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ABSTRAK

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

Oleh

KANIA NUR AISYAH

Diabetes mellitus merupakan penyakit metabolisme yang disebabkan dengan
kenaikan kadar gula darah yang melebihi batas normal sehingga dapat
menyebabkan kelainan dan infeksi dalam tubuh. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi, mengidentifikasi, dan menguji bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri
pada senyawa flavonoid hasil isolasi. Isolasi dari senyawa flavonoid menggunakan
metode ekstraksi dengan maserasi yang dilanjutkan pemurnian dengan metode
KCV dan KK. Telah berhasil diisolasi senyawa flavonoid berdasarkan uji
kemurnian dengan uji fisika dan penentuan struktur senyawa menggunakan
spektroskopi UV-Vis dan IR yaitu senyawa artokarpin sebanyak 50 mg dan
senyawa sikloartokarpin sebanyak 2,4 mg berupa kristal bewarna kuning. Uji
biaktivitas antidiabetes terhadap senyawa isolasi artokarpin menunjukkan
penghambatan terhadap senyawa hasil isolasi sebesar 64,12% pada konsentrasi
2000 ppm lebih rendah dari kontrol positif akarbosa sebesar 88,20% pada
konsentrasi yang sama. Dilakukan juga uji antidiabetes terhadap senyawa
modifikasi dari artokarpin dengan penghambatan sebesar 93,92 % lebih besar dari
kontrol akarbosa sebesar 90,68% dan senyawa artokarpin pada konsentrasi 1000
ppm. Senyawa ini juga menunjukkan aktivitas antibakteri dalam kategori kuat
terhadap bakteri Salmonella sp dan S.aureus pada konsentrasi 0,5 dan 0,4 mg/disk,
serta menunjukkan aktivitas dalam kategori sedang pada konsentrasi 0,3 mg/disk.

Kata kunci : A. rigida blume, flavonoid, artokarpin, sikloartokarpin, antidiabetes,
antibakteri



ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVITY TEST OF
ANTI-DIABETIC AND ANTI-BACTERIAL FLAVONOID COMPOUND
FROM THE ROOT WOOD OF KENANGKAN PLANT (Artocarpus rigida

Blume)

By

KANIA NUR AISYAH

Diabetes mellitus is a metabolic disease caused by an increase in blood sugar
levels that exceed normal limits so that it can cause disorders and infections in the
body. This study aims to isolate, identify, and test the anti-diabetic and anti-
bacterial bioactivity of isolated flavonoid compounds. Isolation of the flavonoids
used the extraction method with maceration followed by purification using the
KCV and KK methods. Flavonoids have been successfully isolated based on
purity tests with physical tests and structural determination of compounds using
UV-Vis and IR spectroscopy, are consisted 50 mg of artocarpine and 2.4 mg of
cycloartocarpine in the form of yellow crystals. The antidiabetic biactivity test of
artocarpine isolated compound showed inhibition of the isolated compound of
64.12% at a concentration of 2000 ppm which was lower than the positive control
of acarbose of 88.20% at the same concentration. An anti-diabetic test was also
carried out on a modified compound of artocarpine with an inhibition of 93.92%
greater than that of the control acarbose of 90.68% and the compound artocarpine
at a concentration of 1000 ppm. This compound also showed anti-bacterial
activity in strong category against Salmonella sp and S.aureus bacteria at
concentrations of 0.5 and 0.4 mg/disc, and showed activity in the moderate
category at concentrations of 0.3 mg/disc.

Kata kunci : A. rigida blume, flavonoid, artocarpin, cycloartocarpin, anti-
diabetic, anti-bacterial.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Seiring pesatnya perkembangan zaman, membuat pola hidup serta gaya hidup
mengalami pergeseran, seperti pola makan yang tidak teratur, asupan nutrisi yang
berlebihan serta kegiatan olahraga yang kurang. Pola hidup yang tidak sehat
dapat menyebabkan timbulnya berbagai penyakit,salah satunya yaitu diabetes
melitus. Diabetes mellitus telah muncul sebagai salah satu penyakit kronis yang
paling serius dan umum di zaman kita dan menyebabkan komplikasi yang
mengancam jiwa. Hingga saat ini diabetes masih menjadi masalah kesehatan
yang serius bagi masyarakat global. Diabetes mellitus merupakan penyakit
metabolisme yang ditandai dengan kenaikan kadar gula darah yang melebihi batas
normal (hiperglikemia) karena kelainan insulin, kerja insulin atau kombinasi
keduanya (Hamid and Obaid, 2021).

Berdasarkan data yang dihimpun oleh International Diabetes Federation (2021),
537 juta orang dewasa rentang usia 20-79 terinfeksi diabetes melitus, jumlah ini
akan diperkirakan meningkat pada tahun 2030 sebanyak 643 juta jiwa dan pada
tahun 2045 sebanyak 783 juta jiwa. Indonesia menempati urutan ke lima tertinggi
di dunia dengan prevalensi penyakit diabetes melitus sekitar 10,6 % dan
diperkirakan sebanyak 28,5 juta masyarakat di Indonesia menyandang diabetes
pada tahun 2045. Diabetes melitus dibedakan menjadi tiga golongan, yaitu
diabetes mellitus tipe I, diabetes tipe Il, dan diabetes gestasional. Diabetes
melitus tipe 1l merupakan tipe diabetes yang lebih umum, terutama terjadi pada
orang dewasa, tetapi terkadang juga terjadi pada remaja. Diabetes tipe Il terjadi

karena sel-sel sasaran insulin gagal atau tak mampu merespon insulin secara



normal, keadaan ini disebut resistensi insulin yang menyebabkan kadar gula
dalam darah melibihi batas normal (Alam et al., 2014).

Penderita diabetes mellitus sangat rentan terhadap penyakit infeksi dan sangat
berpotensi meningkatkan morbiditas. Individu dengan diabetes yang tidak
terkontrol lebih rentan terhadap komplikasi dibandingkan dengan individu
dengan diabetes yang terkontrol dengan baik (Kim, 2019). Frekuensi infeksi yang
lebih besar pada pasien diabetes disebabkan oleh lingkungan hiperglikemik yang
membuat kekebalan tubuh mengalami disfungsi. Diabetes mellitus meningkatkan
kerentanan pasien terhadap virus, bakteri,dan infeksi jamur terutama melalui
modulasi sistem kekebalan tubuh. Dengan kadar gula yang yang melebihi batas
normal (Hiperglikemia) menyebabkan resistensi host berubah dan menyebabkan
respons inflamasi yang berlebihan terhadap bakteri (Pearson-Stuttard et al., 2016).
Untuk mengatasi infeksi yang disebabkan oleh bakteri pada umumnya dilakukan
dengan pemberian antibiotik sebagai antibakteri. Sedangkan untuk pengobatan
diabetes menggunakan obat sintesis seperti voglibose, acarbose, dan miglitol
yang tersedia secara komersial sebagai obat penurun glukosa darah (de Oliviera et
al., 2019). Pada studi yang telah dilakukan, obat sintesis yang tersedia, banyak
menimbulkan efek samping pada tubuh seperti hipoglikemia, kerusakan hati,
perut kembung, diare, sakit perut, resistensi obat, dan gagal jantung. Maka
digunakan alternatif lain selain obat sintetik yaitu dari bahan alam yang tidak
memiliki efek samping sehingga tidak membahayakan bagi tubuh manusia
(Etsassala et al., 2019).

Salah satu pendekatan terapeutik untuk mengobati diabetes adalah dengan
mengurangi hiperglikemia postprandial. Hal ini dilakukan dengan memperlambat
penyerapan glukosa melalui penghambatan enzim hidrolisis karbohidrat a-
amilase dan a-glukosidase disaluran pencernaan. Inhibitor enzim ini menunda
karbohidrat pencernaan dan memperpanjang waktu pencernaan karbohidrat secara
keseluruhan, menyebabkan penurunan tingkat penyerapan glukosa (Elya et al.,
2015). Penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase dipercaya dapat
dilakukan dengan senyawa metabolit senkuder yaitu salah satunya flavonoid yang

mempuyai aktivitas sebagai antidiabetes serta antibakteri. Aktivitas antidiabetes



dari flavonoid mendukung regulasi pencernaan karbohidrat, pensinyalan insulin,
sekresi insulin dan pengambilan glukosa (Al-Ishaq et al., 2019). Tumbuhan dari
famili Moraceae dikenal sebagai sumber utama senyawa fenolat turunan
flavonoida, arilbenzofuran, stilbenoid dan santon turunan flavonoid. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan, tiga genus utama dari famili ini yaitu Ficus,
Artocarpus, dan Morus dilaporkan memiliki bioaktivitas sebagai antibakteri dari
Artocarpus kemando (Suhartati et al., 2021), antijamur (Hal et al., 2022),
antimalaria (Falade et al., 2014), sitotoksik (Souza et al., 2018), antiinflamasi
(Sani dan Diah, 2018), antioksidan (Sreeja et al., 2021) dan antidiabetes pada
Artocarpus altilis (Lotulung et al., 2014).

Berdasarkan potensi dari tanaman Artocarpus, maka dilakukan isolasi,
karakterisasi, dan uji bioaktivitas terhadap tanaman Artocarpus rigida sebagai
salah satu spesies dari genus Artocarpus yang diketahui memiliki senyawa
metabolit sekunder yaitu flavonoid. Dalam penelitian ini dilakukan isolasi dengan
metode ekstraksi menggunakan pelarut metanol. Pemisahan dilakukan dengan
metode kromatografi cair vakum (KCV) dan kromatografi kolom (KK).
Identifikasi kemurnian dilakukan dengan kromatografi lapis tipis (KLT) dan
pengujian titik leleh. Setelah dihasilkan senyawa murni dilakukan identifikasi
struktur dengan spektroskopi UV-Vis dan IR. Uji bioaktivitas yang akan
dilakukan yaitu uji antidiabetes dan antibakteri karena sedikitnya data ilmiah yang
diperoleh dalam pengujian antidiabetes dan antibakteri terhadap tanaman ini,
sehingga pengujian bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri dilakukan
berdasarkan metode in vitro dengan inhibisi enzim a-amilase untuk antidiabetes

dan difusi cakram untuk antibakteri.



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan senyawa flavonoid dari kayu akar tumbuhan kenangkan (A.
rigida).

2. Mengkarakterisasi senyawa flavonoid hasil isolasi dari kayu akar tumbuhan
kenangkan (Artocarpus rigida) menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
inframerah (IR).

3. Menentukan bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri senyawa flavonoid

hasil isolasi dari kayu akar tumbuhan kenangkan (A. rigida)

1.3. Manfaat Penelitian

Hasil penenlitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
senyawa flavonoid yang terkandung dalam kayu akar tumbuhan kenangkan (A.
rigida), metode isolasi yang digunakan, serta bioaktivitas terhadap antidiabetes

dan antibakteri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Moraceae

Moraceae termasuk keluarga tumbuhan berbunga, tumbuhan ini dikenal dengan
nama Mulberry (mulberry family) atau keluarga Ara (fig family) yang merupakan
tanaman monoecious atau dioecious, semak, liana, atau jarang tumbuh-tumbuhan
yang terdiri dari 40 genera dan 1000 spesies pohon dan semak yang berganti
daun dan selalu hijau (Rohwer, 1993) Tanaman ini sebagian besar tersebar di
daerah tropis dan daerah subtropis. Di Indonesia dikenal sebagai keluarga
beringin-beriginan. Moraceae dengan genus terbanyak di indonesia yaitu
Artocarpus. Tumbuhan ini dikenal sebagai nangka-nangkaan dan sebagian
menghasilkan buah yang dapat dikonsumsi, diantaranya A. heterophyllus
(nangka), A. champeden (cempedak), dan A. altilis (sukun) (Britannica, 2008).

Ficus, Artocarpus, dan Morus merupakan tiga genus utama famili Moraceae.
Famili ini dikenal sebagai sumber utama senyawa fenolat turunan flavonoid,
arilbenzofuran, stilbenoid dan santon turunan flavonoid, terdiri dari 40 genus dan
tidak kurang dari 3000 spesies (Tamokou et al., 2017). Dari sejumlah senyawa
yang dihasilkan, mempunyai aktivitas biologi, sebagai promotor antitumor,
antibakteri (Mbaveng et al., 2008) antifungal (Fankam et al., 2021),
antiinflamatori (Mikailu et al., 2022), antikanker (Silalahi dkk., 2021)



2.2. Artocarpus

Artocarpus merupakan salah satu genus yang berasal dari famili Moraceae dan
memiliki 1000 spesies. Artocarpus, bersama dengan Morus dan Ficus, adalah
genus tanaman penting dalam keluarga Moraceae. Semua spesies Artocarpus
adalah pohon atau perdu yang tersusun atas daun, ranting, dan batang yang
mampu menghasilkan getah susu (Somashekhar et al., 2018). Secara tradisional,
Artocarpus telah digunakan sebagai obat-obatan, seperti untuk mengobati
inflamasi, malaria, demam dan diare (Jagtap and Bapat, 2010). Artocarpus
merupakan genus utama dari famili Moraceae. Senyawa kimia yang dilaporkan
dalam Artocarpus termasuk triterpen, steroid, flavonoid, stilbenoid, dan lignin
fenolik. Senyawa yang merupakan senyawa paling melimpah yang terdapat pada
genus Artocarpus adalah golongan flavonoid (Hakim et al., 2020). Senyawa
fenolik ini dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri (Thombre et al., 2012),
antijamur (Vazquez-Gonzalez et al., 2020), antimalaria (Widyawaruyanti, 2015)
dan sitotoksik (Riga dan Hakim, 2021).

2.3. Tumbuhan Kenangkan (Artocarpus rigida Blume)

Kenangkan merupakan tumbuhan hutan, mempunyai batang yang kokoh, dengan
tinggi mencapai 20 m, berkayu keras, kulit kayunya berserat kasar, dan
menghasilkan getah yang banyak. Bentuk daun tidak lebar, menjalar dan
berbulu kasar. Dari kulit batang A. rigida telah diisolasisikloartobiloksanton dan
artonin E, turunan dari senyawa flavonoid terprenilasi pada C-3 yang telah
diketahui memiliki bioaktivitas tinggi terhadap sel leukemia murine P-388
(Subartati et al., 2008). A. rigida (Moraceae) adalah pohon yang selalu hijau
tersebar di daerah tropis dan Asia, dan merupakan tumbuhan langka di
Indonesia. Beberapa flavonoid dan stilbenoid terprenilasi telah dilaporkan pada
penelitian ini sebelumnya. Sebagai kelanjutan dari program penelitian
penemuan potensi produk alam baru agen antikanker dari organisme yang

beragam, ditemukan bahwa ekstrak metanol kasar dari ranting A. rigida, di



Indonesia, menunjukkan sitotoksisitas terhadap kanker usus besar manusia HT-
29 sel (Ren et al., 2010). Dilaporkan ekstrak CHCI3; dan ekstrak aseton kulit

akar A. rigida menghasilkan isolasi dua senyawa baru, bernama artocarpols G
dan H serta karakterisasi struktur *H dan **C- NMR yang menunjukan aktivitas

antiinflamasi (Lu et al., 2002). Tumbuhan A. rigida dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Tumbuhan Kenangkan (Artocarpus rigida).

Dalam taksonomi, tumbuhan ini diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Superdivisi : Spermatophyte
Divisi ; Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Hamamelididae
Ordo . Urticales
Famili : Moraceae
Genus : Artocarpus

Spesies : Artocarpus rigida (CABI, 2019).



2.4. Senyawa Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder adalah senyawa yang disintesis oleh tumbuhan,
mikroorganisme atau hewan melalui proses biosintesis yang digunakan untuk
mempertahankan kehidupan dan merupakan suatu molekul organik yang tidak
terlibat dalam pertumbuhan dan perkembangan normal organisme. Metabolit
sekunder biasanya diproduksi pada tingkat tertinggi selama transisi dari fase
pertumbuhan aktif ke fase diam (Saifudin, 2014). Metabolit memiliki berbagai
fungsi, termasuk bahan bakar, struktur, transduksi sinyal, dan stimulasi. Efek
penghambatan pada enzim, aktivitas autokatalitik (biasanya sebagai kofaktor

enzim), pertahanan dan interaksi dengan mikroorganisme (Chitra et al., 2019).

Klasifikasi sederhana metabolit sekunder meliputi kelompok utama tanaman
yaitu terpen (volatil tanaman, karotenoid dan sterol), fenolat (asam fenolat,
kumarin, lignan, stilben, flavonoid, tanin dan lignin) dan senyawa nitrogen
(alkaloid dan glukosinolat) (Sanchez and Demain, 2011). Senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh tanaman dari salah satu family Moraceae golongan
Artocarpus yaitu seperti terpenoid, flavonoid, dan stilbenoid. Senyawa metabolit
sekunder yang paling banyak ditemukan dari tumbuhan Artocarpus dan banyak
berperan dalam menghasilkan aktivitas biologis adalah flavonoid (Nurrahman,
dkk., 2017)

2.5. Flavonoid

Flavonoid adalah kelompok senyawa fenolik terbesar yang ditemukan pada
tumbuhan. Senyawa fenolik ini termasuk senyawa yang berbeda dengan
karakteristik yang sama atau cincin aromatik yang memiliki satu atau lebih
substituen hidroksil (Herbone, 1996). Flavonoid termasuk ke dalam kelompok
metabolit sekunder yang banyak terdapat pada daun, bunga, dan batang. Senyawa
ini tidak hanya terdapat pada tanaman sebagai bahan penyusun , tetapi juga
terakumulasi dalam jaringan tanaman sebagai respons terhadap serangan mikroba

(Wang et al., 2016). Flavonoid diklasifikasikan menurut posisi lateral dan



kelompok substituennya. Sifat kimia dari polifenol ini tergantung pada kelas
strukturalnya, derajat hidroksilasi, substitusi dan konjugasi lainnya, dan derajat
polimerisasinya. Efek farmakologisnya sangat bervariasi tergantung pada
strukturnya. Efek perlindungan flavonoid dalam sistem biologis adalah karena
kemampuannya untuk mentransfer hidrogen atau radikal bebas elektron,
mengaktifkan enzim antioksidan, mengkatalisis khelasi logam, mengurangi
radikal, dan menghambat oksidasi (Sarian et al., 2017). Struktur dari senyawa
flavonoid mengandung rantai C15 yang terdiri dari dua cincin fenolik yang
dihubungkan oleh tiga unit karbon. Gugus flavonoid juga dapat digambarkan
sebagai rantai senyawa C6-C3-C6, yaitu karbon tulang punggung, terdiri dari dua
gugus C6 yang dihubungkan oleh tiga rantai. Struktur dasar dari senyawa

flavonoid menurut (Marder and Paladini, 2005) dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Kerangka karbon dasar flavonoid (Marder and Paladini, 2005).

Flavonoid dapat dibagi menjadi sekolompok yang berbeda berdasarkan karbon
cincin-C yang melekat pada cincin-B dan derajat ketidakjenuhan serta oksidasi
cincin-C. Posisi 3 cincin-C disebut isoflavon. Golongan pada yang terikat pada
cincin B disebut neoflavonoid, sedangkan yang terikat pada cincin B pada posisi
2 dapat dibagi menjadi beberapa subgrup pada berdasarkan fitur struktural dari
cincin C. Subgrup-nya terdiri dari flavon, flavonol, flavanon, flavanonol, flavanol
atau katekin, antosianidin dan calkon (Panche et al., 2016). Beberapa jenis

golongan senyawa flavonoid ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur dari beberapa jenis flavonoid (Panche et al., 2016).

Flavonoid dibentuk melalui proses oksidasi enzimatis, yang selektif dan terkontrol
secara genetik. Modifikasi flavonoid lebih lanjut terjadi pada tahap yang berbeda
dan mengarah ke penambahan atau pengurangan hidroksilasi, metilasi gugus
hidroksi atau cincin flavonoid, isoprenilasi gugus hidroksil atau cincin flavonoid,
metilasi gugus ortohidroksi, dimerisasi, dan pembentukan cincin flavonoid.
bisulfat dan glikosida dari gugus hidroksil (Jagtap and Bapat, 2010). Flavonoid
banyak ditemukan pada tanaman Artocarpus yang memiliki bioaktivitas sebagai
antibakteri (Thombre et al., 2012), antijamur (Vazquez-Gonzalez et al., 2020) ,
antimalaria (Widyawaruyanti, 2015) dan sitotoksik (Riga dan Hakim, 2021) .
Beberapa struktur flavonoid yang diidentifikasi pada tanaman Artocarpus

ditunjukan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Beberapa struktur senyawa flavonoid dari tanaman Artocarpus.

2.6. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan salah teknik pemisahan kimia untuk memisahkan atau
menarik satu atau lebih komponen atau senyawa-senyawa (analit) dari suatu
sampel dengan menggunakan pelarut tertentu yang sesuai (Leba, 2017).
Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa yang akan
diisolasi. Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat
digolongkan kedalam golongan minyak atsiri, alkaloida, flavanoida, dan lain-lain.
Dengan diketahuinya senyawa aktif yang dikandung simplisia akan
mempermudah pemilihan pelarut dengan cara ekstraksi yang tepat. Ekstraksi
bahan yang berasal dari tumbuhan dilakukan dengan cara pengelompokan bagian
tumbuhan (daun, bunga, dll.), pengeringan dan penggilingan bagian tumbuhan
serta pemilihan pelarut. Pemilihan pelarut disesuaikan dengan bahan alam yang
akan diekstraksi. Pelarut yang umumnya digunakan dalam proses ekstraksi yaitu
pelarut polar (air, etanol, metanol), pelarut semipolar (etil asetat dan
diklorometan), dan pelarut nonpolar (n-heksana, petroleum eter, dan kloroform)
(Sarker and Nahar, 2012).

Prinsip dasar ekstraksi adalah melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan
senyawa nonpolar dalam pelarut nonpolar. Tujuan dari proses ekstraksi adalah
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untuk mengekstrak semua komponen kimia yang ada dalam simplisia Proses
ekstraksi ini didasarkan pada perpindahan massa komponen padat ke dalam
pelarut dengan perpindahan dimulai pada lapisan antarmuka dan kemudian
berdifusi ke dalam pelarut (Rondang dkk., 2017). Proses pengekstraksian
komponen kimia dalam sel tanaman dengan cara pelarut organik akan menembus
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif
akan larut dalam pelarut organik di luar sel, maka larutan terpekat akan berdifusi
keluar sel dan proses ini akan berulang terus sampai terjadi keseimbangan antara
konsentrasi cairan zat aktif di dalam dan di luar sel. Faktor—faktor yang
mempengaruhi ekstraksi yaitu ukuran partikel, kecepatan pengadukan, waktu
ekstraksi, dan kelarutan pelarut atau tipe pelarut (Prayudo dkk., 2015).

Metode eksraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode maserasi.
Maserasi adalah salah satu jenis penambangan padat-cair yang paling sederhana.
Ekstraksi dilakukan dengan merendam sampel pada suhu kamar, menggunakan
pelarut yang sesuai untuk melarutkan analit dalam sampel. Sampel biasanya
direndam selama 3-5 hari selama 1x 24 jam dan sesekali diaduk untuk
mempercepat pelarutan analit. Ekstraksi dilakukan beberapa kali agar analit
terekstraksi sempurna. Indikasi bahwa semua analit telah terekstraksi sempurna
adalah pelarut yang digunakan tidak berwarna. Proses ekstraksi dihentikan ketika
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari

sampel dengan penyaringan (Mukhriani, 2014).

2.7. Fraksinasi

Fraksinasi adalah tekhnik pemisahan dan pengelompokan kandungan kimia
ekstrak berdasarkan kepolaran. Pada proses fraksinasi digunakan dua pelarut
yang tidak tercampur dan memiliki tingkat kepolaran yang berbeda. Senyawa
senyawa yang terdapat dalam ekstrak akan terpisah menurut kepolarannya. .

Ekstrak dipartisi dengan menggunakan peningkatan polaritas seperti petroleum
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eter, n-heksana, kloroform, etil asetat, dan etanol. Pemilihan pelarut pada ekstraksi
bergantung pada sifat analitnya yaitu pelarut dan analit harus memiliki sifat yang
sama, contohnya analit yang sifat lipofilitasnya tinggi akan terekstraksi pada
pelarut yang relatif nonpolar seperti n-heksana sedangkan analit yang semipolar
terlarut pada pelarut yang semipolar (Mukhriani, 2014). Pada ekstrak yang
diperoleh dalam keadaan sangat kasar yang sangat kompleks kandungannya perlu
dilakukan fraksinasi cair-cair atau partisi. Lazimnya untuk ekstrak metanol atau
etanol 70% dilarutkan ke dalam air hingga tepat larut. Kemudian dipartisi
bertingkat mulai dari n-heksana, kloroform, etil asetat, dan butanol (Saifudin,
2014). Metode fraksinasi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode

partisi. Macam-macam dari partisi di antaranya adalah sebagau berikut.

2.7.1. Partisi Cair — Cair

Pemisahan komponen kimia antara dua fase pelarut yang tidak larut di mana
beberapa komponen larut dalam fase pertama dan yang lainnya larut dalam fase
kedua. Komponen kimia akan terpisah menjadi dua fase sesuai dengan tingkat
polaritasnya dengan rasio konsentrasi yang konstan. Senyawa-senyawa yang
bersifat bersifat polar akan ditemukan di dalam fase air, sedangkan senyawa-
senyawa yang bersifat hidrofobik akan masuk pada pelarut anorganik. Analit yang
tereksasi ke dalam pelarut organik akan mudah diperoleh kembali dengan cara
penguapan pelarut, sedangkan analit yang masuk ke dalam fase air seringkali

diinjeksikan secara langsung kedalam kolom (‘Yazid, 2005).

2.7.2. Partisi Padat — Cair

Pemisahan padat-cair adalah proses pemisahan untuk mendapatkan komponen
terlarut dari campuran dalam padatan dengan menggunakan pelarut yang sesuai.
Partisi ini dapat didefinisikan sebagai dispersi konstituen kimia dari ekstrak

kering dalam pelarut yang sesuai berdasarkan kelarutan konstituen kimia dan zat
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yang tidak diinginkan seperti garam yang tidak larut. Ekstraksi cair-padat
digunakan untuk memisahkan analit dari padatan menggunakan pelarut organik.
Padatan yang diekstraksi dihaluskan terlebih dahulu dengan cara digiling atau
dapat juga dipotong-potong halus. Kemudian, dibungkus tipis dengan kertas
saring. Padatan yang dibungkus kertas saring ditempatkan ke dalam ekstraktor
soklet. Pelarut organik ditambahkan ke pelarut yang benar. Selanjutnya, peralatan
pertambangan dirakit menggunakan water chiller. Ekstraksi dilakukan dengan

memanaskan pelarut organik sampai analit terekstraksi (Yazid, 2005)

2.8. Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu metode yang khususnya digunakan dalam
pemisahan komponen-komponen dalam suatu sampel yang terdistribusi dalam dua
fasa yaitu fasa diam dan fasa gerak. Fasa diam dapat berupa padat, cairan yang
diletakkan di atas padatan atau gel. Fasa diam dapat dibuat dalam bentuk kolom,
disebarkan sebagai suatu lapisan tipis atau didistribusikan sebagai film. Fasa
gerak dapat berupa gas atau cairan. Pemisahan dengan metode kromatografi
dilakukan dengan memanfaatkan sifat-sifat fisik dari sampel, seperti kelarutan,
adsorbsi, keatsirian, dan kepolaran. Kelarutan merupakan kecenderungan molekul
untuk dapat larut dalam cairan. Adsorpsi penyerapan merupakan kecenderungan
molekul untuk melekat pada permukaan serbuk halus (Rubiyanto, 2016). Untuk
memisahkan dan mengidentifikasi komponen-komponen campuran. ditentukan
oleh sifat kimia dan fisik dari dua fase dan kondisi eksperimental (suhu dan
tekanan). Klasifikasi dari kromatografi berdasarkan mekanisme pemisahan dapat
dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Klasifikasi kromatografi berdasarkan mekanisme pemisahan (Waheed et

al., 2022)
) Mekanisme
Metode Fase Diam  Fase Gerak
Penyerapan

Kromatografi Kertas Cair Cair Partisi
Kromatografi Lapis Tipis Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Cair Kinerja ] _ .
Tinggi Cair Cair Partisi
Kromatografi Pertukaran ) _
lon Cair Cair Pertukaran lon
Kromatografi Permeasi Gel Padat Cair Adsorpsi
Kromatogragi Filtrasi Gel Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Kolom Padat Cair Adsorpsi
Kromatografi Cair Gas Cair Cair Adsorpsi

2.8.1. Kromatorafi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah teknik pemisahan suatu komponen dari
campuran senyawa yang melibatkan partisi senyawa di antara padatan penyerap
(adsorbent, fasa diam) yang dilapiskan pada pelat kaca atau plastik kaku dengan
suatu pelarut (fasa gerak) yang mengalir melewati adsorbent (padatan penyerap).
Pengaliran pelarut dikenal sebagai proses pengembangan oleh pelarut (elusi).
Karena kesederhanaan dan kecepatan analisisnya, KLT mempunyai peranan
penting dalam pemisahan senyawa yang memiliki volatilitas relatif rendah, baik

senyawa organik maupun senyawa anorganik (Wulandari, 2011).

Pada KLT, identifikasi awal suatu senyawa didasarkan pada perbandingan nilai
Rf dibandingkan Rf standar. Faktor-faktor yang menyebabkan nilai Rf bervariasi
meliputi dimensi dan jenis ruang, sifat dan ukuran lempeng, arah aliran fase
gerak, volume dan komposisi fase gerak, kondisi kesetimbangan, kelembaban,

dan metode persiapan sampel KLT sebelumnya. Konfirmasi identifikasi dapat
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diperoleh dengan mengerok noda dalam lempeng kemudian analit dalam
lempeng dielusi dan dideteksi dengan spektrometer inframerah (IR),
spektrometer Nuclear magnetic resonance (NMR), spektrometer massa, atau

metode spektrometri lain (Tsuchida, 2002).

2.8.2. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum (KCV) adalah salah satu metode fraksinasi dengan cara
memisahkan crude extract menjadi fraksi-fraksi yang lebih sederhana. Pemisahan
tersebut memanfaatkan kolom yang berisi fase diam (stationer) dan aliran fase
geraknya (mobile) yang dibantu dengan pompa vakum. Fase diam atau adsorben
yang digunakan dapat berupa silika gel atau aluminium oksida (Ghisalberti,
2008). Metode ini biasanya digunakan untuk fraksinasi awal ekstrak non-polar

atau semi-polar.

Prinsip dari metode ini adalah mempercepat adsorpsi dan pemisahan
menggunakan pompa vakum. Keuntungan dari metode ini adalah prosesnya
cepat. Kelemahannya adalah pemisahan tidak sempurna karena senyawa yang
terkandung di dalamnya dicampur dalam labu tidak seperti kolom konvensional
yang dipisahkan oleh warna sehingga pemisahan lebih maksimal. Cara kerja dari
metode ini yaitu dengan melarutkan sampel dalam pelarut yang sesuai atau
sampel dibuat serbuk bersama adsorben (impregnasi) dan dimasukkan ke bagian
atas kolom kemudian dihisap perlahan-lahan. Kolom dielusi dengan pelarut yang
sesuai, dimulai dengan yang paling non polar. Kolom dihisap sampai kering pada
setiap pengumpulan fraksi. Kromatografi cair vakum, fraksi-fraksi yang
ditampung biasanya bervolume jauh lebih besar dibandingkan dengan fraksi yang

diperoleh dari kromatografi kolom biasa (Kim, 2019).
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2.8.3. Kromatografi Kolom (KK)

Kromatografi kolom merupakan metode pemisahan preparatif yang dapat
menghasilkan isolat dalam jumlah yang cukup banyak. pemisahan dan pemurnian
senyawa yang telah difraksinasi menggunakan kromatografi cair vakum. Teknik
ini dapat dilakukan dengan kolom diameter ukuran 1-3 cm dan panjang kolom 50
cm. Sebagai adsorben digunakan silika gel GF 60 (200-400 mesh). Tinggi
adsorben yang biasa digunakan berkisar 15-20 cm. Eluen yang digunakan
menggunakan campuran. Faktor yang mempengaruhi pemisahan menggunakan
kromatografi kolom yaitu adsorben, eluen, diameter kolom, dan laju alir (Atun,
2014).

Fase gerak dalam kromatografi kolom yaitu berdasarkan cairan (pelarut) yang
mengalir membawa komponen campuran sepanjang kolom. Pemisahan
tergantung pada kesetimbangan yang terbentuk pada bidang antarmuka di antara
butiran-butiran adsorben dan fase bergerak serta kelarutan relatif komponen pada
fase bergeraknya. Antara molekul-molekul komponen dan pelarut terjadi
kompetisi untuk teradsorpsi pada permukaan adsorben sehingga menimbulkan
proses dinamis. Keduanya secara bergantian tertahan beberapa saat di permukaan
adsorben dan masuk kembali pada fase bergerak. Pada saat teradsorpsi komponen
dipaksa untuk berpindah oleh aliran fase bergerak yang ditambahkan secara
kontinyu. Akibatnya hanya komponen yang mempunyai afinitas lebih besar
terhadap adsorben akan secara selektif tertahan. Komponen dengan afinitas
paling kecil akan bergerak lebih cepat mengikuti aliran pelarut (YYazid, 2005).
Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa dapat dilihat pada
Tabel 2.
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Tabel 2. Urutan kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan elusi senyawa (Christian,

1994).

Polaritas Eluen

Elusi Senyawa

Kekuatan Adsorben

n- heksana

Petroleum eter

Karbon tetraklorida

Benzena

Kloroform

Dietil eter

Etil asetat

Aseton

Metanol

Air

Hidrokarbon tak jenuh
Alkena

Hidrokarbon Aromatik

Eter

Aldehida,keton,ester

Alkohol

Asam Karboksilat

Selulosa

Gula

Silika gel

Florisil (Magnesium
silikat)

Alumunium oksida

(alumina)

\ 4 v

Keterangan : Semakin ke bawah, kekuatan adsorben, kepolaran eluen, dan

senyawa pada kromatografi kolom semakin tinggi.

2.9. Analisis Spektrofotometri

Spektrofotometri adalah suatu metode analisis yang berdasarkan pada pengukuran

serapan sinar monokromatis oleh suatu lajur larutan berwarna pada panjang

gelombang yang spesifik dengan menggunakan monokromator prisma atau kisi

difraksi dan detektor vacuum phototube atau tabung foton hampa. Alat yang

digunakan adalah spektrofotometer, yaitu suatu alat yang digunakan untuk

menentukan suatu senyawa baik secara kuantitatif maupun kualitatif dengan
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mengukur transmitan ataupun absorban dari suatu cuplikan sebagai fungsi dari
konsentrasi. Spektrometer menghasilkan sinar dari spektrum panjang gelombang
tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan
atau diabsorbsi (Muthawali, 2019).

2.9.1. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan spektrofotometer yang dapat mengukur
interaksi antara radiasi elektromagnetik panjang gelombangtertentu dengan
molekul atau atom dari suatu zat kimia. Spektrum absorpsi daerah UV-Vis
sekitar 220 — 800 nm. Spektrum bagian daerah sinar ultraviolet sekiatr 190-380
nm, sedangkan spektrum sinar tampak 380-780 nm (Sudjadi, 1983).
Spektrofotometri UV-Vis sebagai gabungan antara spektrofotometri visual dan
UV, menggunakan dua sumber cahaya yang berbeda. Sehingga
spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan baik untuk sampel berwarna maupun
sampel tidak berwarna yang berbeda serapan setiap zat warnanya

Syarat analisis pada spektrofotometri UV-Vis yaitu sampel harus diubah menjadi
suatu larutan yang jernih. Untuk sampel yang berupa larutan perlu diperhatikan
beberapa persyaratan pelarut yang dipakai antara lain, pelarut harus melarutkan
sampel dengan sempurna, pelarut yang dipakai tidak mengandung ikatan rangkap
terkonjugasi pada struktur molekulnya dan tidak berwarna (tidak boleh
mengabsorpsi sinar yang dipakai oleh sampel) sehingga tidak terjadi interaksi
dengan molekul senyawa yang dianalisis, dan kemurniannya harus tinggi
(Subartati, 2017). Metode spektrofotometri ini berguna untuk mengetahui jenis
flavonoid. Selain itu, kedudukan gugus fungsi hidroksil pada inti flavonoid dapat
ditentukan dengan cara menambahkan pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan
dan mengamati pergeseran puncak yang terjadi. Spektrum khas flavonoid terdiri
dari dua pita yaitu pada rentang 240-285 nm (Pita I1) dan 300-550 nm (Pita I).

Letak serapan pita tepat dan kekuatan dari pita tersebut akan memberikan
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informasi yang berguna mengenai sifat flavonoid (Markham, 1988). Rentang
serapa sinar UV-Vis pada senyawa flavonoid dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Rentang serapan sinar UV-Vis pada senyawa flavonoid
(Sastrohamidjojo, 2002).

Pita Il (nm) Pita I (nm) Jenis Flavonoid

250 -280 310-350 Flavon

250-280 330-360 Flavono (3—OH tersubtitusi)
250-280 350-385 Flavonol (3-OH bebas)
245-275 310-330 Isoflavon

275-295 300-390 Flavanon dan dihidroflavanon
230-270 340-390 Calkon

270-280 465-560 Antosianidin dan antosianin

2.9.2. Spektrofotometri Inframerah (IR)

Spektrofotometri inframerah (IR) merupakan suatu metode yang digunakan untuk
menganalisis struktur molekul organik atau anorganik dengan cara
mengidentifikasi gugus fungsi dan jenis ikatan pada suatu molekul. Metode
identifikasi ini didasarkan pada interaksi materi dengan radiasi inframerah yang
dapat meningkatkan vibrasi dari ikatan suatu atom atau molekul. Spektrum
inframerah umumnya diperoleh melalui radiasi inframerah yang melewati sampel
dan menentukan sebagian kecil dari radiasi diserap pada energi tertentu
(Sastrohamidjojo, 2018).

Radiasi infrared (IR) atau infra red merupakan bagian dari spektrum elektro
magnetik antara daerah gelombang cahaya tampak dan gelombang mikrowave.
Penggunaan terhadap kimia organik adalah pada panjang gelombang 4000- 400
cm™. Frekuensi radiasi IR kurang dari 100 cm™ diabsorbsi dan diubah oleh
molekul organik menjadi energi rotasi molekul. Radiasi IR dalam daerah panjang
gelombang 10000-100 cm™ diabsorbsi dan diubah oleh sebuah molekul organik



ke dalam energi vibrasi molekul. Spektrum vibrasi muncul sebagai tanda lebih

baik karena sebuah perubahan energi vibra tunggal diikuti oleh sejumlah
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perubahan energi rotasi. Absorbsi frekuensi atau panjang gelombang tergantung

pada massa relatif atom, gaya konstan ikatan dan geometri atom (Silverstain,

1998). Daerah serapan beberapa gugus fungsi spektroskopi IR dapat dilihat pada

Tabel 4.

Tabel 4. Daerah serapan beberapa gugus fungsi spektroskopi IR (Skoog, 1998)

Vibrasi . .
Ikatan Tipe Senyawa Daerah Frekuensi
C-H Alkana 2850 — 2970

1340-1470
C-H Alkena 3010-3095
675-995
C-H Alkuna 3300
O-H Cincin Aromatik 3010-3100
690-900
Fenol, monomer alkohol,
alkohol ikatan hidrogen 3590-3650
3200-3600
N -H
Monomer asam karboksilat, 3500 — 3650
ikatan hidrogen asam 2500 -2700
karboksilat
C-N Amina, Amida 1180 — 1360
Alkohol, Eter, Asam
C-0 Karboksilat, Ester 1050-1300
C=0 Aldehid, Keton, Asam 1690-1760

karboksilat, Ester
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Spektrum inframerah memberikan serapan pada senyawa flavonoid pada bilangan
gelombang 3750 — 3000 cm™ yang merupakan serapan dari vibrasi regangan O-H,
yang didukung dengan serapan pada bilangan gelombang 1050 — 1250 cm™ yang
merupakan serapan dari C-O alkohol, serapan pada bilangan gelombang 3010-
3040 yang merupakan serapan dari C-H aromatik, serta serapan untuk C=C
aromatik yang akan muncul pada bilangan gelombang 1625 cm™. Serapan gugus
C=0 yang ada pada flavonoid akan muncul dengan bentuk pita tajam pada
bilangan gelombang 1650 — 1750 cm™ (Krysa et al., 2022).

2.10. Antidiabetes

Peningkatan konsentrasi glukosa plasma menyebabkan gangguan insulin dan
resistensi insulin atau keduanya sehingga mengakibatkan kelainan metabolisme
pada karbohidrat, lemak, dan protein pada pasien diabetes melitus. Jika tidak
diobati dapat menyebabkan penyakit akut atau komplikasi kronis yang mengarah
ke ketoasidosis, penyakit mikrovaskular, dan infeksi terkait lainnya. Oleh karena
itu, diperlukan antidiabetes sebagai aktivitas yang diberikan oleh senyawa tertentu
yang dapat mengobati penyakit diabetes. Antidiabetes oral untuk mengobati
diabetes yaitu dengan obat sintetik seperti metformin dan akarbosa yang dapat
menghambat kerja dari enzim untuk menurunkan kadar gula darah. Penggunaan
obat sintetik menyebabkan banyak efek samping bagi tubuh seperti gangguan
pada fungsi organ tubuh seperti paru paru, lambung, dan organ lainnya sehingga
diperlukan agen yang lebih aman sebagai antidiabetes. Banyak penelitian telah
mengkonfirmasi manfaat tanaman obat dengan efek hipoglikemik dalam
pengelolaan diabetes mellitus. Efek dari tanaman dapat menunda perkembangan
komplikasi pada diabetes dan bahkan membantu memperbaiki kelainan
metabolisme. Selain itu, selama dekade terakhir dan terutama dalam beberapa
tahun terakhir beberapa obat bioaktif baru diisolasi dari tanaman hipoglikemik
menunjukkan aktivitas antidiabetes dengan lebih efektif daripada agen
hipoglikemik oral sintetis. Oleh karena itu, tanaman sebagai obat tradisional

banyak digunakan untuk mengobati diabetes militus (Srivastava et al., 2010).
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2.10.1. Diabetes Melitus

Diabetes melitus merupakan gangguan metabolisme kronis serius yang
disebabkan oleh kurangnya produk insulin yang diturunkan atau didapatkan
dari pankreas atau dari ketidakefektifan produksi insulin yang berakibat pada
gangguan gangguan fungsi metabolisme karbohidrat, lipid, dan protein
Diabetes adalah sekelompok penyakit metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia akibat dari efek pada sekresi insulin, kerja insulin, atau keduanya
(ADA, 2014). Hiperglikemia kronis diabetes dikaitkan dengan kerusakan
jangka panjang, disfungsi, dan kegagalan berbagai organ, terutama mata,
ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh darah. Diabetes melitus ini menjadi salah
satu permasalahan kesehatan utama di dunia dan peningkatannya diperkirakan
akan berlimpat ganda pada tahun 2030. International Diabetes Federation
(2011) menyatakan prevalensi diabetes melitus sering terjadi pada regara
berkembang yang dimana masyarakat mengkonsumsi makanan berkalori tinggi
dalam makanan mereka dan kurangnya latihan fisik.

a. Diabetes Melitus Tipe 1

Jenis diabetes ini merupakan 5% -10% dari subjek yang didiagnosis dengan
diabetes dan diabetes jenis ini terjadi karena kehancuran dari sel - pankreas
sehingga produksi insulin berkurang atau bahkan terhenti. Diabetes tipe 1 terjadi
terutama karena kerusakan autoimun dari pancreas sel melalui respon inflamasi
yang dimediasi sel T (insulitis) serta respons humoral (sel B) (Kharroubi, 2015).
Umumnya, gejala klinis timbul ketika kerusakan sel- sel pankreas mencapai >
90%. Faktor yang berkontribusi dalam patogenesis DM tipe-1, di antaranya
faktor genetik, epigenetic, lingkungan, dan imunologis (Pulungan dkk., 2019).
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b. Diabetes Melitus Tipe 2

Diabetes Melitus Tipe 2 adalah penyakit gangguan metabolik yang ditandai oleh
kenaikan gula darah akibat penurunan sekresi insulin oleh sel B pankreas dan
atau ganguan fungsi insulin (resistensi insulin) (Fatimah, 2015). Diabetes
melitus tipe 2 bukan disebabkan oleh kurangnya sekresi insulin, namun karena
sel sel sasaran insulin gagal atau tidak mampu merespon insulin secara normal.
Keadaan ini lazim disebut sebagai resistensi insulin. Sekitar 90-95% penderita
diabetes adalah tipe 2 (Alam, et al., 2014).

2.10.2. Enzim a-amilase

Enzim merupakan katalisator pilihan yang diharapkan dapat mengurangi dampak
pencemaran lingkungan dan pemborosan energi karena reaksinya tidak
membutuhkan energi, bersifat spesifik dan tidak beracun. Mekanisme enzim
dalam suatu reaksi ialah melalui pembentukan kompleks enzim-substrat (ES).
Oleh karena itu, hambatan atau inhibisi pada suatu reaksi yang menggunakan
enzim sebagai katalis dapat terjadi apabila penggabungan substrat pada bagian
aktif enzim mengalami hambatan. Molekul atau ion yang dapat menghambat
reaksi tersebut dinamakan inhibitor (Poedjiadi, 1994). Faktor yang
mempengaruhi kerja enzim di antaranya yaitu suhu, pH, konsentrasi enzim,

konsentrasi substrat, serta aktivator dan inhibitor.

Amilase adalah enzim yang mengkatalisis hidrolisis dari a-1,4- glikosidik
polisakarida untuk menghasilkan dekstrin, oligosakarida, maltosa, dan D-glukosa
Kelompok enzim ini memiliki banyak variasi dalam aktivitasnya, sangat
spesifik, tergantung pada tempatnya bekerja. Mekanisme kerja enzim a-amilase
yaitu dengan degradasi amilosa menjadi maltosa dan maltotriosa yang terjadi
secara acak. Degradasi ini terjadi sangat cepat dan diikuti dengan menurunnya
viskositas dengan cepat. Setelah itu terjadi pembentukan glukosa dan maltosa
sebagai hasil akhir dan tidak acak (Ariandi, 2016). Gambar enzim a- amilase

dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Enzim a- amilase (PDB ID: 1B2Y).

2.10.3. Akarbosa

Akarbosa merupakan senyawa oligosakarida kompleks yang merupakan inhibitor
kompetitif potensial dari enzim a-glukosidase yang bekerja di brush border untuk
memecah pati, dekstrin, maltosa, dan sukrosa sehingga menghasilkan
monosakarida yang dapat dicerna. Berdasarkan sifat tersebut maka akarbosa
merupakan salah satu agen antidiabetik oral bagi pasien diabetes melitus tipe 2.
Akarbosa yang berbentuk serbuk putih kekuningan dengan rumus empiris
CasH43NO1g . Akarbosa bekerja menghambat secara kompetitif dengan
menghambat peningkatan kadar glukosa darah setelah makan dan hiperglikemia
postprandial untuk mengurangi dan hemoglobin oksidasi. Konsumsi akarbosa
dalam jangka waktu yang lama akan menimbulkan efek samping yang cukup
merugikan, di antaranya adalah perut kembung, sering buang angin, nyeri
lambung, gangguan fungsi hati (Yuningtyas dkk., 2018). Struktur kimia dari
akarbosa dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Struktur kimia akarbosa(Yuningtyas dkk., 2018).
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2.10.4. Inhibisi a- amilase

Inhibitor a-amilase adalah senyawa yang dapat menghambat aktivitas enzim a-
amilase yang berperan dalam memecah pati menjadi maltose atau glukosa
konfigurasi alfa (Prahesti dkk., 2018). a-amilase adalah salah satu enzim utama
pada manusia yang bertanggung jawab atas pemecahan pati menjadi lebih
banyak gula sederhana sehingga inhibitor enzim ini dapat menunda pencernaan
karbohidrat dan mengurangi kecepatannya dari penyerapan glukosa. Akibatnya,
mereka dapat menurunkan glukosa plasma postprandial yang dilemahkan dan
memperbaiki toleransi glukosa pada penderita diabetes (Chakrabarti et al.,
2014). Korelasi positif antara aktivitas a-amilase (HPA) pankreas manusia dan
peningkatan kadar glukosa postprandial menunjukkan relevansi menekan
hiperglikemia postprandial (PPHG) dalam pengobatan diabetes tipe 2
.Kemampuan penghambat enzim a- amilase untuk membatasi pati makanan dari

menjadi dicerna dan diserap dalam organisme (Etxeberria et al., 2012).

Molekul yang ada pada tanaman juga telah terbukti menghambat a- amilase.
Hasil dari studi klinis pada manusia menunjukkan bahwa inhibitor a-amilase
alami yang diisolasi dari gandum dan kacang putih secara signifikan mengurangi
puncak glukosa postprandial pada subjek dan diabetes tipe 2. Berat molekul
rendah molekul yang berasal dari tumbuhan seperti luteolin, ekstrak stroberi, dan
polifenol teh hijau, juga telah terbukti menghambat a-amilase atau mengurangi
hiperglikemia postprandial (Lo Piparo et al., 2008). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Tadera et al (2016) yang menguji beberapa senyawa flavonoid untuk
aktivitas penghambatan terhadap a-amilase yang menunjukkan bahwa luteolin,
myricetin, dan quercetin adalah inhibitor kuat terhadap a-amilase pankreas dan
potensi penghambatan berkorelasi dengan jumlah gugus hidroksil pada cincin B
flavonoid. Mekanisme inhibisi enzim a- amilase dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Mekanisme Inhibisi Enzim a-amilase (Sani dkk., 2020).

2.11. Antibakteri

Antibakteri merupakan zat atau senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri dan dapat membunuh bakteri patogen. Antibakteri dapat diklasifikasikan
berdasarkan mekanisme kerjanya. Klasifikasi pertama yaitu antibakteri yang
menghambat sintesis atau merusak dinding sel. Klasifikasi yang kedua yaitu
antibakteri yang memodifikasi ataumenghambat sintesis protein. Kemudian yang
ketiga ada antibakteri yang menghambat enzim-enzim esensial dalam
metabolisme folat. Mekanisme kerja dari obat antibakteri terhadap
mikroorganisme dapat berupa menghambat dinding sel dan menghambat sintesis

metabolit essensial (Yuningtyas dkk., 2018).

Senyawa flavonoid bersifat antiseptik dan sangat efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif. Hal ini karena flavonoid bersifat polar
sehingga dapat menembus lapisan peptidoglikan, yang pada bakteri Gram positif
sama polarnya dengan lapisan lipid non polar. Dinding sel bakteri Gram positif
mengandung polisakarida (asam trikoat) yang merupakan polimer larut air yang
memiliki fungsi mentransfer ion positif dari dalam ke luar. Sifat kelarutan inilah
yang membuktikan bahwa semakin banyak dinding sel Gram positif, setelah
masuk, flavonoid memiliki efek langsung membunuh bakteri dengan
mendenaturasi protein yang dapat menyebabkan aktivitas metabolisme. Sel
bakteri berhenti berfungsi karena semua aktivitas metabolisme sel bakteri

dikatalisis oleh enzim, protein. Penghentian metabolisme ini akan menyebabkan

kematian sel bakteri (Shamsudin et al., 2022).
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2.11.1. Bakteri

Bakteri merupakan salah satu golongan organisme prokariotik (tidak mempunyai
selubung inti) namun bakteri memiliki informasi genetik berupa DNA yang
berbentuk sirkuler, panjang dan bisa disebut nucleoid. Bakteri termasuk salah
satu golongan mikroorganisme prokariotik (bersel tunggal) yang hidup berkoloni
dan tidak mempunyai selubung inti namun mampu hidup dimana saja (Jawetz, et
al., 2004). Bakteri diklasifikasikan menjadi dua yaitu bakteri Gram positif dan
bakteri Gram negatif. Beberapa bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif
merupakan flora normal pada tubuh manusia. Flora normal adalah
mikroorganisme yang menempati suatu daerah tanpa menimbulkan penyakit pada
inang yang ditempati. Adapun jenis bakteri digolongkan dalam jenis bakteri
patogen atau bakteri yang merugikan seperti bakteri Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, dan

Salmonella sp yang dapat menyebabkan infeksi (Holderman dkk., 2017).

a. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat,
bergerombol seperti susunan buah anggur koloni berwarna abu-abu hingga kuning
tua, koagulase positif, berdiameter 0,8-1,2 um, mudah tumbuh pada media
pertumbuhan dalam keadaan aerob, tidak berspora, dan tidak bergerak.
Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang pada umumnya tumbuh di atas
lapisan mukosa kulit dan selaput lendir pada manusia (Jawetz, et al., 2004).

Klasifikasi dari bakteri Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut.
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Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas . Bacilli

Ordo . Cocacceae

Famili . Staphylococcaceae

Genus . Staphylococcus

Spesies  : Staphylococcus aureus (Garrity et al., 2007).

Struktur dari Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Staphylococcus aureus (Hayati dkk., 2019).

b. Salmonella sp

Bakteri Salmonella bersifat motil, Gram negatif, anaerob fakultatif, berbentuk
batang, berkapsul dan tidak membentuk spora. Salmonella sp dikenal sebagali
bakteri penyebab Salmonellosis. Bakteri ini hidup pada saluran pencernaan hewan
dan manusia serta dapat menyebar melalui makanan, terutama daging, telur dan
susu. Salmonella sp dapat ditularkan melalui makanan dan minuman yang
terkontaminasi bakteri. Salmonella sp merupakan bakteri bersifat patogen,
penyebab diare, demam tifoid, atau sering dikenal dengan nama tipus, tipes atau
tifosa (Amiruddin dkk., 2017). Klasifikasi dari bakteri Salmonella sp adalah

sebagai berikut.
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Kingdom : Bacteria

Filum . Probacteriae

Kelas :  Gamma probacteria

Ordo . Enterobacteriales

Famili . Enterobacteriaceae

Genus :  Salmonella

Spesies  : Salmonella sp ( Alam, 2011)

Struktur dari Salmonella sp.dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Salmonella sp (Amiruddin dkk., 2017).

2.11.2. Chloramphenicol

Chloramphenicol merupakan antibiotik yang tergolong unik karena merupakan
produk alami pertama yang ditemukan dan mengandung gugus nitro dan juga
produk alami pertama yang merupakan turunan dari asam dikloroasetat serta
termasuk dalam golongan Aminoglikosida yang dapat menghambat pembentukan
atau produksi protein bakteri. Antibiotik golongan Aminoglikosida sangat efektif
dalam mengobati bakteri penyebab infeksi dan mempunyai aktivitas bakteriostatik
yang dapat menyebabkan pertumbuhan mikroorganisme terhenti karena ada
hambatan terhadap metabolisme mikroorganisme. Pada dosis tinggi antibiotik ini
bakteri ini bersifat bakterisid yang dapat menyebabkan sel mikroorganisme mati
oleh karena efek obat yang merubah, menghambat, atau merusak sel

mikroorganisme. Chloramphenicol disebut juga sebagai antibiotik spektrum luas
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yang efektif terhadap beberapa jenis bakteri dan kuman anaerob. Antibiotik ini
sangat efektif untuk melawan bakteri Gram positif dan Gram negatif yang
memiliki mekanisme yaitu antibiotik ini akan melekat pada subunit 50s ribosom
bakteri sehingga menghalangi enzim untuk mensintesis protein (Hanekamp and
Bast, 2015).

OH OH
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Gambar 10. Struktur Chloramphenicol (Hanekamp and Bast, 2015)

2.11.3. Ciprofloxacin

Ciprofloxaxin adalah agen antibiotik di kelas fluoroquinolone yang digunakan
untuk mengobati infeksi bakteri seperti infeksi saluran kemih dan pneumonia.
Ciprofloxaxin digunakan untuk mengobati infeksi saluran kemih, infeksi menular
seksual (gonore dan chancroid), kulit, tulang, infeksi sendi, prostatitis, demam
tifoid, infeksi gastrointestinal, dan infeksi saluran pernapasan bawah, antraks,
wabah, dan salmonellosis. Selain itu, Ciprofloxaxin merupakan pilihan
pengobatan yang tepat pada pasien dengan infeksi campuran atau pasien dengan
faktor predisposisi infeksi Gram negatif. Ciprofloxaxin juga memiliki efektivitas
terhadap beberapa bakteri Gram positif. Ciprofloxaxin paling aktif melawan
Pseudomonas aeruginosa dan antibiotik ini paling ampuh melawan bakteri basil
gram negatif terutama Enterobacteriaceae seperti Escherichia coli, Salmonella
sp, Shigella spp., dan Neisseria (Adefurin et al., 2011). Struktur kimia dari
Ciprofloxaxin dapat dilihat pada Gambar 11.
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Gambar 11. Struktur kimia Ciprofloxaxin (Adefurin et al., 2011).
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I11.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Agustus sampai Februari 2023 yang
bertempat di laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Determinasi tumbuhan
dilaksanakan di Herbarium Bogoriense Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi
Lembaga Penelitian Indonesia Bogor. Analisis spektroskopi yang digunakan
yaitu spektrofotometri UV-Vis yang dilaksanakan di Laboratium Biokimia
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung, spektroskopi inframerah (IR) dilaksanakan di Laboratorium Kimia

Analitik Institut Teknologi Bandung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam peneltian ini yaitu alat-alat gelas laboratorium ,
peralatan destilasi, lampu UV, satu set alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT),
Kromatografi Cair Vakum (KCV), Kromatografi Kolom (KK), neraca analitik,
autoclave, Laminar Air Flow (LAF) 9005-FL, jarum ose, pemanas Bunsen, pipa
kapiler, tabung reaksi (Pyrex), rak tabung reaksi, hot plate, inkubator, termometer,
oven, mikropipet, penggaris (deli), rotary evaporator (heidolph), kuvet,
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spektofotometer UV-Vis Cary 100 Agilent Technologies, dan spektrofotometer
FT-IR (Agilent Technologies FTIR 630 CARY), spektrofotometer FT-IR
(Shimadzu — Prestige 21).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini ekstrak dari bagian kayu akar
tumbuhan kenangkan (A. rigida), metanol (CH3OH), n-heksana (C¢Ha4), aseton
(C3HgO), etil asetat (C4Hg0,), akuades (H,0), larutan iodin (0,2 g I, dalam Kl 2%,
HCI 1 M, larutan Ce(SO,), 1,5 % dalam asam sulfat (H,SO,4) 2 N, enzim a-
amilase (Sigma Aldrich), larutan pati 1%, dimetil sulfoksida (DMSO)
(Merck),akarbosa, silika gel (Merck G60), silika gel 70-200 mesh (Merck G60),
silika gel (Merck Kiesegel 60 F,s4 0,25 mm), pereaksi geser HCI Pekat (5 mL
yang dilarutkan dengan akuades sampai 10 mL), AICl; 5% (0,25 g dalam 5 mL
metanol p.a), NaOH 2 M (0,8 g NaOH dalam 10 mL akuades), padatan natrium
asetat (NaOAc) dan asam borat (H3BO3) media NA (Nutrient Agar), bakteri S.

aureus, dan Salmonella sp., chloramphenicol, dan ciprofloxaxin.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Persiapan Sampel

Sampel berupa kayu akar tumbuhan kenangkan diperoleh dari Desa Keputran
Kecamatan. Sukoharjo Kabupaten Pringsewu Provinsi Lampung yang dilakukan
pengambilan sampel pada tanggal 6 Februari 2022 dan terlebih dahulu dilakukan
determinasi di Herbarium Bogoriense Bidang Botani Pusat Peneltian Biologi-LIPI
Bogor. Sampel kayu akar dipotong dengan ukuran kecil, kemudian sampel
tersebut dikeringkan. Sampel kayu akar yang telah kering digiling sampai

menghasilkan serbuk halus.
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3.3.2. Ekstraksi Sampel

Serbuk halus kayu akar tumbuhan kenangkan ditimbang sebanyak 3 Kg lalu
diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol yang
telah didestilasi sebanyak 11 L selama 1x24 jam dengan 3 kali pengulangan dalam
wadah tertutup dan disimpan dalam ruangan tanpa cahaya yang bertujuan untuk
mencegah terjadinya reaksi pada sampel yang diakibatkan oleh energi matahari.
Maserasi dilakukan selama 1x24 jam dengan 3 kali pengulangan. Ekstrak metanol
kayu cabang yang diperoleh dari hasil maserasi dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan suhu 40°C dengan kecepatan 120 rpm hingga diperoleh
ekstrak pekat. Kemudian ekstrak pekat yang terbentuk sebagai ekstrak kasar

ditimbang untuk mengetahui bobot sampel.

3.3.3. Fraksinasi Ekstrak

Fraksinasi ekstrak metanol bagian kayu akar tumbuhan kenangkan dilakukan
dengan metode partisi menggunakan pelarut yang tingkat kepolarannya
meningkat. Pelarut yang digunakan yaitu n-heksana dan aseton. Fraksinasi ekstrak
dilakukan dengan mencampur ekstrak metanol 250 mL dan n-heksana 250
mLdengan perbandingan 1: 1 dalam corong pisah dengan 3 kali pengulangan, lalu
campuran dikocok dan biarkan hingga terbentuk dua lapisan yaitu fraksi ekstrak
n-heksana dan fraksi ekstrak metanol. Kemudian kedua lapisan tersebut
dipisahkan. Selanjutnya, residu metanol yang diperoleh kemudian dilarutkan
dengan 100 mL aseton sebanyak 3 kali pengulangan. Kemudian fraksi ekstrak
yang diperoleh masing-masing di KLT dan diuapkan pelarutnya dengan rotary
evaporator pada temperatur 40 °C dan putaran 120 rpm. Seluruh fraksi ekstrak
yang diperoleh ditimbang dan dihitung nilai rendemen.
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3.3.4. Kromatografi

a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Fraksi ekstrak ekstrak n-heksana, aseton, dan metanol dimonitoring dengan
KLT. KLT dilakukan dengan menotolkan sampel pada plat KLT yang
dielusikan dengan fase gerak n-heksana dan etil asetat dengan rasio
perbandingan sesuai. Setelah dilakukan elusi pada plat KL T, noda dapat dilihat
di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 dan 365 nm. Selanjutnya hasil
kromatogram disemprot menggunakan larutan serium sulfat untuk
menampakkan noda hasil KLT. Dicatat dan dihitung harga Rf yang diperoleh

dengan persamaan rumus (1).

Jarak yang ditempuh oleh zat terlarut
Rf = 1)
Jarak yang ditempuh fase gerak

b. Kromatografi Cair Vakum

Hasil fraksinasi yang sudah dilakukan KLT dilanjutkan dengan pemisahan fraksi
yang menunjukan noda yang paling memungkinkan terdapat flavonoid
menggunakan metode KCV. Pada Penelitian ini metodeKCV menggunakan silika
gel G 60 sebagai fase diam dan pelarut n- heksana:etil asetat sebagai eluen.
Corong Buchner kaca masir yang berada diatas kolom KCV diisi dengan fase
diam silika gel G 60 sebanyak 10 kali berat sampel dalam keadaan kering.
Kemudian dibagian atas ditutup dengan kertas saring lalu divakum dengan alat
vakum. Eluen n-heksana yang memiliki kepolaran yang rendah dituangkan
terlebih dahulu ke dalam kolom KCV lalu dikeringkan dengan alat vakum hingga
kering untuk memperoleh kerapatan yang maksimum pada fase diam sehingga

kolom siap untuk digunakan.

Sebelum proses KCV dilakukan, sampel terlebih dahulu diimpregnasi dengan

menggunakan silika gel yang memiliki ukuran partikel lebihbesar (silika kasar).
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Ukuran partikel silika untuk impregnasi harus lebih besar untuk mempermudah
proses pemisahan. Ekstrak kasar yang telah kering dilarutkan dalam aseton dan
diimpregnasikan pada silika gel kasar digerus hingga homogen dan kering.
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 divakum. Impregnasi dilakukan untuk memperluas permukaan
silika gel sebagai fase diam sehingga sampel yang akan dielusi dapat tersebar
secara merata. Selanjutnya sampel dielusi dengan n-heksana:etil asetat secara
perlahan-lahan mulai dari tingkat kepolaran yang rendah sampai tingkat kepolaran
yang tinggi (100:0-0:100%). Kemudian kolom divakum hingga kering pada
setiap penambahan eluen. Fraksi-fraksi yang diperoleh digabungkan berdasarkan
pola fraksinasinya. Fraksi targetyang akan dimurnikan dengan KCV dilakukan

secara berulang.

c¢. Kromatografi Kolom (KK)

Hasil Fraksinasi dari KCV yang sudah dianalisis dengan KLT dengan rentang Rf
0,2 — 0,3, selanjutnya dilakukan fraksinasi lebih lanjut menggunakan KK, karena
jumlahnya menjadi lebih sedikit. Pada KK digunakan silika gel sebagai adsorben
(fase diam). Silika gel dilarutkan dan diaduk dalam pelarut 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 telahdiimpregnasi pada silika gel G60
dimasukkan kedalam kolom yang telah berisi adsorben (fase diam). Pada saat
sampel dimasukkan, diupayakan agar kolom tidak kering/kehabisan pelarut
karena dapat mempengaruhi kerapatan fase diam yang telah dikemas rapat
sehingga proses elusi dapat terganggu. KK dilakukan dalam kondisi normal tanpa
vakum sehingga waktu yang diperlukan lebih lama, namun dengan kondisi

tersebut diharapkan menghasilkan pemisahan yang lebih baik dan murni.
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3.3.5. Analisis Struktur

Isolat murni yang diperoleh dalam bentuk kristal dan telah dilakukan analisis
kemurnian dilanjutkan dengan dikarakterisasi strukturnya dengan alat
spektrofotometer UV-Vis dan inframerah (IR) sehingga dapat diketahui struktur

dari kristal murni yang didapatkan.

a. Spektrofotometer UV-Vis

Sampel berupa kristal murni hasil isolasi diambil sebanyak 1 mg dilarutkan dalam
labu takar 10 mL dengan pelarut metanol p.a. Larutan persediaan dibagi menjadi
beberapa bagian. Bagian | diukur serapan maksimumnya dalam metanol.
Kemudian masing-masing larutan persediaan ditambah dengan pereaksi-pereaksi
geser seperti natrium hidroksida (NaOH) 2 M (0,8 gr NaOH dilarutkan dalam 10
mL akuades), aluminium klorida (AICl3) 5% (0,25 gram AIClIs, dilarutkan dalam
5 ml. MeOH), HCI pekat (5 mL HCI pekat dilarutkan dalam akuades sampai 10
mL) dan padatan natrium asetat (NaOAc). Pada pengukuran spektrofotometer
UV-Vis digunakan beberapa pereaksi geser untuk menentukan kedudukan gugus
hidroksi fenol pada senyawa flavonoid dengan cara mengamati pergeseran

puncak yang terjadi pada pita | dan pita II.

b. Spektrofotometer inframerah (IR)

Sampel kristal hasil isolasi sebanyak 1 mg yang telah murni dihilangkan dari air
lalu digerus bersama-sama dengan halida anorganik (KBr). Gerusan kristal murni
dengan KBr dibentuk menjadi lempeng tipis atau pellet dengan bantuan alat
penekan berkekuatan 8-10 ton cm2. Setelah itu, pellet tersebut diukur puncak

serapannya.
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3.3.6. Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian dilakukan dengan metode KLT. Analisis kemurnian secara
KLT menggunakan berbagai campuran fase gerak (eluen) pada n-heksana, etil
asetat dan metanol. Kemurnian suatu senyawa ditunjukkan dengan timbulnya
satu noda dengan berbagai campuran eluen yang digunakan, dengan pengamatan
noda yang dilakukan di bawah lampu UV dengan panjang gelombang 254 dan
336 nm. Kemudian plat KLT disemprot menggunakan larutan serium sulfat untuk
menampakkan bercak/noda dari komponen senyawa tersebut. Isolat dapat disebut
relatif murni secara KLT jika isolat tetap menunjukan noda tunggal, hal ini

karena isolat tersebut mengandung satu jenis senyawa.

3.3.7. Pengujian Bioaktivitas Antidiabetes

Pengujian bioaktivitas antidiabetes pada penelitian ini secara in vitro dengan
menggunakan metode Fuwa yang telah dimodifikasi penghambatan enzim a-
amilase (Fuwa, 1954; Mwakalukwa et al., 2020). Larutan pati dibuat dengan
menimbang 0,15 gram pati yang dilarutkan kedalam 15 mL akuades didalam
Erlenmeyer. Lalu, dipanaskan di atas hotplate dengan suhu 100°C. Selanjutnya
menimbang 5 mg yang dilarutkan ke dalam 2,5 mL pelarut DMSO untuk
didapatkan konsentrasi 2000 ppm yang selanjutnya akan diencerkan menjadi
konsentrasi 1500, 1000, dan 500 ppm, lalu larutan yang telah dibuat dibagi
menjadi empat kelompok yaitu Al-A4. Al berisi 0,25 mL sampel + 0,25 mL
enzim o-amilase, A2 berisi 0,25 mL sampel, A3 berisi 0,25 mL enzim a-amilase +
0,25 mL H,0, dan A4 berisi 0,5 mL H,O yang kemudian didiamkan selama 10
menit. Setelah itu ditambahkan 0,25 mL larutan pati 1% dan diinkubasi s selama
30 menit pada suhu 37 °C yang setiap 10 menit diaduk, HCI 1N ditambahkan
untuk menghentikan reaksi. Kemudian ditambahkan sebanyak 0,25 mL larutan
iodin dan 4 mL akuades lalu diambil 1 mL dan diencerkan dengan ditambahkan 2

mL akuades, Kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm.
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Lalu dihitung persen inhibisinya menggunakan Persamaan (2) (Mwakalukwa et
al., 2020).
(A2 — A1)

% Inhibisi = {1 - ———— } x100% @)
(Ad— A3)

Keterangan : Al : absorbansi sampel + pati + enzim
A2 : absorbansi sampel + pati
A3 : absorbansi pati + enzim

A4 : absorbansi pati

3.3.8. Pengujian Bioaktivitas Antibakteri

Pengujian antibakteri pada penelitian ini digunakan metode difusi kertas
cakram. Pada uji bioaktivitas ini, yang pertama dilakukan adalah sterilisasi
alat dan media dengan menggunakan autoclave selama 15 menit. Sebelumnya,
telah disiapkan bahan yang akan digunakan sebagai mediaUji 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 sebanyak5 mL/ tabung reaksi dan I mL
akuades/ tabung reaksi juga disiapkan. Selanjutnya, semua alat dan bahan
disterilisasi selama 15 menit. Sampelsenyawa hasil isolasi dibuat variasi tiga
konsentrasi: 0,5, 0,4, dan 0,3 mg/disc. Kristal sebanyak 1,5 mg dilarutkan
dalam 150 pL., kemudian diambil 50; 40, dan 30 puL untuk ditotolkan ke dalam
kertas cakram. Pada uji antibakteri terhadap S.aureus digunakan kontrol
positif berupa chloramphenicol, sedangkan uji antibakteri terhadap Salmonella
sp digunakan kontrol positif berupa ciprofloxaxin. Chloramphenicol dan
ciprofloxacin dibuat tiga variasi konsentrasi: 0,15; 0,10 ; 0,05 mg/disc.

Padatan untuk kontrol positif sebanyak 1,5 mg dilarutkan dalam 500 pL
metanol pro analisis, kemudian diambil 50; 33,3; dan 16,7 pL untuk

ditotolkan ke dalam kertas cakram.



Alat dan bahan yang telah disterilisasi dimasukkan ke 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 dimasukkan ke dalam media
yang telah dibuat. Cawan petri ditutup dengan plastic wrap dan kertas
kemudian dimasukkan ke dalam inkubator selama 1x24 jam. Setelah 1x24 jam,
zona hambat yang terbentuk diamati dan diukur diameternya (Octaviani et al.,
2019).
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Dari pembahasan hasil penelitian yang dilakukan maka didapatkan simpulan

sebagai berikut:

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi senyawa murni flavonoid dari
bagian kayu akar tumbuhan kenangkan (Artocarpus rigida Blume) dan telah
diidentifikasi berdasarkan spektroskopi UV-Vis dan IR yaitu senyawa
artokarpin sebanyak 50 mg berupa kristal bewarna kuning dan senyawa
sikloartokarpin sebanyak 2,4 mg berupa kristal ringan bewarna kuning muda
dari ekstak kasar sebanyak 22,69 g.

2. Hasil uji bioaktivitas antidiabetes pada senyawa artokarpin hasil isolasi
menunjukkan kemampuan penghambatan terhadap enzim a-amilase sebesar
64,12% pada konsentrasi 2000 ppm dan senyawa hasil modifikasi artokarpin
sebesar 93,92% pada konsentrasi 1000 ppm.

3. Hasil uji bioaktivitas antibakteri senyawa hasil isolasi artokarpin terhadap
bakteri Salmonella sp. dan S. aureus menunjukkan kategori kuat pada

konsentrasi 0,5 mg/disc.
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5.2 Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian

selanjutnya adalah sebagai berikut:

1. Penelitian lebih lanjut terhadap fraksi lain dari bagian kayu akar tumbuhan
kenangkan (A.rigida Blume) sehingga dapat diperoleh informasi lebih luas
tentang senyawa flavonoid yang terdapat di dalam fraksi tersebut.

2. Melakukan penelitian lebih lanjut dengan senyawa hasil isolasi untuk
dijadikan sebagai obat antidiabetes yang dapat dikonsumsi.

3. Melakukan pengujian bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri terhadap

senyawa sikloartokarpin untuk mengetahui bioaktivitasnya.
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