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Abstract

Indonesia kaya akan keanekaragaman hayati yang berkhasiat sebagai pengobatan. Salah
satunya adalah daun insulin yang mengandung senyawa fenolik golongan flavonoid, dimana
senyawa tersebut memiliki potensi sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kandungan senyawa ekstrak etanol daun insulin (EDI) dengan metode perkolasi
pada skrining fitokimia, kromatografi lapis tipis (KLT), determinasi total phenolic content
(TPC), total flavonoid content (TFC), dan aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Sthapylococcus aureus. Hasil skrining fitokimia dan TLC membuktikan bahwa, EDI
mengandung senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, saponin dan steroid. Nilai TPC 6,7315+0,15
mg/g Gallat Acid Equivalent (GAE), Nilai TFC 66,1857+13,34 mg/g Quercetin Equivalent
(QE), Aktivitas antibakteri terhadap bakteri Sthapylococcus aureus pada konsentrasi 5, 10
dan 15 % berturut-turut adalah 1,632+0,00; 1,957+0,00; dan 2,528+0,02 . Berdasarkan hasil
tersebut membuktikan bahwa EDI memiliki potensi sebagai sumber fenolik golongan
flavonoid dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Sthapylococcus aureus, potensi
terbesar pada EDI konsentrasi 15 %. Penelitian selanjutnya perlu dilakukan pemurnian dan
karakterisasi senyawa bioaktif untuk aplikasi industri makanan, nutraceutical dan farmasi.
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1. PENDAHULUAN menggunakan  bahan alam  sebagai
alternatif pengobatan resistensi antibiotik

k
Staphylococcus —aureus merupakan terhadap bakteri (Joung et al., 2010)

patogen utama pada infeksi jaringan kulit

manusia (Joung, H., et al., 2010). Infeksi Indonesia terletak pada daerah tropis yang
bakteri selama  ini disembuhkan mempunyai potensi tanaman obat terbesar
menggunakan antibiotik, namun kedua di dunia setelah Brazil (Salim and
penggunaan antibiotik yang tidak rasional Ernawati, 2017). Daun Insulin
telah menyebabkan kegagalan pengobatan (Smallanthus  sonchifolius) merupakan
penyakit infeksi (Agustina et al., 2017). salah satu tanaman obat yang tumbuh
Dalam  mengatasi masalah tersebut, subur di Indonesia yang berasal dari
diperlukan pengembangan agen terapi baru dataran tinggi Andes di Amerika Selatan
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atau disebut dengan daun yakon. Tanaman
ini sering dimanfaatkan sebagai makanan
maupun obat tradisional. Di Indonesia,
daun yakon lebih dikenal sebagai daun
insulin karena secara empiris daun yakon
telah banyak digunakan untuk mengobati
penyakit Diabetes Melitus (Joung et al.,
2010)(Nugraha et al., 2017).

Menurut penelitian (Valentova et al.,
2004), menunjukkan bahwa daun insulin
kaya akan protein dan senyawa fenolik,
seperti kafein, asam klorogenat, asam
ferulat, dan flavonoid seperti kuersetin.
Selain itu, daun insulin memiliki aktivitas
terhadap bakteri Sthaphylococus aureus
(Saputri, 2018). Pada penelitian yang
dilakukan oleh (Verawati et al.,, 2017)
metode perkolasi memberikan rendemen
ekstrak dan kadar fenolik total yang lebih
tinggi dari soxhletasi dan maserasi, yang
berarti metode perkolasi dapat
mengekstraksi metabolit sekunder lebih
maksimal. Berdasarkan latar belakang
tersebut, maka dilakukan penelitian
determinasi total flavonoid, total fenolik,
dan aktivitas antibakteri ekstrak etanol
daun insulin dengan metode perkolasi.

2. METODE PENELITIAN

2.1 Persiapan Ekstraksi

Ekstraksi daun insulin menggunakan
metode perkolasi berdasarkan metode
(Rahardhian et al., 2019a) dengan
sedikit modifikasi. Ditimbang 100
gram serbuk simplisia ditambah 200
ml etanol 96%, dimasukkan dalam
beakerglass, diamkan selama 3 jam.

Dipindahkan  kedalam  perkolator
sedikit demi sedikit, tuang larutan
penyari secukupnya sampai cairan
masih terdapat selapis cairan penyari.
Tutup perkolator dan biarkan selama
24 jam. Perkolat dibiarkan menetes
dan tambahkan berulang-ulang cairan
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penyari  hingga jernih. Perkolat
divapkan diatas rotary evaporator
(Heidoplh®, Germany) hingga
didapatkan ekstrak kental.

2.2 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia untuk mengetahui
kandungan metabolit sekunder dari
daun insulin dengan pereaksi warna,
seperti  flavonoid, tanin, alkaloid,
saponin,  steroid /  triterpenoid
berdasarkan metode (Rahardhian et
al., 2019a).
a. Uji Flavonoid
Sampel (EDI) ditambahkan serbuk Mg
dan 1 mL HCI, terbentuk warna
merah, kuning/jingga menunjukkan
positif flavonoid (Harbone, 1987)
(Rahardhian et al., 2019a)
b. Uji Tanin
Sampel ditambah aquadest, panaskan
dan saring setelah dingin, filtrat dibagi
dua, filtrat a ditambah FeCl; positif
polifenol berwarna biru/hijau
kehitaman, filtrat b ditambahkan
dengan reagen stiasny dan dipanaskan,
terbentuk  endapan merah muda
menunjukkan tanin katekat, endapan
dijenuhkan  dengan = CH3;COONa,
tambahkan FeCls, terbentuk warna
biru tinta menunjukkan tanin galat
(Rahardhian et al., 2019a).
c. Uji Alkaloid
Sampel  ditambahkan HCI dan
aquadest, panaskan dan saring saat
dingin, filtrat dibagi tiga, filtrat a
ditambah reagen mayer, terbentuk
endapan  putih/kuning, filtrat b
ditambahkan reagen dragendroff,
terbentuk endapan merah bata, filtrat ¢
ditambah reagen bouchardat, terbentuk
endapan  coklat sampai  hitam



menunjukkan positif alkaloid
(Rahardhian et al., 2019a).

d. Uji Saponin

Sampel ditambah aquadest
dipanaskan kemudian didinginkan
ditambahkan HCl dan dikocok kuat
hingga  terbentuk  buih  stabil
menunjukkan senyawa saponin
(Rahardhian et al., 2019a).

e. Uji Steroid / Triterpenoid

Sampel ditambah eter, didiamkan
selama 2 jam, diuapkan dan ditambah
CH;COOH dan H,SO4, terbentuk
warna hijau mengandung steroid dan
warna  jingga/ merah/ ungu
mengandung triterpenoid (Rahardhian
et al., 2019a)

2.3 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT merupakan cara pemisahan yang
berdasar pada pembagian campuran
senyawa dalam dua fase dimana fase
gerak bergerak terhadap fase diam.
Identifikasi ~ kandungan  senyawa
menggunakan KLT menggunakan
penampak bercak. n-butanol:asam
asetat:air (4:1:5) Penampak bercak uap
amonia, terbentuknya warna kuning
atau kuning coklat menunjukkan
adanya falvonoid. etil
asetat:metanol:air (100:13,5:10) dan
penampak bercak FeCls terbentuknya
bercak hijau kehitaman menunjukkan
adanya tanin. Etil asetat : metanol : air
(6:4:2) dan penampak bercak yang
digunakan dragendroff, terbentuknya
warna coklat menunjukkan adanya

alkaloid. Kloroform:metanol:air
(64:50:10), penampak bercak
anisaldehid-asam sulfat dan

dipanaskan pada hot plate selama 5-10
menit pada suhu 100°C, terbentuknya
warna kuning, hijau, merah, biru tua,
ungu, kuning kecoklatan menunjukkan
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daun insulin mengandung saponin. n-
heksan:etil asetat (17:3) dan penampak
bercak  anisaldehid-asam  sulfat.
Lempeng KLT dipanaskan pada hot
plate selama 5-10 menit pada suhu
100°C, terbentuknya warna biru atau
ungu menunjukkan adanya
triterpenoid/steroid.

2.4 Determinasi Total Phenolic Content

(TPC)

Determinasi TPC mengikuti metode
(Suharsanti et al., 2019) dengan
sedikit modifikasi. Larutan standar
asam galat dibuat dengan konsentrasi
40-140 pg/mL dan sampel dengan
konsentrasi 1000 pg/mL. larutan
standar/sampel  diambil 1,0 ml
dimasukkan tabung reaksi ditambah
4,5 ml Folin Ciocalteu 10 % ditambah
4,5 ml Na. Karbonat, homogenkan.
Diinkubasi 30 menit, dibaca pada A
760 nm menggunakan
Spektofotometri UV-Vis (Shimadzu®)
tipe 1240

2.5 Determinast 7Total Flavonoid Content

(TFC)

Determinasi TFC mengikuti metode
(Rahardhian et al. 2019) dengan
sedikit modifikasi. Larutan standar
kuersetin dibuat dengan konsentrasi 40
— 100 pg/mL dan sampel dengan
konsentrasi 1000 pg/mL. larutan
standar/sampel  diambil 1,0 ml
dimasukkan tabung reaksi ditambah 3
ml metanol ditambah 0,2 ml AICI3
10%, ditambah 0,2 ml Na.asetat 20%
anhidrat, ditambah 5,6 ml aquadest,
homogenkan. Diinkubasi 30 menit
pada A 420 nm menggunakan
Spektofotometri UV-Vis (Shimadzu®)
tipe 1240.

2.6 Aktivitas antibakteri disc-diffusion
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Uji Aktivitas antibakteri ekstrak daun
insulin dilakukan menurut metode
(Utami et al., 2016) dengan modifikasi
media dan bakteri, dengan
memasukkan media MSA (Manitol
Salt Agar) sebanyak 10 mL kedalam
cawan petri, biarkan memadat sebagai
lapisan  pertama.  Cylinder  cup
diletakkan di atas lapisan yang telah
memadat. Sebanyak 0,5uL suspensi
bakteri Sthapylococcus aureus (setara
%2 Mc. Farland) dimasukkan kedalam
15 mL media MSA, homogenkan,
tuang secara aseptis pada cawan petri
sebagai lapisan kedua, diamkan
hingga memadat. Mengambil Cylinder
cup yang telah memadat. Masukkan
larutan ekstrak daun insulin dengan
konsentrasi 5 %, 10 %, 15 %, kontrol
negatif DMSO, dan kontrol positif
Ciprofoxcacin 0,005 % sebanyak
50uL kedalam lubang Cylinder cup.
Inkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C
2.7 Analisis Statistik
Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun insulin dilakukan replikasi
sebanyak tiga kali.hasil disajikan
dalam rata-rata + standar deviasi.
Analisis data menggunakan metode
analysis  of variance (ANOVA)
dengan software IBM SPSS Statistic
23, USA. Perbedaan nilai dilihat dari
least significant difference (LSD),
posthoc test pada probabilitas 5 %.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel yang digunakan serbuk simplisia
daun insulin (Smallanthus Sonchifolius)
sebanyak 81,398 gram. Metode Ekstraksi
yang  digunakan  adalah  perkolasi
menggunakan pelarut etanol 96% sebagai
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cairan penyari sehingga diperoleh ekstrak
kental sebanyak 6,572 gram. Hasil
pemekatan  diperoleh  ekstrak  kental
berwarna  hijau  kehitaman  dengan
rendemen 28,07%.

Tabel 1. Skrining Fitokimia dan Uji
Kromatografi Lapis Tipis Ekstrak Daun
Insulin

Golongan Skrining Nilai  Ket
Senyawa Fitokimia  Rf .
Flavonoid + 0,49 +
Tanin + 0,86 +
Alkaloid + 0,63 +
Saponin + 0,447 +
Steroid / + - +
Triterpenoid

Pemilihan pelarut etanol karena dapat
mengekstraksi senyawa fenol, flavonoid,
tanin terkondensasi, saponin dan alkaloid
yang merupakan senyawa-senyawa yang
mempunyai gugus fungsional, ikatan
rangkap, atom nitrogen dan atom oksigen
yang bersifat polar (Fitriah et al., 2017)
sehingga hasil skrining fitokimia EDI
menunjukkan positif mengandung
senyawa-senyawa tersebut. Hasil yang
dipeoleh dari skrining fitokimia dan uji
kromatografi lapis tipis dapat dilihat pada
Tabel 1.

Kandungan fenolik total dari EDI diukur
menggunakan metode Folin Ciocalteau.
Larutan standar yang digunakan adalah
asam galat atau Gallic Acid Equivalent
(GAE). Hasil pengukuran serapan larutan
standar asam galat diperoleh kurva
kalibrasi  berupa  absorbansi  versus
konsentrasi larutan asam galat (mg / mL)
dinyatakan sebagai mg GAE / g EDIL

Pengukuran kadar flavonoid total daun
insulin dilakukan dengan penambahan
AICl; dan menggunakan kuersetin (QE)



sebagai larutan standar. Analisis kuantitatif
senyawa flavonoid total menggunakan
spektrofotometri UV-Vis
mengetahui seberapa besar kadar flavonoid
total yang terkandung pada ekstrak daun
insulin, karena flavonoid mengandung
sistem  aromatik yang  terkonjugasi
sehingga menunjukkan pita serapan kuat

untuk

pada daerah spektrum sinar ultraviolet dan
spektrum sinar tampak (Harbone, 1987)
dari sampel EDI. Persamaan kurva
kalibrasi asam galat dan kuersetin dapat
digunakan sebagai pembanding untuk
menentukan konsentrasi senyawa fenolik
dan flavonoid total pada EDI.

Berdasarkan Gambar 1.
Menunjukkan grafik kurva baku asam
galat dan kuersetin diperoleh persamaan
regresi linier asam galat y= 0,0091x +
0,0199 nilai r = 0,9969 dan persamaan
regresi linier kuersetin y = 0,0086x +
0,0548 dengan nilai r adalah 0,9887. Pada
pengukuran absorbansi yang ditunjukkan
dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar
0,999, ini mendekati angka 1 yang
menunjukkan bahwa persamaan regresi
tersebut linier. Persamaan kurva kalibrasi
asam galat dan kuersetin dapat digunakan
sebagai pembanding untuk menentukan
konsentrasi senyawa fenolik total dan
flavonoid total pada EDI.
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Hasil pengukuran kandungan fenolik total
dari EDI diperoleh sebesar 6,7315+0,15
dan kandungan flavonoid total sebesar
66,1857+13,34 yang ditunjukkan pada
tabel 2, maka senyawa flavonoid didalam
EDI lebih besar daripada senyawa fenolik.

EDI memiliki aktivitas antibakteri pada
bakteri  Staphylococcus Hasil
diameter zona hambat dapat dilihat pada
Tabel 2 dan Gambar 2 menunjukkan zona
hambat yang dihasilkan EDI semakin besar

aureus.

seiring dengan meningkatnya konsentrasi,
sehingga dapat diasumsikan bahwa adanya
hubungan yang berbanding lurus antara
konsentrasi dengan hasil zona hambat.
Aktivitas antibakteri EDI tertinggi pada
konsentrasi 15% dengan rerata daya
hambat sebesar 2,528 mm melebihi kontrol
positifnya ciprofloxacin sebesar 1,758 mm.

Hasil skrining fitokimia dan uji KLT
menunjukkan  bahwa EDI  memiliki
senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, saponin
serta steroid yang merupakan senyawa
antibakteri.  Selain  itu,  kandungan
flavonoid total yang lebih besar dari
kandungan fenolik total EDI diduga
flavonoid merupakan golongan senyawa
yang paling dominan dalam menghambat
bakteri Staphylococcus aureus.

Tabel 2. Hasil Pengukuran Kandungan Fenolik Total, Flavonoid Total, dan Aktivitas

Antibakteri.
Rep Fenolik Total | Flavonoid Antibakteri (mm)
~ | (mgGAE/g | Total (mg o o o Kontrol +
likasi EDI) QE/ ¢ EDI) 5% 10% 15% 0.05% Kontrol -
1 6,5788 53,5688 1,632 1,958 2,510 1,761 0
2 6,7483 80,1496 1,631 1,956 2,537 1,757 0
3 6,8675 64,8388 1,632 1,957 2,537 1,756 0
6,7315+ 66,1857+ 1,632+ | 1,957+ | 2,528+ 1,758+
XD 0,15 13,34 0,00 | 000 | 002 000 | 0.0
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Kurva Baku Asam Galat
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Gambar 1. Gambar kurva baku Asam galat (a) dan Kuersetin (b)

(@)

Gambar 2. Hasil uji aktivitas antibakteri (a) repikasi 1 (b) replikasi 2 (c) replikasi 3

Hal ini didukung dengan penelitian (Trisia
et al., 2018) dan (Sari et al., 2017) bahwa
fenolik dan flavonoid memiliki aktivitas
menghambat  bakteri  Staphylococcus
Sifat  DMSO adalah penetrasi
membran dan tidak bersifat bakteriostatik
(Wisher, 2012), yaitu tidak menghambat
pertumbuhan  bakteri sehingga dapat
dipastikan zona hambat yang dihasilkan
murni berasal dari EDI tidak dipengaruhi
oleh pelarut.

aureus.

Pemilihan siprofloksasin sebagai kontrol
positif karena memiliki efek antimikroba
yang luas dan resistensi mikroba tidak
cepat berkembang (Chana et al., 2006) dan
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(b)

(©)

bakteri Staphylococcus aureus merupakan
bakteri gram positif (Jawetz et al., 1995).

Mekanisme kerja flavonoid dengan
merusak permeabilitas dinding sel bakteri
dan  menghambat motilitas  bakteri
(Darsana et al., 2012). Tanin bekerja
menginaktifkan adhesin sel mikroba,
menginaktifkan ~ enzim, dan  juga
menyerang  polipeptida  dinding  sel
sehingga menyebabkan kerusakan dinding
sel pada bakteri. Alkaloid melalui
penghambatan sintesis dinding sel yang
akan menyebabkan lisis dan kematian sel.
Saponin memiliki molekul yang dapat
menarik air atau hidrofilik dan molekul
yang dapat melarutkan lemak atau lipofilik



sehingga dapat menurunkan tegangan
permukaan sel sehingga mengakibatkan
kebocoran sel bakteri dan senyawa
intraseluler akan keluar. Steroid sebagai
antibakteri berhubungan dengan membran
lipid dan sensitivitas yang  dapat
menyebabkan kebocoran pada liposom
sehingga integritas membran menurun
serta morfologi membran sel berubah yang
menjadi sel rapuh dan lisis (Ngajow et al.,
2013); (Erlinda and Nikham, 2012); (Ji et
al., 2012)).

Data aktivitas antibakteri EDI dianalisis
menggunakan SPSS. Hasil uji Post-Hoc
diperoleh adanya perbedaan bermakna
setiap masing — masing konsentrasi dengan
nilai p < 0,05, artinya tiap konsentrasi EDI
memiliki aktivitas antibakteri yang berbeda
— beda.

4. KESIMPULAN

EDI memiliki potensi sebagai sumber
fenolik golongan flavonoid dan memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Sthapylococcus — aureus  terbaik  pada
konsentrasi 15 %.
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