, sering kencing, banyak minum,



menurunnya berat badan dan diperoleh hasil pemeriksaan kadar gula darah 2 jam
setelah minum larutan gula 75 g, kadar glukosa darahnya lebih dari 200 mg/dL
atau saat puasa di atas 126 mg/dL (Widiyanti dan Aini, 2022). Penyakit diabetes
melitus dibedakan menjadi dua kategori, yaitu diabetes melitus tipe 1 dan diabetes
melitus tipe 2. Diabetes melitus tipe 1 biasanya dialami sejak anak anak
sedangkan untuk diabetes melitus tipe 2 dialami orang dewasa (Syamsiah, 2017).
Diabetes melitus tipe 1 disebabkan oleh proses autoimun yang menghancurkan
sel-sel B-pankreas sehingga produksi insulin menurun bahkan berhenti (Wisman
dkk., 2016). Penyakit diabetes melitus tipe 2 disebabkan apabila tubuh dapat
memproduksi insulin, tetapi insulin tidak dapat digunakan dalam proses

glukoneogenesis (glukosa menjadi glikogen) (Alam et al., 2014).

Diabetes yang tidak terkontrol menyebabkan beberapa perubahan. Studi praklinis
dan Klinis telah membuktikan bahwa kondisi ini dapat menyebabkan
perkembangan penyakit infeksi yang lebih agresif, terutama yang disebabkan oleh
beberapa bakteri yang menyerang kaki, mata, otak, ginjal (Chavez-Reyes et al.,
2021). Penyakit infeksi sudah dikenal sejak zaman dahulu dan angka penderita
infeksi dilaporkan semakin meningkat setiap tahunnya. Infeksi dapat disebabkan
oleh mikroba patogen yang berbahaya bagi sel inangnya, sehingga menyebabkan
penyakit akut yang mematikan (Romas dkk., 2015), misalnya infeksi bakteri S.
aureus. Penyakit infeksi tersebut dapat menjadi lebih serius jika terjadi pada
penderita diabetes. Penelitian di Amerika Serikat memperkirakan bahwa 10%
dari kunjungan Unit Gawat Darurat pada pasien diabetes disebabkan oleh infeksi,
dan pasien dengan diabetes dua kali lebih mungkin dirawat di rumah sakit dengan

infeksi dibandingkan pasien tanpa diabetes (Pearson-Stuttard et al., 2016).

Penyakit infeksi dapat diobati dengan menggunakan antibiotik. Antibiotik
merupakan obat sintetik sebagai penghambat ataupun pembunuh bakteri penyebab
infeksi. Penyakit infeksi yang semakin parah maka penggunaan antibiotik akan
semakin besar, hal ini dapat menyebabkan bakteri di dalam tubuh menjadi resisten
terhadap antibiotik. Untuk mengatasi hal tersebut, maka digunakan bahan alami

alternatif sebagai pengganti obat untuk meredakan dan menghilangkan infeksi



(Guilfoile, 2007), sedangkan diabetes melitus dapat di atasi dengan menurunkan
hiperglikemia yang dihambat dengan inhibisi enzim. Enzim yang berperan terkait
diabetes melitus yaitu a-amilase dan a-glukosidase yang bertindak dalam
menghidrolisis pati pada pankreas. Penghambat enzim a-amilase dan o
glukosidase ini menjadi target potensial dalam pengembangan senyawa obat
diabetes dari bahan alam. Salah satunya flavonoid sebagai bahan alami yang
dipercaya dapat menghambat enzim a-amilase dan a glukosidase (Algahtani et al.,
2020).

Tumbuhan famili Moraceae diketahui mengandung senyawa metabolit sekunder
berupa fenolik dan santon yang terutama berasal dari turunan flavonoid (Indarto,
2015). Sejumlah besar penelitian menunjukkan bahwa flavonoid memiliki efek
antidiabetes yang signifikan. Aktivitas antidiabetes dari flavonoid membantu
dalam pengaturan pencernaan karbohidrat, sekresi insulin, penyerapan glukosa,
dan deposisi lemak (Al-Ishaq et al., 2019). Genus Artocarpus telah dilaporkan
mengandung senyawa flavonoid yang mempunyai sifat sebagai antibakteri,
antiplatelet, antifungal, antimalaria, sitotoksik, antioksidan, antiinflamasi,
antikanker, dan antidiabetes (Panche et al., 2016). Salah satu spesies genus
Artocarpus yang diketahui mengandung flavonoid adalah Tumbuhan Kenangkan

atau Artocarpus rigida Blume.

Penelitian sebelumnya dari tumbuhan A.rigida Blume telah berhasil diperoleh
derivat flavonoid terisoprenilasi, artonin M-P diisolasi dari kulit batang (Hano et
al., 1993), artokarmin G-M diisolasi dari batang (Nguyen et al., 2017), senyawa
artorigidinon A-C dan artorisanton diisolasi dari bagian ranting (Rattanaburi et al.,
2021), senyawa santoangelol diisolasi dari bagian daun (Irpan, 2021), senyawa
artonin E diisolasi dari bagian kayu akar (Suhartati et. al., 2018), senyawa artonin
O (Khomsiah, 2016), 7-dimetilartonol E dan kromon arterigidusin dari bagian
kulit akar (Namdaung et al., 2006), yang memiliki bioaktivitas sebagai
antibakteri, antimalaria dan antikanker. Mengacu pada hal-hal yang telah
diuraikan di atas, maka dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap metabolit

sekunder khususnya flavonoid dari tanaman A. rigida Blume dan dilakukan uji



bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri terhadap senyawa flavonoid yang

dihasilkan.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah kayu cabang dari Tumbuhan
Kenangkan (A. rigida Blume) yang tumbuh di Desa Keputran, Kecamatan
Sukoharjo, Kabupaten Pringsewu, Provinsi Lampung. Isolasi senyawa flavonoid
dilakukan dengan menggunakan ekstraksi, fraksinasi dan kromatografi. Analisis
kemurnian dengan KLT 3 sistem eluen. Analisis struktur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis, IR dan *H-NMR. Senyawa hasil isolasi diuji
bioaktivitas sebagai antidiabetes dengan menghambat enzim a-amilase tipe 11 A
(Sigma), dan diuji antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan Salmonella sp.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu :

1. Mendapatkan senyawa flavonoid dari bagian kayu cabang Tumbuhan
Kenangkan (A. rigida Blume) dan mengidentifikasi struktur senyawa hasil
isolasi dengan spektrofotometri UV-Vis, IR, dan *H-NMR.

2. Menguji senyawa flavonoid hasil isolasi sebagai senyawa antidiabetes dengan
menghambat enzim a-amilase dan menguji aktivitas antibakteri terhadap

bakteri Salmonella sp. dan S. aureus.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu

1. Memberikan informasi mengenai jenis senyawa flavonoid yang terkandung
dalam kayu cabang Tumbuhan Kenangkan (A. rigida Blume).

2. Memberikan informasi ilmiah mengenai bioaktivitas antidiabetes dan
antibakteri senyawa flavonoid dari bagian kayu cabang Tumbuhan Kenangkan
(A. rigida Blume).



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Moraceae

Famili tumbuhan Moraceae adalah famili tanaman berbunga dan juga famili besar
yang mencakup lebih dari 1000 spesies. Di dunia, keluarga ini disebut Mulberi
dan juga Ara, sedangkan di Indonesia disebut keluarga beringin (Sahromi, 2020).
Penyebaran famili tumbuhan Moraceae yaitu pada daerah hutan tropis seperti di
benua Amerika dan Asia meliputi Negara Amerika Tengah, Amerika Selatan,
Meksiko, Indonesia, Malaysia, Thailand, Sri Lanka dan India. Tumbuhan famili
Moraceae terdiri atas 38 genus yang tersebar lebih dari 1100 spesies
(Christenhusz and Byng, 2016).

Tumbuhan famili Moraceae mempunyai banyak manfaat dalam kehidupan sehari
hari misalnya, kayu batangnya dapat dimanfaatkan sebagai bahan bangunan.
Selain itu, ada tiga genus utama Moraceae, yaitu Artocarpus, Ficus dan Morus
yang penyebarannya di daerah subtropis dan tropis (Somashekhar et al., 2018).
Tumbuhan yang berasal dari famili Moraceae ini diketahui memiliki kandungan
utama senyawa fenolik yang berasal dari senyawa flavonoid, arilbenzofuran,
santon dan stilbenoid. Senyawa ini memiliki aktivitas antiinflamasi, antikanker,
antimikroba, antijamur dan antitumor (Indarto, 2015). Hal inilah yang
mengindikasikan bahwa tumbuhan dari famili Moraceae sering digunakan sebagai
obat tradisional. Famili Moraceae yang tumbuh di Indonesia adalah genus
Artocarpus untuk spesiesnya meliputi A. altilis (sukun), A. camansi (kluwih), A.
heterophyllus (nangka), A. integer (cempedak), A. odoratissimus (tarap), A.

kemando (pudau), dan A. rigida Blume (kenangkan).



2.2. Artocarpus

Genus Artocarpus adalah bagian dari genus yang termasuk dalam famili
Moraceae. Genus Artocarpus mencakup sekitar 50 spesies yang tersebar di
seluruh Asia, mulai dari Sri Lanka, India, Pakistan, Myanmar, Indonesia, Cina
bagian Selatan, Malaysia, Papua Nugini hingga Kepulauan Solomon (Hajrina dan
Nurlita, 2021). Tumbuhan Artocarpus telah lama digunakan masyarakat
Indonesia sebagai obat alami atau tradisional. Bagian tanaman ini seperti kulit,
kayu batang, kayu akar, daun, buah, dan akarnya dari beberapa spesies Artocarpus
dilaporkan memiliki khasiat dan digunakan untuk pengobatan penyakit seperti

diare, demam, disentri, hipertensi, peradangan, malaria (Khan et al., 2003).

Struktur senyawa metabolit sekunder genus Artocarpus memberikan pengaruh
yang sangat luas, termasuk fungsinya sebagai agen antimikroba (Khan et al.,
2003; Eve et al., 2020) antiplatelet (Weng et al., 2006; Fakhrudin et al., 2020),
antijamur (Jayasinghe et al., 2004; Vazquez-Gonzélez et al., 2020; Chaves-
Santiago et al., 2022), antimalaria (Suhartati et al., 2020) sitotoksik (Syah et al.,
2006; Arung et al., 2010) antioksidan (Nurrahman dkk., 2017; Sreeja et al., 2021,
Chaves-Santiago et al., 2022) antiinflamasi (Riasari et al., 2019; Liu et al., 2021)
antikanker (Bailly, 2021) dan antidiabetes (Jonatas et al., 2020).

Senyawa yang diperoleh dari tumbuhan genus Artocarpus yaitu artorigidinon A-C
(1-3) dan artorisanton (4) (Rattanaburi et al., 2021), artonol B (5) (Aida et al.,
1997), artonin B (6) (Chung et al., 1995), artonin O (7) (Hano et al., 1990),
sikloartobilosanton (8) (Uvais et al., 1989), artobilosanton (9) (Jayasinghe et al.,
2008), c-geranilapigenin (10) (Fukai and Nomura, 1991) artonin E, artonin G,
artonin N (11-13) (Hano et al., 1993), artorigidin A-C (14-16), siklorigidol (17),
artoristilben (18) (Ren et al., 2010), artonin K (19) (Aida et al., 1997). Struktur

senyawa yang diperoleh dari genus Artocarpus dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Senyawa yang diperoleh dari genus Artocarpus.



2.3. Tumbuhan Kenangkan (A. rigida Blume)

Tumbuhan kenangkan atau A. rigida Blume tumbuh di hutan, memiliki batang
setinggi 20 m, memiliki kayu keras dan kulit kayu berserat serta menghasilkan
getah. Helaian daun tidak lebar, dan berbulu. Buah yang belum matang berwarna
kuning pucat. Tumbuhan kenangkan dapat dilihat pada Gambar 2.

o ’
=y ®
) ';. 5 v %
AR ey 4
Wy ¢ A=Y “’ 3]
o W ) ¢

Gambar 2. Tumbuhan Kenangkan (A. rigida Blume).

Senyawa yang dianalisis dari tanaman A. rigida Blume oleh peneliti sebelumnya
telah berhasil mengisolasi tiga jenis flavonoid baru bernama artorigidinones A—-C
dan santon baru bernama artorisanton bersama dengan tujuh senyawa yang
diketahui diisolasi dari kulit batang A. rigida Blume yang menunjukkan
sitotoksisitas garis sel mirip fibroblas (SW1353) (Rattanaburi et al., 2021),
selanjutnya telah berhasil diisolasi dari kulit batang A. rigida Blume
sikloartobilosanton dan artonin E. yang memiliki sitotoksisitas tinggi terhadap
leukemia P-388 sel. Pada uji bioaktivitas antibakteri, artonin E aktif terhadap E.
coli dan B. subtilis (Suhartati et al., 2008), dua senyawa baru diisolasi dengan
kerangka flavonoid yang dimodifikasi, yaitu 7-demitoartnol E dan kromon
artorigidus, serta beberapa senyawa fenolik yang diketahui, termasuk santon
artonol B, flavonoid sikloartobilosanton dan santon artoindosianin C. Jenis santon
artoindosianin C ini memiliki aktivitas antiplasmodia terhadap P. falciparum dan
semua senyawa tersebut juga menunjukkan bioaktivitas antibakteri terhadap M.

tuberculosis (Namdaung et al., 2006).



2.4. Senyawa Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit sekunder adalah senyawa hasil metabolisme sekunder yang
tidak terdapat secara merata pada dalam makhluk hidup dan ditemukan dalam
jumlah sedikit. Kandungan metabolit sekunder pada suatu tanaman dipengaruhi
oleh beberapa faktor baik internal maupun eksternal. Faktor internal seperti gen
dan faktor eksternal diantaranya seperti cahaya, suhu, kelembaban, pH,
kandungan unsur hara didalam tanah dan ketinggian tempat (Katuuk et al., 2019).
Adakalanya metabolit sekunder yang dihasilkan oleh tumbuhan tersebut
digunakan untuk pertahanan diri serta mekanisme kompetisi dengan makhluk
hidup yang ada di lingkungan sekitarnya. Contoh metabolit sekunder tumbuhan

adalah saponin, kuinon, flavonoid, tanin, terpentin (Nugroho dkk., 2021).

Senyawa metabolit sekunder tidak hanya terdapat pada daun, ranting dan akar
tetapi tersebar merata pada bagian tanaman seperti kulit batang. Keanekaragaman
metabolit sekunder berdasarkan jalur biosintesisnya merupakan peluang untuk
penemuan senyawa lain (Lestari dkk., 2016). Senyawa metabolit sekunder,
walaupun tidak esensial bagi kehidupan suatu tumbuhan, seringkali berperan
dalam kehidupan suatu spesies sebagai perkembangan untuk mengembangkan
spesies lain dan lingkungannya. Metabolit sekunder ini terbentuk terutama
melalui jalur asetat mevalonat dan asam sikimat dengan glukosa 6 fosfat sebagai
prekursor utama (Lipinski, 2011). Berdasarkan penelusuran literatur pada genus
Artocarpus, diketahui bahwa berbagai jenis metabolit sekunder telah diisolasi
dengan bioaktivitas yang sangat menarik. Hasil penelitian ini banyak ditemukan
metabolit sekunder yang termasuk golongan terpenoid, flavonoid, stilbenoid,

arilbenzofuran, neolignan (Hakim, 2010).

2.4.1. Flavonoid

Flavonoid termasuk senyawa metabolit sekunder terutama terdiri dari cincin
benzopiron yang mengandung gugus fenolik atau polifenol pada posisi yang

berbeda (Cavalcante et al., 2018). Flavonoid memiliki sejumlah manfaat sebagai
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obat, termasuk antikanker, antioksidan, anti-inflamasi, dan sifat antivirus (Ullah et
al., 2020). Senyawa flavonoid mengandung atom Cjs yang terdiri dari dua inti
fenolat yang dihubungkan dengan tiga atom karbon, struktur dasar flavonoid

dapat dilihat pada Gambar 3.

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

Struktur kerangka dasar flavonoid ini dapat menghasilkan tiga jenis struktur, yaitu
1,3-difenil propana (flavonoid), 1,2-difenil propana (isoflavonoid), dan 1,1-difenil
propana (neoflavonoid) yang dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Struktur ketiga jenis flavonoid (Achmad, 1986).

Ada beberapa jenis senyawa flavonoid, tergantung pada tingkat oksidasi rantai
propana dari sistem 1,3-difenil propana. Penomoran cincin turunan flavonoid
diberi tanda A, B dan C. Penomoran atom karbon dilakukan menurut sistem
penomoran dengan menggunakan nomor biasa untuk cincin A dan C, dan nomor

beraksen untuk cincin B, dapat dilihat pada Gambar 5.

Gambar 5. Penomoran turunan senyawa flavonoid (Markham, 1988).
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2.4.1.1. Klasifikasi Flavonoid

Metabolit sekunder jenis flavonoid, didistribusikan secara luas pada tumbuhan,
diklasifikasikan dalam enam subkelompok utama: flavon, flavonol, flavanol,
antosianin, isoflavon dan calkon dan kelompok ketujuh ditemukan pada beberapa
spesies yaitu auron. Struktur kimia dari turunan senyawa flavonoid dapat dilihat

pada Gambar 6.

Alosa ](,f]

Gambar 6. Struktur Kimia turunan senyawa flavan0|d (Panche et al., 2016).

Flavonoid polar merupakan senyawa yang larut dalam air. Jenis-jenis flavonoid
dalam jaringan tumbuhan berdasarkan sifat kelarutannya dan reaksi warnanya
antara lain antosianin, proantosianin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonol,

calkon, auron, flavonon, dan isoflavon (Markham, 1988).

2.4.1.2. Biosintesis Flavonoid

Aktivitas biologis flavonoid bergantung pada konfigurasi, jumlah total gugus
hidroksil, dan substitusi gugus fungsi pada struktur inti mereka. Penelitian terbaru
berfokus pada aspek kesehatan flavonoid untuk manusia. Banyak flavonoid
terbukti memiliki aktivitas antioksidan, kapasitas penangkap radikal bebas,
pencegahan penyakit jantung koroner, hepatoprotektif, aktivitas anti-inflamasi,
dan antikanker, sementara beberapa flavonoid menunjukkan aktivitas antivirus
potensial (Kumar and Pandey, 2013). Berikut biosintesis senyawa flavonoid yang

disajikan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Jalur biosintesis flavonoid (Peixoto et al., 2019).

2.4.1.3. Biosintesis Flavonoid Artocarpus

Flavonoid mewakili kelas besar metabolit sekunder tanaman yang dijumpai pada
berbagai macam buah, sayur, dan rempah-rempah. Karena adanya gugus
hidroksil dan cincin aromatik dari struktur flavonoid, mereka dapat berperan
sebagai antioksidan alami. Produk yang mengandung flavonoid biasanya
digunakan dalam diet antidiabetes. Banyak flavonoid seperti katekin, kuersetin,
kaempferol, fisetin, luteolin, naringenin, rutin, morin, silimarin, krisin, baikalin,
icariin, isolikuiritigenin, diosmin, isoanguston genistein, dan lainnya diuji
bioaktivitasnya. Senyawa flavonoid yang telah diisolasi dari genus Artocarpus
terdiri dari calkon, flavanon, flavan-3-ol dan flavon. Flavon terprenilasi dengan
pola oksigenasi cincin B pada C2’, C4' dan C5’ dapat menghasilkan turunan
flavon yang lebih kompleks terutama senyawa santon, keberadaannya dalam

metabolit sekunder turunan flavon ditemukan bersama-sama dalam genus
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Artocarpus (Hakim, 2010). Berikut biosintesis senyawa flavonoid dari genus

Artocarpus Gambar 8.

Gambar 8. Jalur biogenesis senyawa flavonoid genus Artocarpus (Hakim, 2010).

2.4.1.4. Artokarpin

Senyawa artokarpin adalah isoprenil flavon dari genus Artocarpus. Pohon dari
genus Artocarpus terdiri dari sekitar 50 spesies, dan berasal dari daerah tropis dan
subtropis. Artokarpin pertama kali diisolasi dari akar A. heterophyllus (nangka),
artokarpin telah dilaporkan pada genus Artocarpus lainnya seperti A. altilis, A.
chempeden, A. kemando dan A. maingayi. Baru-baru ini, artokarpin juga telah
diisolasi dari A. incisus, A. chama, A. lowii, A. anisophyllus, A. scortechinii, A.
odoratissimus dan A. hirsutus. Artokarpin memiliki rumus molekul C;sH2506 dan
struktur 5,7,2',4'-tetrahidroksilasi dengan tiga cincin. Cincin B memiliki gugus
2',4'-resorsinol dan terdapat gugus metoksi pada C-7 cincin A. Pada C-3 dan C-6
artokarpin terdapat substituen isoprenil (Chan et al., 2018). Struktur senyawa

artokarpin dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Struktu‘; senyawa artokarpimn (Suhartati et al., 2020).

Isolasi senyawa artokarpin sebelumnya telah diperoleh dari bagian kayu akar A.
kemando Mig. yang dilakukan modifikasi dan uji bioaktivitas antibakteri (Sa’Diah
et al., 2020), bagian kayu batang A. integer (Thunb.) Merr. sebagai antioksidan
(Zakaria et al., 2017), bagian kulit batang A. scortechinii King sebagai
antioksidan (Arriffin et al., 2017), bagian kayu batang A. heterophyllus sebagai
sitotoksik terhadap sel P-388 (Musthapa et al., 2016).

2.4.2. Steroid

Jalur biogenesis steroid sama seperti terpenoid, sehingga mereka memiliki
kerangka karbon yang sama. Struktur dasar steroid sama dengan lanosterol dan
triterpenoid tetrasiklik lainnya, tetapi hanya dengan dua gugus metil yang melekat
pada sistem cincin, pada posisi 10 dan 13. Rantai samping delapan karbon yang
ada di lanosterol juga ada di banyak steroid, terutama dari sumber hewani, tetapi
kebanyakan steroid yang berasal dari tumbuhan memiliki satu atau dua atom
karbon tambahan (Robinson, 1995). Pada banyak hewan steroid bertindak
sebagai hormon sedangkn steroid yang berasal dari tumbuhan banyak digunakan
sebagai obat. Steroid yang berasal dari jaringan hewan berasal dari triterpen
lanosterol, sedangkan yang terdapat pada jaringan tumbuhan berasal dari triterpen
sikloartenol (Achmad, 1986). Kerangka dasar steroid dapat diliht pad Gambar 10.
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Gambar 10. Kerangka dasar steroid (Achmad, 1986).

Senyawa steroid terdiri dari beberapa kelompok yang didasarkan pada efek
fisiologis pada masing-masing kelompok. Kelompok ini adalah sterol, asam
empedu, hormon seks, hormon adrenokortikoid, dan sapogenin. Sebelumnya telah
berhasil diisolasi senyawa steroid dengan nama B-sitosterol propionat dari daun A.
camansi (Kulu) sebagai antidiabetes (Nasution et al., 2014). Berikut struktur
senyawa hasil isolasi pada Gambar 11.

Gambar 11. Struktur senyawa steroid dari A. camansi (Nasution et al., 2014)

2.4.3. Terpenoid

Terpenoid merupakan turunan dari molekul terpena yang mengandung atom
selain atom karbon dan hidrogen, biasanya mengandung atom oksigen berupa
gugus hidroksil, karbonil, karboksilat. Senyawa golongan terpena dikenal sebagai
metabolit sekunder, yang dihasilkan oleh organisme melalui jalur biogenetik asam
mevalonat (Usman, 2014). Berdasarkan jumlah atom C yang ada dalam kerangka,
terpenoid dapat dibagi menjadi hemiterpen dengan 5 atom C, monoterpen dengan
10 atom C, seskuiterpen dengan 15 atom C, diterpen dengan 20 atom C, triterpen

dengan 30 atom C, dan seterusnya. hingga politerpen dengan C lebih dari 40
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(Nagegowda, 2010). Sebelumnya telah berhasil diisolasi senyawa terpenoid
dengan nama 3B-fridelinol (1), squalen (2), poliprenol (3) dari daun A. ovatus
Blanco (Ragasa et al., 2015). Berikut struktur senyawa hasil isolasi pada Gambar
12.

2. Squalen

1. Fridelinol

OH
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Gambar 12. Struktur senyawa terpenoid dari A. ovatus Blanco (Ragasa et al.,
2015).

2.4.4. Alkaloid

Alkaloid juga melimpah pada tumbuhan, terutama pada Angiospermae (lebih dari
20% dari semua spesies menghasilkan alkaloid). Alkaloid umumnya hanya
sedikit terdapat pada gymnospermae, lycopodium, equisetum, fungi, dan alga.
Alkaloid juga dapat ditemukan pada bakteri, jamur, hewan laut, artropoda, amfibi,
pada sejumlah burung dan mamalia. Beberapa alkaloid memiliki sifat antibakteri,
antijamur dan antivirus. Alkaloid biasanya dikelompokkan berdasarkan bentuk
cincin heterosiklik nitrogen yang terkandung di dalamnya, misalnya pirolidin,
piperidin, kuinolin, isokinolin, indol (Achmad, 1986). Atom nitrogen dalam
alkaloid berasal dari asam amino dan umumnya struktur kerangka karbon dari
asam amino prekursor akan tetap ada ketika dalam bentuk alkaloid. Prekursor
asam amino yang terkait dengan biosintesis alkaloid termasuk ornitin, lisin, asam

nikotinoat, tirosin, triptofan, asam antranilat, dan histidin.
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2.5. Ekstraksi dan Fraksinasi
2.5.1. Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses penarikan suatu zat dengan pelarut. Ekstraksi mengenai
distribusi zat terlarut antara dua fase cair yang tidak saling bercampur. Teknik
ekstraksi sangat berguna dalam pemisahan zat organik atau anorganik secara cepat
dan bersih, baik yang dilakukan dengan metode analisis makro maupun mikro
(Aji dan Ferani, 2013). Ekstraksi terdiri dari beberapa metode, seperti maserasi,
perkolasi, soklet, refluks dan destilasi. Pemilihan metode ekstraksi tergantung
pada sifat bahan dan senyawa target yang akan diisolasi. Proses ekstraksi bahan
tumbuhan dimulai dengan dengan cara mengelompokkan bagian tumbuhan,
penggilingan, dan pemilihan pelarut. Pelarut polar yang biasa digunakan untuk
ekstraksi adalah air, metanol, etanol, dan sebagainya, pelarut semi polar adalah
aseton, etil asetat, diklorometana dan sebagainya, sedangkan pelarut non polar
adalah n-heksana petroleum eter, kloroform dan sebagainya (Verdiana et al.,
2018). Ekstrak kasar sulit dipisahkan dengan teknik pemisahan tunggal untuk
memisahkan senyawa murni, sehingga ekstrak kasar perlu dipisahkan menjadi
fraksi-fraksi yang memiliki kepolaran dan ukuran molekul yang sama (Mukhriani,

2018). Ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode maserasi.

Maserasi merupakan metode pemisahan senyawa yang paling sederhana yang
banyak digunakan baik dalam skala kecil maupun industri. Maserasi dilakukan
dengan cara perendaman menggunakan pelarut organik sesuai dengan suhu.
Metode maserasi dapat menghindari senyawa yang tidak tahan panas. Proses
ekstraksi ini tidak dilakukan dengan menggunakan metode soklet karena
dikhawatirkan terdapat golongan senyawa flavonoid yang tidak tahan panas,
selain itu senyawa flavonoid mudah teroksidasi pada suhu tinggi (Nomer dkk.,
2019). Pemilihan pelarut yang digunakan untuk mengekstrak senyawa flavonoid
merupakan faktor penting untuk mendapatkan hasil ekstraksi yang komprehensif
dan memperoleh senyawa yang memiliki farmakologi. Proses maserasi dinilai
sangat berguna dalam mengisolasi senyawa dari bahan alam, selain mudah
dilakukan, dengan merendam sampel tumbuhan akan terjadi kerusakan pada

dinding dan membran akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel,
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sehingga metabolit sekundernya yang ada dalam pelarut dilarutkan dalam pelarut.
Pelarut yang mengalir ke dalam sel dapat menyebabkan protoplasma diisi sel yang

akan larut sesuai dengan kelarutannya (Yulianingtyas dan Kusmartono, 2016).

2.5.2. Fraksinasi

Fraksinasi atau partisi ekstrak adalah metode yang digunakan untuk memisahkan
komponen kimia dari ekstrak menggunakan pelarut yang berbeda polaritasnya.
Ekstrak (metanol, etanol 70%, atau etanol 96%) yang diperoleh masih kasar dan
memiliki kandungan yang sangat kompleks, sehingga perlu dilakukan fraksinasi
atau partisi cair-cair. Biasanya, ekstrak metanol atau ekstrak etanol dilarutkan
dalam air sampai larut dengan baik. Kemudian dipartisi sesuai tingkat polartitas

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

Adapun macam-macam metode partisi yaitu partisi cair-cair dan partisi padat-cair.
Partisi cair-cair juga dikenal sebagai metode corong pisah. Jika cairan
ditambahkan ke ekstrak yang telah dilarutkan dalam cairan lain yang tidak dapat
bercampur dengan cairan yang pertama, maka dua lapisan akan terbentuk. Salah
satu komponen campuran akan memiliki kelarutan di kedua lapisan (biasanya
disebut fase) (Tobo, 2001). Partisi padat-cair adalah pemisahan satu komponen
dari padatan dengan melarutkannya dalam pelarut, tetapi komponen lainnya tidak
dapat larut dalam pelarut. Proses ini biasanya dilakukan dalam fase padat,
sehingga disebut juga ekstraksi padat-cair. Dalam ekstraksi padat-cair, larutan
yang mengandung komponen yang diinginkan harus tidak dapat bercampur
dengan cairan lain. Proses ini banyak digunakan dalam pemisahan minyak dari

bahan yang mengandung minyak (Aji dkk., 2017).

2.6. Kromatografi

Kromatografi merupakan metode pemisahan penting yang memungkinkan dalam

mengidentifikasi, dan pemurnian komponen campuran untuk analisa kualitatif dan
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kuantitatif. Empat teknik pemisahan berdasarkan karakteristik molekul dan tipe
interaksi menggunakan mekanisme pertukaran ion, adsorpsi permukaan, partisi,
dan eksklusi ukuran (Coskun, 2016). Klasifikasi metode kromatografi dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Klasifikasi metode kromatografi

Metode Fase Diam Fase Gerak Mekanisme Penyerapan

Kromatografi Planar

Kromatografi Kertas Cair Cair Partisi
Kromatografi Lapis Tipis Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Cair

Komatografi Cair Kinerja Tinggi  Cair Cair Partisi
Kromatografi Pertukaran lon Cair Cair Pertukaran lon
Kromatografi Pertukaran lon Cair Cair Pertukaran lon
Kromatografi Ukuran-Eksklusi ~ Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Permeasi Gel Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Filtrasi Gel Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Kolom Padat Cair Adsorpsi

Kromatografi Gas

Kromatografi Cair Gas Cair Gas Adsorpsi
Sumber : (Saeed, 2020)
Teknik kromatografi lain yang banyak digunakan antara lain kromatografi lapis

tipis (KLT), kromatografi cair vakum (KCV), dan kromatografi kolom (KK).

2.6.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis merupakan salah satu metode termudah dan paling
serbaguna untuk melakukannya karena biaya rendah, waktunya cepat, sensitivitas
tinggi, dan reproduktifitas yang baik. KLT digunakan oleh banyak industri dan
bidang penelitia (Santiago and Strobel, 2013). Prinsip kromatografi lapis tipis
yaitu distribusi senyawa antara fase diam atau lapisan tipis yang diaplikasikan
pada kaca atau lembaran plastik dan fase gerak cair atau eluen yang bergerak di

atas fase diam (Bele and Khale., 2011). Nilai Rf adalah konstanta untuk setiap
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komponen hanya dalam kondisi percobaan yang identik. Itu tergantung pada sifat
adsorben, fase gerak, suhu, ketebalan lapisan, massa sampel (Singhal et al., 2009).
Pada kromatografi lapis tipis, untuk mengetahui jenis senyawa yang teradsorpsi
pada fase diam dilakukan visualisasi dengan menggunakan pereaksi tertentu.
Reagen spesifik yang biasa digunakan adalah serium sulfat. Serium sulfat adalah
senyawa anorganik berupa padatan garam anhidrat berwarna kuning, serium sulfat
berperan sebagai oksidator pada komponen yang teradsorpsi pada fase diam dan
menghasilkan noda hitam yang disebabkan oleh oksidasi karbon dari senyawa

target (Periasamy and Radhakrishnan, 2001).

2.6.2. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum adalah suatu metode pemisahan dan pemurnian senyawa
metabolit sekunder secara kasar dengan menggunakan silika gel sebagai adsorben
dalam berbagai perbandingan pelarut (elusi gradien) yang dilengkapi pompa
vakum untuk memudahkan terjadinya elusidasi. Fase diam yang akan dipakai
untuk KCV harus dikemas kedama kolom. Menurut Sarker et al., (2006) proses
pengemasan fase diam ke dalam kolom terbagi menjadi dua jenis, yaitu: cara
basah dan cara kering. Pembuatan fasa diam dengan metode basah dilakukan
dengan cara melarutkan fasa diam ke dalam fasa gerak yang akan digunakan,
kemudian ditambahkan ke kolom dan dibuat merata. Fase gerak dibiarkan
mengalir sampai terbentuk lapisan fase diam yang stabil dan merata, kemudian
aliran dihentikan. Sedangkan, pembuatan fasa diam secara kering dilakukan
dengan cara memasukkan fasa diam yang digunakan ke dalam kolom KCV. Fase
diam kemudian dibasahi dengan pelarut yang akan digunakan. Selain itu metode
kromatografi ini dapat memisahkan komponen dalam sampel dengan jumlah yang
banyak. Kromatografi cair vakum atau Vacuum liquid chromatography
diterapkan dalam pemisahan metabolit sekunder yang ada di batang tanaman
(Oluah et al., 2020).
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2.6.3. Kromatografi Kolom (KK)

Kromatografi yang dilakukan dalam kolom besar adalah metode kromatografi
terbaik untuk memisahkan jumlah besar (lebih dari 1 gram). Dalam kromatografi
kolom, proses pemisahan campuran tergantung pada perbedaan distribusi antara
fase diam dan fase gerak dari campuran yang akan dipisahkan dalam bentuk
tabung di bagian atas kolom penyerap di tabung kaca, logam, dan plastik. Pelarut
atau fase gerak dibiarkan mengalir melalui kolom karena aliran yang digerakkan
oleh gravitasi atau tekanan. Pita senyawa pelarut bergerak melalui kolom dengan
laju yang berbeda, terpisah, dan terkumpul sebagai fraksi saat mereka
meninggalkan kolom (Firdaus, 2011). Tingkat adsorpsi komponen tergantung
pada polaritas molekul, aktivitas adsorben, dan kepolaran fase gerak. Secara
umum, senyawa dengan gugus fungsi lebih polar akan teradsorbsi lebih kuat pada
permukaan fase padatan. Aktivitas adsorben tergantung pada komposisi
kimianya, ukuran partikel, dan pori-pori partikelnya (Braithwaite and Smith,
1995). Urutan kepolaran eluen dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Urutan kepolaran eluen, elusi senyawa dan kekuatan adsorben pada
teknik kromatografi

Polaritas Eluen Elusi Senyawa Adsorben
n-heksana Hidrokarbon tak jenuh Selulosa
Petroleum Eter Alkena Gula
Karbon Tetraklorida | Hidrokarbon Aromatik Silika gel
Benzene Eter Magnesium Silikat (Florisil)
Diklorometana Aldehida, Keton, Ester Aluminium Oksida (Alumina)
Kloroform Alkohol
Dietil Eter Asam karboksilat v
Etil Asetat
Aseton
Metanol M
Air v

Sumber : (Christian et al., 1994)
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2.7. Spektrofotometri

Spektrofotometri merupakan studi mengenai penggunaan suatu spektrofotometer
yang berhubungan dengan interaksi sinar dan molekul. Hasil dari interaksi
tersebut menghasilkan pemantulan, pembiasan, penyerapan, fluoresensi dan
ionisasi. Spektrofotometer adalah instrumen yang digunakan untuk mengukur
energi secara relatif apakah energi ditransmisikan, dipantulkan atau dipancarkan
sebagai fungsi panjang gelombang. Spektrofotometer menghasilkan cahaya dari

spektrum pada panjang gelombang tertentu (Gusnedi, 2013).

2.7.1. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrometer UV-Vis adalah instrumen yang dapat digunakan untuk memberikan
informasi baik untuk analisis kualitatif dan kuantitatif (Putri dan Setiawati, 2015).
Spektroskopi UV-Vis adalah singkatan dari spektroskopi ultraviolet dan cahaya
tampak (visible light), yang didasarkan pada pengukuran energi cahaya suatu zat
kimia pada puncak panjang gelombang tertentu. Sinar UV memiliki panjang
gelombang dari 200 hingga 400 nm, dan cahaya tampak memiliki panjang
gelombang dari 400 hingga 750 nm (Sriyati, 2022). Spektrofotometri UV-Vis
dapat dipakai dalam mengidentifikasi sampel berupa larutan, atau gas (uap).
Secara umum, sampel yang diukur harus diubah menjadi larutan. Persyaratan
yang harus diperhatikan mengenai pelarut yang digunakan,yaitu sampel harus
benar-benar larut. Pelarut yang digunakan tidak mengandung ikatan rangkap
yang terkonjugasi dalam strukturnya serta tidak berwarna, kemudian tidak ada
interaksi antara molekul senyawa yang diamati atau analisis. Serta kemurniannya
harus tinggi (Suhartati, 2017).

Metode spektrofotometri ini berguna untuk menentukan jenis flavonoid atau
posisi gugus fungsi hidroksil pada inti flavonoid dapat ditentukan dengan
menambahkan pereaksi geser pada larutan sampel dan mengamati pergeseran
puncak yang terjadi. Spektrum khas flavonoid terdiri dari dua pita, yaitu pada
panjang gelombang antara 240-285 nm (pita I1) dan 300-550 nm (pita ). Posisi

yang tepat dari pita serapan dan intensitas pita akan memberikan informasi yang
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berguna tentang sifat-sifat flavonoid (Markham, 1988). Rentang panjang
gelombang untuk setiap jenis flavonoid dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Rentang serapan spektrum UV-Vis untuk flavonoid

Pita Il (nm) Pita | (nm) Jenis Flavonoid

250 — 280 310 - 350 Flavon

250 — 280 330 - 360 Flavonol

250 — 280 350 - 385 Flavonol

245 — 275 310-330 Isoflavon
275295 300 -390 Flavanon & dihidroflavon
230 - 270 340 - 390 Calkon

270 - 280 465 - 560 Antosianidin & antosianin

Sumber : (Markham, 1988)

2.7.2. Spektrofotometri IR

Penggunaan spektrofotometri inframerah untuk mengetahui struktur senyawa
organik pada bilangan gelombang berkisar antara 650 hingga 4000 cm™ (Sudjadi,
1983). Daerah antara 1400-4000 cm™ sangat berguna untuk mengidentifikasi
gugus fungsi. Daerah ini menunjukkan penyerapan yang disebabkan oleh vibrasi
uluran. Daerah antara 1400- 700 cm™ (daerah sidik jari) seringkali sangat
kompleks karena menunjukkan penyerapan yang disebabkan oleh vibrasi ulur dan

vibrasi tekuk (Fessenden dan Fessenden, 1986).

Spektroskopi IR digunakan juga untuk mengkonfirmasi identitas suatu senyawa.
Jika dua sampel murni memberikan spektrum IR yang berbeda pada daerah sidik
jari , mereka mewakili senyawa yang berbeda. Tetapi jika sampel memberikan
spektrum IR yang sama pada daerah sidik jari, mereka mewakili senyawa yang
sama (Yadav, 2005). Karakteristik frekuensi beberapa kelompok gugus fungsi

molekul disajikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Karakteristik frekuensi beberapa gugus fungsi pada spektroskopi IR

Bilangan Gelombang (cm™) Jenis lkatan

3750-3000 Regang O-H, N-H

3000-2700 Regang CHs, CH,, C-H, C-H aldehid
2400-2100 Regang C=C, C=N

1900-1650 Regang C=0

1675-1500 Regang C=C (aromatik dan alifatik), C=N
1475-1300 C-H bending

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

Sumber : (Dachriyanus, 2017)

2.7.3. Spektroskopi NMR

Spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR) didasarkan pada penyerapan
gelombang radio oleh inti tertentu dalam molekul organik, ketika molekul ini
berada dalam medan magnet yang kuat (Fessenden dan Fessenden, 1986).
Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) adalah pengukuran spektrum
NMR dua dimensi yang memberikan informasi tentang korelasi antara proton dan
karbon dalam satu ikatan, sehingga dapat diketahui inti *H mana yang menempel
pada inti *C. Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) digunakan
untuk menentukan hubungan antara proton dan karbon dalam 2 sampai 3 ikatan,

sehingga atom karbon tetangga dapat diidentifikasi (Breitmaier, 2002).

Pelarut yang digunakan untuk analisis NMR adalah pelarut organik dalam bentuk
deutereted walaupun tidak 100%. Hal penting yang perlu diketahui adalah nilai
pergeseran kimia dan bentuk sinyal dari pelarut yang digunakan. Pelarut yang
umum digunakan adalah CDCl3. Selain itu, jika sampel tidak larut, dapat
digunakan pelarut lain seperti metanol, aseton, air, dan DMSO dalam bentuk
deutereted. Selain sinyal dari pelarut itu sendiri, terkadang muncul sinyal dari air
yang muncul di area tertentu tergantung dari jenis pelarut yang digunakan.
Misalnya, jika kloroform CDCI3 digunakan, sinyal air biasanya muncul di area

pergeseran kimia sekitar 1,5 ppm (Jenie dkk., 2014).



25

2.8. Antidiabetes

Pengaturan gula darah yang tidak memadai menimbulkan konsekuensi serius bagi
kesehatan. Namun, obat antidiabetik konvensional juga efektif dengan efek
samping yang tidak dapat dihindari. Di sisi lain, tanaman obat dapat bertindak
sebagai sumber alternatif agen antidiabetes. Contoh tanaman obat dengan potensi
antidiabetes dijelaskan, dengan fokus pada studi praklinis dan klinis. Potensi
menguntungkan dari setiap matriks tanaman diberikan oleh tindakan gabungan
dan terpadu dari profil senyawa aktif biologis mereka (Salehi et al., 2019). Ada
beberapa kelas obat hipoglikemik oral yang memberikan efek antidiabetes melalui
mekanisme yang berbeda, yaitu sulfonilurea, biguanida, inhibitor a-glukosidase,
tiazolidindion, dan secretagogues non sulfonilurea. Sulfonilurea oral, seperti
glimepirid dan glibinklamid, bertindak untuk mengurangi gula darah, terutama
dengan meningkatkan pelepasan insulin. Meskipun obat hipoglikemik oral
sintetik bersama insulin adalah rute utama untuk mengendalikan diabetes, mereka
gagal untuk membalikkan perjalanan komplikasinya sepenuhnya dan semakin
memperburuknya dengan fakta bahwa mereka juga menunjukkan efek samping
yang menonjol. Ini membentuk kekuatan utama untuk menemukan sumber

alternatif agen antidiabetes.

2.8.1. Diabetes Melitus

Diabetes adalah penyakit yang ditandai dengan hiperglikemia dan gangguan
sistem metabolisme, lipid dan protein yang berhubungan dengan defisiensi absolut
atau relatif pada sekresi insulin, gejala yang ditumbulkan seperti poliuria,
kesemutan, dan penurunan berat badan (Buraerah dkk., 2010). Seseorang
didiagnosa menderita penyakit diabetes jika memiliki kadar gula darah lebih dari
200 mg/dL dan kadar gula darah saat puasa lebih dari 126 mg/dL. Pasien akan
mengalami peningkatan frekuensi buang air kecil/poliuria, peningkatan rasa
haus/polidipsia, peningkatan rasa lapar/polifagi, kelelahan penurunan berat badan
(Lal, 2016). Berikut dua klasifikasi diabetes melitus. Diabetes melitus tipe 1
terjadi karena proses autoimun yang merusak sel -pankreas sehingga produksi

insulin menurun bahkan berhenti (Wisman dkk., 2016). Sedangkan diabetes



26

melitus tipe 2 apabila tubuh dapat memproduksi insulin, tetapi insulin tidak dapat
digunakan dalam proses glukoneogenesis. Jenis diabetes ini lebih sering dijumpai
pada manusia yang memiliki umur di atas 40 tahun, tetapi dapat juga terjadi sejak
usia 20 tahun. Prosentase penderita diabetes tipe 2 sekitar 90-95% (Tandra, 2017).

2.8.2. Enzim

Enzim didefinisikan sebagai protein yang dibuat oleh sel hidup dan
mempengaruhi reaksi kimia. Dilihat dari fungsi enzim, enzim merupakan katalis
pada sistem biologis atau biokatalisator. Sifat utama enzim adalah memiliki daya
katalitik yang besar dan sangat spesifik (Apriyanto, 2021). Enzim bekerja dengan
mengikat permukaan molekul reaktan, sehingga mempercepat reaksi. Percepatan
reaksi terjadi karena enzim mengurangi energi, energi inilah yang mendorong
reaksi (Lehninger, 1995).Enzim amiloseluloltik terdiri dari dua enzim yaitu
amilase dan selulase. Amilase adalah enzim yang dapat mengkatalisis internal o-
1,4-glikosidik dalam pati (Indriati et al., 2018), yang menjadikan karbohidrat
sederhana seperti oligosakarida (dekstrin), disakarida (maltosa), dan

monosakarida (glukosa).

Enzim a-amilase (3.2.1.1 a-1,4-glukan-4-glukanohidrolase) adalah golongan
endoenzim dari kelas hidrolase yang berperan mempercepat laju reaksi hidrolisis
pati pada ikatan a-1,4 glikosida di bagian dalam unit amilosa menghasilkan
maltosa dan D-glukosa ataupun di bagian dalam unit amilopektin menghasilkan
dekstrin (Vogel and May, 2019). Enzim amilase terdiri dari a-amilase, B-amilase,
dan y-amilase dengan memanfaatkan pati sebagai substratnya (Swandi, 2020).
Bakteri yang dapat menghasilkan enzim amilase, antara lain B. subtilis, B.
licheniformis dan B. stearothermophilus, Streptomyces sp., S. filbugera, dan P.
stutzeri (Singh et al., 2011). Struktur Kkristal ~zuman pancreas a-amylase (HPA)
dalam kompleks dengan inhibitor alami telah dipecahkan berikut struktur o-
amilase (Nahoum et al., 2000). Struktur kimia a-amilase dapat dilihat pada
Gambar 13.
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Gambar 13. Struktur kimia a-amilase (Nahoum et al., 2000).

2.8.3. Akarbosa

Akarbosa adalah obat yang aman dan efektif untuk diabetes tipe 2 yang
menghambat glukoamilase inang untuk mencegah pencernaan pati di usus kecil
dan dengan demikian akan menurunkan kadar glukosa darah postprandial. Ini
menghasilkan peningkatan pati makanan di usus distal, di mana ia menjadi
makanan bagi komunitas bakteri usus (Baxter et al., 2019). Akarbosa memiliki
kemanjuran penurun glukosa, akarbosa juga bermanfaat pada pasien diabetes tipe
2 yang kelebihan berat badan/obesitas dengan dosis yang dianjurkan (Zhang et al.,
2020). Struktur kimia akarbosa dapat dilihat pada Gambar 14.

CH,OH
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Gambar 14. Struktur kimia akarbosa (Zhang et al., 2020).

2.8.4. Inhibisi a-amilase

Telah dilaporkan bahwa aktivitas a-amilase memiliki penghambatan. Sel 8-
pankreas manusia pada usus kecil berhubungan dengan peningkatan kadar gula

postprandial, oleh karena itu kontrolnya merupakan aspek penting dalam
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pengobatan diabetes mellitus tipe 2 (Zinjarde et al., 2011). Efek Penghambatan
Senyawa isolasi pada a-glukosidase dan a-amilase. Fraksi dikloro-metana (DCM)
dan etil asetat (EtOAc) ditemukan menunjukkan aktivitas penghambatan a-
glukosidase yang secara signifikan lebih tinggi daripada fraksi n-heksana dan air,
yang memiliki aktivitas yang relatif lebih rendah (Mwakalukwa et al., 2020). Di
antara banyak obat antidiabetes, acarbosa adalah yang paling banyak digunakan
sebagai penghambat enzim a-amilase untuk pengobatan diabetes mellitus tipe 2
(Naik and Kokil, 2013). Strategi mengurangi pemecahan karbohidrat dengan
mengendalikan aktivitas dua enzim hidrolisis (a-amilase dan a-glukosidase) untuk
mengontrol hiperglikemia postprandial dianggap sebagai pengobatan yang layak
untuk diabetes mellitus tipe 2 (Gong et al., 2020). Berikut mekanisme

menghambat enzim a-amilase pada Gambar 15.
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(inhibitor) aktivitas a-amilase

Gambar 15. Reaksi inhibisi enzim a-amilase (Sani et al., 2021).

2.9.Antibakteri

Produk yang berasal dari alam telah menunjukkan potensi dalam memerangi
penyakit yang paling mengerikan, dan berfungsi sebagai sumber senyawa
bioaktif yang efektif sehingga dapat digunakan sebagai agen anti-bakteri
(Majoumouo et al., 2019). Resistensi bakteri terhadap obat antibakteri yang
terkenal dan tersedia secara luas telah menjadi masalah kesehatan global yang
signifikan dan menjadi tantangan yang sulit di atasi guna menyembuhkan infeksi
yang terkait dengan mikroorganisme patogen yang resistan terhadap banyak obat.
Akibatnya, berbagai strategi telah diatur untuk menyembuhkan komplikasi parah
yang terkait dengan bakteri resisten terhadap banyak obat secara efektif.

Beberapa pendekatan melibatkan penghambatan pembentukan biofilm dan pompa

resistensi multiobat pada bakteri serta penemuan agen antimikroba baru yang



29

menunjukkan mekanisme aksi yang berbeda. Dalam hal ini, produk alam yaitu
alkaloid, terpenoid, steroid, antrakuinon, flavonoid, saponin, tanin, dll, telah
disarankan untuk mengatasi strain bakteri yang resistan terhadap banyak obat
karena efek farmakologisnya yang serbaguna. Flavonoid juga dikenal sebagai
senyawa polifenol, yang telah ditrliti secara luas untuk sifat antibakterinya karena
kecenderungan untuk menghambat pertumbuhan berbagai mikroorganisme
patogen, termasuk bakteri yang resistan terhadap banyak obat (Shamsudin et al.,
2022).

2.9.1. Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokariotik. dengan bentuk
terkecil dari kehidupan, dan banyak upaya telah dilakukan untuk secara teoritis
menghitung, menemukan, dan mengkarakterisasi perwakilan bakteri terkecil (Luef
et al., 2015). Bakteri patogen adalah golongan bakteri yang dapat menyebabkan
penyakit. Bakteri patogen dapat menyebar melalui populasi manusia dalam
berbagai cara dan dapat menyebabkan infeksi untuk pengobatan infeksi ini dapat
melibatkan penggunaan antibiotik. Mikroorganisme patogen menggunakan
berbagai mekanisme untuk menghemat energi dalam jaringan inang dan reservoir

lingkungan (Benoit et al., 2020).

2.9.1.1. S. aureus

Bakteri S. aureus termasuk dalam famili Staphylococaceae, termasuk bakteri
Gram-positif, berbentuk bulat (kokus), berdiameter 0,5-1,5 pL, tidak membentuk
spora, bersifat katalase-positif, dan sel tersusun seperti pasangan racem atau buih
sel. S. aureus ditumbuhkan dalam kaldu pada suhu 37°C. Batas suhu
pertumbuhan adalah 15°C dan 40°C, sedangkan suhu pertumbuhan optimum
adalah 35°C. S. aureus adalah bakteri anaerob fakultatif yang dapat tumbuh di
udara yang hanya mengandung hidrogen dan memiliki pH optimum 7,4. S. aureus
tahan terhadap pengeringan, dan NaCl 9% serta dihambat oleh heksaklorofenol
3% pada suhu 50 ° C selama 30 menit (Jawetz et al., 2005). Bakteri S. aureus
dapat dilihat pada Gambar 16.
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Gambar 16. S. aureus (Singh et al., 2018).

2.9.1.2. Salmonella sp

Bakteri Salmonella sp. adalah bakteri Gram-negatif, berbentuk batang, bakteri
tidak membentuk spora yang bergerak dengan flagela peritoneal. Bakteri ini
berukuran 2-4 um x 0,5-0,8 um. Salmonella sp. mampu berkembang pesat dalam
lingkungan yang sederhana (Jawetz et al., 2005). Salmonella sp. merupakan
bakteri anaerob serta aerob dan mudah dibudidayakan, pertumbuhan optimal
Salmonella sp. pada suhu 37°C dan pH 6-8. Bakteri ini sensitif terhadap suhu
tinggi, tidak dapat bertahan pada suhu di atas 70°C , sehingga bakteri ini mati
selama proses sterilisasi basah. Bakteri ini juga dapat mati pada suhu pasteurisasi
dan sensitif terhadap pH rendah di bawah pH (Pertiwi et al., 2019).

Salmonella termasuk famili Enterobacteriaceae. Salmonella adalah bakteri yang
menyebabkan penyakit usus dan merupakan penyebab utama penyakit bawaan
makanan. Ada lebih dari 2.500 serotipe Salmonella yang dapat menginfeksi
manusia. Namun serotipe yang sering menjadi penyebab utama infeksi pada
manusia adalah S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C, S. cholerasius dan
S. typhi (Kuswiyanto, 2017). Bakteri Salmonella sp. dapat dilihat pada Gambar
17.
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Gambar 17. Salmonella sp. (Rahman et al., 2018).

2.9.2. Kloramfenikol

Kloramfenikol adalah senyawa netral yang stabil, larut dalam lemak.
Kloramfenikol termasuk turunan dari asam diklorasetat dan mengandung bagian
nitrobenzena (Dowling, 2013). Kloramfenikol diisolasi pada tahun 1947 dari
Streptomyces venezuelae. Setelah itu, strukturnya dijelaskan dan menjadi
antibiotik pertama yang disintesis dengan cara kimia. Molekul kloramfenikol
terdiri dari tiga bagian: (I) bagian p-nitrobenzena, (1) bagian 2-amino-
propanadiol, (I11) bagian diklorasetil. Dalam istilah yang lebih umum, bagian |
mewakili sistem cincin aromatik dan bagian Il rantai samping halo asetil alifatik.
Bagian propanadiol memiliki dua atom karbon asimetris (Swofford et al., 2022).
Struktur kloramfenikol dapat dilihat pada Gambar 18.
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Gambar 18. Struktur kimia kloramfenikol (Swofford et al., 2022)

Kloramfenikol bersifat bakteriostatik tetapi dapat menjadi bakterisida dalam
konsentrasi tinggi. Kloramfenikol adalah antibiotik spektrum luas yang

digunakan untuk melawan bakteri Gram-positif dan Gram-negatif, dan anaerobik.
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Kloramfenikol bekerja dengan cara menghambat sintesis protein dengan cara
mengikat subunit ribosom 50S dan secara langsung mencegah pembentukan
protein bakteri. Antibiotik lain yang juga menargetkan subunit ribosom 50S
termasuk klindamisin (lincosamide) dan makrolida seperti eritromisin dan
klaritromisin. Namun, obat ini bekerja secara berbeda. Pada tingkat molekuler,
kloramfenikol menghambat perlekatan RNA transfer ke situs A pada ribosom
50S.

2.9.3. Siprofloksasin

Siprofloksasin adalah antibiotik florokuinolon yang digunakan untuk mengobati
infeksi bakteri seperti infeksi saluran kemih infeksi menular seksual (gonore dan
betis), kulit, tulang, infeksi sendi, prostatitis, topan, gastrointestinal dan infeksi
saluran napas, epidemi dan salmonerosis. Selain itu, siprofloksasin adalah pilihan
pengobatan yang cocok untuk pasien dengan infeksi campuran atau dengan
kecenderungan infeksi bakteri Gram-negatif yang memerlukan siprofloksasin,
antibiotik kuinolon spektrum luas, untuk ditinjau oleh anggota tim di antara para
ahli untuk mengelola infeksi pasien, ruang lingkup, kontraindikasi, dan profil efek
samping secara optimal (Thai et al., 2022). Struktur kimia siprofloksasin dapat
dilihat pada Gambar 19.
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Gambar 19. Struktur kimia siprofloksasin (Cazedey and Salgado, 2012).



I11. METODE PENELITIAN

3.1.Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Agustus 2022 sampai dengan Januari
2023 dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Determinasi
tumbuhan dilakukan di Herbarium Bogoriense Bidang Botani Pusat Penelitian
Biologi Lembaga lImu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Bogor. Analisis
spektrofotometri UV-Vis serta pengujian bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri
dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung, spektrofotometri Infra Red (IR)
dilakukan di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan
Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung dan Laboratorium Kimia Analitik
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Institut
Teknologi Bandung (ITB), serta spektrofotometri *H-NMR yang dilakukan di
Laboratorium Terpadu Institut Teknologi Bandung (ITB).

3.2.Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu peralatan gelas laboratorium,
lampu UV, satu set alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Kromatografi Cair
Vakum (KCV), Kromatografi Kolom (KK), neraca analitik, autoclave (S-90-N

Electric Streroclave™), Laminar Air Flow/LAF (9005-FL Crumair™), jarum ose,
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inkubator, pemanas Bunsen, pipa kapiler, tabung reaksi, rak tabung reaksi, hot
plate, incubator (Precisterm P’ Selecta’™), termometer (T60Heraeus™), oven,
mikropipet 50 — 1000 pL (Eppendorf™), penggaris, rotary evaporator
(Heildhop), kuvet, spektofotometer UV-Vis (Cary-100 UV-Vis Agilent
Technologies), spektrofotometer FT-IR (Agilent Technologies FTIR 630 CARY),
spektrofotometer FT-IR (Shimadzu — Prestige 21) dan spektrofotometer *H-NMR
(Agilent DD2 system operating at 500 MHz).

3.2.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini bagian kayu cabang tumbuhan
kenangkan (A. rigida Blume), pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dan
kromatografi dalam penelitian ini berkualitas teknis yang sudah didestilasi
sedangkan untuk analisis spektrofotometri berkualitas pro-analisis (p.a), berupa
metanol (CH3OH), n-heksana (CsH14), aseton (C3HgO), etil asetat (C4HgO5),
akuades (H20), diklorometana (CH,CI,), HCI 1 N, larutan Ce(SQOy4), 1,5% dalam
asam sulfat (H,SO,4) 2 N, dimetilsulfoksida (DMSQ) (Merck), larutan pati 1%,
larutan iodin (0,2 g I, dalam K1 2%), enzim a-amilase (Sigma Aldrich), akarbosa
>95% (Sigma Aldrich), silika gel (Merck G 60), silika gel 70-200 mesh (Merck
G60), silika gel (Merck Kiesegel 60 F2s4 0,25 mm), pereaksi geser AICl3 5% (0,25
g dalam 5 mL metanol), HCI 18,5% (5 mL HCI pekat dilarutkan sampai 10 mL
dengan aquades), NaOH 2 M (0,8 g NaOH dalam 10 mL akuades), padatan
natrium asetat (NaOAc) dan asam borat (HsBOg3), Nutrient Agar (NA), bakteri

Salmonella sp. dan S. aureus, kloramfenikol, serta siprofloksasin.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Persiapan Sampel

Sampel berupa tumbuhan kenangkan diambil pada tanggal 6 Februari 2022.
Sampel diperoleh dari Desa Keputran Kecamatan Sukoharjo Kabupaten

Pringsewu Provinsi Lampung. Sampel yang digunakan pada penelitian ini bagian
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kayu cabang, lalu dipotong dengan ukuran kecil, selanjutnya sampel tersebut
dihaluskan.

3.3.2. Ekstraksi Sampel

Serbuk kayu cabang Tumbuhan Kenangkan yang telah halus ditimbang sebanyak
3 Kg lalu diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan metanol 11 L yang
telah didestilasi. Maserasi dilakukan selama 1x24 jam dengan 3 kali
pengulangan. Hasil ekstrak metanol kayu cabang yang diperoleh diuapkan
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40°C dengan kecepatan 120 rpm.
Kemudian ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang untuk mengetahui bobot

sampel.

3.3.3. Fraksinasi Ekstrak

Fraksinasi ekstrak metanol bagian kayu cabang Tumbuhan Kenangkan dilakukan
dengan metode partisi menggunakan pelarut yang memiliki tingkat kepolaran
meningkat yaitu n-heksana dan aseton. Fraksinasi ekstrak dilakukan dengan
mencampur ekstrak metanol 1500 mL dan n-heksana 1500 mL (1:1)
menggunakan corong pisah, campuran dikocok dan biarkan sampai terbentuk dua
lapisan yaitu berupa fraksi ekstrak n-heksana dan fraksi ekstrak metanol, kedua
fraksi dipisahkan. Partisi dengan n-heksana dilakukan 3 kali pengulangan.
Kemudian residu metanol yang dihasilkan diuapkan kembali dengan rotary
evaporator dan ekstrak pekat metanol dilarutkan dengan aseton. Kemudian fraksi
ekstrak yang diperoleh di-KLT bersama dan dipekatkan dengan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 40 °C dan kecepatan putaran 120 rpm. Seluruh

fraksi ekstrak yang dihasilkan kemudian ditimbang untuk dikerjakan lebih lanjut.
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3.3.4. Kromatografi
3.3.4.1.Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Hasil fraksinasi yang menunjukkan adanya noda yang paling memungkinkan
terdapat flavonoid dipisahkan dengan menggunakan KCV. Pada Penelitian ini
digunakan fraksi aseton menggunakan adsorben silika gel G 60 (silika halus)
sebagai fase diam dan pelarut n-heksana:etil asetat sebagai eluen. Corong
Buchner kaca masir yang berada di atas kolom KCV diisi dengan fase diam
sebanyak 10 kali berat sampel. Lalu dibagian atas ditutup dengan kertas saring
kemudian divakum hingga padat dan rata. Eluen n-heksana 100% dituangkan
terlebih dahulu serta divakum hingga kering dengan pengulangan sebanyak 2
sampai 3 kali untuk memperoleh kerapatan yang maksimum pada fase diam.
Setelah itu kertas saring diambil lalu ditambahkan sampel yang telah diimpregnasi
dengan menggunakan silika kasar dengan bobot 2 kali sampel. Kemudian sampel
yang telah diimpregnasi dimasukkan ke dalam kolom KCV pada bagian atas fase
diam secara merata dan di atasnya dilapisi dengan kertas saring lalu dilakukan

proses elusi.

Proses elusi dimulai dengan eluen n-heksana:etil asetat secara perlahan-lahan
mulai dari tingkat kepolaran yang rendah sampai tingkat kepolaran yang tinggi
(100:0 s/d 0:100%). Kemudian kolom divakum setiap penambahan eluen sampai
tidak ada lagi eluen yang menetes pada pada kolom KCV. Fraksi-fraksi yang
diperoleh dimonitoring dengan KLT, kemudian fraksi-fraksi digabungkan
berdasarkan noda dan Rf yang sama. Fraksi gabungan di KLT kembali lalu
dipilih fraksi yang mengandung flavonoid untuk dilakukan pemurnian dengan

teknik kromatografi kolom.

3.3.4.2.Kromatografi Kolom (KK)

Hasil Fraksinasi dari KCV dengan analisis KLT selanjutnya dilakukan pemurnian
menggunakan KK. Pada KK eluen yang digunakan dipilih berdasarkan hasil KLT
terhadap fraksi yang akan dimurnikan dengan rentang Rf 0,2 - 0,3. Adsorben
yang digunakan berupa silika gel 60 (70-230 mesh ASTM) dan silika gel 60
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(untuk kromatografi lapis tipis) yang ditempatkan di lapisan tengah sehingga
terdapat 3 lapisan. Silika gel disuspensikan dan diaduk dalam eluen yang akan
digunakan pada proses pengelusian hingga berbentuk bubur (slurry). Slurry
tersebut dimasukkan ke dalam kolom sampai kerapatannya maksimum (tidak
berongga) dan rata. Kemudian sampel yang telah diimpregnasi pada silika gel 60
(70-230 mesh ASTM) dimasukkan ke dalam kolom yang telah berisi adsorben
(fase diam). Pada saat sampel dimasukkan, diupayakan agar kolom tidak
kering/kehabisan eluen karena dapat mempengaruhi kerapatan fase diam yang

telah dikemas rapat sehingga proses elusi dapat terganggu.

3.3.4.3.Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Untuk melihat pola pemisahan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak kasar
maka dilakukan KLT. KLT juga dilakukan terhadap fraksi-fraksi hasil KCV dan
fraksi-fraksi hasil KK. Kromatografi lapis tipis dilakukan dengan menotolkan
sampel terlarut pada plat KLT menggunakan pipet kapiler kemudian dielusi
dengan fase gerak. Fase gerak yang digunakan berupa campuran pelarut organik
yang sesuai. Noda pada plat KLT dapat dilihat di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm. Kemudian, hasil KLT disemprot dengan larutan Ce(SO,),
untuk menampakkan noda hasil KLT. Selanjutnya dihitung nilai Rf yang
diperoleh berdasarkan Persamaan 1.

_ (jarak yang ditempuh zat terlarut) (1)

(jarak yang ditempuh fase gerak)

3.3.5. Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian dilakukan dengan metode KLT. Analisis kemurnian secara
KLT menggunakan 3 sistem eluen berbeda yang menghasilkan nilai Rf 0,2, 0,4
dan 0,6. Kemurnian suatu senyawa ditunjukkan dengan timbulnya satu noda
dengan berbagai campuran eluen yang digunakan, dengan pengamatan noda di
bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm. Kemudian plat KLT
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disemprot menggunakan larutan serium sulfat dan dimasukkan ke dalam oven

pada suhu 80°C selama 3 menit.

3.3.6. Analisis Struktur

Kristal murni yang telah diperoleh kemudian dianalisis strukturnya dengan
spektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui serapan panjang gelombang
maksimum, dengan spektrofotometer inframerah (IR) untuk mengetahui gugus
fungsi, serta spektrofotometer ‘H-NMR untuk mengetahui lingkungan kimia

proton tetangga senyawa hasil isolasi.

3.3.6.1.Spektrofotometri UV-Vis

Sampel berupa kristal murni hasil isolasi ditimbang sebanyak 0,1 mg dimasukkan
ke dalam labu takar 10 mL kemudian diencerkan menggunakan metanol sampai
tanda batas sebagai larutan persediaan untuk beberapa kali pengukuran. Senyawa
murni diukur serapan maksimumnya dalam pelarut metanol. Kemudian masing-
masing larutan persediaan ditambah dengan pereaksi-pereaksi geser seperti
larutan natrium hidroksida (NaOH) 2 M, larutan aluminium klorida (AICl3) 5%,
larutan HCI 50% v/v, padatan natrium asetat (NaOAc) dan padatan asam borat
(H3BOg3). Penambahan pereaksi geser untuk menentukan kedudukan gugus
hidroksi fenol pada senyawa flavonoid dengan cara mengamati pergeseran puncak

yang terjadi pada pita | dan pita I1.

3.3.6.2.Spektrofotometri Inframerah (IR)

Sampel kristal hasil isolasi yang telah murni dihilangkan dari air lalu 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 cm2. Setelah itu, pelet tersebut diukur puncak serapannya
(Sulistiyani dan Huda, 2017).
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3.3.6.3.Spektroskopi *H NMR

Sampel kristal murni pada penelitian ini hanya dibuat spektrum *H-NMR. Sampel
yang akan dianalisis dilarutkan dalam pelarut inert yang tidak mengandung
proton. Pelarut yang digunakan untuk analisis *H-NMR adalah (CDs),O (aseton-
ds). Larutan ini ditempatkan dalam tabung gelas tipis dengan ketebalan 5 mm di
tengah-tengah kumparan frekuensi radio yang berada di antara dua kutub magnet
yang sangat kuat, kemudian energi dari kumparan frekuensi radio ditambah secara
terus-menerus. Energi pada frekuensi terpasang dari kumparan frekuensi radio
yang diserap sampel direkam dan memberikan data berupa spektrum NMR
(Silverstein dkk., 2005).

3.3.7. Uji Antidiabetes

Uji antidiabetes yang digunakan pada penelitian ini berdasarkan pada kemampuan
senyawa hasil isolasi dalam menghambat aktivitas enzim a-amilase. Uji inhibisi
enzim a-amilase menggunakan metode Fuwa yang telah dimodifikasi (Fuwa,
1954; Mwakalukwa et al., 2020). Larutan pati dibuat dengan menimbang 0,15
gram pati yang dilarutkan ke dalam 15 mL akuades pada labu Erlenmeyer 100
mL. Lalu dipanaskan di atas hotplate dengan suhu 100°C. Selanjutnya
menimbang 5 mg sampel yang dilarutkan ke dalam 2,5 mL pelarut DMSO untuk
memperoleh konsentrasi 2000 ppm, selanjutnya diencerkan menjadi 1500, 1000
dan 500 ppm, kemudian dibuat 4 kelompok (A1-A4). Al (0,25 mL sampel +
0,25 mL enzim a-amilase), A2 (0,25 mL sampel + 0,25 mL H,0), A3 (0,25 mL
enzim a-amilase + 0,25 mL H,0), A4 (0,5 mL H,0) didiamkan selama 10 menit.
Lalu ditambahkan 0,25 mL larutan pati (substrat) dan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu 37 °C setiap 10 menit diaduk, larutan HCI 1 N ditambahkan untuk
menghentikan reaksi. Kemudian ditambahkan sebanyak 0,25 mL larutan iodin
dan 4 mL akuades, kemudian diambil 1 mL dan diencerkan dengan 2 mL akuades
dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 600 nm. Semua sampel diuji dan dihitung Persen inhibisinya

berdasarkan Persamaan 2 (Mwakalukwa et al., 2020).
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% Inhibisi = {1 — %}mm% )

Keterangan : Al : absorbansi rata-rata sampel + pati + enzim
A2 : absorbansi rata-rata sampel + pati
A3 : absorbansi rata-rata pati + enzim
A4 : absorbansi rata-rata pati

3.3.8. Uji Antibakteri

Uji bioaktivitas ini, yang pertama dilakukan adalah sterilisasi alat dan media
dengan menggunakan autoclave selama 15 menit pada tekanan 1 atm. Uji
antibakteri menggunakan media Nutrient Agar (NA). Sebanyak 4,2 gram NA
dilarutkan ke dalam 150 mL akuades kemudian dipanaskan selama 15 menit
sampai homogen. Setelah itu, media agar dimasukkan ke dalam tabung reaksi
sebanyak 15 mL/tabung reaksi. Media sebanyak 5 mL/tabung reaksi dan 1 mL
akuades/tabung reaksi juga disiapkan. Selanjutnya, semua alat dan bahan
disterilisasi selama 15 menit. Sampel senyawa hasil isolasi dibuat variasi tiga
konsentrasi: 0,5, 0,4, dan 0,3 mg/disc. Kristal sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam
150 pL metanol p.a, kemudian diambil 50; 40, dan 30 uL untuk ditotolkan ke
dalam kertas cakram. Pada uji antibakteri terhadap Salmonella sp. digunakan
kontrol positif berupa siprofloksasin, sedangkan uji antibakteri terhadap S. aureus.
digunakan kontrol positif berupa kloramfenikol. Kloramfenikol dan siprofloksasin
dibuat tiga variasi konsentrasi: 0,5; 0,4; dan 0,3 mg/disc. Padatan untuk kontrol
positif sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 150 pL metanol p.a, kemudian diambil
50; 40, dan 30 pL untuk ditotolkan ke dalam kertas cakram.

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/tabung reaksi dituangkan ke dalam cawan petri. Setelah media memadat,
dimasukkan media agar 5 mL yang sudah ditambahkan dengan akuades berisi
bakteri sebanyak 1 ose. Kemudian kertas cakram yang berisi sampel, kontrol

positif dan kontrol negatif diletakkan di atas media yang telah memadat. Cawan
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petri ditutup, dan disegel dengan plastic wrap dan dibungkus menggunakan kertas
kemudian dimasukkan ke dalam inkubator selama 1x24 jam. Setelah 1x24 jam,
zona hambat yang terbentuk diamati dan diukur diameter zona beningnya
(Sa’Diah et al., 2020).
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3.3.9. Diagram Penelitian

Diagram penelitian pada percobaan ini disajikan pada Gambar 20.

3 Kg serbuk kayu cabang A. rigida Blume

________________________________________

A 4

\4 v
Fraksi n-heksana 13,78 g Fraksi MeOH
______________ | I, e

dilakukan kromatografi
cair vakum dan di-KLT

i dipekatkan dengan vacum i
| rotary evaporator dan !

ettt dilarutkan dengan aseton (1:1)
______________ i
\4 \4
Fraksi Aseton 26,18 g Fraksi MeOH 4,13 g

dilakukan kromatografi cair .___
vakum dan di-KLT

Fraksi-fraksi hasil KCV
' dilakukan kromatografi
kolom dan di-KLT

Kristal
Analisis spektroskopi : UV-
' Vis, IR, 'H-NMR i
Uji bioaktivitas :
' antidiabetes dan antibkteri
_____________________________ v
Hasil

Gambar 20. Diagram alir penelitian.



V. KESIMPULAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan pembahasan yang sudah dipaparkan, maka dapat disimpulkan:

1. Penelitian ini telah berhasil mengisolasi senyawa artokarpin 70 mg,
sikloartokarpin 12 mg dan B-sitosterol 9 mg dari bagian kayu cabang
Tumbuhan Kenangkan (A. rigida Blume) kemudian telah diidentifikasi
menggunakan spektroskopi UV-Vis, FTIR, *H-NMR.

2. Senyawa hasil isolasi berpotensi sebagai obat antidiabetes dan antibakteri,
senyawa artokarpin dapat menghambat aktivitas enzim a-amilase dengan
persen inhibisi sebesar 50,57% pada konsentrasi optimum 2000 ppm,
sedangkan senyawa sikloartokarpin dapat menghambat aktivitas enzim a-
amilase dengan persen inhibisi sebesar 88,76% pada konsentrasi optimum
1000 ppm, kemudian pada uji antibakteri terhadap S. aureus dan Salmonella
sp. senyawa artokarpin memiliki daya hambat kategori kuat dan sedang pada
konsentrasi 0,5 mg/disc, sedangkan senyawa siklo artokarpin tergolong
kategori sangat kuat pada konsentrasi 0,5 mg/disc.
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5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, maka penelitian selanjutnya

disarankan untuk :

1. Meningkatkan konsentrasi senyawa sikloartokarpin pada uji antidiabetes agar
diperoleh konsentrasi yang lebih optimum. Selain itu, perlu dilakukan uji
aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase untuk mengetahui potensi
senyawa flavonoid dari kayu cabang A. rigida Blume.

2. Melakukan pengujian antidibetes maupun antibakteri pada senyawa -
sitosterol hasil isolasi serta dilakukan pengulangan pada uji antibakteri agar

diperoleh hasil yang maksimal.
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