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Abstrak            

Seiring dengan meningkatnya jumlah penyakit 

akibat radikal bebas dan infeksi bakteri yang terjadi di 

negara berkembang sebagai  penyebab salah satu masalah 

kematian di Indonesia. Tumbuhan asli Indonesia bernama 

daun Tehtehan memiliki potensi sebagai tanaman obat 

telah digunakan sebagai sebagai antibakteri pada tahap 

ekstrak. Isolasi senyawa aktif perlu dilakukan untuk 

mengidentifikasi struktur dan aktivitasnya sehingga dapat 

dilakukan penentuan dosis. Isolasi senyawa aktif 

dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi 

lapis tipis dengan fase diam silica gel dan fase gerak 

methanol:kloroform:heksan (7:2:1). Senyawa murni yang 

telah didapatkan dikarakterisasi strukturnya   dengan  

menggunakan  spektrofotometer UV/Vis dan inframerah, 

serta spektrometer massa dan resonansi magnetik inti 

(NMR). Penambatan molekul dilakukan dengan  

menggunakan  program  PyRx dan divisualisasikan  

menggunakan program  Discovery Studio. Hasil 

interpretasi menunjukkan senyawa aktif (E)-3-(1Hindol-

3yl)1(4methoxyphenyl)-prop-2en-1-one. Senyawa 

tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat 

dengan nilai IC50 sebesar 42,54369 ppm dengan 

menggunakan metode DPPH. Uji aktivitas  antibakteri 

menunjukkan  adanya aktivitas sedang pada S. aureus 

dengannilai zona penghambatan 1,6-2 cm. Uji secara in 

silico menunjukkan bahwa senyawa tersebut mampu 

berinteraksi dengan baik dengan protein superoxide 

dismutase  (SOD), glutathione peroxidase  (GPX),  

peptidoglycan  glycosyltransferase (PGT) dan Dalanyl 

Dalanine carboxypeptidase (DACA) dengan melakukan 

penambatan molekul (molecular docking).         
    

Kata  kunci:  daun  teh-tehan,  isolasi,  antioksidan,   

antibakteri, penambatan molekul      

    

Abstract    
The increasing number of diseases caused by free 

radicals and bacterial infections that occur in developing 

countries as a cause of death problems in Indonesia. 

Indonesian native plant called Tehtehan leaf has potential 

as a medicinal plant which has been used as an 

antibacterial at the extract stage. Isolation of active 

compounds needs to be done to identify the structure and 

activity so that the determination of the dose can be done  

 

 

Isolation of active compounds was carried out 

using thin layer chromatography methods with the silica 

gel  stationary phase and the mobile phase of methanol: 

chloroform: hexane (7: 2: 1). The pure compounds that 

have been obtained are characterized by using UV / Vis 

and infrared spectrophotometers, as well as mass 

spectrometers and core  magnetic resonance (NMR). 

Molecular docking is done using the PyRx program and 

visualized using the Discovery Studio program. The 

results of the interpretation show the active compound 

(E) 3- (1Hindol-3-yl) -1- (4methoxyphenyl) -prop-2-en-1-

one.The compound has a very strong antioxidant activity 

with an IC50 value of 42.54369 ppm using the DPPH 

method. Antibacterial activity test showed moderate 

activity in S. aureus with inhibition zone values of 1.6-2 

cm. In silico tests showed that the compound was able to 

interact well with protein superoxide dismutase (SOD), 

glutathione peroxidase (GPX), peptidoglycan 

glycosyltransferase (PGT) and Dalanyl-D-alanine 

carboxypeptidase (DACA) by inhibiting molecular 

docking (molecular docking).        

Keyword: Acalypha siamensis, isolation, antioxidants, 

antibacterial, molecular docking    

PENDAHULUAN  

Seiring dengan meningkatnya jumlah penyakit akibat 

radikal bebas dan infeksi bakteri yang terjadi di negara 

berkembang sebagai penyebab salah satu masalah 

kematian di Indonesia (Wahyono, 2007). Permasalahan 

dalam pemakaian antibiotik yang tidak tepat serta karena 

paparan mikroorganisme pada tubuh menjadi pemicu 

terjadinya penyakit.   Sebagai contoh terjadinya resistensi 

bakteri. Resistensi terjadi sebagai akibat dari pemakaian 

antibiotik yang tidak tepat dosis, macam dan lama 

pemberian (Brahma & Marak, 2012). Sedangkan penyakit 

infeksi disebabkan karena jenis patogen dan faktor risiko 

yang menyertainya (Dye, 2015). Antibakteri merupakan 

senyawa yang berfungsi untuk membunuh atau 

menghambat pertumbuhan reproduksi bakteri. Suatu zat 

antibakteri yang baik harus memiliki sifat toksisitas yang 

selektif, dimana obat tersebut berbahaya untuk parasit 

tetapi tidak membahayakan sel inang. Mekanisme kerja 
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dari bakteri ini dapat bekerja membunuh pertumbuhan bakteri 

atau yang disebut dengan bakteriosida dan bekerja menghambat 

pertumbuhan bakteri atau yang disebut dengan bakteriostatik. 

(Talaro, 2008). Antioksidan adalah suatu senyawa yang pada 

konsentrasi rendah secara signifikan dapat menghambat atau 

mencegah oksidasi substrat dalam reaksi rantai (Halliwell dan 

Whitemann, 2004; Leong dan Shui, 2002). Antioksidan bekerja 

melalui mekanisme transfer atom hidrogen dan transfer 

elektron tunggal. Antioksidan dapat melindungi selsel dari 

kerusakan yang disebabkan oleh molekul tidak stabil yang 

dikenal sebagai radikal bebas. Antioksidan dapat mendonorkan 

elektronnya kepada molekul radikal bebas, sehingga dapat 

menstabilkan radikal bebas dan menghentikan reaksi berantai.         

Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan senyawa 

aktif dari beberapa campuran senyawa dengan menggunakan 

pelarut yang sesuai (Mukhriani, 2014). Dalam hal ini, selama 

proses ekstraksi berlangsung fungsi dari pelarut adalah sebagai 

cairan penyerap metabolit sekunder agar dapat keluar dari 

dalam sel tumbuhan atau simplisia. Salah satu metode ekstraksi 

yang sederhana yaitu maserasi, dimana metode ini dilakukan 

dengan cara simplisia dimasukkan kedalam suatu wadah 

tertutup kemudian direndam dengan larutan penyari dan 

didiamkan pada suhu ruangan. Isolasi merupakan metode 

pemisahan senyawa aktif berdasarkan perbedaan tingkat 

polaritasnya (Manz et all, 2004). Metode isolasi yang biasanya 

digunakan yaitu kromatografi lapis tipis , dimana proses 

pemisahan berdasarkan tingkat kelarutannya pada fase diam 

dan pada fase gerak yang menggunakan campuran pelarut 

untuk dapat membawa senyawa aktif melewati fase diam.          

Indonesia memiliki kekayaan alam terbesar di dunia yaitu 

30.000 spesies diantaranya 7.500 spesies sudah diketahui 

manfaat herbalnya (Munadi, 2017). Salah satu tanaman obat 

yang berpotensi sebagai antioksidan dan antibakteri yaitu 

tanaman teh-tehan (Acalypha siamensis). Namun, sekarang ini 

masih terbatas pemanfaatannya, dimana masyarakat hanya 

menggunakan tanaman ini sebagai pagar atau pakan hewan 

ternak. Namun secara empiris digunakan sebagai obat malaria, 

dan pelancar peredaran darah (Hariana, 2013). Sedangkan 

secara science sudah dibuktikan bahwa esktrak etanolik daun 

tehtehan menunjukkan aktivitas antifungi pada jenis Candida 

albicans (Rohmatika, 2017). Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan oleh Pertiwi (2018), ekstrak etanolik daun tehtehan 

(Acalypha siamensis) mengandung senyawa Fenolik dan 

Flavonoid. Untuk mengetahui kemampuan dari senyawa aktif 

sebagai antioksidan dan antibakteri maka perlu dilakukan 

pengujian penambatan  molekul. Pengujian ini merupakan 

salah satu metode pengembangan obat berdasarkan pendekatan 

struktur dimana metode yang digunakan yaitu docking molekul 

yang berfokus pada interaksi antara ligan dan protein. Pada uji 

ini dikenal sebagai uji in silico  dimana akan menghasilkan nilai 

binding energy untuk mengetahui kemampuan senyawa aktif 

tersebut untuk berikatan. Semakin kecil nilai binding energy  

maka semakin stabil ikatan tersebut dan memiliki aktivitas 

yang kuat.    

    

  

  

METODE Alat dan Bahan   

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini  

meliputi oven, lempeng KLT, toples kaca, dan chamber 

KLT. spektrofotometer inframerah, spektrometer massa, 

spektrometer HNMR,  dan  spektrometer C-NMR, 

spektrofotometer UV-Vis, bunsen, jarum ose, cawan petri, 

tabung reaksi, micropipette, yellow tip dan blue tip, 

laminar air flow (LAF), serta inkubator. Laptop yang 

dilengkapi dengan aplikasi Chemdraw Ultra 8.0, 

Discovery Studio 4.0 dengan  Autodock Vina, PyRx.         
Bahan yang digunakan antara lain daun Tanaman 

teh-tehan (Acalypha siamensis) serbuk silica gel 60  

GF254, lempeng silica gel 60 GF245, etil asetat, metanol  

80%, nheksan, kloroform, reagen 

2,2diphenyl1picrylhydrazyl (DPPH), bakteri Eschericia 

coli, Staphylococcus aureus, Nutrient Agar, Nutrient Broth 

(Sigma), standar  McFarland dibuat dengan 

mencampurkan larutan BaCl2 dengan H2SO4 dan  

dimetilsulfoksida (DMSO), protein  glutathione peroxidase 

(GPX), superoxide dismutase (SOD),  peptidoglycan 

glycosyltransferase  (PGT), dan DalanylDalanine 

carboxypeptidase (DACA).        

               

Ekstraksi    

Dalam melakukan proses ekstraksi, terlebih 

dahulu dilakukan preparasi simplisia kering dengan cara 

memanaskan tumbuhan yang diuji ke dalam oven. Setelah 

simplisia kering dapat dilakukan ekstraksi dengan metode 

maserasi dimana simplisia direndam dengan pelarut 

metanol  dengan perbandingan (1:4) kemudian didiamkan 

pada suhu ruang selama 3 hari. Proses maserasi ini 

dilakukan pengulangan (remaserasi) sebanyak 3 kali. 

Setelah itu dilakukan filtrasi untuk memisahkan cairan 

yang mengandung senyawa aktif dengan ampas simplisia. 

Kemudian dilakukan penguapan dengan rotary evaporator 

untuk menghilangkan sisa pelarut yang masih terkandung 

dalam cairan dan dikeringkan di waterbath hingga 

diperoleh ekstrak kental.       

    

Isolasi    

Proses isolasi dilakukan dengan tahapan awal 

yaitu optimasi fase gerak. Dalam tahap ini dilakukan uji 

coba pada berbagai macam jenis campuran fase gerak 

untuk mengetahui fase gerak mana yang sesuai untuk 

dijadikan sebagai pelarut untuk proses isolasi. Jenis fase 

gerak yang digunakan antara lain metanol : kloroform : 

heksan (7:2:1), metanol ; klorofom (3:1), etil asetat : 

heksan (8:2), etil asetat : heksan : butanol (7:2:1), etil asetat 

: heksan : kloroform (7:2:1), etil asetat : heksan ; metanol 

(7:2:1).  Setelah diperoleh jenis fase gerak yang sesuai 

maka dilanjutkan dengan kromatografi lapis tipis 

preparatif. Sebanyak 55 gram serbuk silica gel GF254 

dilarutkan kedalam 110 ml aquades kemudian dituangkan 

pada alat TLC plate coater dan diratakan pada 

permukaannya, ditunggu hingga kering. Kemudian 

dilakukan aktivasi pelat KLT dengan cara pemasan 

menggunakan oven pada suhu 100°C selama 1 jam.  

Selanjutkan dilakukan pengenceran ekstrak dengan cara 

100 mg ekstrak dilarutkan dalam 2 ml metanol. Dilakukan 
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penotolan pada pelat KLT sebanyak 5x dan dilanjutkan dengan 

proses elusi menggunakan 2 jenis fase gerak yaitu metanol : 

kloroform : heksan (7:2:1) dan etil asetat : heksan (8:2). Setelah 

proses elusi berakhir maka dilihat pada lampu UV366. Setelah 

diperoleh adanya spot pemisahan maka dilakukan pengerokan 

bagian spot yang berpotensi sebagai antioksidan dan 

antibakteri. Dilakukan penyaringan dengan menggunakan 

metanol : kloroform (1:1) untuk memisahkan silica gelnya dan 

dikeringkan yang selanjutnya digunakan sebagai sampel uji. 

Dialnjutkan dengan uji kemurnian isolat menggunakan KLT 2 

dimensi.        

    

Uji Aktivitas Antioksidan    

Uji aktivitas antioksidan menggunakan reagen DPPH 

dilakukan dengan cara preparasi larutan DPPH 100 ppm yang 

dibuat ditimbang 10 mg DPPH dilarutkan dalam 100 ml 

metanol. Preparasi larutan sampel uji dengan cara ditimbang 10 

mg dilarutkan 10 ml metanol. Selanjutnya dilakukan 

pengenceran sampel uji dibuat 5 seri kosentrasi yaitu 

(100;200;300;400;500) ppm dengan cara dipipet   

(0,2;0,4;0,6;0,8;1) ad 2 ml dari masingmasing larutan dipipet 

0,2 ml dan ditambahkan 3,8 ml larutan DPPH. Setelah itu, 

dilakukan pengenceran kembali dengan  konsentrasi 

(10;20;30;40;50) ppm dengan cara dipipet masing-masing 

larutan sebayak 1 ml ad 10 ml metanol. Dan dibuat larutan 

kontrol yang berisi larutan DPPH. Kemudian didiamkan 

selama 30 menit dan dibaca absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm. 

Kemudian ditentukan nilai IC50 untuk mengetahui  kemampuan  

aktivitas antioksidannya.         

    
Uji Aktivitas Antibakteri    

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan cara 

preparasi alat dan bahan sebelum digunakan dengan cara 

sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 

menit.  Disiapkan media Nutrien Agar (NA) dan Nutrien Broth 

(NB) dengan cara ditimbang 2 gram NB dan 2 gram NA 

dilarutkan dengan 250 ml aquades yang panas pada masing-

masing media lalu dilarutkan sampai homogen. Jenis bakteri uji 

yang digunakan yaitu Eschericia coli dan Staphylococcus 

aureus metode yang dilakukan yaitu KLT Bioautografi yang 

dilakukan dengan cara menempelkan pelat KLT yang sudah 

ditotolkan senyawa uji pada media NA yang sudah berisi 

bakteri uji. Kemudian dilihat aktivitasnya setelah 24 jam.         

Pada penentuan kadar hambat minimum (KHM) 

dilakukan dengan metode mikrodilusi broth. Metode ini 

dilakukan dengan cara membuat seri konsentrasi larutan uji 

1000; 2000; dan 4000 mg/L dengan menggunakan pelarut 

DMSO 0,2%. Kemudian dilakukan pengenceran menggunakan 

Nurtient Broth (NB) steril dengan seri konsentrasi tertentu 

(tabel 3.1). Selanjutnya dilakukan pencampuran larutan dalam 

wadah microtube yang terdiri dari 50 µL media NB; 50 µL 

suspensi bakteri uji dengan kekeruhan setara dengan standar 

McFarland 0,5; dan 100 µL larutan isolate. Dalam pengujian ini 

dibuat kontrol isolat, kontrol bakteri uji, kontrol media dan 

kontrol positif. Kontrol isolat dengan cara sebanyak 100 µL 

pada masingmasing seri konsentrasi ditambahkan 100 µL NB 

steril. Kontrol bakteri uji yang digunakan yaitu suspensi bakteri 

sebanyak 200 µL. Kontrol media yang digunakan yaitu NB 

steril sebanyak 200 µL. Sedangkan kontrol positif yang 

digunakan yaitu streptomisin dengan konsentrasi 10 

mg/mL sebanyak 100 µL dan bakteri ujisebanyak 100 µL.   

Hasil dari pengujian ini dapat diamati  setelah dilakukan 

inkubasi selama 24 jam pada suhu  37°C. Penentuan nilai 

KHM dapat ditunjukkan sebagai konsentrasi isolat 

terkecil yang mampu menghambat pertumbuhan  bakteri 

uji, dimana ditandai dengan adanya larutan jernih. 

Sedangkan untuk penentuan kadar bunuh   minimum 

(KBM), dapat   

dilakukan dengan cara mengambil setiap cairan pada 

microtube dengan menggunakan mikropipet 

menggunakan seri konsentrasi (200; 400; 600; 800; 1600 

dan 2000 ppm) seri larutan dan uji kontrol positif dengan 

menggunakan obat streptomycin dan kontrol negatif 

dengan menggunakan media NA dan pelarut DMSO. lalu 

dieteskan pada mikro disc pada media  Nutrient Agar  

(NA). penentuan nilai KBM  ini dapat ditunjukkan  pada  

saat setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 

sebagai terbentuknya larutan yang jernih.      

       
  Elusidasi Struktur        
Elusidasi  struktur dari senyawa hasil sintesis 

didasarkan pada data spektra  UVvis,  inframerah, 

spektra massa dan H-NMR dan C-NMR. Kemudian 

dilakukan analisis hasil dari masing-masing spektra 

sehingga diperoleh nama dari struktur senyawa hasil 

uji secara spesifik    

    

  

  

  

Uji In Silico    
Preparasi Struktur Molekul Ligan    

Senyawa A dilakukan preparasi dengan 

menggunakan software Chemdraw Ultra 8.0 dan  
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Chemdraw 3D Ultra 8.0. dalam  struktut  ligan  tersebut  

harus dilakukan minimize energy dengan cara klik menu 

MM2  minimize energy run.  Setelah dipreparasi 

molekul ligan disimpan dalam satu folder dengan format 

pdb sesuai dengan namannya.         

        
Preparasi Struktur Protein Target    

Protein target yang digunakan yaitu glutation 

peroksidase (GPX), superoksida dismutase (SOD), 

peptidoglikan glukositransferase (PG), D-alanil Dalanin     

dekarboksipeptidase (DACA).  Keempat senyawa ini di      

download   dari   Protein   Data   Bank   (PDB)   

(http://www.rcsb.org).  Dalam  melakukan preparasi  

molekul  target di preparasi dengan software Discovery 

Studio 4.1 yang  dilakukan  adalah penghilangan  gugus  

H2O,  pemisahan  ligan  alami  dan penambahan  atom 

hidrogen yang dilakukan dengan cara klik menu script  

selection select water molecules / ligand / protein chains  

edit  delete. Setelah  dipreparasi,  molekul target  dan  ligan  

alami   yang telah dipisahkan disimpan dalam satu   

folder engan format .pdb         

    

Penentuan Sisi Aktif Protein Target    

Dalam penentuan sisi aktif protein target 

merupakan tempat berikatannya ligan  dengan  senyawa  

golongan flavonoid. Pada penelitian ini dilakukan 

pencarian sisi aktif tempat berikatnnya ligan dengan protein 

target yang menggunakan software PyRx dengan prinsip 

pencarian energi ikatan terkecil dari ikatan molekul  

H2O  di seluruh radius molekul protein target    

    

Penambatan Molekul    

Dalam melakukan penambatan molekul dari 

senyawa flavonoid akan menjadi ligan dengan protein 

menggunakan software PyRx dengan sistem Autodock 

Vina. Struktur makromolekul dan ligan yang telah 

dioptimasi secara terpisah disimpan dalam satu folder yang 

sama. Proses docking dimulai dengan cara klik menu file  

load molecule  cari folder tempat penyimpanan ligan dan 

protein. Setelah semua file tersedia kemudian di klik kanan 

 pilih AutoDock  ligand (untuk ligan yang akan diuji) 

dan makromolekul untuk protein yang diuji. Di bagian Vina 

Wizard klik start here  pilih local (apabila belum 

tertandai)  start. Pada tampilan select molecules, 

dipastikan ligan dan macromolecule selected, sebab ketika 

ligan dan makromolekul belum dipilih maka akan berakibat 

langkah selanjutnya tidak dapat diforward. Namun, Apabila 

belum dipilih bagian add ligan atau add molecule dapat 

dipilih atau pada bagian AutoDock dapat diblok bagian 

ligan yang ingin diuji ataupun bagian makromolekul  

diforward  run vina. Di bagian selanjutnya terdapat 

gridbox yang dapat diatur pada tabel view, diarahkan pada 

binding site sebagai titik tengah, kemudian dicatat 

koordinat x,ydan z. Kemudian diklik run vina, maka proses 

docking akan dimulai dan tunggu hingga 100% maka hasil 

akan muncul pada tabel analyze result. Klik ligand out 

dengan binding affinity terkecil kemudian pada tabel 

navigator akan klik molecule pilih ligand out yang telah 

diklik di tabel analyze result, kemudian klik kanan save as 

PDB. Validasi metode docking terhadap ligan asli 

dilakukan untuk mencari konformasi 3D ligan asli 

terhadap reseptor dengan memperhatikan koordinat 

pusat masa struktur dan besaran gridbox dari binding 

site pocket dalam satuan angstrom (Vina) atau number 

of points (AutoDock). Konformasi hasil docking yang 

diperoleh disejajarkan dengan konformasi ligan asli 

hasil pengukuran kristalografi yang dinyatakan dalam 

nilai root mean square deviation (RMSD). Hasil 

penelitian sebelumnya, nilai RMSD untuk kesejajaran 

konformasi struktur yang masih dapat diterima adalah 

kurang dari 5, semakin mendekati nilai 0 maka nilai 

kesejajaran semakin baik.   (Saputri et al.2016).        

    

Analisa Hasil Penambatan Molekul    

Dari hasil proses penambatan molekul akan 

diperoleh nilai skor binding energy dalam satuan kkal/mol 

yang didapat dari senyawa flavonoid dengan molekul  

target dibandingkan dengan hasil/skor binding energy 

molekul docking antara ligan asli dengan reseptor. Jika 

hasil/skor binding energy dari senyawa flavonoid lebih 

kecil daripada ligan asli maka senyawa tersebut dapat 

disimpulkan bahwa senyawa flavonoid tersebut memiliki 

aktivitas untuk bersaing dalam berikatan di molekul target. 

Hasil/skor binding energy yang terbaik yang diperoleh dari 

penambatan molekul dapat ditampilkan dalam bentuk tabel 

dan kemudian di visualisasikan tempat berikatannya dan 

jenis ikatan molekulnya secara 2 dimensi (2D) dengan 

software Discovery Studio Visualizer. Tujuannya adalah 

untuk melihat residu asam-asam amino yang terlibat dan 

ikatan yang terjadi antara senyawa yang diteliti dengan 

target protein. Ikatan yang terjadi terutama pada sisi aktif 

yaitu pada asam amino yang sesuai akan dijadikan prediksi 

sementara serta kemampuan senyawa derivate yang 

tertambat pada molekul protein sasaran yang terbesar akan 

dijadikan sebagai dasar penentuan senyawa dengan 

aktivitas terbaik.        

    

        

HASIL DAN PEMBAHASAN Hasil 

Ekstraksi Simplisia  

Proses ekstraksi simplisia dilakukan dengan 

menggunakan metode maserasi. Metode maserasi ini 

dilakukan pada suhu ruang sehingga selama proses 

ekstraksi dapat memperkecil risiko yang berdampak pada 

hasil ekstraksi. Hal ini dikarenakan apabila dilakukan pada 

kondisi panas selama ekstraksi dapat menyebabkan 

degradasi pada produkproduk yang termolabil. . 

Mekanisme kerja dari metode maserasi dalam penarikan 

senyawa yaitu dengan pelunakan dinding sel tumbuhan 

dan pelarutan sneyawa pada suhu ruang seingga gradien 

konsentrasi memiliki peranan penting dalam menghasilkan 

proses yang efisien. Hasil ekstraksi akan menghasilkan 

ekstrak kental dengan karakteristik berwarna hijau. Proses 

ekstraksi yang dilakukan menghasilkan jumlah rendemen 

sebesar 12,38% (b/b).        
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http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
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Hasil Isolasi Senyawa Aktif dengan   

Kromatografi Lapis Tipis  

  Proses   pemisahan dilakukan dengan   menggunakan  

metode  Kromatografi Lapis Tipis (KLT) fase normal dan 

menggunakan fase gerak berupa kombinasi metanol : 

kloroform : n-heksana (7:2:1). Pemisahan dengan 

menggunakan jenis fase gerak tersebut dapat menghasilkan 

pemisahan yang baik. Pemisahan pelat KLT dapat diamati 

dibawah cahaya tampak sinar UV254 dan UV366 namun 

karena lampu UV254 tidak ada maka yang diamati hanya 

pada lampu UV366. Setelah diamati dapat menunjukkan 6 

pita pemisahan. Hasil dari pemisahan senyawa ditunjukkan 

pada gambar 4.1 dan nilai faktor retensi (Rf) untuk 

masingmasing pita ditunjukkan pada tabel 4.1.        

  
Gambar 4.1 Hasil Pemisahan Senyawa dengan  

Menggunakan Metode KLT pada sinar UV366  

   
Pemisahan dengan menggunakan fase gerak 

nonpolar memiliki risiko naiknya senyawa pigmen klorofil. 

Fraksi-fraksi yang terdeteksi pada rentang nilai Rf <0,5 

memiliki warna hijau kekuningan di bawah cahaya tampak 

dan berfluorosensi menjadi merah di bawah sinar UV366. 

Fluorosensi pada rentang Rf tersebut dimungkinkan berasal 

dari senyawa klorofil yang terdapat dalam ekstrak (Kusmita 

et al, 2015). Akan tetapi, adanya jarak nilai Rf yang cukup 

jauh memungkinkan proses isolasi lebih lanjut dengan 

menggunakan fase gerak methanol : kloroform : heksan 

(7:2:1). Proses penampisan senyawa aktif dilakukan melalui 

tahap bioautografi dan pengamatan bercak dengan reagen 

semprot DPPH.        

    

Penampisan Senyawa Aktif pada Pelat KLT    

Pada penampisan senyawa antioksidan dan antibakteri 

dilakukan pada pelat KLT yang telah dielusi. Kemudian 

ditentukan aktivitas antibakterinya dengan menggunakan 

metode bioautografi, dimana metode ini dapat mendeteksi 

keberadaan senyawa antibakteri pada kromatogram. Pada 

metode bioautografi ini dilakukan pengujian pada bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Hal ini 

dilakukan untuk dapat membandingkan mekanisme kerja 

dari senyawa aktif lebih efektif bekerja pada jenis bakteri 

gram positif atau bakteri gram negatif. kemudian 

berdasarkan hasil uji antibakteri tersebut, dapat diketahui 

bahwa fraksi 6 memiliki senyawa aktif antibakteri bakteri 

Staphylococcus aureus. Sementara hasil uji aktivitas 

antibakteri pada Escherichia coli  tidak ditemukan.     

Pada penampisan senyawa antioksidan dilakukan 

dengan cara menyemprotkan larutan DPPH 0,2 mg/ml 

pada permukaan kromatogram KLT. Hal ini dapat 

diketahui senyawa antioksidan ditunjukkan dengan adanya 

pita atau bercak putih. Hasil pemeriksaan dengan 

menggunakan pelat KLT berukuran 1 x 10 cm2  tidak 

menunjukkan hasil yang terlalu baik, namun masih dapat 

diidentifikasi bahwa terdapat senyawa antioksidan yang 

terkandung di dalam kromatogram. Hasil uji tersebut dapat 

dilihat pada gambar 4.2.        

  
 Gambar  4.2   Hasil  Uji Penampisan Senyawa  

Antioksidan pada Pelat KLT  

Terjadi perubahan warna yang dapat diamati yaitu 

warna kuning dan putih yang menandakan senyawa uji 

memiliki aktivitas antioksidan dalam pelat KLT. Dengan 

demikian, senyawa antioksidan yang dibutuhkan untuk 

bereaksi dengan seluruh DPPH yang diaplikasikan pada 

pelat KLT lebih mudah diamati.    

    
Perbanyakan Fraksi dengan Metode  KLT 

Preparatif  

Proses  isolasi  senyawa  aktif dilanjutkan dengan 

menggunakan metode  kromatografi lapis tipis preparatif 

(KLTP). Pemisahan ini dapat dilakukan dengan 

menggunakan pelat kaca berukuran 20 x 19 cm2 yang telah 

dilapisi dengan silica gel  GF254. Sebelum dilakukan proses 

elusi maka pelat silica gel tersebut harus diaktivasi terlebih 

dahulu dengan menggunakan oven dengan suhu 115  

selama 1 jam. Hal ini bertujuan untuk mengurangi jumlah 

kandungan air sehingga Selma proses pemisahan dapat 

terjadi dengan baik. Proses elusi dilakukan selama kurang 

lebih 45 menit dalam 1 siklus dan akan berhenti ketika 

proses elusi sudah mendekati batas  atas pelat KLT silica 

gel.  Hasil pemisahan dengan menggunakan  metode KLT  

preparative menunjukkan adanya 6 pita yang terpisah 

namun masih berdekatan. Setelah dilakukan proses elusi 

dialnjutkan dengan pengumpulan fraksi isolat dengan cara 

pengerokan silica gel  yang telah dielusi di tempat spot 

yang akan diambil. Kemudian silica gel dan fraksi isolate 
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dipisahkan dengan cara melarutkan ke dalam campuran 

metanol : kloroform (1:1). Selanjutnya dilakukan penyaringan 

untuk memisahkan padatan silika gel dengan senyawa terlarut, 

sehigga yang akan dianalisis hanya senyawa aktifnya saja tanpa 

terdapat kandungan silica gel.         

    

Uji Kemurnian Fraksi Isolat  

Pada pengujian kemurnian isolat dilakukan dengan 

menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis 2 Dimensi. 

Pada KLT 2 dimensi eluen yang digunakan pada penotolan 

pertama dengan eluen yang kedua setelah diputar 900 yang 

berbeda. Kemudian hasil isolat ditotolkan pada pelat KLT yang 

selanjutnya dielusi dengan menggunakan fase gerak metanol : 

kloroform : heksan (7:2:1). Setelah itu dilihat hasilnya apakah 

terdapat noda atau bercak tunggal pada pelat KLT. Hasil 

menunjukkan bahwa terdapat 1 noda pada masing-masing jenis 

isolat A dan isolat B sehingga dapat dikatakan bahwa isolat 

tersebut memiliki senyawa tunggal.   

  
Gambar 4.3 Hasil Uji Kemurnian  

Isolat A dan Isolat B  

Serapan maksimum pada isolat A dengan Panjang 

gelombang 267 nm menunjukkan bahwa isolat A memiliki 

ikatan rangkap terkonjugasi yang pendek dan menunjukkan 

transisi eklektronik n ke σ* dari ikatan karbonil (C=O). Pada 

pergeseran panjang gelombang 250300 nm menunjukkan 

adanya gugus karbonil aldehid dan keton jenuh 

(Solomon,1997). Berdasarkan hasil nilai Panjang gelombang 

tersebut dapat dihipotesiskan bahwa senyawa pada isolat A 

memiliki ikatan rangkap terkonjugasi dan merupakan senyawa 

golongan flavonoid/lakton (AlOmary, 2017).   

  

Intepretasi Spektrum Inframerah 

Karakterisasi Struktur Isolat Intepretasi 

Spektrum UV-Vis  

Pada pembacaan spektrum UV-Vis dapat dilakukan 

untuk menentukan dan mengetahui keberadaan ikatan rangkap 

terkonjugasi pada senyawa uji. Senyawa uji ini yang 

mengandung ikatan rangkap terkonjugasi akan mengalami 

eksitasi pada kondisi energi transisi tertentu. Spektrum pada 

masing-masing isolat A dapat dilihat pada gambar 4.4 hasil 

spektrum pada isolat A ditemukan pada panjang gelombang 

267 nm.    

  
    

bilangan gelombang pada masing-masing puncak yang 

terbaca disertai dengan prediksi adanya gugus hidroksil 

pada senyawa yang     

  
Gambar 4.5 Spektrum Inframerah Isolat A  

  

Tabel 4.2 Puncak yang terdeteksi pada Spektrum  

Inframerah dari Isolat A  

  
Ditunjukkan oleh puncak kuat pada bilangan gelombang 

3393,1375 cm-1 dan pada pembacaan dari isolat A yang 

dibaca dengan menggunakan metode pelat KBr dan pada 

table 4.2 menunjukkan gugus fungsi yang terkandung 

dalam senyawa tersebut. Pada  pembacaan spektrum 

inframerah menunjukkan adanya gugus-gugus fungsi yang 

terdapat didalam senyawa uji. Pada gambar menunjukkan 

spektrum inframerah   

  
Pada  pembacaan spektrum inframerah pada 

isolat A menunjukkan 718,3539 cm-1 Keberadaan gugus 

C-H diperkuat dengan adanya serapan pada bilangan 

gelombang 2920,6631; 2852,2026;  1375,9612 

sedangkan pada bilangan gelombang 1067,4065  cm-1 

menunjukkan gugus C-O (lakton).   keberadaan  gugus  

C=C / C=O diperkuat dengan adanya serapan pada 

bilangan gelombang  1730,7991 dan 1653,6604 cm-1 

mununjukkan gugus karbonil. sementara itu, serapan  
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lain pada bilangan gelombang 1455,9926 cm-1 

mengindikasikan terdapat gugus fungsi C-C. Dengan 

demikian isolat A dapat dihipotesiskan sebagai suatu 

senyawa hidrokarbon yang mengandung gugus hidroksil, 

karbonil dan lakton.     

    

Intepretasi Spektrum 1C-NMR    

Pada spektrum 13C-NMR dilakukan untuk 

mengetahui jumlah atom C dan jenis atom C dari isolat A. 

Dalam rangka mendapatkan gambaran yang lebih jelas 

mengenai bentuk struktur isolat A diperlukan informasi 

mengenai jenis-jenis atom penyusunnya. Senyawa 

hidrokarbon memiliki komposisi atom karbon dalam 

strukturnya sehingga pengenalan tentang jenis atom karbon 

dalam senyawa dapat membantu proses karakterisasi struktur 

isolat A yang merupakan salah satu senyawa hidrokarbon. 

Jenis atom karbon yang terdapat pada senyawa uji ditentukan 

melalui     

     
metode spektrometri resonansi magnetik inti karbon. Tabel 

4.3  menunjukkan nilai pergeseran kimia pada CNMR dan 

usulan jenis gugus karbon penyusun senyawa kimia pada  

    

 
1 C-    

Namun, untuk mengetahui jenis atom karbon 

apakah termasuk dalam jenis karbon metil, metilen atau 

metin masih tidak dapat ditentukan hal ini dikarenakan 

tidak adanya informasi yang dapat mendukung jenis 

karbon tersebut seperti informasi adanya DEPT yang 

dapat ditentukan secara pasti dari jenis karbon  tersebut, 

sehingga  penelitian ini masih dapat dikatakan sebagai 

hipotesis ditemukannya jenis karbon tersebut.     

    

Intepretasi Spektrum 1H-NMR    

Posisi atom-atom karbon dapat ditentukan 

secara lebih spesifik dengan memanfaatkan pengenalan 

terhadap jenis dan multiplisitas atom hidrogen yeng 

melekat pada atom karbon tersebut. Posisi atom-atom 

hidrogen pada senyawa uji dideteksi melalui metode 

spektrometri resonansi magnetik inti. Tabel 4.4 

menunjukkan hasil pengamatan terhadap pergeseran 

atom hidrogen, multiplisitas, jumlah, dan prediksi jenis 

gugus karbon tempat hidrogen berikatan.     

Tabel  4.4 Nilai Pergeseran Kimia pada 1H-NMR dan   

Jenis Atom Karbon yang Terdeteksi    

  
Gambar 4.7 Spektrum 1H-NMR Isolat A    

Terpisah dengan baik dan beberapa puncak yang 

memiliki multiplisitas kompleks. Dua puncak tertinggi 

terbaca pada pergeseran, Pada spektrum 1H-NMR dapat 

kimia 7,25 dan 7,41 ppm sebagai suatu doublet juga 

terdeteksi pada pergeseran kimia 2,69 dan 3,09 ppm 

yang mengindikasikan adanya atom hidrogen yang 

melekat pada atom karbon dalam lingkungan 

heteroatom. Berdasarkan jumlah dan nilai pergeseran 

kimianya, atom hidrogen tersebut diindikasikan melekat 

pada atom karbon yang berdekatan dengan atom oksigen 

dan karbon olefinik (C8 dan C9).     

    
Intepretasi Spektrum Massa    

Pada  spektrum fragmentasi massa menunjukkan 

massa ion-ion fragmen yang terbentuk akibat adanya 

potensial listrik yang diaplikasikan pada senyawa uji. Pada 

spektrofotometri massa ini digunakan metode Electrospray 

Ionization (ESI) dimana dalam metode ini peak dengan 

%abudance tertinggi merupakan base peak. Berdasarkan 

hasil penentuan massa molekul dapat diketahui bahwa ion 

[M+H]+ memiliki nilai m/z sebesar 278,88 g/mol sehingga 

nilai massa molekul isolat A adalah 277,88 g/mol. Pada 

proses pembacaan massa fragemen ion terdapat hubungan 

antara fragmen dengan nilai m/z 256,89 dan 534,90 g/mol. 
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Namun apabila kedua fragmen tersebut dikurangi akan 

menghasilkan nilai fragmen 278,88 sehingga dapat dikatakan 

bahwa nilai massa molekul dari senyawa A adalah [M+H] yaitu 

277,88 g/mol. Ketika massa molekul suatu senyawa memiliki 

bilangan ganjil maka dapat dikatakan bahwa senyawa tersebut 

memiliki atom nitrogen. Hal ini dibuktikan dengan 

ditunjukkannya pada spektrum H-NMR pada pergesaran kimia 

11,93 ppm.     

    

  
    

Kesimpulan Hasil Elusidasi Struktur    

Berdasarkan hasil penggabungan interpretasi data 

spektrum UV-Vis, IR, MS, dan NMR dihipotesiskan bahwa 

isolat A memiliki struktur polisiklik dari golongan lakton 

(kalkon). Hal ini dibuktikan dengan hasil-hasil yang ditujukkan 

pada masing-masing spektra. Pada spektrum UVVis diketahui 

memiliki Panjang gelombang maksimal pada 267 nm yang 

menunjukkan adanya gugus karbonil (C=O) dan termasuk ke 

dalam senyawa golongan flavonoid (lakton). Pada spektrum IR 

diketahui adanya gugus karbonil pada bilangan gelombang 

1730,7991 cm-1 serta gugus lakton (C-O) pada bilangan 

gelombang 1067,4069 cm-1. Pada spektrum C-NMR diketahui 

adanya karbon aromatis (benzena) pada C10 dan C11 dengan 

pergeseran kimia 121,367 dan 124,122 ppm, serta ditemukan 

juga jenis karbonil pada C12-C14 dengan pergeseran kimia 

158,361159,667 ppm. Pada spektrum HNMR diketahui adanya 

gugus amina (NH) pada pergeseran kimia 11,93 ppm. Pada 

spektrum massa diketahui berat molekul isolat A pada spekta 

277,88 g/mol. Penamaan struktur menunjukkan bahwa isolat A 

memiliki nama kimia (E)-3(1Hindol-3-yl)-1-

(4methoxyphenyl)prop2en1-one yang selanjutnya disebut 

dengan senyawa A. Senyawa A ini memiliki berat molekul 

277,289 g/mol dengan rumus kimia    

3-yl)-1-(4-methoxyphenyl)-prop-2-en-1-one C18H15NO2 dan 

memiliki struktur molekul     

  

Uji Aktivitas Antioksidan Isolat    

Pada uji aktivitas senyawa antioksidan isolat A 

dan isolat B dari ekstrak daun teh-tehan dilakukan dengan  

 
menggunakan metode penangkapan radikal bebas DPPH. 

Diperoleh data seperti pada table 4.5. setelah itu dicari 

persamaan kurva kalibrasi antara konsentrasi (x) dan %ES 

(y) maka diperoleh persamaan kurva kalibrasi dari isolate 

A yaitu y = 0,309x + 36,854 sedangkan persamaan kurva 

kalibrasi isolate B yaitu y = 0,3145x + 35,607. Setelah itu 

dihitung nilai IC50. Berdasarkan hasil uji yang dilakukan 

dapat diketahui bahwa isolat A memiliki nilai IC50 sebesar 

42,54369 ppm sedangkan isolat B memiliki nilai IC50 

sebesar 45,7647 ppm. Klasifikasi nilai efektivitas Isolat B 

senyawa antioksidan dilakukan berdasarkan nilai IC50 

yang terdapat didalam senyawa tersebut. Suatu senyawa 

dikatakan memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat 

apabila memiliki nilai IC50 < 50 ppm; kuat apabila 

memiliki nilai IC50 dalam nilai IC50 > 150 ppm 

(Fidrianny et al, 2014). Dengan demikian, isolat A dan B  

memiliki aktivitas   

  

Tabel 4.5 Data Absorbasi Senyawa Uji pada  

Panjang Gelombang 517 nm   

  

Uji Aktivitas Antibakteri Isolat    

Pada uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan 

menentukan nilai kadar hambat minimum isolat pada 

bakteri gram positif Staphylococcus aureus. Pengujian 

nilai KHM menunjukkan adanya media yang jernih tanpa 

disertai dengan endapan pada konsentrasi 1600 ppm dan 

2000 ppm. Nilai kadar hambat minimum merupakan kadar 

senyawa uji minimum yang mampu rentang 50 –100 ppm;  
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sedang apabila memiliki nilai Nilai kadar bunuh minimum 

merupakan konsentrasi minimum senyawa uji yang dibutuhkan 

untuk membunuh populasi bakteri yang terkandung didalam 

media pertumbuhan. Rendahnya viabilitas bakteri yang tersisa 

dalam media pertumbuhan akan menyebabkan 

ketidakmampuan bakteri untuk tumbuh setelah diuji disk pada 

media  agar menghambat pertumbuhan bakteri secara kasar 

mata. Pengamatan hasil uji mikrodilusi melalui antioksidan 

yang sangat kuat karena nilai IC50 < 50 ppm. pengamatan 

langsung menunjukkan hasil positif apabila medium tampak 

jernih selama masa inkubasi 24 jam. Hasil pengamatan tersebut 

tidak mampu menggambarkan persentase viabilitas sel yang 

masih terdapat  pada  medium  pertumbuhan.  Maka  untuk 

penentuan nilai kadar bunuh minimum dilakukan dengan 

menggunakan metode difusi disk.   

  

  

Tabel 4.6 Hasil Uji KBM pada isolat A    

    
Gambar 4.10 Hasil Uji KBM pada Media Agar pada : a.    

Isolat A, b. Isolat B    

Menurut Greenwood (1995) dalam Pratama 

(2005), respon hambatan pertumbuhan bakteri dapat 

diklasifikasikan sebagai berikut : memiliki aktivitas 

antibakteri yang kuat jika zona penghambatan >2 cm, 

sedang jika zona penghambatan 1,6-2 cm, lemah jika 

zona penghambatan 1-1,5 cm, dan kurang efektif jika 

zona penghambatan <1 cm. Berdasarkan hasil uji dapat 

diketahui bahwa isolat A dan B memiliki aktivitas 

antibakteri yang sedang yang tidak berbeda jauh secara 

signifikan. Selain itu, semakin tinggi konsentrasi isolat 

maka semakin besar pula zona penghambatannya. Pada 

kontrol positif memiliki aktivitas antibakteri kuat 

sedangkan kontrol negatif tidak memiliki aktivitas 

antibakteri.     

    

Hasil Penambatan Molekul Kesimpulan 

Hasil Penambatan Molekul  

Berdasarkan hasil penggabungan interpretasi 

data penambatan molekul pada jenis protein glutathione 

peroxidase (GPX),  superoxide  dismutase  (SOD), 

peptidoglycan glycosyltransferase (PGT),  dan 

DalanylDalanine carboxypeptidase (DACA) maka dapat 

diketahuibahwa semua jenis protein ini lebih kuat jika 

dibandingkan dengan aktivitas ligan asli. memiliki ikatan 

yang stabil dengan senyawa aktif dan memiliki aktivitas 

yang lebih kuat jika dibandingkan dengan aktivitas ligan 

asli.     

    

    
Gambar 4.11 Hasil Interaksi anatara Ligan dengan 

Protein  secara 2D dari jenis molekul : a. GPX, b. 

PGT,  

c.26),ikatan hidrogen  

  

Ketika nilai RMSD dan nilai binding 

energy suatu ikatan semakin kecil maka ikatan 

tersebut semakin stabil dan memiliki aktivitas yang 

lebih kuat. Hal ini dapat diketahui dari beberapa 

perbandingan interaksi dari protein uji dengan 

senyawa A dan interaksi protein uji dengan 

liganasli.     

    

KESIMPULAN    

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan 

pada isolat dari tumbuhan daun the-tehan maka dapat 
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disimpulkan bahwa pada ekstrak daun teh-tehan (Acalypha 

siamensis) terdapat sebuah senyawa aktif  yang berhasil 

diisolasi. Isolat aktif tersebut memiliki rumus kimia 

C18H15NO2  dengan  nama  kimia  (E)-3-

(1Hindol3yl)1(4methoxyphenyl)-prop-2-en-1-one yang 

memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai 

IC50 sebesar 42,54369 ppm dan memiliki aktivitas 

antibakteri sedang pada Staphylococcus aureus(bakteri 

gram positif) dengan nilai zona penghambatan 1,6-2 cm 

serta memiliki interaksi yang baik dengan protein PGX, 

SOD, PGT dan DACA sehingga berpotensi sebagai 

senyawa antioksidan dan antibakteri pada studi penambatan 

molekul secara in silico    
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