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ABSTRAK

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

OLEH

AKMALLUDIN

Diabetes mellitus merupakan salah satu penyakit kronis, yang ditandai dengan
adanya peningkatan kadar gula darah akibat kekurangan hormon insulin. Penyakit
ini dapat diobati menggunakan tanaman obat yang mengandung metabolit
sekunder salah satunya tumbuhan kenangkan. Tumbuhan kenangkan (4Artocarpus
rigida Blume) dari famili Moraceae memiliki potensi sebagai sumber senyawa
metabolit sekunder, khususnya flavonoid. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan dan mengidentifikasi senyawa flavonoid murni dari kulit akar
tumbuhan kenangkan (4. rigida Blume), yang memiliki bioaktivitas antidiabetes
dan antibakteri.

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut
metanol, diikuti oleh isolasi senyawa menggunakan Kromatografi Cair Vakum
(KCV) dan Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG). Karakterisasi senyawa
flavonoid dilakukan dengan spektroskopi UV-Vis dan IR. Uji bioaktivitas
meliputi uji antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Salmonella sp., serta
uji antidiabetes melalui penghambatan aktivitas enzim a-amilase.

Hasil isolasi diperoleh senyawa flavonoid sikloartobilosanton, berupa kristal
kuning D4y, sebanyak 9,9 mg dan kristal cokelat G4 sebanyak 15 mg. Senyawa
G4 menunjukkan aktivitas antibakteri kategori kuat terhadap S. aureus dengan
diameter zona hambat 12 mm dan D4y, kategori kuat terhadap Salmonella sp.
dengan diameter zona hambat 16 mm pada konsentrasi 0,5 mg/disc. Aktivitas
antidiabetes senyawa D42y, ini menunjukkan penghambatan terhadap enzim a-
amilase sebesar 33,14% pada konsentrasi 1000 ppm, masih lebih rendah
dibandingkan dengan acarbose yang merupakan kontrol positif dengan
penghambatan 86,76% pada konsentrasi yang sama.

Kata kunci : 4. rigida Blume., sikloartobilosanton, flavonoid, antibakteri,
antidiabetes



ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVITY TEST OF
ANTIBACTERIAL AND ANTIDIABETIC FLAVONOID COMPOUNDS
FROM
THE ROOT BARK OF KENANGKAN PLANT (Artocarpus rigida Blume)

BY

AKMALLUDIN

Diabetes mellitus is a chronic disease, characterized by an increase in blood sugar
levels due to a lack of insulin hormone. This disease can be treated using
medicinal plants containing secondary metabolites, one of which is the kenangkan
plant. The kenangkan plant (Artocarpus rigida Blume) from the Moraceae family
has the potential as a source of secondary metabolite compounds, especially
flavonoids. This study aims to isolate and identify pure flavonoid compounds
from the root bark of the kenangkan plant (4. rigida Blume), which possess
antidiabetic and antibacterial bioactivities.

The extraction process was carried out using the maceration method using
methanol solvent, followed by isolation of compounds using Vacuum Liquid
Chromatography (VLC) and Gravity Column Chromatography (GCC).
Characterization of flavonoid compounds was carried out using UV-Vis and IR
spectroscopy. Bioactivity tests included antibacterial tests against Staphylococcus
aureus and Salmonella sp., as well as antidiabetic tests through inhibition of
a-amylase enzyme activity.

The results of the isolation obtained flavonoid compounds cycloartobiloxanthone,
in the form of yellow crystals D42, as much as 9.9 mg and brown crystals G4 as
much as 15 mg. Compound G4 showed strong antibacterial activity against .
aureus with an inhibition zone diameter of 12 mm and D42b was a strong
category against Salmonella sp. with an inhibition zone diameter of 16 mm at a
concentration of 0.5 mg/disc. The antidiabetic activity of compound D42b showed
inhibition of the a-amylase enzyme by 33.14% at a concentration of 1000 ppm,
still lower compared to acarbose which is a positive control with inhibition of
86.76% at the same concentration.

Keywords:  A. rigida Blume., cycloartobiloxanthone, flavonoid, antibacterial,
antidiabetic
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes mellitus merupakan salah satu penyakit kronis, yang ditandai dengan
adanya peningkatan kadar gula darah akibat kekurangan hormon insulin. Penyakit
ini termasuk kategori penyakit yang sangat berbahaya karena merenggut sekitar
4,6 juta jiwa tiap tahun, dengan lebih dari 10 juta pasien mengalami kelumpuhan
serta komplikasi seperti serangan jantung, stroke, gagal ginjal, kebutaan dan
amputasi (IDF, 2014). Berdasarkan data (Sun ef al., 2021)., Indonesia menempati
peringkat kelima dengan total 19 juta penderita DM pada tahun 2021 dengan
jumlah pengidap diabetes mencapai 537 juta pada rentang usia 20-79, dan
menunjukkan adanya peningkatan menjadi 783 juta pada tahun 2045, serta

diperkirakan akan meningkat menjadi 28 juta pada tahun 2045.

Pasien diabetes dapat diobati melalui terapi farmakologis yang mencakup
penggunaan suntikan insulin dan obat antidiabetika seperti akarbosa, metformin,
sulfonylurea, dan nonsulfonylurea secretagogue. Pendekatan terapi ini difokuskan
pada regulasi kadar gula darah dengan mengintervensi enzim tertentu, seperti
a-glukosidase, a-amilase, thiazolidinedione, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), dan
dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) (Ripsin et al., 2009). Terapi ini dilakukan secara
jangka panjang sehingga berpotensi menimbulkan efek samping dan dapat
berdampak pada lingkungan sekitarnya. Oleh karena itu, diperlukan alternatif lain
yang dapat memberikan aktivitas yang tinggi dengan risiko efek samping yang
lebih rendah. Sebagai solusi, digunakanlah tanaman obat, sebagaimana telah
banyak studi literatur, yang melaporkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam tanaman obat dapat memberikan penghambatan terhadap

aktivitas pencernaan pada enzim pencernaan, a-glukosidase dan a-amilase. Hal ini



menjadi target dalam pengembangan senyawa obat antidiabetes, salah satu
senyawa metabolit yang dilaporkan memiliki kemampuan daya hambat terhadap
enzim yaitu senyawa flavonoid. Senyawa ini banyak ditemukan pada berbagai
jenis tanaman obat salah satunya genus Arfocarpus. Secara umum, senyawa
fenolik yang terdapat dalam genus Arfocarpus umumnya termasuk dalam kategori
senyawa fenolik terisoprenilasi, seperti yang disampaikan dalam penelitian oleh
Erwin (2010). Dari berbagai genus tumbuhan Arfocrpus telah berhasil diisolasi
senyawa flavonoid yang berasal dari tumbuhan pudau (4rtocarpus kemando Miq.)
pada bagian kayu akar. Senyawa-senyawa yang berhasil diisolasi tersebut di
antaranya artokarpin, caplasin, sikloartokarpin, siklomulberokromen, dan calkon
(Suhartati, 2001). Pada bagian kulit akar tumbuhan sukun (Artocarpus altilis)

berhasil diisolasi senyawa flavonoid yaitu artonin E (Suhartati, 2018).

Salah satu genus Artocarpus yang menunjukkan potensi yakni 4. rigida Blume.
Selain itu senyawa hasil isolasi memiliki banyak manfaat bagi ilmu kesehatan
seperti pada senyawa artonin O yang diisolasi dari kulit akar dan kayu akar 4.
rigida Blume memiliki sifat antibakteri terhadap E. coli (Khomsiah, 2016) dan
juga B. subtilis (Wulandari, 2016) serta santoangelol yang diisolasi dari daun

A. rigida Blume juga memiliki sifat anti bakteri pada B. subtilis (Irpan, 2021).
Bahkan senyawa hasil isolasi dari tumbuhan 4. rigida juga menunjukkan aktivitas
terhadap Mycobacterium tuberculosis (Namdaung et al., 2006) dan pada
tumbuhan 4. camansi hasil senyawa isolasi menunjukkan adanya aktivitas

terhadap anti diabetes (Marianne ef al., 2011).

Berdasarkan data di atas, maka dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap senyawa
flavonoid dari tanaman kenangkan (4. rigida Blume) serta dilakukan uji
bioaktivitas antidiabetes dan antibakteri terhadap senyawa flavonoid yang
diperoleh. Dalam penelitian ini, proses isolasi senyawa flavonoid dilakukan
melalui eskstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol, diikuti
dengan fraksinasi menggunakan pelarut n-heksana dan aseton. Pemurnian
senyawa dilkakukan menggunakan Kromatografi Cair Vakum dan Kromatografi

Kolom. Kemurnian senyawa diuji KLT menggunakan tiga sistem eluen. Analisis



struktur senyawa menggunakan spektrofotometer UV-Vis, dan /R. Setelah isolasi
senyawa kemudian dilakukan uji bioaktivitas antidiabetes menggunakan metode
in vitro serta uji bioaktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram

untuk menilai potensi senyawa dalam melawan aktivitas bakteri.

1.2. Tujuan Penelitian

Mendapatkan senyawa flavonoid murni dari kulit akar tumbuhaan kenangkan
(4. rigida Blume) yang memiliki aktivitas antidiabetes, dan antibakteri terhadap
bakteri S. aureus dan Salmonella sp. serta mengkarakterisasi struktur senyawa

hasil isolasi

1.3. Manfaat Penelitian

Memberikan informasi mengenai jenis senyawa flavonoid yang terkandung dalam
kulit akar tumbuhan kenangkan (4. rigida Blume) yang memiliki bioaktivitas
antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan Salmonella sp. serta bioaktivitas

antidiabetes melalui penghambatan terhadap enzim a-amilase.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Moraceae

Moraceae termasuk keluarga tumbuhan berbunga, di dunia dikenal dengan
nama Mulberry (Mulberry family) atau keluarga Ara (Fig family). Moraceae
mencakup 38 genus dan lebih dari 1100 spesies. Jenis-jenis dari suku
Moraceae tumbuh menyebar di Amerika, dengan 14 genus endemik dari total
19 genus yang ada (Berg ef al., 2006). Moraceae memiliki tiga genus utama,
Ficus, Artocarpus, dan Morus. Sebagian besar genus Artocarpus tambuh
menyebar di kawasan Malasiana, sedangkan setengah dari spesies genus
terbesar, yaitu Ficus, juga menyebar di kawasan Malesiana. Morus merupakan
genus dominan yang tumbuh pada kondisi iklim hangat bagian utara (northern
warm temperate) dan menyebar luas ke pegunungan tropik Asia dan Amerika
serta dataran rendah Afrika. Ersam (2004) menyatakan bahwa senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam keluarga Moraceae memiliki
potensi sebagai agen antiinflamasi, antitumor, antibakteri, antijamur, dan

antikanker.

2.2. Artocarpus

Genus Artocarpus, yang termasuk dalam keluarga Moraceae, terdiri dari
sekitar 50 spesies dan tersebar luas di daerah tropis dan subtropis, termasuk
di Indonesia. Salah satu jenis spesies Artocarpus yang sering dijumpai di
Indonesia yaitu A. altillis (Sumadji dkk., 2022), 4. rigidus Blume dan A.
heterophyllus Lamk (Dewi dkk., 2021) yang dapat dilihat pada Gambar 1.



A. altillis A. rigida Blume A. heterophyllus Lamk
Sumad;ji dkk., 2022 Dewi dkk., 2021

Gambar 1. Jenis jenis tanaman Artocarpus

Artocarpus banyak dimanfaatkan oleh masyarakat untuk setiap bagian tumbuhan,
mulai dari pakaian, tempat tinggal, dan makanan. Selain itu, genus Artocarpus
juga secara tradisional digunakan dalam pengobatan, misalnya untuk mengobati
demam, disentri atau malaria (Nurachman, 2002). Senyawa metabolit sekunder
yang terkandung pada tumbuhan ini berupa senyawa terpenoid, flavonoid,
stilbenoid, arilbenzofuran, neolignan, dan adduct Diels-Alder (Hakim 2011).
Dengan senyawa flavonoid yang berhasil diisolasi yaitu calkon, flavanon, flavan-
3-ol, flavon sederhana, prenilflavon, oksepinoflavon, piranoflavon,
dihidrobenzosanton, furanodihidrobenzosanton, pirano dihidrobenzosanton,
kuinonosanton, santonolid, dan dihidrosanton. Keunikan struktur senyawa yang
berhasil diisolasi dari Artocarpus menghasilkan efek fisiologis yang luas, antara
lain sebagai antibakteri (Khan et al., 2003), sitotoksik (Ko ef al., 2005), dan

antimalaria (Widyawaruyanti et al., 2007).
2.3. Tanaman Kenangkan (A. rigida Blume)

Kenangkan (4. rigidus Blume) merupakan sepesies tumbuhan genus Artocarpus
yang tersebar pada daerah tropis dan subtropis. Sahromi (2020) melaporkan
bahwa tanaman ini dapat ditemukan di daerah hutan hujan tropis pada ketinggian
antara 700-1000 meter. Kayu yang dihasilkan oleh tanaman ini memiliki kualitas
yang baik untuk keperluan konstruksi. Selain itu, buah yang matang dan segar
dapat dikonsumsi, serta memiliki aroma yang khas. Tanaman ini merupakan

tanaman hutan, mempunyai batang yang kokoh, tingginya dapat mencapai 20 m,



berkayu keras, kulit kayunya berserat kasar, dan menghasilkan getah yang banyak,
daunnya tidak lebar, menjari dan berbulu kasar (Dendiko, 2013). Buahnya yang
masih muda memiliki warna kuning pucat, apabila buah tersebut telah matang m
enjadi berwarna lembayung. Buah ini dapat dimakan tetapi memiliki rasa yang

masam dan kurang enak. Pohon kenangkan dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Tanaman kenangkan (4. rigida Blume)

Dalam taksonomi, tanaman ini diklasifikasikan (Tjitrosoepomo, 1994) sebagai
berikut :

Superregnum  : Eukaryota

Regnum : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Rosales

Famili : Moraceae

Subfamili : Artocarpeae

Genus : Artocarpus

Spesies : Artocarpus rigidus Blume atau Artocarpus rigida Blume

Nama lain dari buah ini adalah peusar atau tempunik. Saat ini tanaman ini
semakin sulit ditemukan. Buah ini dikenal dengan berbagai nama oleh
masyarakat. Pohon dan buah tersebut juga dikenal dengan nama mandalika.
Isolasi senyawa metabolit sekunder terhadap tanaman kenangkan

(4. rigida Blume) telah banyak dilakukan, salah satunya pada bagian kulit akar



dan telah berhasil diisolasi serta dianalisis diperoleh senyawa turunan flavonoid
seperti artonin O yang diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. coli

(Khomsiah, 2016) dan B. subtilis (Wulandari, 2016).

2.4. Senyawa Metabolit Sekunder

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa organik non-esensial dan
berasal dari derivat metabolit primer dengan jumlah serta konsentrasi terbatas

di tubuh organisme. Senyawa metabolit sekunder memiliki peran penting dalam
membentuk ciri khas suatu tanaman, terutama dalam memengaruhi aroma, warna,
dan rasa tanaman tersebut. (Ahmed et al., 2017). Berdasarkan penelitian Saifudin
(2014) menyatakan bahwa senyawa metabolit sekunder tergolong ke dalam
senyawa obat yang mempunyai potensi dengan toksitis minimal (kit). Tria dkk
(2018) menyatakan bahwa macam-macam metabolit sekunder yang terkandung
pada tanaman memberikan sejumlah manfaat sebagai tanaman obat, seperti
sebagai antikanker, antimalaria, antibakteri, obat radang pembengkakan, dan
banyak penyakit yang lainnya sesuai dengan senyawa yang terkandung. Terdapat
beberapa contoh senyawa metabolit sekunder, di antaranya terpenoid (seperti
karotenoid, sterol, dan glikosida jantung), fenolat (seperti lignan, asam fenolat,
tanin, kumarin, lignin, stilben dan flavonoid), senyawa yang mengandung nitrogen
(seperti asam amino non-protein, glukosida sianogenik dan alkaloid) dan senyawa
yang mengandung belerang (seperti GSH, GSL, fitoaleksin, thionin, defensin dan
lektin) (Mazid et al., 2011).

2.5. Senyawa Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa yang terdiri dari 15 atom karbon. Senyawa ini
memiliki distribusi cukup luas dalam tanaman serta memainkan berbagai peran
fungsional. Salah satu peran utama flavonoid yaitu sebagai pigmen tanaman yang
memberikan warna pada bunga, seperti merah atau biru, dan memberikan pigmen
kuning pada kelopak untuk menarik hewan penyerbuk. Flavonoid dapat

ditemukan hampir di semua bagian tumbuhan, termasuk buah, akar, daun, dan



kulit luar batang (Worotikan, 2011). Flavonoid memiliki kerangka karbon yang
terdiri atas dua gugus benzena yang disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon
(C¢ — C5 — Cs). Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis struktur, yaitu flavonoid
(1,3-diaril propana), isoflavonoid (1,2-diaril propana), dan neoflavonoid
(1,1-diaril propana) dengan pembagian subkelas pada flavonoid didasarkan pada

struktural penyusunnya seperti flavanol, flavanon,dan anthocyanidins dilihat pada
Gambar 3.

Flavonoid Isoflavonoid Neoflavonoid
o O O oL O
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Gambar 3. Stuktur kimia dan klasifikasi flavonoid (Wang et al, 2018)

Flavonoid memiliki manfaat yang cukup banyak baik bagi tumbuhan itu sendiri,
maupun bagi kesehatan. Salah satu manfaat tersebut, antara lain untuk melindungi
struktur sel, meningkatkan efektivitas vitamin C, antiinflamasi, mencegah keropos
tulang dan sebagai antibiotik (Mirna dan Paendong, 2018). Berdasarkan hasil
penelitian Arifin dan Ibrahim (2018) senyawa ini juga memiliki bioaktif terhadap
antivirus, antioksidan, kardioprotektif, antidiabetes, antikanker, antipenuaan,

antiinflamasi, dan lainnya.

2.6. Ekstraksi

Ekstraksi adalah suatu proses penarikan senyawa kandungan kimia yang dapat

larut diekstrak atau ditarik keluar dari suatu bahan, sehingga terpisah dari



komponen yang tidak larut dengan menggunakan pelarut cair sebagai agen
pemisah. Proses ini umumnya dapat dilakukan dengan metode maserasi, perkolasi,
refluks, soxhlet, digesi, infusa, dan dekok (Rosidah dkk., 2015). Pemilihan metode
pada ekstraksi berdasarkan pada sumber atau senyawa yang akan diisolasi.
Padapenelitian ini metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi. Maserasi
adalah metode ekstraksi dengan simplisia nabati direndam dalam pelarut tertentu
selama periode waktu tertentu, sambil sesekali diaduk. Prinsip kerja dari maserasi
adalah proses melarutnya zat aktif berdasarkan sifat kelarutannya dalam suatu
pelarut (like dissolved like). Keunggulan dari metode maserasi terletak pada
penggunaan peralatan yang relatif sederhana, kemudahan pelaksanaan tanpa
memerlukan alat khusus, biaya operasional yang terjangkau, dan kemampuannya
mengekstraksi senyawa yang rentan terhadap suhu tinggi karena prosesnya tidak
melibatkan pemanasan. Selain itu, proses ekstraksi dengan metode maserasi juga
meminimalkan kebutuhan penyaringan karena material tumbuhan yang direndam

cenderung melepaskan senyawa dengan efisien (Marjoni, 2016).

2.7. Fraksinasi

Fraksinasi adalah suatu metode pemisahan campuran menjadi beberapa fraksi
yang memiliki susunan yang berbeda. Prinsip dari fraksinasi yaitu menarik
senyawa dari suatu ekstrak dengan menggunakan pelarut yang tidak saling
bercampur satu sama lain. Metode fraksinasi yang umum digunakan adalah
metode ekstraksi cair-cair dan kromatografi. Ekstraksi cair-cair dilakukan dengan
memasukkan sampel cair ke dalam corong pisah. Selanjutnya, pelarut yang
memiliki perbedaan kepolaran dengan pelarut yang ada dalam sampel
ditambahkan ke dalam corong pisah. Kemudian dikocok dan didiamkan sejenak
hingga terbentuk dua lapisan yang berbeda. Hermawan dkk., (2016) menyatakan
bahwa fraksinasi merupakan metode pemisahan komponen campuran pada hasil
ekstraksi. Metode ini digunakan untuk memisahkan golongan utama yang satu dan
golongan utama yang lain berdasarkan kepolaran, sehingga diperoleh

senyawa-senyawa flavonoid.
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2.8. Diabetes Melitus

Diabetes adalah suatu penyakit kronis yang melibatkan gangguan metabolisme,
terjadi ketika pankreas tidak mampu menghasilkan cukup insulin, yang ditandai
dengan peningkatan kadar gula dalam darah, yang dikenal sebagai hiperglikemia.
Insulin merupakan hormon yang krusial karena memiliki peran sebagai
satu-satunya zat yang dapat menurunkan kadar glukosa dalam sirkulasi darah.
Terdapat dua kategori diabetes, yaitu diabetes tipe 1 yang terjadi akibat
penghancuran autoimun dari sel B penghasil insulin di pulau Langerhans pada
pankreas (defisiensi absolut) dan diabetes tipe 2 yang merupakan dampak dari
gangguan sekresi insulin dan resistensi terhadap kerja insulin yang sering kali
disebabkan oleh obesitas (defisiensi relatif) (Bertalina dan Purnama, 2016).
Silalahi (2019) menyebutkan bahwa penyebab paling banyak ditemui adalah pola
hidup yang tidak sehat. Seperti mengkonsumsi makanan yang banyak
mengandung gula/lemak, sedikit mengandung karbohidrat dan serat, serta jarang
melakukan aktivitas fisik. Maka dari itu pemanfaatan bahan alam sebagai terapi
diabetes melitus merupakan salah satu upaya dalam mengurangi kasus DM
dengan harapan pengobatan alami memiliki sifat dan aktivitas lebih baik dengan
efek samping yang lebih kecil dibandingkan obat sintetik. Salah satu terapi DM
yaitu dengan menunda penyerapan glukosa pada saluran pencernaan.
Penghambatan hidrolisis karbohidrat dapat dicapai dengan menghambat enzim

pencernaan yakni enzim a-amilase dan a-glukosidase (Rais et al, 2013).

2.9. Enzim

Enzim merupakan jenis protein yang disintesis secara khusus oleh sel hidup,
berperan sebagai katalisator dalam mempercepat reaksi kimia di dalam tubuh.
Enzim memegang peranan penting dalam proses pencernaan makanan dan
metabolisme zat-zat makanan di dalam tubuh. Fungsi utama enzim adalah
mengurangi energi aktivasi, yaitu jumlah energi yang diperlukan untuk mencapai
status transisi (suatu bentuk dengan tingkat energi tertinggi) dalam suatu reaksi

kimia. Enzim berperan sangat penting bagi metabolisme tubuh. Enzim dikenal
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memiliki dua tipe yaitu enzim ekstraseluler (berfungsi di luar sel) dan enzim
intraseluler (berfungsi di dalam sel). Beberapa enzim berperan dalam
menguraikan molekul besar menjadi fragmen kecil, sehingga dapat diserap
dengan mudah oleh tubuh. Sebaliknya, ada juga enzim yang membantu proses
penggabungan dua molekul menjadi satu sehingga menghasilkan molekul baru

(Saputra dkk., 2022).

2.10. Kromatografi

Kromatografi adalah metode pemisahan campuran yang didasarkan pada
perbedaan distribusi dari komponen-komponen dalam fasa gerak dan fasa diam.
Kromatografi dapat dibedakan atas berbagai macam tergantung pada
pengelompokannya. Fasa gerak dapat berupa gas atau cairan, sedangkan fasa diam
dapat berupa padatan atau cairan. Berdasarkan mekanisme pemisahannya
dibedakan menjadi kromatografi adsorbsi, kromatografi partisi, kromatografi
pasangan ion, kromatografi penukar ion, kromatografi eksklusi ukuran, dan
kromatografi afinitas. Sedangkan berdasarkan pada alat yang digunakan,
kromatografi dapat dibagi menjadi kromatografi kertas, kromatografi lapis tipis,
kromatografi cair kinerja tinggi, dan kromatografi gas (Gandjar dan Rohman,

2007).

2.10.1. Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan suatu metode pemisahan preparatif, yang
digunakan untuk memisahkan suatu sampel yang berupa campuran dengan berat
berupa gram. Prinsip dasar dari kromatografi kolom adalah suatu pemisahan yang
didasarkan pada prinsip adsorpsi. Pemisahan dapat dilakukan dengan meletakkan
sampel-sampel pada ujung atas kolom dan eluen yang digunakan dialirkan secara
terus menerus. Eleuen/pelarut akan melewati kolom hal ini dikarenakan adanya
bantuan tekanan dari gravitasi bumi (Kristanti, 2008). Pemilihan fasa gerak juga

merupakan langkah yang penting untuk keberhasilan isolasi senyawa.
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Kemampuan pelarut untuk menggerakkan suatu senyawa berhubungan dengan
kekuatan kepolaran pelarut. Urutan kekuatan kepolaran beberapa pelarut dapat

dilihat seperti yang terlampir pada Tabel 1.

Tabel 1. Urutan kekuatan kepolaran pelarut (Atun, 2014).

Nama Pelarut Kepolaran

petroleum eter Non polar
n-heksana (C¢H4)

Sikloheksana (CgHj,)
Karbon tetraklorida
(CCly)Benzena (C¢Hg)

Toluena (C;Hg)
Metil klorida (CH;ClI)
Kloroform (CHCIs)
Etil asetat
(CH3COOH)Aseton
(CH;COCH3;)
n-propanol (CsH;OH)
Etanol (C,H;OH)
Asetonitril (C,H3N)

Metanol (CH;OH) v
Air (H,0) Polar

Sifat-sifat pelarut juga sangat berpengaruh terhadap penentuan mobilitas
komponen-komponen campuran. Senyawa yang memiliki sifat polar akan lebih
kuat terserap, sehingga mengakibatkan turun lebih lambat, dan begitu sebaliknya
untuk senyawa yang memiliki sifat kurang polar ataupun non polar

(Sastrohamidjojo, 1991).
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2.10.2. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Teknik Kromatografi Cair Vakum yaitu teknik kolom kromatografi yang dikemas
kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan maksimum.
Vakum dihentikan, pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan kepermukaan
penjerap lalu divakumkan lagi. Kolom dihisap hingga kering dan kemudian siap
digunakan dalam kondisi vakum yang berkelanjutan. Hal ini bertujuan untuk
menghasilkan kemasan dengan kerapatan maksimum atau menggunakan tekanan
rendah untuk meningkatkan laju alir fasa gerak. Pada umumnya, KCV dilakukan
dengan memasukkan pelarut yang memiliki kepolaran paling rendah. Kemudian
kepolarannya ditingkatkan secara perlahan-lahan pada setiap pengumpulan fraksi
menggunakan tekanan rendah untuk meningkatkan laju aliran fase gerak

(Hostettman dkk., 1995).

2.10.3. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan suatu pemisahan senyawa yang
melibatkan fase diam dan fase gerak. Fase diam adalah suatu plat silika gel dan
fase gerak adalah pelarut yang memiliki kepolaran yang sesuai dengan kepolaran
senyawa yang akan diuji. Pada umumnya semakin polar senyawa fase gerak,
semakin besar partisi ke dalam fase diam silika gel, maka semakin cepat terelusi.
Komponen kimia bergerak naik mengikuti fase gerak karena daya serap adsorben
terhadap komponen-komponen kimia tidak sama sehingga komponen kimia dapat
bergerak dengan jarak yang berbeda berdasarkan tingkat kepolarannya.
Pemisahan dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan beberapa kali
menggunakan beberapa eluen dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk
mendapatkan pelarut yang mampu memberikan pemisahan yang baik serta noda
zat warna yang bagus. Bercak pada plat KLT dimonitor di bawah lampu UV 254
nm dan UV 365 nm (Alen dkk., 2014).
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2.11. Spektrofotometri

Spektrofotometri merupakan suatu metode untuk analisis struktur kimia secara
kualitatif dan kuantitatif. Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk
mengukur energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan
atau diemisikan sebagai fungsi dari panjang gelombang yang terdiri dari spektro
dan fotometer. Spektrofotometer merupakan penghasil spektrum dengan panjang
gelombang tertentu, sedangkan fotometer merupakan alat pengukur intensitas

cahaya yang ditransmisikan atau diabsorpsi (Gusnedi, 2013).

2.11.1. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan spektrofotometer yang dapat mengukur
interaksi antara radiasi elektromagnetik panjang gelombang tertentu dengan
molekul atau atom dari suatu zat kimia. Spektrofotometer UV-Vis dapat
digunakan untuk memperoleh informasi kualitatif dan analisis kuantitatif. Secara
kuantitatif, radiasi yang dipancarkan oleh larutan sampel dan intensitas radiasi
yang dipancarkan diukur (Gandjar dan Rohman, 2007). Spektrum absorpsi daerah
UV-Vis berada pada panjang gelombang 180-380 nm untuk daerah UV dan 380-
780 nm untuk daerah visible atau sinar tampak. Menurut (Sastrohamidjojo, 2002)
rentang daerah serapan sinar UV-Vis untuk senyawa flavonoid berada pada

310- 560 nm yang dapat dilihat pada Tabel 2.



Tabel 2. Serapan sinar UV-Vis pada flavonoid (Sastrohamidjojo, 2002).
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Serapan Pita [ Serapan Pita II Jenis Flavonoid
(nm) (nm)
310-350 250-280 Flavon
330-360 250-280 Flavonol (3-OH tersubstitusi)
350-385 250-280 Flavonol (3-OH bebas)
310-330 245-275 Isoflavon
300-390 275-295 Flavonon dan dihidroflavon
340-390 230-270 Calkon
465-560 270-280 Antosianidin dan Antosianin

Spektrofotometer ini terdiri dari dua buah sumber cahaya yang berbeda yakni

single beam dan double beam (Warono dan Syamsudin, 2013).

2.11.2. Spektrofotometri /R

Spektrofotometri infra merah (/R) merupakan suatu analisis yang mempunyai

resapan elektromagnetik. Spektrum /R memberikan gambaran mengenai berbagai

gugus fungsional dari suatu molekul. Spektrum /R menggambarkan antara persen

absorbsi atau persen transmitansi lawan frekuensi (Sastrohamidjojo, 2001).

spektroskopi inframerah dapat digunakan untuk analisis kualitatif karena setiap

senyawa organik memiliki spektrum dengan puncak struktural yang khas. Analisa

menggunakan spektrofotometer FTIR dilakukan pada rentang frekuensi

400-4000 cm™!, dengan prinsip kerja yaitu energi infrared akan melewati sampel.

Selanjutnya beberapa infrared akan diserap oleh sampel dan yang lainnya

ditransmisikan melalui permukaan sampel sehingga sinar infrared masuk ke

detektor dan sinyal yang terukur dikirim ke komputer. Pada flavonoid, spektrum

inframerah memberikan serapan 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 cm™ yang merupakan

serapan dari C-H aromatik, serta serapan untuk C=C aromatik yang akan muncul
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pada bilangan gelombang 1625 cm™'. Serapan gugus C-O yang ada akan muncul
dengan bentuk pita tajam pada bilangan gelombang 1650-1750 cm'!
(Litani et al., 1997) yang terlampir pada Tabel 3.

Tabel 3. Bilangan gelombang IR dari gugus fungsi (Litani et al., 1997).

Bilangan Gelombang (cm™) Vibrasi Ikatan
3750-3000 Regangan O-H dan N-H
Regangan -CH, -CHz, C-H dan C-H
3000-2700 Aldehid
Regangan C=0 (asam, aldehid, keton,
1900-1650 amida, ester dan anhidrida)
1675-1500 Regangan C=C (aromatik dan alifatik)
dan C=N
1475-1300 C-H bending
1000-6500 C=C-H dan Ar-H bending

2.12. Antidiabetes

Diabetes merupakan penyakit kronis dengan gangguan metabolisme yang terjadi
ketika pankreas tidak menghasilkan cukup insulin ditandai dengan terjadinya
hiperglikemia. Insulin merupakan satu-satunya hormon yang dapat menurunkan
kadar glukosa dalam darah. Pengujian aktivitas antidiabetes diuji dengan tiga cara
yaitu secara in vitro, in vivo, dan in silico (Bertalina dan Purnama, 2016).
Pengukuran metode in vitro dapat menggunakan enzim pencerna karbohidrat
seperti a-amilase dan atau a-glukosidase sedangkan in vivo dapat menggunakan
makhluk hidup seperti mencit ataupun manusia (Hardoko et al., 2015). Sedangkan
pada metode in silico dilakukan dengan metode docking molecular berdasarkan
simulasi interaksi antara ligan dan protein yang bertujuan untuk dapat mengikat

target senyawa obat (Meng et al., 2011).
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2.12.1. Akarbosa

Akarbosa merupakan obat penghambat enzim a-glukosidase dan a-amilase yang
merupakan enzim penting yang berperan pada hidrolisis karbohidrat menjadi
glukosa. Penghambatan pada enzim ini akan memberikan dampak pada
penundaan penyerapan glukosa yang digunakan secara oral yang dapat digunakan
pada terapi diabetes tipe 2 dengan akarbosa menjadi kontrol pisitif. Akarbosa
adalah oligosakarida kompleks yang yang diketahui mengurangi dan
memperlambat penyerapan glukosa di usus yang selanjutnya mengurangi kadar

glukosa darah postprandial (Oboh et al., 2016).

2.12.2. Inhibisi Enzim a-amilase

Enzim a-amilase adalah enzim yang memiliki fungsi dengan menghidrolisis
ikatan glikosidik dalam pati menjadi glukosa, maltosa, maltotritosa dan dekstrin
didalam pencernaan. Enzim a-amilase yang terdapat didalan pankreas dan
kelenjar ludah ini sebagai katalisator untuk hidrolisis a-1,4-glikosidik amilosa
menjadi glukosa (Ariandi, 2017). Enzim a-amilase memiliki peran dalam
memecah karbohidrat menjadi glukosa. Karbohidrat merupakan molekul besar
yang sulit untuk melewati sel sawar otak sehingga dibutuhkan enzim a-amilase
untuk menghidrolisis karbohidrat menjadi glukosa untuk melewati sel sawar otak.
Ketika ada hidrolisis karbohidrat menjadi gula, maka kadar gula dalam darah akan
meningkat dan insulin akan berperah untuk memetabolisme kelebihan gula dan
menyimpannya sebagai energi. Tapi apabila aktivitas enzim a-amilase berlebih
dan ada defisiensi insulin atau resistensi terhadap insulin, kadar glukosa dalam
darah tidak bisa diubah menjadi energi dan dapat menyebabkan hiperglikemia,
sehingga untuk menghindari terjadinya hiperglikemia diperlukan penghambatan

enzim a-amilase (Agarwal and Gupta, 2016).
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2.13. Antibakteri

Antibakteri merupakan zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau bahkan
mematikan bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba yang
merugikan. Salah satu antibakteri yang banyak digunakan adalah antibiotik.
Antibiotik adalah senyawa kimia khas yang dihasilkan atau diturunkan oleh
organisme hidup termasuk struktur analognya yang dibuat secara sintetik, yang
dalam kadar rendah mampu menghambat proses penting dalam kehidupan satu
spesies atau lebih mikroorganisme. Antibiotik merupakan obat yang paling
banyak digunakan pada infeksi yang disebabkan oleh bakteri (Siswandono dan
Soekardjo, 2003).

Berdasarkan mekanisme kerja

1. Bactericidal, bila menyebabkan sel mikroorganisme tersebut mati oleh karena
efek obat yang merubah, menghambat atau merusak sel mikroorganisme.
2. Bacteriostatic, bila menyebabkan pertumbuhan mikroorganisme terhenti

karena ada hambatan terhadap metabolisme mikroorganisme (Gondo, 2007).

2.13.1. Bakteri

Bakteri adalah salah satu golongan organisme prokariotik (tidak memiliki
selubung inti). Bakteri sebagai makhluk hidup tentu memiliki informasi genetik
berupa DNA, tetapi tidak terlokalisasi dalam nukleus saja dan tidak memiliki
membran inti. Bentuk DNA bakteri adalah sirkuler, panjang dan biasa disebut
nukleoid. Pada DNA bakteri tidak mempunyai intron dan hanya tersusun atas
akson saja. Bakteri juga memiliki DNA ekstrakromosomal yang tergabung
menjadi plasmid yang berbentuk kecil dan sirkuler (Jawetz, 2004). Bakteri
memiliki sifat yakni patogen yang dapat menyebabkan penyakit infeksi seperti
typhoid, diare, keracunan makanan dan lain sebagainya. Menurut Ginting dkk
(2013) penyakit-penyakit ini lebih mungkin menyerang individu yang mengalami

penurunan daya tahan tubuh, baik akibat faktor intrinsik dari dalam tubuh (seperti
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usia atau kondisi kesehatan) maupun faktor ekstrinsik dari luar tubuh

(seperti lingkungan dan gaya hidup). Bakteri dapat dibedakan menjadi dua jenis
utama, yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Sebagai contoh, S.
aureus merupakan contoh bakteri gram positif yang dapat menyebabkan infeksi
pada berbagai bagian tubuh, sementara Salmonella sp. merupakan contoh bakteri

Gram negatif yang sering terkait dengan infeksi saluran pencernaan.

a. Stapylococcus aureus

Bakteri S. aureus pada Gambar 4 merupakan bakteri Gram positif berdiameter
0,7-1,2 um yang dapat menghasilkan pigmen kuning, bersifat acrob fakultatif dan
koloni cenderung berbentuk menyerupai buah anggur, tidak membentuk spora,

dan tidak bergerak.

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus (Syahrurahman dkk., 2010) adalah
sebagai berikut :
Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Ordo : Eubacteriales
Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies  : Staphylococcus aureus

Gambar 4. Bakteri S. aureus (Syahrurahman dkk., 2010)
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Penyakit yang sering disebabkan oleh S. aureus adalah keracunan

makanan, infeksi kulit ringan hingga infeksi berat yang dapat mengancam jiwa.
Menurut Usman (1993) menyebutkan bahwa bakteri S. aureus, dalam kisaran
sekitar 20-75% dapat ditemukan pada berbagai area tubuh, termasuk saluran
pernapasan atas, wajah, tangan, rambut, dan vagina. Keberadaan bakteri ini dapat
menyebabkan penyakit dengan tanda-tanda seperti peradangan, nekrosis
(kematian sel), yang sering terlihat dalam bentuk jerawat, infeksi folikel rambut,
dan pembentukan abses. Infeksi S. aureus dapat bervariasi dalam tingkat
keparahan dan lokasi, tetapi seringkali menunjukkan gejala yang terkait dengan
peradangan dan infeksi jaringan. Hal ini menekankan pentingnya kebersihan dan

perawatan tubuh untuk mencegah infeksi bakteri ini.

Organ tubuh yang sering menjadi target infeksi dari bakteri S. aureus adalah kulit
yang mengalami luka dan dapat menyebar keorang lain yang juga mengalami
luka. Penyakit infeksi yang disebabkan oleh S. aureus umumnya hanya dapat
diatasi dengan penggunakan antibiotik sebagai metode pengobatan. Namun tidak
semua jenis infeksi S. aureus dapat diatasi dengan antibiotik, karena beberapa
strain bakteri tersebut telah mengembangkan resistensi terhadap beberapa jenis
antibiotik. Oleh karena itu, diperlukan diagnosis yang akurat serta penanganan
yang tepat pada penggunaan antibiotik agar tidak menyebabkan terjadinya
peningkatan resistensi (Ibrahim et al., 2011). Hal ini dapat menimbulkan beberapa
konsekuensi yang buruk, seperti meningkatkan jumlah orang yang terinfeksi

sehingga menyebabkan kegagalan terapi antibiotik semakin meningkat.

b. Salmonella sp.

Salmonella sp pada Gambar 5 merupakan salah satu bakteri batang Gram negatif
yang habitat aslinya berada di dalam usus manusia maupun binatang. Bakteri ini
dikelompokkan ke dalam family Enterobacteriaceae yang hanya terdiri dari satu
sel (monoseluler), tidak berspora, memiliki kapsul, serta bergerak dengan flagel.
Bakteri ini juga bersifat fakultatif, sering disebut sebagai facultative intra-cellular

parasites. Dinding selnya terdiri atas murein, lipoprotein, fosfolipid, protein, dan



lipopolisakarida (LPS) yang tersusun sebagai lapisan-lapisan. Klasifikasi dari

salmonella sp. dapat dibagi berdasarkan spesies, subspecies dan serotipe.

Klasifikasi dari bakteri Sa/monella sp sebagai berikut :

Superkingdom
Phylum

Kelas

Ordo

Famili

Genus

Spesies

Subspesies

: Bacteria

: Proteobacteria

: Gammaproteobacteria
: Enterobacterialis

: Enterobactericeae

: Salmonella

: Salmonella

: Salmonella typhi (Jawetz 2016).

Gambar 5. Bakteri Salmonella sp (Jawetz 2016)
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III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2022 — Oktober 2023, bertempat di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [lmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis spektroskopi yang digunakan
adalah spektroskopi ultra ungu-tampak (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium
Anorganik Universitas Lampung. Analisis spektroskopi inframerah (/R) dilakukan
di Laboratorium Kimia Analitik Institut Teknologi Bandung. Uji bioaktivitas
antidiabetes dan antibakteri dilakukan di Laboratorium Biokimia Universitas

Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, penguap
putar vakum, satu set alat kromatografi cair vakum (KCV), satu set alat
Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Kromatografi Kolom (KK), kertas saring, lampu
UV, pipet kapiler, spektrofotometer /R Prestige 21 Shimadzu Japan, dan
spektrofotometer ultra ungu-tampak (UV-Vis) carry 100 UV-Vis Agilent

Australia.

Bahan-bahan yang digunakan yaitu kulit akar tanaman kenangkan (4. rigida) yang
diperoleh dari Desa Keputran Kecamatan Sukoharjo Kabupaten Pringsewu
Provinsi Lampung, etil asetat (EtOAc), metanol (MeOH), n-heksana (n-CsH14),
aseton (C2HeO), akuades (H20), pati, iodin, HCI 1 M, dimetil sulfoksida (DMSO),

enzim a-amilase. 1% serium sulfat Ce(SO4)2, kloroform (CHCI3), diklorometana
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(CH2Clp), silika gel Merck G 60 untuk impregnasi, silikagel Merck 60 yang
digunakan pada KCV dan KK, untuk KL T digunakan silika gel merck kiesegal 60
F254 0,25 mm, media NA, bakteri S. aureus, salmonella sp., chloraphenicol,

ciprofloxacin, dan acarbose.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Pengumpulan dan persiapan sampel

Sampel berupa kulit akar tanaman kenangkan (4. rigida Blume) yang didapatkan
dari Desa Keputran, Kecamatan, Sukoharjo, Kabupaten Pringsewu, Provinsi
Lampung. Kulit akar kenangkan segar kemudian dikeringkan di bawah sinar
matahari hingga benar-benar kering. Setelah benar-benar kering, kulit tanaman

kenangkan digiling hingga menghasilkan serbuk halus.

3.3.2. Ekstrasi Dengan Metode Maserasi

Sebanyak 1,45 kg sampel serbuk kulit akar tanaman kenangkan (4.rigida Blume)
dimaserasi dengan dilarutkan kedalam metanol selama 24 jam dengan
pengulangan sebanyak 3 kali. Ekstrak yang diperoleh kemudian disaring, lalu
dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40 °C dengan kecepatan 120 rpm
hingga diperoleh ekstrak dan kemudian didapatkan berat ekstrak yang terbentuk

sebagai eksrak kasar.

3.3.3. Fraksinasi Ekstrak

Setelah mendapatkan ekstrak kental atau ekstrak kering maka dilakukan
pemisahan kasar dari ekstrak berdasarkan tingkat polaritasnya yakni mulai dari
non-polar, semi polar dan polar. Fraksinasi ekstrak kental dilakukan dengan cara
partisi atau pelarutan solven organik. Ekstrak kental dilarutkan kembali dengan
metanol kemudian dilakukan partisi dengan n-heksana. Partisi atau ekstraksi cair

cair dilakukan pada corong pisah dengan menambahkan pelarut pada larutan
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ekstrak. Campuran kemudian dikocok, sesekali katup udara corong dibuka,
ditutup kembali lalu diamati hingga terlihat pemisahan secara sempurna. Pada
prosedur ini dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Fraksi yang dihasilkan

kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator.

3.3.4. Kromatografi

a. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Ekstrak pekat (kasar) hasil partisi pada fraksi aseton yang telah diuapkan dengan
rotary evaporator ditimbang beratnya, kemudian difraksinasi dengan KCV. Pada
penelitian ini metode KCV menggunakan silika gel G 60 sebagai fase diam dan
pelarut etil asetat:n-heksana sebagai eluen. Corong Buchner kaca masir yang
berada di atas kolom KCV diisi dengan fase diam silika gel G 60 sebanyak 10
kali berat sampel yang dikemas dalam keadaan kering lalu di bagian atas ditutup
dengan kertas saring kemudian divakum dengan alat vakum. Kolom dielusi
dengan campuran pelarut yang cocok, mulai dengan pelarut yang kepolarannya
rendah lalu kepolaran ditingkatkan perlahan-lahan. Kolom dihisap sampai kering
pada setiap pengumpulan fraksi, sehingga kromatografi vakum cair disebut juga
kolom fraksinasi (Atun, 2014). Karena memiliki kepolaran rendah, eluen

n- heksana dituangkan ke permukaan silika gel terlebih dahulu lalu kolom dihisap
dengan alat vakum hingga kering agar memperoleh kerapatan maksimum dan

kolom siap untuk digunakan.

Sebelum dilakukan proses KCV, sampel diimpregnasi terlebih dahulu
menggunakan silika gel yang ukuran partikelnya lebih besar (+ 2 kali berat
sampel), hal ini agar mempermudah proses KCV. Ekstrak kasar pekat kering
dilarutkan dalam aseton dan diimpregnasikan dengan silika gel kasar, digerus
hingga homogen dan kering, kemudian dimasukkan ke dalam kolom yangtelah
berisi fasa diam secara merata dan diletakkan kertas saring pada bagian atas lalu
dihisap secara perlahan-lahan dengan cara divakum. Impregnasi bertujuan agar

untuk memperluas permukaan dilika gel sebagi fase diam sehingga sampel dapat
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dielusi secara merata. Setelah itu, kolom dielusi dengan perbandingan etil asetat :
n-heksana (0% : 100%) hingga etil asetat : n-heksana (100% : 0%). Kolom dihisap
hingga kering pada setiap penambahan eluen (tiap kali elusi dilakukan).
Kemudian fraksi-fraksi dikumpulkan berdasarkan pola nilai Rf yang sama
menggunakan KLT. Dengan dilakukan pengulangan serta perlakuan yang sama

seperti tahapan KCV awal.

b. Kromatografi Lapis Tipis

Setiap ekstrak yang telah difraksinasi dilakukan pengamatan pola senyawa
berdasarkan nilai Rf-nya. Dengan tekhnik penotolan sampel pada plat KLT yang
kemudian dielusi dengan menggunakan pelarut n-heksana, diklorometana,
benzena, kloroform, dan metanol. Uji KLT dilakukan dengan menggunakan
sistem campuran eluen menggunakan pelarut yang sesuai, yaitu dapat berupa
kombinasi antara n-heksana : etil asetat : dan metanol, sebagai fase gerak dan
silika gel Merck kiesegal 60 F254 0,25 mm sebagai fase diam dengan persentase
yang sesuai. Setelah dielusi pada KL T, bercak/noda diamati pada sinar UV
dengan panjang gelombang 254 dan 365 nm.

Selanjutnya hasil kromatogram disemprot menggunakan larutan serium sulfat
untuk menampakkan noda hasil KLT. Setiap fraksi yang menghasilkan pola
pemisahan dengan Rf yang sama pada kromatogram, digabung dan dipekatkan
kemudian difraksinasi lebih lanjut hingga diperoleh senyawa murni yang
ditunjukkan dengan noda/spot tunggal pada plat silika. Nilai Rf yang diperoleh

dapat dicari menggunakan persamaan rumus 1.

]L jarak yang ditempuh oleh zat terlarut

(1)

jarak yang ditempuh oleh fase gerak '

c¢. Kromatografi Kolom (KK)

Hasil dari fraksi-fraksi gabungan dengan jumlah yang lebih sedikit tersebut
selanjutnya dilakukan fraksinasi menggunakan teknik kromatografi kolom.

Teknik ini menggunakan fase diam berupa adsorben silika gel Merck (35-70
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Mesh) yang dilarutkan dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses
pengelusian hingga berbentuk bubur (slurry). Bubur tersebut dimasukkan ke
dalam kolom hingga kerapatannya maksimum (tidak terdapat rongga) dan rata.
Kemudian sampel yang telah diimpregnasi pada silika gel dimasukkan ke dalam
kolom yang telah berisi adsorben (fase diam) pada bagian atas. Pada saat hasil
impregnasi dimasukkan, usahakan agar kolom tidak kering/kehabisan pelarut
karena dapat mempengaruhi kerapatan fase diam yang telah dikemas rapat

sehingga proses elusi dapat terganggu.

3.3.5. Analisis Kemurnian

Uji kemurnian dilakukan dengan metode KLT. Uji kemurnian secara KLT
dilakukan di mana isolat murni harus menunjukkan noda tunggal pada tiga sistem
eluen yang berbeda, menggunakan beberapa campuran eluen seperti n-heksana,
kloroform, etil asetat, dan metanol (Hakim, 2011). Selanjutnya kromatogram
dilakukan pengamatan noda di bawah lampu UV dengan panjang gelombang 254
nm dan 365 nm, kemudian disemprot menggunakan larutan serium sulfat untuk

menampakkan bercak/noda dari komponen senyawa tersebut.

3.3.6. Analisis Struktur

Isolat murni yang telah diperoleh dalam bentuk kristal kemudian dianalisis
strukturnya dengan beberapa alat spektrofotometer yaitu UV-Vis dan

spektrofotometer inframerah.

a. Spektrofotometri UV-Vis

Sampel yang berupa kristal murni sebanyak 0,1 mg dilarutkan dalam 10 mL
metanol. Larutan ini digunakan sebagai persediaan pada beberapa kali pengukuran
dengan cara pengenceran larutan secara bertahap. Pertama, sampel diukur serapan
maksimumnya dalam metanol. Selanjutnya larutan persediaan dibagi menjadi

beberapa bagian. Kemudian pada masing-masing larutan persediaan tersebut
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ditambahkan pereaksi-pereaksi geser seperti AICl; 5 % (0,25 gram AICl; dalam 5
mL metanol), HCI 5% (5 mL HCI dalam 10 mL akuades), natrium hidroksida
(NaOH) 2 M (0,8 gr NaOH dalam 10 mL akuades), dan padatan natrium asetat
(NaOAc). Pada pengukuran spektrofotometer UV-Vis digunakan beberapa
pereaksi geser NaOH, AICI;, dan NaOAc untuk menentukan kedudukan gugus
hidroksi fenol pada senyawa flavonoid dengan cara mengamatipergeseran puncak
yang terjadi, lalu masing-masing larutan tersebut diukur serapan maksimumnya

(Markham, 1988).

b. Spektrofotometri Inframerah (/R)

Preparasi sampel pada pengukuran menggunakan spektrofotometer /R dapat
dilakukan dengan beberapa metode, salah satunya menggunakan metode KBr
disk. Pada metode ini, sampel kristal hasil isolasi sebanyak 0,1-2% dari bobot
garam halida anorganik digerus bersama dengan bubuk KBr anhidrat. Proses
penggilingan sampel dengan KBr ini menghasilkan campuran yang kemudian
dibentuk menjadi lempeng tipis atau pelet menggunakan alat penekan berkekuatan
8-10 ton cm? (Setiabudi dkk, 2012). Selanjutnya, pelet yang terbentuk diukur
puncak serapannya pada spektrofotometer /R. Metode ini memungkinkan analisis
spektrum inframerah dari sampel untuk mendapatkan informasi terkait struktur

dan komposisinya

3.3.7. Uji Inhibisi Enzim a-amilase

Larutan pati dibuat dengan menimbang 0,15 gram pati yang dilarutkan ke dalam
15 ml akuades kedalam Erlenmeyer. Lalu dipanaskan di atas hotplate dengan suhu
100°C. Selanjutnya menimbang 0,0015 gram sampel fraksi metanol, aseton dan
n-heksana yang dilarutkan ke dalam 1,5 mL larutan DMSO untuk memperoleh
konsentrasi 1000 ppm, kemudian diambil 0,25 mL sampel dan ditambahkan 0,25
mL enzim a-amilase dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan
0,25 mL larutan pati (substrat) dan diinkubasi selama selama 30 menit pada suhu

37 °C tiap 10 menit diaduk, reaksi dihentikan dengan penambahan HCl 1 M.
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Kemudian ditambahkan 0,25 mL larutan iodin, dan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 600 nm, kemudian dihitung persen inhibisinya (%)

(Mwakalukwa et al., 2019). sebagai berikut :

(A2 — A1)
(A4 - A3)

% Inhibisi= {1 — 3% 100% .....(2)

Keterangan :

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

A3 : absorbansi pati + enzim

A4 : absorbansi pati

3.3.8. Uji Antibakteri

Pada pengujian aktivitas antibakteri, digunakan metode difusi kertas cakram.
Pengujian antibakteri dilakukan dengan menggunakan media Nutrient Agar (NA).
Sebanyak 4,2 gram NA dilarutkan ke dalam 150 mL akuades, kemudian
dipanaskan selama 15 menit hingga homogen. Selanjutnya, 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.
Semua peralatan dan bahan disterilkan menggunakan autoclave selama 15 menit.
Sampel kristal senyawa hasil isolasi seberat 1,5 mg dilarutkan dalam 150 pL
metanol pa, selanjutnya dibuat variasi tiga konsentrasi yaitu ; 0,5; 0,4; dan 0,3
mg/cakram. Berdasarkan perhitungan sesuai konsentrasi yang diinginkan, diambil
masing-masing 50, 40, dan 30 pL dari larutan tersebut untuk ditotolkan pada
kertas cakram. Pada uji antibakteri terhadap S. aureus digunakan kontrol positif
berupa chloramphenicol, sedangkan uji antibakteri terhadap Salmonella sp
digunakan kontrol positif berupa ciprofloxaxin. Kontrol positif dibuat tiga variasi
konsentrasi: 0,5, 0,4, dan 0,3 mg/cakram. Padatan untuk kontrol positif sebanyak
1,5 mg dilarutkan dalam 150 pL metanol Pa, kemudian larutan ditotolkan ke

dalam kertas cakram dengan konsentrasi yang sesuai (Tokasaya, 2010).
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Alat dan bahan yang telah disterilisasi dimasukkan ke dalam laminar air flow
(LAF). Media agar 15 mL/tabung reaksi dituangkan ke dalam cawan petri. Setelah
media membeku, dimasukkan media agar 5 mL yang sudah ditambahkan dengan
akuades berisi bakteri 1 ose. Kemudian kertas cakram yang berisi sampel, kontrol
positif, dan kontrol negatif dimasukkan ke dalam media berisi bakteri yang telah
dibuat. Saat memasukkan kontrol negatif ke dalam cakram dipisahkan dari
kontrol positif maupun sampel agar tidak terjadi kontaminasi. Lalu, cawan petri
dilapisi dengan plastic wrap dan kertas kemudian dimasukkan ke dalam inkubator
selama 24 jam. Setelah 24 jam, zona hambat yang terbentuk diamati dan diukur

diameternya.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari pembahasan hasil penelitian ini yaitu

sebagai berikut:

1.

Telah berhasil diisolasi senyawa flavonoid dari kulit akar tanaman kenangkan
(4. rigida Blume) yaitu sikloartobilosanton, D4, 9,9 mg dalam bentuk kristal
berwarna kuning dan G4 15 mg bewarna cokelat serta diidentifikasi
menggunakan spektroskopi UV-Vis dan IR

Senyawa hasil isolasi menunjukkan potensi dalam menghambat enzim
a-amilase melalui aktivitas antidiabetes pada konsentrasi 1000 ppm dengan
nilai % inhibisi sebesar 33,14%, lebih rendah dibandingkan akarbosa dengan
nilai % inhibisi sebesar 86,76% sebagai kontrol positif pada konsentrasi yang
sama.

Senyawa D42, menunjukkan adanya bioaktivitas antibakteri kategori kuat
pada konsentrasi tertinggi (0,5 mg/disc) dengan zona hambat 16 mm terhadap
bakteri Salmonella sp., senyawa G4 kategori kuat pada konsentrasi tertinggi

(0,5 mg/disc) dengan zona hamba 12 mm. terhadap bakteri S. aureus

5.2. Saran

Adapun saran yang dapat dilakukan pada penelitian selanjutnya yaitu:

1.

Penelitian lebih lanjut terhadap sampel dan fraksi lain dari kulit akar tanaman
kenangkan (4. rigida Blume) untuk mengetahui informasi lebih lanjut
mengenai senyawa lain yang terkandung.

Meningkatkan konsentrasi pada uji bioaktivitas antidiabetes agar diperoleh
hasil penghambatan yang maksimal.
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