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MOTTO 

 

لَ باَبِْ أوُلوُ يَتذََكَّرُْ إِنَّمَا , يَع لَمُونَْ لَْ وَالَّذِينَْ يَع لَمُونَْ الَّذِينَْ يَس توَِي هَلْ  قلُْ  الْ   

Katakanlah: “Adakah sama orang-orang yang mengetahui dengan orang-orang yang 

tidak mengetahui?” Sesungguhnya orang yang berakallah yang dapat menerima 

pelajaran. [QS Az-zumar/39 : 9] 

 

ُْ لَهُْ بِهِْ طَرِيقاً إلَِى ال جَنَّةْ لَْ اللََّ  مَنْ  سَلَكَْ طَرِيقاً يلَ تمَِسُْ فيِهِْ عِل مًا سَهَّ
 

“Barangsiapa menempuh jalan untuk mencari Ilmu, maka Allah mudahkan baginya 

jalan menuju surga” [HR. Muslim, No. 2699] 

 

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan” [QS Al-Insyirah/94 : 5] 

 

The best knowledge is that which is accompanies by Godfearingness. 

[Al-Hikam; Ibnu Atha’illah al-iskandari/234] 

 

The knowledge of anything (include medicinal chemistry), since all things have 

causes, is not acquired or complete unless it is known by its cause and deals with the 

very processes of life. [Avicenna and Paracelsus]  

 

Mengingat sesuatu akan terus berjalan seiring waktu, apapun itu, dengan 

pertimbangan yang matang dan tanpa ragu, mari lakukan lebih dulu. 

[Rizqi Nur Fadilah] 

 

Enjoying this journey from Allah to Allah carefully, still, and always. 

[Rizqi Nur Fadilah] 
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KARAKTERISASI SENYAWA ANTHRAQUINONE DARI DAUN 

SELADA HIJAU (Lactuca sativa L.) DAN UJI AKTIVITAS 

ANTIBAKTERI 

 

INTISARI 

 

EVA FADILAH 

NIM: 17612095 

Lactuca sativa L. atau daun selada hijau kriting terkonfirmasi mengandung senyawa 

Anthraquinone (AQ). Metode freeze drying dan maserasi dingin digunakan untuk 

pembuatan ekstrak dengan empat (4) variasi pelarut berbeda yaitu; Aquades, Metanol, 

Etanol dan Etil asetat. Ekstrak etil asetat (Ea) dari tanaman budidaya yang gemar 

dikonsumsi langsung ini memiliki kadar total AQ sebesar 33,974 μg/mL dimana 

aktifitas penghambatan radikal 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) termasuk dalam 

klasifikasi antioksidan kuat dengan nilai IC50 43,64 μg/mL. Isolasi senyawa dilakukan 

menggunakan metode kromatografi kolom elusi gradien, eluen n-Heksan : Ea (10:1); 

(5:1); (2:1) serta Diklorometan : Metanol (5:2). Pola kromatogram senyawa AQ 

menghasilkan nilai RF 0,86 mengikuti RF standar teknis senyawa AQ (MERCK 98%). 

Interpretasi gugus fungsi instrumen FTIR menunjukan grup karbonil identik senyawa 

quinone pada daerah 1638,32 cm-1 serta C–O stretching di 1385,09 cm-1. Efektifitas 

penghambatan pertumbuhan bakteri ditentukan dari ekstrak juga isolat konsentrasi 

1000 μg/mL dan 2500 μg/mL. Mycobacterium tuberculosis (MTB) strain H37Rv 

dianalisis secara Drug Susceptibility Test (DST) pada instrumen BACTEC MGIT 960, 

sedangkan uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan metode difusi cakram terhadap 

bakteri Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, serta 

Staphylococcus aureus. 

 

Kata Kunci: Anthraquinone (AQ), Selada Hijau kriting (Lactuca sativa L.), FTIR, 

Tuberkulosis, Bakteri Patogen, Uji Kepekaan Obat (DST). 
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ANTHRAQUINONE CHARACTERIZATION FROM CURLY 

GREEN LETTUCE (Lactuca sativa L.) WITH ANTIMICROBIAL 

ACTIVITY AGAINST DIFFERENT PATHOGENS 

 

ABSTRACT 

 

EVA FADILAH 

NIM: 17612095 

Lactuca sativa L. or curly green lettuce has been confirmed to contain anthraquinone 

(AQ) derivatives. Freeze drying and cold maceration methods were used to make 

extracts with four (4) different solvent variations; Aquades, Methanol, Ethanol and 

Ethyl acetate. The ethyl acetate (Ea) extract from this cultivated plant has a total AQ 

level 33,974 μg/mL with radical inhibitory activity of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

calculated IC50 value 43.64 μg/mL that classified as a strong antioxidant. Gradient 

elution column chromatography method, for n-Hexane : Ea (10:1); (5:1); (2:1) and 

Dichloromethane: Methanol (5:2) as eluent separated the compound spesifically. The 

chromatogram pattern resulted in RF value 0.86 which was in accordance with the RF 

value technical standard of AQ (MERCK 98%). Functional group interpretation from 

FTIR instrument showed identical carbonyl groups in quinone at 1638.32 cm-1 and C–

O stretching at 1385.09 cm-1. The effectiveness inhibition was determined from the 

extracts and isolates concentration in 2500 μg/mL and 1000 μg/mL.  Mycobacterium 

tuberculosis (MTB) strain H37Rv analysis based on the Drug Susceptibility Test (DST) 

with BACTEC MGIT 960 instrument, then agar diffusion identification applied to 

some patogens there are Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Escherichia 

coli, and Staphylococcus aureus. 

 

Keywords: Anthraquinone (AQ), Curly Green Lettuce (Lactuca sativa L.), FTIR, 

Tuberculosis, Pathogenic Bacteria, Drug Susceptibility Test (DST) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Peningkatan penyebab kematian dari penyakit infeksi atas populasi manusia di 

dunia, salah satunya yaitu Tuberkulosis (TB). Indonesia termasuk negara kedua (14%) 

dengan beban epidemi TB terbanyak setelah India (41%) kemudian disusul oleh 

Filipina (12%) dan China (8%) (WHO, 2021). Sejak re-emerging COVID-19 yang 

kenyataannya sangat menimpali penyakit ini, KONAS XVI Perhimpunan Dokter Paru 

Indonesia (PDPI) menyatakan penanganan pasien TB menurun menjadi 42% meskipun 

penemuan bentuk kasus baru diestimasikan mencapai 845.000 (Nadia, 2021). Terdapat 

92.700 orang meninggal karena TB atau sekitar 11 orang meninggal perjamnya karena 

keganasan penyakit yang disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis (MTB) 

(Kemenkes, 2020). Permasalahan terkait yang muncul dan bisa lebih berbahaya yaitu 

karena adanya Multi Drug Resistant Tuberculosis (MDR-TB), keadaan dimana pasien 

TB aktif resistan dan mengalami efek hepatotoksik terhadap minimal 2 obat anti-

tuberkulosis (OAT) seperti Isoniazid, Rifampisin hingga golongan obat baru 

Floroquinolone (Bijawati dkk, 2018). 

Penyakit infeksi lainnya melibatkan beberapa bakteri berbeda sebagai 

penyebab utama dan mengalami resistensi antibiotik. Bakteri Klebsiella pneumoniae 

mengakibatkan penyakit pneumonia atau radang paru-paru akut (Kazimoto et al, 

2018), antibiotik carbapenem tidak bereaksi pada setengah dari jumlah pasien yang 

terinfeksi. Selain itu, faringitis, rheumatic heart disease (RHD) hingga pneumonia bisa 

disebabkan oleh bakteri yang sangat umum hidup dalam tubuh manusia yakni 

Streptococcus pyogenes, Savitri, dkk (2019) mengkonfirmasi 500.000 angka kematian 

setiap tahun, dan terdapat kasus resistensi antibiotik karena bakteri yang terus 

berevolusi (Fair dan Tor, 2014). Menurut World Health Organization (WHO) dalam 

World Health Statistics 2021, Resistensi antimikroba juga terjadi pada infeksi aliran 

darah yang disebabkan oleh bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus 
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terhadap antibiotik sefalosporin gol. III serta metisilin dengan tingkat kematian 

mencapai 64%. Mengatasi hal tersebut, pengobatan terapi komplementer dan alternatif  

bisa berguna sebagai perlakuan pendukung. Beberapa penelitian perlu dilakukan guna 

membuktikan studi pengembangan senyawa antibakteri dari keberadaan tanaman 

herbal kaya flavonoid serta glikosida yang lebih khusus akan dijadikan sebagai 

antibiotik.  

Anthraquinones (AQ) disebut dengan antrhracenedionse atau 9,10- 

dioxoanthracenes merupakan variasi struktural kuinon bersifat polar dari senyawa 

metabolit sekunder kelompok glikosida dan memiliki aktifitas antibakteri, antivirus 

serta antiparasit. Anthraquinone (AQ) pada tumbuhan diproduksi dalam bentuk bebas 

atau sebagai glikosida, pembentukan glikosida terjadi ketika satu atau lebih molekul 

gula rhamnose (C6H12O5) terikat ke aglikon oleh ikatan O-glikosida melalui gugus 

hidroksil (Fouillaud et al, 2018). Balachandran et al (2016) mengkonfirmasi bahwa 2-

hydroxy-9,10-anthraquinone merupakan senyawa yang menghambat pertumbuhan sel 

dari bakteri gram positif Staphylococcus aureus dan bakteri gram negatif Klebsiella 

pneumoniae serta sebagai antibakteri dengan nilai konsentrasi hambat minimum lebih 

dari 100 μg/mL dan 50 μg/mL. Mengacu pada Fouillaud et al (2018), AQ terdapat di 

berbagai famili tumbuhan dengan kadar yang dominan ataupun rendah dan bisa 

ditemukan seperti pada liliaceae, polygonaceae, rhamnaceae, cesalpiniciae juga 

asteraceae dalam spesies Lactuca sativa L. atau daun selada hijau (selada kriting).  

Daun selada hijau berbentuk bulat panjang, berombak dengan tepi bergerigi. 

Tanaman ini termasuk salah satu jenis sayuran budidaya dan gemar dikonsumsi oleh 

masyarakat umum karena mengandung vitamin juga mineral essensial yang baik bagi 

kesehatan. Selada hijau banyak mengandung antioksidan seperti betakarotin, falat, 

lutein serta indol berguna sebagai perlindungan diri untuk menghindari kanker. Dalam 

bidang kimia selada hijau digunakan sebagai senyawa penuntun (lead compound) obat 

dengan indikasi terapeutik tertentu seperti anti-inflamasi dan antibakteri (Bartnik dan 

Facey, 2017). Noumedem, et al (2013) dalam penelitiannya tentang ekstrak metanol 

daun selada hijau (Lactuca sativa L.) sebagai solusi dari resistensi antibiotik terhadap 
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28 bakteri gram negatif termasuk K. pneumoniae juga E. coli, aktivitas antibakteri  

dihasilkan pada nilai konsentrasi hambat minimum (MIC) dengan rentang 256 – 1024 

μg/mL. Secara umum, komponen senyawa daun selada hijau (Lactuca sativa L.)  terdiri 

dari lipid, saponin, triterpenoid, mineral, dan flavonol. Penelitian ini bertujuan 

mengkonfirmasi senyawa turunan glikosida dari grup anthraquinone (AQ) daun selada 

hijau (Lactuca sativa L.) serta uji aktivitasnya terhadap berbagai bakteri patogen.  

Pelarut ekstraksi yang sering dan aman digunakan secara komersial mengacu 

pada peraturan mutlak (UE) No.1907/2006 (diikuti seluruh negara) untuk mendapatkan 

senyawa dari tanaman tertentu diantaranya yaitu air; metanol; etanol; dan etil asetat. 

Seluruh pelarut ini disesuaikan dengan senyawa yang akan diektraksi mengikuti prinsip 

like dissolve like. Jika senyawa yang akan dilarutkan merupakan senyawa polar, maka 

pelarut yang digunakan adalah pelarut polar begitupun untuk senyawa nonpolar, 

beberapa pelarut universal bisa melarutkan kedua senyawa secara bersamaan. Pelarut 

untuk memisahkan senyawa AQ adalah metanol (Sindora, dkk 2017). Namun daripada 

itu, hasil studi Insanu et al (2019) memperoleh AQ alami dari ekstrak etil asetat.  

Dalam penelitian “Karakterisasi Senyawa Anthraquinone dari Daun Selada 

Hijau (Lactuca sativa L.) dan Uji Aktivitas Antibakteri”, senyawa AQ diisolasi 

menggunakan metode Kromatografi kolom. Fraksi hasil kemudian kembali dipisahkan 

dengan plat Kromatografi lapis tipis (KLT). Proses identifikasi senyawa dilakukan 

secara kualitatif berdasarkan analisis keberadaan jenis metabolit sekunder tanaman dari 

metode Borntrager juga Borntrager modifikasi. Sebelum isolasi senyawa, optimasi 

kadar AQ dari ekstrak maserasi dingin dihitung atas persamaan kurva kalibrasi standar 

dan diuji daya antioksidan dengan menentukan % inhibisi radikal DPPH secara 

spektrofotometri. Tahap karakterisasi AQ meliputi 2 hal yakni analisis kadar isolat 

menggunakan instrumen Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT), kemudian dugaan 

gugus fungsi senyawa turunan AQ diidentifikasi dengan instrumen Fourier Transform 

Infra Red (FTIR). Isolat yang terkonfirmasi memiliki senyawa turunan AQ 

diaplikasikan pada Mycobacterium Tuberculosis (MTB) strain H37Rv kemudian 

diamati penghambatannya selama empat belas (14) hari dengan pemeriksaan drug 
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susceptibility test (DST) pada instrumen BACTEC MGIT 960. Selain itu, pemeriksaan 

difusi cakram juga dilakukan  selama 24 jam terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, serta Streptococcus pyogenes. 

1.2.  Rumusan Masalah  

1. Bagaimana hasil isolasi senyawa turunan Anthraquinone (AQ) dari daun selada 

hijau (Lactuca sativa L.). 

2. Bagaimana karakterisasi senyawa turunan Anthraquinone (AQ) daun selada 

hijau (Lactuca sativa L.). 

3. Bagaimana aktivitas antibakteri senyawa turunan Anthraquinone (AQ) 

terhadap Mycobacterium Tuberculosis (MTB) strain H37Rv; K. pneumoniae; 

E. Coli; S. aureus; serta S. pyogenes. 

1.3.  Tujuan Penelitian 

1. Mendapatkan hasil isolasi senyawa turunan Anthraquinone (AQ) dari daun 

selada hijau (Lactuca sativa L.). 

2. Mengetahui hasil karakterisasi senyawa turunan Anthraquinone (AQ) daun 

selada hijau (Lactuca sativa L.). 

3. Mengetahui aktivitas antibakteri senyawa turunan Anthraquinone (AQ) dari 

daun selada hijau (Lactuca sativa L.) terhadap pertumbuhan bakteri 

Mycobacterium Tuberculosis (MTB) strain H37Rv; K. pneumoniae; E. Coli; S. 

aureus; serta S. pyogenes. 

1.4.  Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini adalah daun selada hijau dapat 

dijadikan sebagai salah satu herbal pendamping karena mengandung senyawa turunan 

Anthraquinone (AQ) yang bisa menghambat pertumbuhan bakteri Mycobacterium 

Tuberculosis (MTB) strain H37Rv; K. pneumoniae; E. Coli; S. Aureus; serta S. 

pyogenes. Selain itu, AQ bisa dijadikan senyawa penuntun (lead compound) untuk  

studi lanjutan antibiotik dalam mengatasi permasalahan resistensi antimikroba. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Pemanfaatan Daun Selada Hijau (Lactuca sativa L.)  

Lactuca sativa L. adalah nama ilmiah dari tanaman selada hijau mengikuti 

peraturan internasional tata nama zoologi. Masyarakat Indonesia memanfaatkan daun 

selada hijau sebagai sayuran pendamping lauk (lalapan) serta pelengkap salad yang 

dikonsumsi secara langsung tanpa proses pemasakan tertentu. Dalam bidang medisinal 

selama dua tahun terakhir, aktivitas antioksidan famili tanaman selada telah dilaporkan 

dapat mencegah penyakit kronis berhubungan dengan tingginya daya sitotoksik 

terhadap sel kanker (Rohmah dan Wulandari, 2019). Tidak hanya itu, menurut 

penelitian yang telah dilakukan Gyawali et al (2020), ekstrak daun selada hijau 

dimanfaatkan untuk mengurangi peradangan dan kecemasan. Sebagai anti-inflamasi 

dan ansiolitik, ekstrak metanolnya dapat memberikan efek penghambatan yang 

optimum pada respon nonsiseptif.  

Memiliki banyak sebutan termasuk Selada kriting, jenis sayuran ini 

mengandung berbagai turunan senyawa dari golongan flavonoid yang efektif sebagai 

agen antibakteri. Senyawa kimia seperti garam perak dari daun Lactuca sativa L. 

digunakan dalam sintesis nanopartikel perak untuk dievaluasi pada Bacilus subtilis, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, dan 

isolat klinis Klebsiella pneumoniae. Penelitian yang dilakukan Nazri, Adnan dan 

Mohamad (2011) menunjukan aktivitas antibakteri dari keseluruhan bakteri tersebut 

memiliki diameter zona hambat (IZ) antara 10 dan 12 mm. Selain itu, ekstrak metanol 

daun selada telah terbukti memiliki sifat antibakteri yang signifikan terhadap isolat 

klinis Staphylococcus aurreus, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtillis, Escherichia 

coli, dan Pseudomonas aeruginosa (nilai IZ: 11,50–14 mm); sedangkan ekstrak air 

hanya aktif melawan bakteri Bacillus subtillis dan Escherichia coli. 
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Aktivitas antibakteri metanol dan ekstrak air daun selada hijau ditentukan 

dalam penelitian yang telah dilakukan Edziri, et al (2011) terhadap bakteri gram negatif 

dan gram positif menggunakan uji mikrodilusi. Bakteri gram-negatif termasuk 

diantaranya adalah satu strain E. coli ATCC25922 serta isolat klinis E . coli, K. 

pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, dan Acinetobacter 

baumannii sedangkan bakteri gram positif meliputi B. subtilis ATCC 6633, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, dan isolat klinis S. aureus, Enterococcus faecium, 

juga Corynebacterium spp. Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol 

memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik dengan konsentrasi hambat minimum 

(MIC) 2,5 μg/mL terhadap semua bakteri yang diuji. Ekstrak air memiliki nilai MIC 5 

μg/mL terhadap semua bakteri gram negatif dan 2,5 μg/mL melawan bakteri gram 

positif. Al-khajrazi dan Rasheed (2019) juga melakukan penelitian terkait aktivitas 

antibakteri ekstrak daun selada hijau pada bakteri gram positif yaitu Staphylococcus 

aureus serta bakteri gram negatif  Escherichia coli, hasilnya diperoleh diameter zona 

hambat sebesar 19 mm dan 20 mm. 

 

2.2 Aplikasi Senyawa Turunan Anthraquinone (AQ) sebagai Antibakteri 

Anthraquionone (AQ) adalah senyawa glikosida dari berbagai tanaman yang 

biasa berperan sebagai pewarna alami. Tidak hanya itu, beragam tanaman dengan 

kandungan AQ efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri atau sebagai agen 

antibakteri. Pohon jati, bukan hanya dimanfaatkan sebagai kebutuhan papan semata, 

Penelitian Priambodo dkk (2018), mengungkapkan daun jati bisa berfungsi sebagai 

antituberkulosis. Secara invitro dengan metode dilusi cair pada media Middlebrook 

7H9 diperoleh nilai MIC MTB pada 400 μg/mL, indikasi senyawa yang berperan yaitu 

fenolik dan glikosida AQ. Menurut Rajin (2019), aktivitas antibakteri dari ekstrak 

etanol, ekstrak etil asetat dan ekstrak air aloe vera atas pengamatan media Lowenstein 

Jensen untuk bakteri MTB strain H37Rv ditunjukan hasilnya dari % hambatan ekstrak 

etanol yaitu 100% pada konsentrasi 50 mg/mL; esktrak etil asetat 100% pada 

konsentrasi 25 mg/mL; serta ekstrak air 100% pada konsentrasi 100 mg/mL. Tahun 
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2020, hasil penelitian dari Rahim dan Mourisa menyatakan ekstrak etanol kulit lidah 

buaya mengandung AQ dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri resisten tertinggi 

(62,24%) yaitu Escherichia coli dengan zona inhibisi sebesar 16,08 mm. Kaya akan 

efek farmakologis, Pramesthi dkk (2020) menguji aktivitas antibakteri ekstrak yang 

sama terhadap extended spectrum beta-laktamase dari Escherichia coli dan Klebsiella 

pneumonia yang resisten terhadap antibiotik beta laktam, konsentrasi hambat minimum 

terhadap keduanya optimum pada nilai 80% atau 8 g/mL. 

Buah mengkudu (Morinda citrifolia Linn) sering dikonsumsi sebagai rujak. 

Tanaman yang termasuk kedalam famili rubiaceae ini memiliki sifat sebagai 

antibakteri karena keberadaan senyawa turunan AQ, Mauliku et al (2017) menganalisis 

besar dosis ekstrak kasar etanol dan senyawa AQ terhadap MTB strain H37Rv. Nilai 

konsentrasi hambat minimum dimulai dari 40 μg/mL. Sebelumnya, Srinivasahan dan 

Durairaj (2014) melalui metode difusi cakram juga menemukan aktivitas antibakteri 

dari ekstrak hidroetanol terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae pada konsentrasi 100 

μg/mL dengan zona inhibisi 11 mm. Senyawa dominan yang berperan yaitu alizarin. 

Di Asia, secara tradisional tanaman Bawang Dayak yaitu Eleutherine 

Americana Merr. famili Iridaceae dikonsumsi sebagai pengobatan untuk diabetes dan 

antihipertensi. Tanaman ini memiliki aktivitas antibakteri yang optimum karena 

keberadaan senyawa AQ dibuktikan oleh Insanu et al (2014) dari aktivitas 

penghambatan ekstrak etanol terhadap bakteri gram positif Staphylococcus aureus 

ATCC 23235 dan 27664, dan Streptococcus pyogenes. Nilai konsentrasi hambat 

minimum ada pada rentang konsentrasi 250 – 1000 ppm. Dalam studi terkait, senyawa 

AQ juga mampu menghambat pertumbuhan methicillin resistent Staphylococcus 

aureus (MRSA). Di tahun yang sama Wei et al mendapatkan turunan senyawa AQ 

yaitu 1,8-dihydroxy-anthraquinone dari Porphyra haitanensis, dengan kemampuan 

antibakteri yang kuat atas pengamatan dinding sel Staphylococcus aureus pada 

instrumen scanning electrone microscope (SEM) dan transmission electron 

microscope (TEM). Hasil kedua mikroskop berkorelasi, pada MIC sebesar 80 ppm 

terjadi deformasi dinding sel dan agregasi antar sesamanya sehingga bakteri lisis dan 



8 

 

  

mati pada inkubasi selama tujuh (7) jam. Penelitian terbaru dari Ramadhan, et al (2021) 

senyawa Alizarin dari daun sembukan efektif menghambat  Staphylococcus aureus 

hanya dengan MIC 9,37 ppm. 

 

Tabel 1. Turunan AQ sebagai Antibakteri 

Jenis tanaman Senyawa turunan 

Anthraquinone (AQ) 

Bentuk 

sediaan 

Aktivitas 

antibakteri 

Tectona grandis 

(daun jati) 

- Emodin 

- Physcion 

Ekstrak etil 

asetat 

- MTB H37Rv 

Lidah buaya - Aloe-emodin 

- Aloin A dan B 

- Chrysophanol 

Ekstrak etil 

asetat, Gel 

aloe vera, 

dan ekstrak 

etanol 

- Escherichia 

coli 

- Klebsiella 

pneumoniae 

Morinda 

citrifolia Linn 

(buah 

mengkudu) 

- Alizarin 

 

Ekstrak 

etanol, dan 

ekstrak 

hidroetanol 

- MTB H37Rv 

- Klebsiella 

pneumoniae 

Eleutherine 

Americana Merr 

(bawang Dayak) 

- Eleuthraquinone A;B 

- 1,5-dihydroxy-3 

methyl-anthraquinone 

Ekstrak 

etanol 

- Staphylococcus 

aureus 

- Streptococcus 

pyogenes 

Paederia foetida 

(daun sembukan) 

- Alizarin 

- 1,3-dihydroxy 

anthraquinone 

Isolat ekstrak 

metanol 

Staphylococcus 

aureus 

 

2.3 Hipotesis 

Isolasi senyawa turunan anthraquinone (AQ) dari daun selada hijau (Lactuca 

sativa L.) dengan modifikasi sediaan ekstrak atas variasi pelarut yang digunakan dapat 

terkonfirmasi dan dijadikan sebagai herbal pendamping obat juga senyawa penuntun 

(lead compound) dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen terutama: MTB 

H37Rv; K. pneumoniae; E. coli; S. aureus; serta S. pyogenes.
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BAB III 

DASAR TEORI 

 

3.1. Daun Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

Selada hijau (Lactuca sativa L.) merupakan salah satu komoditi hortikultura di 

Indonesia. Sayuran ini popular dan banyak diminati terutama sebagai komponen 

pelengkap salad dengan gizi yang cukup tinggi yaitu dalam 100 g selada terkandung 

energi 15 kalori, karbohidrat 2,87 g, protein 1,36 g dan lemak 0,15 g (USDA National 

Nutrient Date Base, 2018).  

 

Gambar 1. (A) Daun selada hijau; (B) Daun selada hijau pada salad 

 

Selada hijau tumbuh di daerah dataran tinggi beriklim lembab termasuk 

tanaman semusim herbaceous (banyak mengandung air) (Siagian, 2018). Daun selada 

berbentuk bulat panjang berukuran besar dengan bagian tepi daun bergerigi (keriting) 

serta memiliki tulang daun yang menyirip, bersifat kuat juga halus. Menurut Saparianto 

(2013) klasifikasi selada hijau dalam sistematika taksonomi adalah sebagai berikut; 

Kingdom : Plantae 

Super Divisi : Spermathophyta 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliposida 

Ordo  : Asterales 

A. B. 
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Famili   : Asteraceae 

Genus  : Lactuca 

Species : Lactuca sativa L. 

Berdasarkan sifat-sifat kimia pada tanaman, tingkat keasaman (pH) daun selada 

ideal berkisar antara 6,5 - 7 mengikuti kadar keasaman tanah tempat tumbuh, daun 

selada memiliki kandungan senyawa antioksidan dan polifenol seperti Vitamin A, 

Vitamin B, terutama Vitamin C (Materska, et al., 2018). Mengacu pada Sayyah (2004), 

Xu (2012), Noumedem (2017), dan Sularz (2020), kandungan kimia pada selada hijau 

(Lactuca sativa L.) dicantumkan pada tabel 2. 

 

Tabel 2. Ringkasan kandungan kimia selada hijau 

Kelas Senyawa 

Lipid Asam miristat, asam palmitat, asam stearat, asam oleat, asam 

linoleat, asam lignoserat, dan asam palmitoleate 

Mineral Fosfor, kalium, kalsium, magnesium, litium, aluminium, 

vanadium, cadmium, zink, mangan, besi, natrium, sulfur, 

tembaga, dan barium 

Terpenoid 1b-O--D-glucopyranosyl-4a-hydroxyl-5a,6b, 11bH-

eudesma-12, 6a-olide and 1b-hydroxyl-15-O-(p-methoxy-

phenylacetyl)-5a,6b; 11bH-eudesma-3-en-12,6a-olide  

Flavonol glukosida 3,3’,4’,5,9,10-hexahydroxy-12-methylchroman[2,3]flavon 

3-O--D-glucopyranoside atau Lactucasativosida, japonicin, 

isoquercitrin, serta asam kafeat 
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3.2.  Anthraquinone (AQ)  

Anthraquinone (AQ) adalah salah satu klasifikasi glikosida berdasarkan 

aglikon dari senyawa metabolit sekunder suatu tanaman (Julianto, 2019). Senyawa AQ 

beserta turunannya larut dalam air panas atau alkohol serta dapat diekstraksi dengan 

penambahan basa karena mengandung gugus karboksilat (Fitriyanawati, 2017). Secara 

struktur AQ terkait dengan anthracene dan memiliki inti 9,10-anthracenedione dengan 

gugus fungsi berbeda seperti -OH, -CH3, -OCH3, -CH2OH, -CHO, -COOH pada posisi 

yang juga berbeda dan terkadang disebut sebagai 9,10-dioxoanthracene (Simpson dan 

Amos, 2017). Glikosida AQ terbentuk ketika satu atau lebih molekul gula, sebagian 

besar glukosa atau ramnosa, terikat ke aglikon oleh ikatan O-glikosida melalui gugus 

hidroksil. Menurut Simpson dan Amos (2017), biosintesis AQ bisa dilakukan melalui 

jalur (asetat-malonat) poliketida. 

 

Gambar 2. Struktur umum Anthraquinone (AQ) 

 

Pada tumbuhan tingkat tinggi, turunan AQ ditemukan di berbagai spesies 

terutama pada spesies Rheum, Rumex, Rhamnus, Aloe, dan Cassia.  Menurut Fouillaud 

et al, (2018) AQ juga dapat ditemukan dalam jumlah yang lebih rendah pada jenis 

sayuran dan herbal lainnya. Sebagai contoh, sebuah penelitian telah memeriksa 

berbagai sayuran (selada, kubis, kacang-kacangan, dan kacang polong), jamu tertentu 

hingga minuman beraroma herbal untuk mengetahui kandungan senyawanya apakah 

mengandung emodin AQ "bebas" (aglikon), chrysophanol, dan physcion atau tidak. 

Dibuktikan bahwa, sayuran menunjukkan variabilitas batch-to-batch total AQ dari 

kadar 0,04 hingga 3,6 mg dan 5,9 hingga 36 miligram per kilogram. 

R1 

R2 

R3 

R4R5

R6

R7

R8
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Gambar 3. Turunan senyawa anthraquinone (AQ) 

 

Secara manfaat AQ biasanya memberi warna pada tanaman dan telah 

digunakan secara luas sebagai pewarna alami makanan maupun senyawa antara dalam 

bidang kedokteran dan farmasi. Sudah sejak 2 dekade terakhir AQ digunakan sebagai 

obat pencahar dengan aktivitas antijamur dan antivirus. AQ yang tergolong dalam 

pencahar diantaranya; physcion, chrysophanol, aloe-emodin, rhein, dan sennoside 

(Bone dan Mills, 2013). Sennosida adalah komponen aktif dari alat bantu konstipasi 

yang dijual bebas dan dibuat dari tanaman milik genus senna sedangkan turunan AQ 

jenis aloe-emodin cenderung dihasilkan dari tanaman yang mengandung aloevera 

seperti lidah buaya. 

 

Alizarin 

Barbaloin Hypericin 
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3.3.  Tuberkulosis 

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit infeksius yang menyerang parenkim paru. 

TB dapat menyebar melalui getah bening atau pembuluh darah, misalnya ketika bersin 

dan ada percikan dahak (droplet nuclei) (Irianti, Kuswandi, dan Yasin,  2016). Penyakit 

ini termasuk salah satu penyakit menular paling berbahaya di dunia. Secara global  

diperkirakan 10 juta orang terjangkit TB pada tahun 2019. Pada paruh tahun 2020, 

terdapat 3 negara dengan prevalensi penyumbang pasien TB tertinggi yaitu India 

sebesar 26%, disusul Indonesia 8,5% yang sebelumnya menempati posisi ke 3 dan 

China sebesar 8,4%. Statistik peningkatan pasien dalam klasifikasi negara dari WHO 

berubah pada tahun 2021, dimana Indonesia menempati peringkat kedua dengan beban 

epidemi TB terbanyak didunia sebesar 14%. Menurut World Health Organization 

(WHO) pada Global Tuberculosis Report (2020) penyakit ini bisa menyerang siapapun 

dan dimanapun terutama pada laki-laki dewasa, tercatat di 30 negara dengan persentase 

hampir 90% setiap tahunnya. Tidak hanya itu orang yang memiliki imunitas rendah 

atau memiliki pola hidup yang kurang sehat seperti seorang mahasiswa dan memiliki 

penyakit penyerta seperti lansia, anak-anak, pasien diabetes, juga orang dengan HIV 

AIDS (ODHA) sangat beresiko terinfeksi TB. Berdasarkan jenis kelamin, persentase 

jumlah kasus pada laki–laki (umur ≥ 15 tahun) adalah 1,5 kali lebih tinggi dibandingkan 

perempuan yaitu 56% dan 32%.  

Indonesia merupakan negara tropis. Sepanjang sejarah, wilayah tropis lebih 

mudah terjangkit penyakit infeksi menular dibandingkan dengan wilayah beriklim 

sedang. Faktor kelembaban udara serta variasi pertumbuhan biologis penunjang 

keanekaragaman hayati menghadirkan bakteri patogen yang sangat merugikan manusia 

seperti Mycobacterium tuberculosis (MTB) sebagai penyebab utama TB (Skolnik dan 

Ambareen, 2010). Terkonfirmasi kurang lebih sebanyak 92.700 orang meninggal 

karena TB atau sekitar 11 orang meninggal perjamnya (Kemenkes, 2020). Sekitar 10% 

orang yang terinfeksi TB akan menjadi pasien TB aktif.   
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Mycobacterium tuberculosis (MTB) merupakan suatu bakteri yang pertama 

diisolasi oleh Robert Koch pada tahun 1882. Bentuk bakteri ini adalah basil tuberkel 

atau batang dan kurus dengan panjang sekitar 2 - 4 mm dan lebar 0,2 - 0,5 mm yang 

bergabung membentuk suatu rantai tanpa menghasilkan spora (kapsul). Dinding sel 

MTB terdiri dari peptidoglikan dan DAP (Diaminopimelik) dengan kandungan 

lipidnya kira-kira 60% yang berhubungan langsung pada arabinogalaktan (Indah, 

Parwati, dan Soeroto, 2007). Bakteri MTB memiliki  sifat  tidak  tahan  panas  serta 

akan  mati  pada suhu  6°C  selama  15 - 20  menit.  Biakan  bakteri  ini  dapat  mati 

jika terkena sinar matahari langsung selama 2 jam. Dalam dahak, bakteri 

mycobacterium  dapat  bertahan  selama  20 - 30  jam.  Basil  yang  berada dalam  

percikan  bahan  dapat  bertahan  hidup selama 8 - 10  hari.  MTB yang berada dalam 

suhu kamar dapat hidup 6 - 8 bulan dan dapat disimpan dalam suhu 20°C selama 2 

tahun. MTB tahan terhadap berbagai bahan kimia dan disinfektan antara lain phenol 

5%, asam sulfat 15%, asam sitrat 3% dan NaOH 4%. Basil ini dihancurkan oleh iodium 

tingtur dalam 5 menit sedangkan oleh alkohol 80% akan hancur dalam 2 - 10 menit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Siklus penularan MTB (Asensio, dkk 2017). 
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Manusia adalah satu-satunya reservoir MTB (bentuk bakteri basil merah). 

Siklus infeksi MTB dimulai dengan penularan basil melalui jalur pernapasan pasien 

TB aktif dengan cara mengaerosolisasi inang baru. Data epidemiologi menunjukkan 

bahwa 9 dari 10 individu yang terinfeksi dapat menjadi inang baru karena memiliki 

kondisi infeksi TB laten (LTBl) sebagai reservoir potensial untuk transmisi. Orang 

dengan LTBl yaitu pasien TB tanpa gejala dan tidak menular ini berisiko untuk 

mengaktifkan kembali TB di kemudian hari, dan 1 dari setiap 10 orang yang terinfeksi 

akan mengembangkan penyakit kronis ini dengan kembali menjadi TB aktif (Asensio, 

dkk 2017). Tingkat infeksius lain dari penyakit TB menitikberatkan kasus Multi Drug 

Resistant Tuberculosis (MDR-TB) yang terdeteksi akibat adanya resistensi pasien TB 

aktif terhadap 2 obat anti-tuberkulosis (OAT) paling kuat sekaligus yakni isoniazid dan 

rifampisin. Pada tahun 2018, Kementrian Kesehatan Republik Indonesia dan WHO 

memperkirakan terdapat sekitar 23.000 penderita MDR-TB di Indonesia. OAT tertera 

pada tabel 3. 

 

Tabel 3. Pengelompokan OAT (Kemenkes, 2011) 

Golongan dan Jenis Obat Obat 

Golongan-1 Obat lini pertama Isoniazid (H); Ethambutol (E); Pyrazinamide 

(Z); Rifampisin (R); Streptomycin (S) 

Golongan-2 Obat 

suntik/suntikan lini kedua 

Kanamycin (Km); Amikacin (AM); 

Capreomycin (Cm) 

Golongan-3 Golongan 

Floroquinon 

Ofloxacin (Ofx); Levofloxacin (Lfx); 

Moxifloxacin (Mfx) 

Golongan-4 Obat bakteriostatik 

lini kedua 

Ethionamide (Eto); Prothionamide (Pto); 

Cycloserine (Cs); Paraaminosalisilat (PAS); 

Terizidone (Trd) 
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3.4.  Pneumonia 

 Pneumonia berasal dari kata Yunani kuno “pneumon” yang berarti paru-paru. 

Secara medis, penyakit ini terjadi karena peradangan pada salah satu atau kedua 

parenkim paru yang bisa disebabkan oleh bakteri Klebsiella pneumoniae (Martin dan 

Bachman 2018). Menurut Tarina dan Kusuma (2017), Peradangan terjadi saat alveoli 

mengalami pembengkakan karena terisi cairan atau nanah sehingga timbul perbedaan 

ukuran antara lobus kiri dan lobus kanan menimbulkan gejala demam dan batuk-batuk 

(bronchitis), hingga sulit bernapas. Selain itu, ada penebalan dinding mukosa membuat 

batuk berdarah yang memperparah keadaan penderita. Pneumonia merupakan 

penyebab kematian no 6 di Indonesia, beberapa kategori orang yang paling beresiko 

terkena pneumonia diantaranya; perokok aktif, memiliki riwayat stroke, bayi berusia 0 

– 2 tahun, lansia diatas 65 tahun, orang dengan riwayat asma, gagal jantung, diabetes, 

HIV/AIDS serta pengguna obat-obatan atau orang dengan masalah sistem imun. 

Menurut World Health Organization (2019), penularan pneumonia terjadi melalui 

darah, atau tetesan liur yang terbawa udara (droplets) dari batuk atau bersin. 

Pencegahan penularan penyakit dilakukan dengan cara menjaga sanitasi dan pola hidup 

disamping mengkonsumsi antibiotik.  

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen gram negatif dari famili 

Enterobactericeae berbentuk batang pendek memiliki ukuran 0,5 – 0,6 μ dan bersifat 

fakultatif anaerob. Pada media agar, Klebsiella pneumoniae menunjukan pertumbuhan 

fenotip mucoid atas aktifitas fermentasi laktosa dengan kapsul polisakarida yang besar 

juga tidak motil karena tidak memiliki flagel. Bakteri tersebut menghasilkan enzim 

betalaktamase yang dapat menghidrolisis cincin beta-laktam dari antibiotik yang 

digunakan, seperti; meropenem, chloramphenicol, cyprofloxacin dan ampicillin. 

98,4% bakteri sensitif terhadap meropenem, 92,5% terhadap kloramfenikol, 80% 

terhadap siprofloksasin dan 2% terhadap ampisilin (Tarina dan Kusuma, 2017). 

Tingginya sensitifitas dari meropenem yaitu antibiotik carbapenem yang dapat 

menghambat perkembangan dinding sel bakteri membuat Enterobactericeae ini 

resisten. Diungkapkan oleh Sheu et al (2019), uji klinis yang dilakukan oleh Daikos 
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dan Markogiannakis (2011), dosis tinggi carbapenem harus diturunkan menjadi MIC 

4 mg/L dengan kombinasi antibiotik lain guna menghindari resistensi. 

 Menurut  Hupp dkk (2018) Streptococcus pyogenes adalah bakteri yang juga 

termasuk kedalam penyebab pneumonia dari streptococcal grup A dengan prevalensi 

sebesar 2-5%. pasien Streptococcus pyogenes pneumonia terjangkit pada usia 31 - 86 

tahun dengan komorbid; hipertensi, diabetes militus,  dan jantung koroner. Bakteri grup 

ini memiliki ciri katalase dan oksidase negatif yang tumbuh pada suhu 37°C (Gera dan 

Mclver, 2013). S. pyogenes termasuk kedalam kelompok bakteri gram positif, 

berbentuk kokus yang terangkai seperti rantai dan memiliki berbagai protein 

eksotoksin pada dinding sel. Penanganan penyakit dan penggunaan antibiotik beta-

laktam kembali digunakan untuk mengatasi Streptococcus pyogenes pneumonia namun 

dengan kombinasi klindamisin dan levofloksasin (Tamayo et al, 2016). Pada studi yang 

dilakukan oleh Oppegaard et al (2020) variabel resistensi tertinggi ada pada kombinasi 

erythromycin dengan clindamycin. Dua dekade sebelumnya, Arvand et al (2000) telah 

mengkalkulasi resistensi antimikroba dari eritromisin sebesar 12,7%, 55% terhadap 

klindamisin serta 2,8% dari siprofloksasin. 

 

3.5.  Infeksi Aliran Darah 

 Infeksi aliran darah adalah salah satu masalah kesehatan global dan sangat 

invasif, progresif serta mengancam jiwa. Istilah lain dari infeksi ini disebut bakteremia, 

yaitu adanya pertumbuhan bakteri atau jamur pada saluran darah, bisa menimbulkan 

demam, turunnya tekanan darah hingga komplikasi organ dan jaringan tubuh yang 

dapat menyebabkan kematian. Menurut  Sianipar et al, (2017) Escherichia coli 

merupakan bakteri terbanyak yang diisolasi dari kultur darah pasien atas infeksi 

mematikan ini namun termasuk suatu bakteri dengan tingkat resistensi tinggi terhadap 

berbagai antibiotik diantaranya; ampicillin, ceftazidime, ceftriaxone, cefepime, 

aztreonam, ciprofloxacin, dan trimetoprim. Escherichia coli adalah bakteri gram 

negatif termasuk dalam klasifikasi Enterobactericeae dengan ukuran lebar 1,1 – 1,5 

μm dan panjang 2 – 6 μm berbentuk batang dan memiliki flagel sehingga bersifat motil. 
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E. coli sulit diatasi karena kemampuannya dalam memproduksi extended spectrum beta 

lactamases (ESBLs) yang dapat menghidrolisis antibiotik golongan beta laktam 

golongan ketiga, keempat dan monobaktam (Prasetya et al, 2019). Termasuk kedalam 

bakteri umum dan aman hidup dalam tubuh manusia, regulasi gen yang memungkinkan 

bakteri ini untuk mempertahankan diri dan membuat sepsis dalam sel inangnya 

dipengaruhi oleh faktor adhesin, toksin, faktor akuisisi besi, lipopolisakarida, kapsul 

polisakarida dan invasi sesamanya (Sarowska, et al. 2019). 

 Mengacu pada Firdausya, dkk (2019) Bakteri yang juga sering menginfeksi 

aliran darah adalah Staphylococcus aureus, bakteri ini resisten terhadap ampicillin. 

Dari Ghanamani, dkk (2016) resistensi juga terjadi pada antibiotik quinolone, 

vanomicyn, sulfonamida, tetracyclin, trimethophrim, chloramphenicol serta 

clindamicyn. Pada pemeriksaan mikroskopik dengan pewarnaan gram, Staphylococci 

tampak sebagai bakteri gram positif berbentuk kokus dan irregular (tak menentu) 

namun bergerombol dengan ukuran 0,5 – 1,5 μm, memiliki katalase positif dengan 

adanya gelembung gas O2 dan oksidase negatif (Jayanti, dkk 2020). Pertumbuhan 

Staphylococcus aureus terjadi pada pH optimal 7,4 dan kelangsungan hidupnya 

berkurang pada suhu -10 – 0°C. Sebagai bakteri yang bersifat fakultatif aerob dan 

anaerob, bakteri ini akan membentuk koloni besar berwarna kuning ataupun putih hasil 

produksi karotenoid pada medium agar (Ghanamani dkk, 2016). Pada visual TEM S. 

aureus menunjukan dinding sel yang tebal dengan membran sitoplasma amorf, berbeda 

dari bakteri lainnya. Faktor virulensi meliputi adhesin, perusakan imunitas dari sel 

inang atas keberadaan alpha-toksin juga protein A, invasi dengan enzime ekstraseluler 

serta induksi toksin. 

 

3.6.  Ekstraksi 

Proses pemisahan bahan atau senyawa dari suatu campuran menggunakan 

pelarut tertentu disebut dengan ekstraksi (Mukhriani, 2014). Prinsip ekstraksi pada 

bahan alam yaitu pembukaan jaringan atau dinding sel dengan perlakuan dingin atau 

panas sebagai proses penarikan senyawa target menggunakan pelarut organik yang 
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sesuai berdasarkan sifat polaritas dari senyawa yang akan diambil. Ekstraksi pelarut 

terbagi atas dua macam yaitu ekstraksi padatan-cairan (solid-liquid extraction) dan 

ekstraksi cairan-cairan (liquid-liquid extraction). Ekstraksi padatan-cairan berarti 

pengambilan atau pemisahan senyawa metabolit sekunder dari suatu matriks bahan 

padat dengan pelarut tertentu, sedangkan ekstraksi cairan-cairan (liquid-liquid 

extraction) adalah pengambilan atau pemisahan senyawa metabolit sekunder yang 

telah terlarut sebelumnya pada suatu bahan pelarut dengan cara mencampurkannya 

dengan pelarut lain yang bersifat immiscible (tidak dapat bercampur baik) dengan 

pelarut awal tetapi memiliki kemiripan tingkat polaritas dengan senyawa yang akan 

dipisahkan, sehingga senyawa-senyawa target dapat terlarutkan atau terkumpul pada 

pelarut baru tersebut (Nugroho, 2017). Terdapat beberapa metode ekstraksi antara lain: 

maserasi, perkolasi, ekstraksi dengan refluks, ekstraksi dengan Soxhlet, ekstraksi 

dengan ultrasonikasi, ekstraksi dengan tekanan serta ekstraksi dengan microwave 

(Agoes, 2007).  

Pemilihan metode ekstraksi didasarkan pada karakteristik bahan dan senyawa 

metabolit sekunder yang akan diekstrak, rendemen ekstrak yang akan diperoleh, 

kecepatan ekstraksi serta biaya ekstraksi. Menurut Sindora dkk, (2017) metode 

ekstraksi yang bisa digunakan dalam memisahkan AQ secara efektif adalah ekstraksi 

dengan maserasi. Pada metode ini bahan yang akan diekstrak direndam dengan pelarut 

dalam sebuah erlenmeyer untuk kemudian ditempatkan diatas alat shaker (alat 

penggojok/pengadukan skala besar). Sistem yang digunakan yaitu sistem pelarut 

diskontinyu atau pelarut diam tanpa ada pengurangan ataupun penambahan selama 

proses berlangsung. Instrumen ini dilengkapi dengan LCD untuk display pengaturan 

rotasi permenit (RPM), keadaan suhu yang diinginkan (°C) serta penentu waktu 

tertentu untuk lamanya proses maserasi. Selain itu, pada orbital shaker yang terinkubasi 

mempunyai hubungan yang linier dengan transfer rasio oksigen (OTR) dari udara ke 

cairan yang diagitasi didalamnya sehingga proses pemisahan senyawa juga bisa 

berlangsung optimal tanpa kontaminasi (Bates dkk, 2016). 
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Gambar 5. Incubated orbital shaker 

Prinsip dari ekstraksi maserasi dingin adalah penyarian zat aktif yang dilakukan 

dengan cara merendam serbuk sampel dalam cairan penyari yang sesuai selama sehari 

atau beberapa hari pada temperatur rendah terlindungi dari cahaya dan bebas udara, 

cairan penyari akan masuk ke dalam sel melewati dindig sel. Isi sel akan larut karena 

adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di luar sel. Larutan 

yang konsetrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh cairan penyari dengan 

konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut dapat dipercepat dengan adanya 

agitasi atau rotasi permenit (rpm) dari shaker sampai terjadi keseimbangan konsentrasi 

antara larutan di luar sel dan di dalam sel. Selama proses maserasi dilakukan 

penggantian cairan penyari setiap hari. Endapan yang diperoleh dipisahkan dan 

filtratnya dipekatkan. Keuntungan dari metode ini ialah peralatannya yang sederhana, 

dengan waktu yang relatif lebih lama. Pengerjaan metode maserasi dengan waktu 

tertentu memungkinkan banyak senyawa yang akan terekstraksi (Susanty dan 

Bachmid, 2016). 

 

3.7.  Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

Glikosida merupakan senyawa alam yang memberikan pengaruh fisiologis  

terbentuk dari gugus non gula (aglikon) dan gula (glikon). Terdapat variasi gugus 

aglikon yang beragam, salah satunya golongan glikosida AQ. Identifikasi senyawa 

Anthraquinone (AQ) dilakukan dengan metode Borntrager dan Borntrager yang di 

Layar display Indikator RPM, 

suhu dan waktu 
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modifikasi dimana senyawa AQ akan menunjukan karakteristik warna merah, violet, 

kuning, hijau atau ungu dengan basa jika positif ada dalam sampel. Jika konsentrasi 

AQ sangat stabil atau terdapat jenis antranol maka kedua metode negatif dan larutan 

akan berwarna putih (Evans dan Evans, 2009). 

 

3.8. Metode DPPH  

Menurut Antolovich, Prenzler dan Patsalides (2002), salah satu metode 

penentuan aktifitas antioksidan yaitu uji DPPH  atau 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. 

DPPH merupakan radikal bebas yang stabil dan tidak membentuk dimer (identik) 

akibat delokalisasi dari elektron bebas pada seluruh molekul (Molyneux, 2004). 

Delokalisasi tersebut menyebabkan larutan bewarna ungu sehingga dapat diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 520 nm menggunakan spektrofotometer UV-

VIS. Uji antioksidan metode ini terjadi saat larutan DPPH direaksikan dengan senyawa 

pendonor proton atau atom hidrogen, karena hal tersebut warna ungu larutan akan 

hilang seiring tereduksinya DPPH. Hasil uji dilaporkan sebagai IC50 atau jumlah 

antioksidan yang diperlukan untuk menurunkan 50% konsentrasi awal DPPH.  

% inhibisi adalah perbandingan antara selisih absobansi blangko dengan 

absorbansi sampel ditambah blangko yang digunakan  sebagai penentu persentase 

hambatan suatu bahan tertentu terhadap radikal bebas. Keuntungan dari metode ini 

yaitu sederhana dan waktu analisis cepat. 

 

3.9. Isolasi Bahan Alam  

Pemurnian senyawa bioaktif dapat dilakukan dengan teknik kromatografi 

kolom. Banyak molekul bioaktif yang telah diisolasi dan dimurnikan juga 

menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Bahan-bahan tumbuhan mengandung 

sejumlah besar fitokimia kompleks yang sulit dipisahkan sehingga perlu adanya 

peningkatan polaritas menggunakan beberapa fase ekstraseluler dalam mempermudah 

pemisahan. KLT selalu digunakan untuk menganalisis fraksi senyawa dengan 

kromatografi kolom (Julianto, 2019).  
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3.9.1  Kromatografi 

 Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan campuran berdasarkan perbedaan 

distribusi dari komponen-komponen dalam fasa gerak dan fasa diam. Fasa gerak adalah 

suatu gas atau cairan, sedangkan fasa diam dapat berupa cairan atau padatan (Rizalina, 

Cahyono, dan Mursiti, 2018). Dalam makna yang lain, fase diam dapat berupa 

pembentukan kolom dimana fase gerak dibiarkan untuk mengalir (kromatografi kolom) 

atau berupa pembentukan lapis tipis dimana fase gerak dibiarkan untuk naik 

berdasarkan kapilaritas (kromatografi lapis tipis) (Skoog, Holler, dan Crouch, 2007). 

Fase stasioner yang biasa digunakan adalah silika, alumina, selulosa dan poliamida 

sedangkan untuk fase geraknya disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang akan di 

isolasi untuk masing-masing metode kromatografi. 

3.9.1.1 Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLT) 

Kromatografi lapis tipis preparatif (KLT) adalah salah satu bentuk metode 

pemisahan senyawa dimana fase diam adalah suatu lapisan tipis datar atau plat dengan 

bahan penyangga kaca yang terlapis penjerap serbuk halus. Fase diam yang paling 

banyak digunakan adalah silika, dalam hal ini digunakan gel Si-PF245 ukuran 20 x 20 

cm. Kelompok silanol (Si-O) maupun siloksan (Si-O-Si) dapat memisahkan senyawa 

berdasarkan ikatan hidrogen, interaksi dipol-dipol, dan interaksi disperse. Pemisahan 

dengan KLT akan memurnikan senyawa dengan hasil berupa noda berbentuk pita yang 

kemudian diambil dengan cara dikerik dan hasilnya dilarutkan menggunakan pelarut 

tertentu. Contoh adsorben atau fase diam lainnya yaitu alumina (asam, netral, dan 

basa), magnesium oksida, magnesium silikat (Florisil), selulosa (polimer unit D-

glukopiranosa), dan poliamida (polimer dari [NH(CH2)6NHCO(CH2) x C]n) (Cazes, 

1997). Untuk fase gerak KLT tersusun atas 2 sampai 3 solven seperti heksana, asam 

asetat, diklorometana, toluen, dioksana juga kloroform (Lundanes dkk, 2014). Jenis 

kromatografi ini adalah yang paling murah karena tidak melibatkan banyak 

instrumentasi dan dapat memurnikan senyawa hasil kromatografi kolom dalam satu 

kali proses atau satu waktu yang sama (mengisolasi senyawa tunggal pada fraksi aktif). 
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Batas atas KLT 

Garis penotolan sampel 

 

 

 

  

Gambar 6. (a) KLT sebelum elusi (b) KLT setelah elusi 

 

Dalam KLT, proses elusi atau ukuran kecepatan migrasi suatu senyawa 

ditentukan didalam chamber yang akan berisi eluen. Setelah itu, senyawa yang terpisah 

bisa dideteksi menggunakan lampu UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Faktor reterdasi pada KLT (Lundanes dkk, 2014). 

 

3.9.1.2 Kromatografi Kolom 

Pada dasarnya, kromatografi kolom adalah pemisahan komponen - komponen 

dalam sampel dengan cara mengalirkan sampel melewati suatu kolom. Sampel dalam 

hal ini dibawa oleh carrier atau fase gerak non polar (mobile phase), sedangkan kolom 

berisi suatu bahan beserta fase diam (stationary phase) yang bersifat polar dan 

berfungsi memisahkan komponen-komponen sampel. Prinsip pemisahan kromatografi 

adsorpsi adalah kompetisi antara zat terlarut (sampel) dan fase gerak dengan 

permukaan fase diam. Kekuatan adsorpsi bergantung pada sifat gugus fungsionalnya, 

dimana gugus-gugus fungsional ini menentukan tingkat kepolaran. Proses adsorpsi 

dipengaruhi oleh kekuatan ikatan antara solut dan adsorben dan kekuatan untuk 

memisahkan solut dari adsorben (Wati, 2014). Dalam arti lain, senyawa yang 

Plat KLT 

Tempat penotolan sampel 

Solven 

(a) (b) 

Tampak depan 
terdapat band 
(pita) atau noda 

Chamber 
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berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih cepat melalui sistem 

kromatografi. Sebaliknya, senyawa dengan interaksi yang kuat dengan fase diam akan 

bergerak sangat lambat (Christian, 1994; Skoog, 2007). Semakin kecil waktu retensi 

yang dihasilkan, semakin non-polar senyawa yang terelusi. Hal ini ditunjukan pada 

Gambar 8. Proses elusi pada Kromatografi kolom. 

Kromatografi kolom preparatif klasik berbentuk tabung gelas dengan diameter 

5 mm hingga 50 mm dan panjang 5 cm hingga 1 m dilengkapi keran dengan tutup kaca 

atau serat kaca untuk mencegah hilangnya fase diam. Dua cara yang sering digunakan 

untuk persiapan kolom adalah metode basah dan metode kering (Ubay, 2020). 

1. Metode Basah, fase diam dibasahi dengan fase gerak sampai berubah menjadi 

bubur di luar kolom dan kemudian perlahan-lahan dituangkan ke dalam kolom. 

Mencampur dan menuangkan harus sangat berhati-hati untuk menghindari 

gelembung udara. Solusi organik ditambahkan ke bagian atas fase diam dengan 

pipet. Lapisan ini umumnya ditutupi dengan lapisan kecil pasir atau kapas, atau 

dapat dengan wol kaca untuk melindungi bentuk lapisan organik dari tumpahan 

eluen. Selain itu, eluen perlahan mengalir melalui kolom sambil mengelusi 

sampel bahan organik.  

2. Dalam metode kering, kolom pertama diisi dengan bubuk fase kering diam dan 

kemudian diisi dengan fase gerak sampai semua kolom basah. Pada titik ini, 

fase diam tidak boleh kering sehingga fase gerak harus terus-menerus mengalir. 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Proses elusi kromatografi kolom 

Fase gerak (eluen) 

Fraksi nonpolar Fraksi polar 
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3.9.1.3 Kromatografi Cair Kerja Tinggi (KCKT) 

Kromatografi cair kinerja tinggi, yang sebelumnya disebut kromatografi cair 

tekanan tinggi, dikembangkan dari kromatografi cair kolom klasik. KCKT modern 

menggunakan tekanan tinggi untuk memaksa fase gerak dan analit melalui kolom 

tertutup yang dikemas dalam partikel berukuran mikron sebagai fase diam (LaCourse 

dan William, 2017). KCKT terdiri atas dua jenis yaitu KCKT fase normal (Normal-

phase) dan KCKT fase terbalik (Reverse-phase). Prinsip kerja dari dua jenis KCKT 

adalah pemisahan komponen analit berdasarkan polaritas, setiap campuran yang keluar 

akan terdeteksi dengan detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram. Kuantifikasi 

KCKT ditentukan dari jumlah peak yang menyatakan jumlah komponen, sedangkan 

luas peak menyatakan konsentrasi komponen dalam campuran (Hendayana, 2006). 

Instrumentasi KCKT ditunjukkan pada skema alat Gambar 9. 

 

Gambar 9. Instrumen KCKT (LaCourse dan William, 2017). 

1. Reservoir solven dan sistem aliran solven 

Reservoir fase gerak atau solven dapat berupa senyawa apapun yang inert atau 

tidak ikut bereaksi. Biasanya berisi 0,5 - 2 L pelarut, dan harus memiliki tutup yang 

juga berfungsi untuk mencegah debu, mengurangi penguapan pelarut dan 

(Optional) 
reservoir solven 

gas 

pembawa pompa

v 

autoinjektor 

inlet 

kolom analitik 

Post kolom 

(optional) 

detektor 

waste 

Pengumpulan 

fraksi atau 

penggunaan  
ulang fase  

gerak 

kromatogram 

sistem aliran solven 
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memungkinkan tekanan tertentu dalam botol (LaCourse dan William, 2017). Tujuan 

dari pompa (sistem aliran solven) adalah untuk memberikan aliran fase gerak yang 

tepat, akurat, dapat direproduksi, konstan, dan pulse-free untuk masuk kedalam kolom. 

Tekanan yang diberikan dari pompa bisa berkisar antara 6000 – 9000 psi.  

Tiga pompa utama KCKT yang sering digunakan: pompa tekanan konstan, 

pompa berbasis jarum suntik (syringe-based) atau pompa perpindahan, dan pompa 

aliran konstan. Baik pompa bertekanan konstan dan berbasis jarum suntik tidak mudah 

disesuaikan dengan pengiriman pelarut gradien; oleh karena itu, pompa aliran konstan 

adalah yang paling umum. Mayoritas pompa aliran tinggi komersial yang tersedia saat 

ini dirancang dengan pompa piston bolak-balik sederhana. Piston didorong masuk dan 

keluar dari ruang pelarut di kepala pompa, yang biasanya memiliki volume 10 – 100 

μL. Segel piston menjaga fase gerak agar tidak bocor dari pompa. Pada proses inlet, 

piston ditarik dari bagian atas pompa, menciptakan zona tekanan rendah. Tekanan 

rendah menyebabkan inlet masuk (yaitu, dari reservoir fase gerak) terbuka dan outlet 

keluar (yaitu, pengiriman ke kolom) dibagian ujung pompa (Snyder dkk, 1988). 

Pemisahan dapat dilakukan secara isokratik, yang berarti bahwa pelarut yang 

dialirkan ke kolom tidak berubah komposisi selama pemisahan. Untuk pemisahan yang 

lebih kompleks, diperlukan elusi gradien. Secara umum, elusi gradien dilakukan 

dengan mengubah proporsi eluen selama pemisahan. Dengan demikian, senyawa elusi 

awal tetap terlarut dengan baik, sedangkan senyawa yang lebih tertahan terelusi lebih 

cepat. Sistem lain dengan autosampler yaitu binary (dua pelarut, dua pompa) dan 

quertenery (4 pelarut dengan 1 pompa) (Shoyket, Broeckhoven, dan Dong, 2019). 

2. Kolom KCKT 

Kolom merupakan tempat pemisahan senyawa terjadi. Kolom KCKT biasanya 

terbuat dari baja tahan karat, kecuali kolom kapiler dan nanoflow yang biasanya terbuat 

dari tabung silika leburan. Beberapa kolom baja memiliki dinding bagian dalam kaca 

agar lebih inert (Lundanes dkk, 2014). Fase diam berdiameter 3 - 4 μm ini memiliki 

laju alir 1 – 2 mL/menit sehingga inlet sampel dalam 1 kali analisis menyesuaikan, 

yaitu sekitar < 20 μg (Suprianto, 2018). 
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Kolom yang digunakan pada KCKT fase normal yaitu fase diam berupa 

senyawa polar biasanya seperti silika, amino atau siano. Sebaliknya, pada KCKT fase 

terbalik, pemisahan senyawa terjadi dengan fase diam bersifat non-polar, contoh fase 

diam untuk KCKT fase terbalik berasal dari hidrokarbon alkil diantaranya rantai C-8 

atau C18 yang terikat dengan basis silika dan kolom C18 atau oktadesil silika (ODS) 

(Elsa, 2017). Kolom ODS merupakan kolom yang banyak digunakan pada metode 

KCKT. Kolom dengan Panjang 150 mm ini memiliki diameter dalam 4,6 mm dengan 

ukuran partikel 3,5 - 10 μm. ODS C-18 juga terbukti andal dalam pemisahan senyawa 

bukan hanya non-polar tetapi juga senyawa cukup polar atau semi polar bahkan 

senyawa lipofilik dengan efisiensi dan kemampuan reproducibility yang tinggi 

(Thermo, 2011). 

3. Detektor 

Karakteristik ideal detektor KCKT adalah sensitivitas tinggi, stabilitas baik, 

linieritas, waktu respons singkat, keandalan, non-destruktifitas, kemudahan 

penggunaan, dan volume mati rendah. Detektor KCKT dapat digunakan sejalan dan 

bersamaan, memungkinkan penggunaan berbagai teknik deteksi dalam analisis tunggal 

menggunakan variasi instrumen yang berbeda. Output yang dihasilkan dalam analisis 

berupa grafik yang disebut sebagai kromatogram. Tabel 4. mencantumkan beberapa 

detektor KCKT yang umum digunakan dalam analisis pemisahan senyawa.  

 

Tabel 4. Karakteristik detektor KCKT (Angelika, Schuster, dan Rainer, 2001). 

Parameter 

Detektor 

UV-VIS 
Fluore-

scence 

Elektro-

kimia 

Konduk-

tometri 

Refraktif 

index 

Spektro-

metri 

massa 

Klasifikasi Solute Solute Solute Bulk Bulk Bulk 

Respons Selektif Selektif Selektif Selektif Selektif Selektif 

Sensitivitas 2 x 10-10 1 x 10-12 1 x 10-12 2 x 10-10 1 x 10-6 1 x 10-12 
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Kesuaian 

gradien 

Sesuai Sesuai Terbatas Sesuai Tidak 

sesuai 

Sesuai 

Sensitivitas 

aliran 

Rendah Rendah Tinggi Tinggi Tinggi Tinggi 

Sensitivitas 

suhu 

Rendah Rendah Tinggi Tinggi Tinggi Tinggi 

 

Prediksi konsentrasi senyawa suatu analit dalam sampel ditentukan berdasarkan 

kurva kalibrasi yaitu kurva yang menunjukan hubungan antara respon instrumen 

terhadap konsentrasi analit pada beberapa seri konsentrasi dimana nantinya akan 

diperoleh persamaan regresi linier y = bx + a, y merupakan respon instrumen, x adalah 

konsentrasi, a menunjukan intersep y yang sebenarnya sedangkan b berarti slope 

sebenarnya. Koefisien korelasi (r) juga diperoleh guna menggambarkan linieritas suatu 

metode dengan kriteria r ≥ 0,999 (Harvey, 2000). 

 

3.10 Spektrofotometer UV-VIS 

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur energi 

secara relatif saat energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, dan diemisikan sebagai 

fungsi dari suatu spektrum dengan panjang gelombang tertentu disertai alat pengukur 

intensitas cahaya yang ditransmisikan (absorbsi) (Khopkar, 2008). Spektrofotometer 

UV-Vis adalah teknik analisis spektrometer yang menggunakan sumber radiasi 

elektromagnetik ultra violet dekat (190 nm – 380 nm) dan sinar tampak (380 nm – 780 

nm) (Behera, Ghanti, dan Ahmad, 2012).  

Syarat sampel dapat dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-VIS 

diantaranya yaitu bersifat larutan, berwarna, memiliki gugus kromofor dan auksokrom, 

serta memiliki ikatan rangkap terkonjugasi. Untuk senyawa logam, harus dalam betuk 

ion (Riyanto, 2014). Menurut GE Healthcare Life Science dalam Spectrophotometry 
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Handbook (2012), instrumen spektrofotometer UV-VIS memiliki 4 komponen utama 

yang terdiri dari sinar, monokromator, kuvet, dan detektor.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Skema Spektrofotometer UV-VIS 

 

1. Sumber cahaya berfungsi memberikan energi radiasi pada daerah panjang 

gelombang yang tepat dan mempertahankan intensitas sinar yang tetap untuk 

pengukuran. Sumber radiasi untuk spektrofotometer UV-VIS adalah lampu 

hidrogen atau deuterium dan lampu filamen. Lampu hidrogen digunakan untuk 

mendapatkan radiasi di daerah ultraviolet sampai 350 nm. Lampu filamen 

digunakan untuk daerah sinar tampak sampai inframerah dekat dengan panjang 

gelombang 350 nm sampai sekitar 250 nm. 

2. Monokromator berfungsi menghasilkan radiasi monokromatis yang diperoleh 

dilewatkan melalui kuvet berisi sampel dan blanko secara bersaman dengan 

bantuan cermin berputar  

3. Kuvet adalah tempat bahan yang akan diukur serapannya. Kuvet harus dibuat 

dari bahan yang tidak menyerap radiasi pada daerah yang digunakan, umumnya 

terbuat dari kaca tembus sinar tetapi bisa pula terbuat dari plastik.  

4. Detektor adalah material yang dapat menyerap energi dari foton dan 

mengubahnya dalam bentuk lain, yaitu energi listrik.  
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5. Display atau tampilan mengubah sinar listrik dari detektor menjadi pembacaan 

yang berupa meter atau angka tertentu sesuai dengan hasil analisis (Warono dan 

Syamsudin, 2013). 

Menurut Fatimah dan Syamsul (2008), pengukuran spektrofotometer ini 

mengikuti landasan hukum Lambert dan Beer yakni bila suatu cahaya monokromatis 

dilewatkan melalui suatu media transparan, maka intensitas cahaya yang di 

transmisikan sebanding dengan konsentrasi larutan sampel dan ketebalan sel yang 

digunakan berdasarkan persamaan: 

A  =  log I/Io atau A = a.b.c ……………………………………………..…………(1) 

Dimana: 

A  = absorbansi  

a   =  koefisien serapan molar 

b   = tebal media cuplikan yang dilewati sinar 

c   = konsentransi unsur dalam larutan cuplikan  (g/L) 

Io  = Intensitas sinar mula-mula 

I   = Intensitas sinar yang diteruskan 

Y  =  ax - b …………………………………………………………….…..…………(2) 

Dimana; Y = absorbansi 

a = konstanta 

x = konsentrasi 

b = kemiringan/slope 

Penentuan kadar menggunakan Spektrofotometer UV-Visible bisa dilakukan 

menggunakan metode kalibrasi. Standar induk maupun pengenceran dianalisis pada 

panjang gelombang maksimum. Bila sistem ideal akan diperoleh garis lurus titik (0,0) 

menyatakan hubungan absorbansi dengan konsentrasi (Yanlisastuti dan Fatimah, 

2016). Selanjutnya pengukuran absorbansi analit ditentukan, aplikasi perhitungan 

dilakukan secara kuantitatif juga komparatif dengan perbandingan langsung pada 

persamaan kurva guna menentukan kadar senyawa. Keunggulan dari metode ini adalah 
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proses penentuan kadar berlangsung efisien dan cepat. Adapun syarat utama metode 

kalibrasi yaitu analit harus larut sempurna dan berwarna atau dapat dibuat berwarna 

(Kristianingrum, 2016). 

 

3.11.   Fourier Transform Infra-Red (FTIR) 

Spektroskopi Fourier Transform Infra-Red (FTIR) atau dalam bahasa 

Indonesia disebut spektroskopi inframerah transformasi Fourier adalah suatu instrumen 

elusidasi struktur senyawa organik di wilayah inframerah yang didasarkan atas 

interaksi molekul dengan radiasi elektromaknetik pada daerah bilangan gelombang 500 

– 4000 cm-1 (Dachriyanus, 2004). Karakterisasi sampel bisa dianalisis dalam bentuk 

larutan, cairan, padatan serbuk, film, serat, hingga gas. Prinsip dasar analisis FTIR 

yaitu apabila senyawa organik dilewatkan sinar inframerah maka molekulnya dapat 

menyerap (absorpsi) energi sehingga terjadi transisi tingkat vibrasi (ground state) dan 

tingkat vibrasi tereksitasi (excited state), jumlah frekuensi tertentu yang melewati 

cuplikan (tanpa diserap) diukur sebagai persentase transmitansi (Kristianingrum, 

2016). Perubahan energi dinyatakan dengan tetapan Planck: 

 

ΔE = h . υ dengan, 

υ = 
c

λ 
 

 

dimana h adalah tetapan Planck 6,6242 x 10-27 erg det dan υ merupakan frekuensi 

dalam Hertz (Hz) yang menunjukan hubungan frekuensi dengan panjang gelombang 

(λ). Energi total sebanding dengan frekuensi vibrasi dan tetapan gaya (k) dari pegas 

atas massa dua atom yang saling terikat (m1 dan m2), sehingga berlaku Hukum Hooke 

(Stuart, 2004) dalam menentukan daerah vibrasi:  

 

v = 
1

2πc
(

k

(m1.m2)/(m1+m2)
)

1/2
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Keterangan,  

V = Jumlah gelombang (cm-1) 

𝜋  = 22/7 

K = Tetapan pegas/ gaya (dyne cm-1) 

C = Kecepatan cahaya 3 x 1010 (cm dt-1) 

(
m1. m2

m1 + m2
) 

=   

 

Dua (2) Jenis vibrasi dari suatu ikatan molekul poliatomik: 

1. Peregangan ikatan (stretching), terjadi saat dua atom berikatan disebabkan 

karena kedua inti terikat pada pasangan elektron yang sama. Vibrasi stretching 

bervariasi, diataranya seperti scissoring (pada bidang), rocking (pada bidang), 

wagging (diluar bidang) serta twisting (diluar bidang). 

2. Pengerutan ikatan (bending), vibrasi yang terjadi karena naik turunnya ikatan. 

Instrumen spektroskopi yang didasarkan atas operasi inferometer disebut 

spektrofotometer sistem optik Fourier Transform Infra Red (FTIR). Proses 

berlangsungnya analisis FTIR sebagai berikut; sinar dari sumber sinar infra red 

diteruskan, kemudian dipecah oleh beamsplitter menjadi dua bagian sinar yang saling 

tegak lurus. Sinar tersebut akan dipantulkan oleh dua (2) cermin yaitu cermin tegak 

lurus yang dapat bergerak (M) dan cermin tetap (F) untuk akhirnya kembali ke 

beamsplitter sehingga saling berinteraksi, sebagian sinar akan diarahkan menuju 

cuplikan sampel. Gerakan cermin akan membuat sinar yang terbaca pada detektor 

menjadi fluktuatif, kedua cermin berfungsi menentukan perbedaan jarak radiasi 

inframerah disebut retardasi. Jika jarak cermin terhadap detektor sama maka kedua 

sinar saling menguatkan, sebaliknya jika jarak cermin terhadap detektor berbeda maka 

kedua sinar saling melemahkan. Hubungan antara intensitas radiasi IR yang diterima 

detektor dari sampel terhadap retardasi menghasilkan interferogram dan diubah 

menjadi spektra IR menggunakan operasi matematika. 
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Gambar 11. Skema Spektroskopi FTIR (Mezzetti dan Leibel, 2017) 

 

Untuk memperoleh informasi struktur senyawa organik, terdapat daerah 

serapan senyawa atas radiasi infra merah yang terjadi.  

 

Tabel 5. Daerah serapan Inframerah  

Bilangan gelombang dalam cm-1 

 

O–H      C–H  C=C Serapan C=O C=N C–Cl  

 - CH3 C=N Sangat   C–O  

N–H     - CH2 X=C=Y 

(C,O,N,S) 

Sedikit 

- C≡C, - C≡N 

 C=C 

(aromatik 

dan alifatik) 

C–N  

C–C  

 

Panjang gelombang dalam mikrometer 

Spesifikasi serapan senyawa berdasarkan gugus fungsi menurut Kristianingrum, 

(2016) meliputi; 

1. Alkana, serapan utama yang akan tampak dalam spektra IR alkana disebabkan 

oleh stretching C–H  di daerah 2850 - 3000 cm-1, scissoring CH2 dan CH3 di 

650 1550 1650 1800 2000 2500 4000 

15,4 6,5 6,1 5,5 5 4 2,5 
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daerah 1450 – 1470 cm-1, rocking CH3 pada kurang lebih 1370 – 1380 cm-1 dan 

pita rocking, pada 720 – 7725 cm-1.  

2. Alkena, rantai ini memiliki sifat yang lebih kuat dari alkana, maka alkena sulit 

bervibrasi. Sehingga, biasa terdeteksi serapannya pada daerah 3050 – 3150 cm-

1 atas keberadaan satu hidrogen yang menempel pada ikatan rangkap dua. Untuk 

stretching C=C berada di daerah 1645 – 1670 cm-1. 

3. Alkuna dan Nitril. Alkuna menunjukan pita stretching C–H  yang tajam pada 

3300 – 3320 cm-1 dan bentuk bending pada 600 – 700 cm-1. Sedangkan 

stretching C=N (nitril) pada alkuna terbaca pada 2100 – 2140 cm-1 dengan 

intensitas sedang. Untuk stretching C=C alkuna dalam berupa serapan lemah 

yang terjadi pada 2200 – 2260 cm-1. 

4. Alkil halida. Ciri absorpsi alkil halida yakni serapan pita yang disebabkan oleh 

stretching C–X, 1000 – 1350 cm-1 untuk C–F , C–Cl pada 750 – 850 cm-1, 500 

– 680 cm-1 milik C-Br serta 200 – 500 cm-1 untuk C–I .  

5. Alkohol dan Eter. Alkohol dan eter memiliki ciri absorpsi infra merah 

disebabkan stretching C–O  didaerah 1050 – 1200 cm-1, namun stretching O-H 

alkohol terjadi di daerah 3200 – 3600 cm-1. 

6. Aldehid dan Keton. Kedua senyawa ini bervibrasi atas stretching C=O karena 

gugus karbonil yang sangat polar dan momen dipol yang cukup besar, sehingga 

membentuk spektra dengan intensitas tinggi. Aldehid jenuh sederhana, 

serapannya terjadi pada 1725 cm-1. 

 

3.12.  Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone  

3.12.1  Analisis Senyawa Anthraquinone menggunakan BACTEC MGIT 960 

 Uji kepekaan menggunakan instrumen BD BACTEC (Becton, Dickinson, and 

Company, NJ USA) memiliki kecepatan dan keakuratan hasil analisis yang tinggi. 

Difasilitasi dengan 7 mL media cair Mycobacterium Growth Indikator Tube (MGIT) 

yang mengandung Middlebrook 7H9 broth base, serta 110 uL indikator flouresensi 
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yaitu tris 4,7-diphenyl-1,10-phenanthroine ruthenium chloride pentahydrate dalam 

basis karet silikon, WHO merekomendasikan Drug Susceptibility Testing  untuk 

mempermudah biakan bakteri (Setiarsih, et al 2012). Mycobacterium Growth Indikator 

Tube (MGIT) mengurangi waktu pertumbuhan bakteri bila dibandingkan dengan 

metode lainnya seperti Lownstein Jensen (LJ). Kit SIRE disesuaikan dengan langkah 

percobaan, pertama dilakukan uji susceptibility terhadap berbagai lini OAT kemudian 

analisis MDR-TB dari senyawa yang diidentifikasi dalam penelitian. Aktivitas 

antibakteri bisa dipastikan dalam masa inkubasi bakteri selama 14 hari, dengan rata-

rata nilai sensitif pada hari ke 9 (Rukminiati, 2012). 

3.12.2  Analisis Senyawa Anthraquinone menggunakan Difusi Cakram 

Metode difusi cakram merupakan metode yang banyak digunakan dalam uji 

aktivitas antimikroba suatu antibiotik atau senyawa kimia tertentu. Kepekaan 

mikroorganisme patogen akan terlihat dari luas dan ukuran zona bening pada media 

agar, yaitu area bening disekeliling kertas cakram (paper disc) atas eksresi zat 

penghambat pertumbuhan bakteri yang dianalisis (Byod  1995). Kelebihan dari metode 

ini adalah prosesnya cepat dimana hasil bisa dideteksi setelah inkubasi selama 24 jam 

pertama,  kemudian efektif juga efisien yaitu tidak memerlukan banyak volume untuk 

zat yang akan dianalisis karena hanya dibiarkan meresap dalam disc. Menurut Lewis 

(2011), yang menyebabkan terjadinya penghambatan bakteri pada metode ini adalah 

saat disc diletakkan pada permukaan media agar, keberadaan senyawa mengganggu 

keutuhan membran sel, menghambat kerja enzim, mengganggu sintesis protein dan 

asam nukleat, serta menghambat regenerasi dinding sel. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1.  Alat 

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain timbangan analitik, 

spatula, gelas beaker 1000 mL; 250 mL; 100 mL; dan 50 mL (Iwaki), gelas ukur 1000 

mL dan 100 mL (Iwaki), pipet volume 10 mL (Iwaki), pipet ukur 10 mL; 2 mL dan 1 

mL (Iwaki), labu erlenmeyer 1000 mL; 500 mL dan 250 mL (Iwaki), tabung reaksi 25 

mL (Iwaki), corong pisah, statif dan klem, tabung ependorf 25 ml, botol McCartney, 

bunsen, power pipet, vial, cawan petri, kolom SEP-PAK C18, freezer, pipet tetes, 

mikropipet, autoklaf, magnetik stirer, corong gelas, pinset, penggaris, incubator, 

vacuum rotary evaporator, orbital shaker (Thermo Scientific), KLT chamber, 

biosafety cabinet (laminar), rak AST, vortex (Thermo), Freeze Dry (CHIRST Alpha 1-

4 LDplus), sistem BACTEC MGIT 960, Spektrofotometer UV-VIS (SHIMADZU), 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (Shimadzu LC-20AD) serta Spektroskopi 

Inframerah Transformasi Fourier (FTIR) PerkinElmer. 

 

4.2.  Bahan 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Selada hijau kriting 

(Lactuca sativa L.), anthraquinone teknis (MERCK 98%), metanol p.a (CH3OH), 

etanol (C2H5OH) p.a, etil asetat (C4H8O2), aquades, diklorometana (CH2Cl2), amoniak 

(NH3), larutan 2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl (DPPH), kloroform (CHCl3),  toluena 

(C7H8), asam asetat anhidrat (CH3COOH), n-Heksana (C6H14), asam sulfat (H2SO4), 

kalium hidroksida (KOH) 10%, serium sulfat, KOH 5 N, Plat Si-PF245 ukuran 20 x 20 

cm, larutan NaCl, Middlebrok 7H9 (MGIT), PANTA suplemen, Mycobacterium 

tuberculosis strain H37Rv, bakteri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 

Staphylococcus Aureus, Streptococcus pyogenes, antibiotik isoniazid, streptomycin, 

rifampicin, moxifloxacin, levofloxacin, ampicillin, eritromycin alkohol 70%, nutrien 
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agar (NA), Müller Hinton broth (MHB), darah (domba), tips, kertas saring, kapas steril 

(berlidi), plastik  wrap, serta alumunium foil. 

 

4.3.  Cara Kerja 

4.3.1.  Preparasi Sampel Ekstrak Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

Sebanyak 12 kg tanaman selada hijau segar dipisahkan dari akar dan batangnya, 

dicuci dengan air mengalir, setelah bersih kemudian ditempatkan dalam labu alas bulat 

dan dikumpulkan dalam wadah plastik. Daun selada diberi perlakuan kriogenik 

(pembekuan) pada suhu -80°C selama kurang lebih 4 – 24 jam. Segera sebelum 

ekstraksi dan analisis, kadar air daun selada dihilangkan dengan metode freeze drying. 

Tanaman selada hijau terlebih dahulu di determinasi di Laboratorium Lembaga Ilmu 

Pengetahuan Indonesia Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan dan Kebun Raya - LIPI 

guna membuktikan morfologi tanaman sebagai sampel utama penelitian. 

4.3.1.1. Pembuatan Ekstrak Aquades (Aq) 

20 g serbuk daun selada diekstraksi dengan pelarut aquades (Aq) dalam rasio 

perbandingan 1:20 (w/v) pada suhu ruang selama 24 jam menggunakan orbital shaker. 

Setelah itu, ekstrak aquades yang diperoleh disaring dengan menggunakan kertas 

saring Whatman #1. Semua ekstrak aquades yang telah disaring disimpan ke dalam 

freezer. 

4.3.1.2. Pembuatan Ekstrak Metanol (MeOH) 

20 g serbuk daun selada diekstraksi dengan pelarut metanol (MeOH) absolut 

dalam rasio perbandingan 1:20 (w/v) pada suhu 27°C selama 24 jam menggunakan 

orbital shaker. Setelah itu, ekstrak metanol yang diperoleh disaring dengan 

menggunakan kertas saring Whatman #1. Semua ekstrak metanol yang telah disaring 

disimpan ke dalam freezer. 

4.3.1.3. Pembuatan Ekstrak Etanol (EtOH) 

20 g serbuk daun selada diekstraksi dengan pelarut etanol (EtOH) dalam rasio 

perbandingan 1:20 (w/v) pada suhu ruang selama 24 jam menggunakan orbital shaker. 
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Setelah itu, ekstrak etanol yang diperoleh disaring dengan menggunakan kertas saring 

Whatman #1. Semua ekstrak etanol yang telah disaring disimpan ke dalam freezer. 

4.3.1.4. Pembuatan Ekstrak Etil Asetat (Ea) 

20 g serbuk daun selada diekstraksi dengan pelarut etil asetat (Ea) dalam rasio 

perbandingan 1:20 (w/v) pada suhu ruang selama 24 jam menggunakan orbital shaker 

(Su dkk, 1973). Setelah itu, ekstrak etil asetat yang diperoleh disaring dengan 

menggunakan kertas saring Whatman #1. Semua ekstrak etil asetat yang telah disaring 

disimpan ke dalam freezer. 

 

4.3.2. Identifikasi Ekstrak Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

 Menurut Kristanti (2006); Edziri (2011); Fitriyanawati (2017); serta Rohmah 

(2019); identifikasi glikosida anthraquinone (AQ) ekstrak daun selada (Lactuca sativa 

L.) dilakukan dengan dua (2) metode; 

a. Metode (1) yaitu uji Borntrager, sebanyak 30 mg ekstrak ditambah 10 mL  

aquades, disaring, kemudian filtrat diekstrak dengan 3 ml toluena menggunakan 

corong pisah, proses ekstraksi dilakukan dengan 2 kali pengulangan, fase 

toluena terpisah sebagai larutan A dan B. Larutan A sebagai pembanding, dan 

larutan B ditambahkan dengan ammonia, diamati perubahan warna larutan.  

b. Uji identifikasi dilakukan juga dengan metode Borntrager modifikasi (2), 30 

mg ekstrak ditambahkan dengan  KOH  5 N  dan  1  mL  H2SO4 encer.  

dipanaskan dalam waterbath selama 10 menit, kemudian didinginkan dan 

disaring, diasamkan dengan asam asetat glasial, dan diekstraksi cair-cair 

dengan  5 mL  toluena. Hasil ekstrak dibagi menjadi 2 bagian, A dan B. Larutan 

A digunakan sebagai blangko sedangkan lapisan toluena (B)  dipisahkan  dan  

ditambahkan ammonia untuk mengubah keadaan menjadi basa, diamati 

berubahan warna larutan. 

Hasil  positif identifikasi AQ ditunjukkan  jika  pada  lapisan ammonia  terbentuk  

warna  merah atau merah muda. 
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4.3.3. Penentuan Kadar Anthraquinone (AQ) dengan Metode Kalibrasi Standar  

Penentuan kadar AQ menggunakan metode kalibrasi standar yang dimodifikasi 

menggunakan instrumen Spektrofotometer UV-VIS. Penentuan Panjang gelombang 

maksimum ditentukan dengan cara memasukan 2 mL larutan standar AQ 1000 ppm 

kedalam kuvet. Standar dibuat dengan melarutkan 50 mg  AQ teknis yang dilarutkan 

menggunakan etanol 96% hingga volume 50 mL. Rentang absorbansi maksimum dan 

panjang gelombang maksimum dilakukan pada daerah 200 – 400 nm. Kemudian 

standar AQ diencerkan menjadi 100; 50; 25; 10 dan 5 ppm dengan mengambil larutan 

induk 1000 ppm berturut-turut untuk setiap konsentrasi yaitu 1; 0,5; 0,25; 0,1; dan 0,05 

mL kemudian dilarutkan kembali menggunakan 96% etanol hingga volume 10 mL. 

Untuk penentuan kadar total AQ dalam sampel ekstrak dilakukan dengan cara 

membuat larutan konsentrasi 1000 ppm yakni mencampurkan; 10 mg ekstrak sampel 

(Aquades, Metanol, Etanol dan Etil asetat) kemudian dilarutkan dengan etanol p.a 

hingga tanda batas menjadi 10 ml. Larutan dihomogenisasi dan dianalisis pada panjang 

gelombang 250 nm. Selama pembacaan diperoleh nilai absorbansi untuk dapat 

menentukan kadar total AQ pada setiap ekstrak menggunakan kurva kalibrasi standar. 

Hasil tertinggi dari salah satu ekstrak kemudian dilanjutkan untuk uji daya antioksidan 

dan pemisahan kolom kromatografi serta kromatografi lapis tipis. 

 

4.3.4. Uji Daya Antioksidan dengan DPPH  

Pengujian daya antioksidan DPPH dari ekstrak daun selada ditentukan menurut 

Yen dan Chen (1995) menggunakan Spektrofotometer UV-VIS. Pertama, larutan 

DPPH 50 ppm dibuat dengan cara mencampurkan 2,5 mg serbuk DPPH kedalam 50 

mL metanol. Ditentukan panjang gelombang maksimum percobaan dengan 

memasukan 2 mL metanol p.a. dan 1 mL larutan DPPH 50 ppm kedalam kuvet. 

Rentang  panjang gelombang maksimum dibaca pada daerah 400 – 600 nm. Untuk 

penentuan % inhibisi; dilarutkan 10 mg setiap ekstrak sampel dalam 100 mL etanol, 

kemudian dibuat variasi konsentrasi ekstrak sampel yakni 7; 9; 11;  dan 13 ppm. 2 mL 

masing – masing konsentrasi ekstrak dicampurkan dengan 2 mL larutan DPPH 50 ppm. 



40 

 

  

Larutan dihomogenisasi serta diinkubasi dalam suhu ruang selama 30 menit untuk 

terakhir dianalisis pada panjang gelombang maksimum terbaca. Persentase inhibisi 

yang diperoleh dihitung berdasarkan perbandingan sebagai berikut: 

 

 (%) Inhibisi = 
Abscontrol − Abssample 

Abscontrol
 x 100 

 

Nilai IC50 (mg ekstrak/mL) merupakan konsentrasi inhibisi dimana radikal DPPH 

diurai sebesar 50% dan diperoleh dengan interpolasi dari analisis regresi linier sebagai 

perbandingan kontrol positif. Ekstrak dengan nilai IC50 terkecil dilanjutkan untuk 

pemisahan senyawa metode kolom kromatografi. 

 

4.3.5. Isolasi Anthraquinone (AQ) dari Ekstrak Selada Hijau (Lactuca sativa) 

4.3.5.1. Isolasi Anthraquinone (AQ) dengan Kromatografi Kolom 

Optimasi penggunaan eluen kromatografi kolom dilakukan menggunakan 

metode kromatografi lapis tipis (KLT) plat (TLC60 F254) dimana fase gerak yang 

digunakan adalah n-Heksan : Etil asetat (2:1) serta diklorometana : metanol (5:1). 

Eluen dibiarkan merambat naik hingga tanda batas atas, selanjutnya plat di semprotkan 

reagen serium sulfat dan dipanaskan untuk memperoleh warna atau memunculkan 

bercak senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Secara umum, Metode ini berfungsi 

sebagai uji kualitatif yang akan divisualisasikan dibawah cahaya UV dengan panjang 

gelombang 254 nm. Pada isolasi kolom kromatografi ekstrak sampel dihomogenkan 

dengan celite sebagai katalis. Kolom dipasang pada statif dan klem secara tegak lurus, 

silika gel dimasukan kedalamnya sebagai media pemisah (fasa diam) guna selanjutnya 

dielusi menggunakan metode gradien. Pemisahan terjadi dengan mengeluarkan eluen 

melalui kran kedalam botol berukuran 50 ml. Ekrstrak dipisahkan dengan eluen n-

Heksan : Etil asetat (10:1; 5:1, dan 2:1) untuk terakhir dielusi dengan eluen Etil asetat. 

Diperoleh hasil fraksi senyawa dengan pigmen warna berbeda untuk selanjutnya 

diuapkan hingga kering. 
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4.3.5.2. Isolasi Anthraquinone (AQ) dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Berdasarkan Muhsin dan Shami (2015), serta Xu (2012) isolasi AQ dalam 

tanaman bisa dilakukan menggunakan metode Kromatografi lapis tipis. Hasil fraksi 

yang diperoleh di visualisasikan dan kembali dipisahkan dengan kromatografi lapis 

tipis (KLT) untuk mendeteksi keberadaan senyawa isolat AQ murni. Fase gerak yang 

digunakan yaitu diklorometana : metanol (5:2) kemudian disemprotkan dengan reagen 

KOH 10 % sebagai penimbul bercak AQ, noda berwarna coklat-jingga, jingga ataupun 

merah menandakan eksistensi senyawa AQ. Ditentukan nilai reterdation factor (RF) 

noda fraksi senyawa yang sejajar dengan area noda standar AQ dan dianggap sebagai 

AQ dari selada untuk selanjutnya ditandai sebagai isolat AQ yang akan dikarakterisasi 

dan dianalisis uji antibakteri. 

 

4.3.6. Penentuan Anthraquinone (AQ) menggunakan Kromatografi Cair Kinerja 

Tinggi (KCKT) 

4.3.6.1.  Pembuatan Larutan Induk Anthraquinone (AQ) 

Gelas beaker 1000 mL, dimasukan  Metanol : Air (8:2) sebagai fase gerak. 1,5 

mg AQ teknis (kemurnian 98%) dilarutkan dalam 1,5 mL metanol untuk menghasilkan 

konsentrasi akhir 1000 ppm.  

4.3.6.2.  Pembuatan Larutan Standar Anthraquinone (AQ)  

Untuk deret standar, di pipet 750 μL; 375 μL; 150 μL; 75 μL; 37,5 μL; 15 μL 

dan 7,5 μL larutan AQ dimasukan kedalam vial 1 mL guna pengenceran larutan 

menjadi 500; 250; 100; 50; 25; 10 dan 5 ppm kemudian ditambahkan metanol sampai 

tanda batas. Larutan dibuat dengan tujuan sebagai pembanding sampel sedangkan batas 

range konsentrasi untuk mempermudah pembacaan elusi senyawa dan proses 

perhitungan kadar.  

4.3.6.3.  Analisis Anthraquinone (AQ) pada Isolat Etil Asetat (Ea)  

60 mg isolat Ea dilarutkan menggunakan metanol dalam eppendorf 10 mL dan 

ditambahkan hingga tanda batas kemudian divortex dengan kecepatan tinggi (175 
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rotasi permenit) selama 15 menit untuk membuat konsentrasi 6000 ppm. Setelah itu 

dibuat konsentrasi 2500 ppm, diambil larutan stok sebanyak 625 𝜇l lalu dicukupkan 

hingga 1,5 ml menggunakan pelarut yang sama, dan pada konsentrasi 1000 ppm 

diambil larutan stok 250 𝜇l dalam 1,5 ml metanol. Sampel disaring melalui filter jarum 

suntik Teflon 0,45 μm ke dalam vial HPLC coklat, dan ditutup untuk analisis. 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) diatur menggunakan detektor panjang 

gelombang 325 nm dan 254 nm dengan elusi isokratik, kolom Keystone ODS/H 250 x 

4.6 mm, 5 μm memiliki ketelitian tinggi dengan volume injeksi 10 μL (laju alirnya 1 

mL/menit). Kromatografi fase terbalik, mengakibatkan senyawa polar cenderung 

terelusi lebih dulu sedangkan senyawa kurang polar akan teradsorpsi (terjerap) lebih 

lama didalam kolom. Dimasukan larutan standar dan sampel kemudian posisikan pada 

keadaan LOAD. Secara proses sampel akan diinjeksikan bergantian untuk bisa masuk 

kedalam kolom dibantu oleh fase gerak berupa 80% metanol dan 20% air serta adanya 

pompa bertekanan tinggi. Komponen yag berinteraksi dengan fasa diam secara kuat 

akan bergerak lebih lambat (distribusinya), dimana waktu elusi dilakukan selama 18 

menit. Dibuat kurva kalibrasi dan dihitung kadar AQ sebagai analisis kuantitatif dari 

isolat selada hijau.  

  

4.3.7 Penentuan Struktur Anthraquinone (AQ) Terkonfirmasi Fourier Transform 

Infra Red (FTIR)  

Spektra FTIR dihasilkan dari spektroskopi Inframerah transformasi fourier 

PerkinElmer version-10 UATR. Sampel isolat kering ditempatkan dalam cawan 

porselen, dihomogenkan dengan plat KBR kemudian sampel dipress menggunakan alat 

PIKE tekanan 80 newton. Sampel diposisikan kedalam sampel holder sampai seluruh 

bagian diamond tertutup. Setelah itu semua akuisisi dan pemrosesan data dilakukan 

dengan Software QUANT+ PerkinElmer spectrum one FTIR. Karakterisasi ini 

bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi sebagai data interpretasi struktur senyawa 

turunan anthraquinone (AQ). 
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4.3.8.  Anthraquinone (AQ) sebagai Anti Antibakteri 

Penentuan aktifitas anti bakteri dari senyawa anthraquinone (AQ) dilakukan 

dengan konfirmasi Drug Susceptibility Testing (DST) menggunakan instrumen 

BACTEC MGIT 960 (WHO, 2018) untuk MTB strain H37Rv serta metode difusi 

cakram untuk uji bakteri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus 

Aureus, Streptococcus pyogenes. 

4.3.8.1.  Pembuatan Stok Larutan Uji 

4.3.8.1.1. Ekstrak Daun Selada Hijau 

Ekstrak uji ditimbang seksama sebanyak 40 mg dan dimasukkan ke dalam 

wadah vial. Ekstrak dilarutkan menggunakan metanol sebanyak 8 ml, kemudian 

dihomogenkan dengan vortex. Sampel disimpan sebagai larutan stok ekstrak 5000 

ppm. Setelah itu dibuat konsentrasi 2500 ppm, diambil larutan stok sebanyak 750 𝜇l 

lalu dicukupkan hingga 1,5 ml menggunakan metanol, dan pada konsentrasi 1000 ppm 

diambil larutan stok 300 𝜇l lalu cukupkan hingga 1,5 ml. 

4.3.8.1.2. Isolat Anthraquinone (AQ) dari Daun Selada Hijau 

Stok isolat uji 6000 ppm diencerkan, dibuat konsentrasi 2500 ppm dengan 

mengambil larutan stok sebanyak 625 𝜇l lalu dicukupkan hingga 1,5 ml menggunakan 

metanol, selain itu dibuat pula konsentrasi 1000 ppm yakni sebanyak 250 𝜇l larutan 

stok dicukupkan dengan metanol hingga 1,5 ml. 

4.3.8.2.  Uji Sterilitas Sediaan Stok  

Biafety cabinet (laminar) disterilkan selama 24 jam menggunakan sinar UV 

setelah penyemprotan alkohol 70%. Seluruh alat gelas yang akan digunakan 

disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Disiapkan media 

nutrien agar (NA- oxoid), 15 g ke dalam 500 ml aquades dan didihkan sambil terus 

diaduk. Setelah mendidih media disimpan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 

15 menit kemudian ditambahkan darah segar (steril) dan kembali dihomogenkan. 

Media NA dituang ke dalam cawan petri, dibiarkan sampai memadat. Ekstrak juga 
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isolat uji diinokulasikan dengan pola goresan zigzag ke dalam media yang telah 

memadat untuk mempermudah pengamatan. Proses inokulasi dilakukan mengunakan 

jarum ose yang telah disterilkan dengan cara dibakar diatas api bunsen. Inkubasi cawan 

petri secara terbalik selama 24 jam pada suhu 36°C. Diamati pertumbuhan 

mikroorganisme. 

4.3.8.3.  Suspensi Bakteri  

4.3.8.3.1.  Mycobacterium tuberculosis Strain H37Rv  

Proses peremajaan bakteri dilakukan dalam biosafety cabinet (laminar). Bakteri 

H37Rv disubkultur selama 3-5 hari, dengan cara memasukan 0,5 mL bakteri dari stok 

kultur kedalam media MGIT 7 mL dan di inkubasi selama 1x 24 jam. Pada hari kedua 

pengamatan, botol yang telah diinkubasi divortex sebagai proses homogenisasi. 

Larutan subkultur utama kemudian diencerkan dengan 4 mL larutan NaCl pada hari 

ketiga dan diamati pertumbuhannya hingga hari kelima. Tepat hari kelima 

pertumbuhan, disiapkan tabung MGIT baru 7 mL dan ditambahkan 0,8 ml Growt 

supplement PANTA, kedalamnya dimasukan 0,5 mL suspensi bakteri yang telah 

diencerkan. Tabung dibiarkan dalam suhu ruang selama 30 menit untuk selanjutnya 

bisa langsung digunakan dalam uji kepekaan senyawa (Siddiqi dan Gerdes, 2006).  

4.3.8.3.2.  Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus Aureus,  dan 

Streptococcus pyogenes 

Pembuatan suspensi bakteri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 

Staphylococcus Aureus dan Streptococcus pyogenes kembali dilakukan dalam 

biosafety cabinet (laminar).  Untuk setiap suspensi bakteri, sebanyak 0,13 gram nutrien 

broth dimasukan kedalam Erlenmeyer dan ditambahkan dengan 10 ml aquades 

kemudian dihomogenkan dan diautoklaf selama 2 jam pada suhu 121°C. Setelah 

dingin, larutan dimaksukkan ke tabung reaksi steril. Kedalamnya ditumbuhkan bakteri 

sebanyak 1 tube sebagai proses subkultur. Tabung reaksi ditutup dengan plastik wrap 

dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu optimum pertumbuhan yaitu 37°C. 

4.3.8.4.  Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone (AQ)  

4.3.8.4.1.  Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone (AQ) dengan BACTEC 960 
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Disiapkan 5 tabung MGIT 7 mL untuk 4 sampel dan 1 growth control (GC). 

0,8 mL PANTA supplement dimasukan kedalam setiap tabung dan ditambahkan 4 mL 

aquades kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. 200 𝜇l larutan sampel yaitu 

ekstrak dan isolat konsentrasi 1000 ppm; dan 2500 ppm dilarutkan kedalam empat (4) 

tabung kecuali GC sebagai pembanding. Sebelum inokulasi bakteri, suspensi kembali 

diencerkan 1:100 dengan mengambil 0,1 mL MTB H37Rv kedalam 10 mL larutan 

NaCl steril, dihomogenkan. Setelah itu 500 𝜇l suspensi 1:100 di inokulasikan  kedalam 

GC dan tabung sampel. Sesaat setelah homogen, tabung ditempatkan diatas rak 

rangkaian AST (sequence) untuk terakhir diposisikan pada instrumen BD BACTEC 

MGIT 960. Hasil pemeriksaan diperoleh setelah inkubasi 12-14 hari. Instrumen ini 

akan mengeluarkan sinyal merah (positif) bila growth unit (GU) dalam tabung terbaca 

pada nilai 400.  

4.3.8.4.2.  Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone (AQ) dengan Difusi Cakram 

Metode uji aktivitas antibakteri  selanjutnya menggunakan metode difusi 

cakram. Mula-mula disiapkan 0,42 g Müeller Hinton Broth (MHB) dan 0,56 mL 

nutrien agar (NA), kemudian ditambahkan 20 mL aquades dan diautoklaf selama 2 jam 

pada suhu 121°C. Larutan dituang kedalam cawan petri dan ditunggu hingga mengeras. 

Suspensi bakteri yang telah diremajakan 24 jam kemudian diambil menggunakan kapas 

(berlidi) lalu dioleskan diatas permukaan media. Setelah itu sampel senyawa yang 

dianalisis dibiarkan menyerap pada kertas saring dan diposisikan diatas media untuk 

uji aktivtas. Cawan petri selanjutnya ditutup dan direkatkan dengan plastik wrap serta 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24; 48 dan 72 jam. Besar diameter zona bening atau 

zona penghambatan diukur menggunakan penggaris.  
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BAB V  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian Karakterisasi Senyawa Anthraquinone (AQ) dari Daun Selada Hijau 

(Lactuca sativa L.) telah dilakukan selama 6 bulan di Laboratorium Lembaga Ilmu 

Pengetahuan Indonesia (LIPI) atau bagian dari Badan Riset dan Inovasi Nasional 

(BRIN) Cibinong, Kabupaten Bogor. Uji aktivitas antibakteri Ekstrak dan isolat 

diidentifikasi pada bakteri strain spesifik MTB H37Rv, Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, serta Streptococcus pyogenes.  Daun selada 

hijau (Lactuca sativa L.) diperoleh dari perkebunan di Lembang, Bandung sebagai 

sampel utama penelitian untuk mengkonfirmasi keberadaan turunan senyawa 

anthraquinone (AQ) sehingga dapat berfungsi sebagai antibakteri atau senyawa 

penuntun antibiotik mengatasi permasalahan resistensi antimikroba. 

  

5.1.  Daun Selada Hijau (Lactuca Sativa L.) 

5.1.1  Determinasi Tanaman 

Tanaman selada hijau kriting (Lactuca sativa L.) baik daun disertai akar, juga 

batang diidentifikasi di Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan dan Kebun Raya - 

Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Bogor untuk memastikan kebenaran 

identitas tanaman dengan metode determinasi tanaman. Hasilnya1 menunjukan bahwa 

tanaman selada hijau yang digunakan adalah benar jenis Lactuca sativa L. (sinonim 

Lactuca sativa subsp. crispa (L.) schübl. & G.Martens, dari suku Asteraceae.  

5.1.2  Preparasi Sampel Daun Selada Hijau (Lactuca Sativa L.) 

Penyediaan sampel penelitian dilakukan dengan memisahkan 12 kg daun selada 

dari akar juga batang tanaman kemudian dibersihkan dan dicuci dengan air mengalir 

untuk menghilangkan pengotor. Daun selada hijau disimpan kedalam alat gelas, 

dikumpulkan diatas wadah plastik dan dibekukan pada suhu -80°C selama 24 jam 

 
1 Surat hasil Determinasi Lampiran 1. 
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(semalaman), proses ini dilakukan guna mengurangi kerusakan sampel atau 

menghindari oksidasi tanaman atas kontaminasi udara yang dapat mempercepat 

enzymatic browning yaitu pencoklatan enzimatis pada buah/sayur. Menurut Moon et 

al. (2020), enzim pencoklatan bisa terjadi saat pemanenan, pengangkutan ataupun 

penyimpanan. Perlakuan fisikal seperti mengupas, memotong, mengiris serta merobek 

buah/sayur pada teperatur tertentu membuat enzim yang juga disebut polifenol 

oksidase aktif.  

5.1.3  Metode Freeze Drying 

Perlakuan sebelumnya yaitu kriogenik (pembekuan) dengan penyimpanan pada 

suhu -80°C mempermudah pelaksanaan metode freeze drying atau pengeringan beku. 

Metode ini merupakan metode pengeringan termal yang dilakukan dengan suhu rendah 

dimana kandungan air didalam sampel dibekukan menjadi fase padat (es) kemudian 

diubah menjadi fase udara menggunakan prinsip sublimasi atas pengendalian suhu dan 

tekanan. Sublimasi terjadi ketika tekanan dan suhu permukaan es dibawah titik triple 

point terletak pada suhu 0,01°C dan tekanan 0,61 kPa atau 0,006 atm (Sularz, 2020). 

Hal ini bertujuan agar gas yang terbentuk saat peningkatan suhu terbuang keluar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12. Diagram perubahan fase air 

D 

C

 

Cair 

Pembekuan 

Gas 

Padat 

Sublimasi 

B 
1 

218 

0,006 

T
ek

an
an

 (
at

m
) 

Suhu (°C) 
0,001 100 374 

A

 

Kendali dibawah 

triple point 



48 

 

  

Keunggulan dari metode freeze drying adalah selama proses berlangsung, tidak 

ada pengurangan vitamin, mineral juga bahan aktif senyawa dari sampel dibandingkan 

dengan metode pengeringan termal suhu tinggi (Habibi dkk, 2019). Tahapan metode 

ini meliputi : 

a. freezing, yaitu pembekuan kembali sampel pada suhu -40°C bertujuan 

mengubah fase air menjadi fase padat (es). 

b. Proses dilanjutkan dengan drying atau pengeringan. Terdapat dua tahap 

pengeringan; main-drying bertujuan untuk menghilangkan kandungan air dari 

luar sel simplisia daun selada hijau, kemudian final-drying adalah tahap akhir 

untuk menghilangkan air dari dalam sel simplisia daun selada hijau.  

Diperoleh daun selada hijau (Lactuca sativa L.) kering (tanpa kandungan air) 

setelah pengeringan beku selama 48 jam yang kemudian dihaluskan sampai menjadi 

serbuk menggunakan blender sebagai langkah memperbesar ukuran permukaan/pori 

sampel. Semakin besar diameter permukaannya, maka semakin besar kemampuan 

senyawa aktif terekstraksi keluar (tereksitasi) dari dinding sel daun selada hijau.  

 

5.2.  Ekstraksi Daun Selada Hijau (Lactuca Sativa L.) 

Tahap pertama dalam mengidentifikasi senyawa Anthraquinone (AQ) sebagai 

pendamping antibakteri adalah ekstraksi. Metode ekstraksi yang digunakan yaitu 

perendaman dingin dan tertutup dalam kurun waktu tertentu, biasa disebut maserasi. 

Sejumlah kurang lebih 80 gram serbuk daun selada hijau dibagi menjadi 4 erlenmeyer 

dan dimaserasi dalam incubator shaker dengan agitasi 220 rpm pada suhu 16°C 

menggunakan 4 pelarut selama 24 jam, diantaranya; Aquades (Aq), Metanol (MeOH), 

Etanol (EtOH) serta Etil Asetat (Ea). Rasio perbandingan setiap ekstrak yaitu 1:20 

(w/v), untuk merendam 20 gram serbuk kering daun selada hijau dibutuhkan pelarut 

sebanyak 400 mL. Metode ini dipilih karena mudah dilakukan dan tanpa pemanasan 

sehingga tidak membuat senyawa aktif yang terkandung dalam sampel rusak. Selain 

itu, pelarut yang digunakan bersifat tetap juga efisien tidak dikurangi ataupun tidak 

ditambahkan selama proses metode berlangsung. 
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 Hasil maserat masing-masing pelarut disaring, ekstrak dipisahkan dari pelarut 

menggunakan vacuum rotary evaporator pada kecepatan rotasi 4 dengan pompa 

vakum 80 kPa sehingga diperoleh 2,95 gram ekstrak kering Aquades; 2,76 gram 

ekstrak kering metanol; 2,13 gram ekstrak kering etanol serta 2,98 gram ekstrak kering 

etil asetat. Penggunaan variasi pelarut bertujuan untuk mengetahui efektifitas 

kepolaran pelarut dalam mengekstrak senyawa target AQ yang merupakan senyawa 

polar. Tingkat kepolaran pelarut diurutkan dari semi polar sampai yang paling polar 

yaitu Etil Asetat (Ea) – Etanol (EtOH) – Metanol (MeOH) – Aquades (Aq). Dalam 

penelitian ini daun selada hijau efektif dan efisien diekstraksi menggunakan pelarut etil 

asetat (Ea), tingginya rendemen2 ekstrak Ea sebesar 14,9% menunjukan bahwa pelarut 

semi polar ini mampu mengekstraksi senyawa aktif dari daun selada hijau lebih 

optimum dibandingkan dengan pelarut universal lainnya. Etil asetat (Ea) juga 

merupakan pelarut dengan toksisitas rendah yang mudah diuapkan.  

 

5.3.  Identifikasi Ekstrak Daun Selada Hijau (Lactuca Sativa L.) 

Mengacu pada penelitian Kristanti (2006); Edziri (2011); Fitriyanawati (2017); 

serta Rohmah (2019), identifikasi senyawa AQ terhadap ekstrak daun selada hijau 

(Lactuca sativa L.) dibedakan dalam metode Borntrager dan Borntrager modifikasi. 

Metode uji ini bisa mendeteksi keberadaan AQ, tetapi akan menunjukan negatif pada 

AQ yang sangat stabil atau juga pada turunan glikosida AQ tereduksi dari jenis antranol 

(Evans dan Evans, 2009). Tujuan dilakukannya kedua metode adalah untuk 

memastikan keberadaan senyawa AQ secara kualitatif sekaligus membandingkan 

apakah hasil metode borntrager sesuai dengan hasil metode borntrager yang 

dimodifikasi. Hasil3 standar AQ teknis (MERCK 98%) dijadikan sebagai referensi 

utama identifikasi dalam setiap ekstrak daun selada hijau (Lactuca sativa L.).  

 

 
2  Tabel perhitungan rendemen Lampiran 9. 
3 Gambar Hasil Identifikasi AQ Lampiran 12. 
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Tabel 6. Hasil identifikasi anthraquinone (AQ) 

Sampel Metode Borntrager Metode Borntrager Modifikasi 

Standar AQ (Teknis) + + + + + + + + 

Ekstrak Aq + + +  + 

Ekstrak MeOH + +  + +  

Ekstrak EtOH +  + + + + 

Ekstrak Ea +  + + +  

Keterangan : (+)     = Hasil kurang sesuai dengan standar, positif AQ 

 (+ +)     = Hasil sedikit sesuai dengan standar, positif AQ 

 (+ + +)     = Hasil sesuai dengan standar, positif AQ 

 (+ + + +) = Hasil standar, positif AQ 

Pada metode borntrager, 30 mg ekstrak ditambahkan aquades sebagai langkah 

awal identifikasi karena AQ larut dalam air ataupun alkohol. Larutan disaring 

kemudian ditambahkan dengan toluen sebagai proses ekstraksi cair-cair. Ekstraksi cair-

cair yaitu pemisahan senyawa diantara 2 fasa pelarut yang tidak saling bercampur 

dimana sebagian komponen larut pada fasa pertama dan komponen lainnya larut dalam 

fasa kedua, tujuannya untuk memisahkan AQ dari senyawa non polar yang mungkin 

masih ada didalam ekstrak dan bisa terikat dengan toluena. Setelah itu amoniak 

ditambahkan kedalamnya kemudian digojok. Gugus hidroksil yang terletak pada C-1 

dan C-8 dari 1,8-Dihydroxyanthraquinone memiliki tingkat keasaman yang sebanding 

dengan asam karboksilat, dalam hal ini terjadi reaksi hidrolisis dengan penambahan 

alkali sehingga menghasilkan senyawa anion fenolat berwarna ungu dan hijau atau 

langsung teridentifikasi sebagai 1,8-Dihydroxyanthraquinone berwarna merah, 

sedangkan anthrones dan dianthrones yaitu ring anthraquinone membuat larutan 

berwarna kuning yang kemudian akan segera berubah menjadi merah saat teroksidasi 

(Muñoz, el al 2018).  
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Gambar 13. Reaksi 1,8-Dihydroxyanthraquinone menjadi anion fenolat 

      

 

Gambar 14. Struktur anthrone dan dianthrone 

Terjadi perubahan warna larutan pada metode Borntrager yakni ekstrak Aq 

berwarna orange kemerahan, ekstrak MeOH berwarna kuning disertai cincin merah 

(pada bagian tengah atas), ekstrak EtOH berwarna kuning muda, serta ekstrak Ea 

berwarna kuning gelap atau kehijauan dibagian atas larutan. Keseluruhan ekstrak 

mengandung senyawa AQ, ekstrak yang memiliki kadar AQ lebih tinggi adalah ekstrak 

Aq sesuai warna larutan standar AQ teknis dengan metode yang sama. Pada metode 

Borntrager modifikasi yang dilakukan dengan reaksi oksidasi menggunakan KOH 

kemudian ditambahkan asam sulfat encer. Hasil perubahan warna larutan meliputi; 

ekstrak Aq berwarna orange kemerahan, ekstrak MeOH berwarna kuning kehijauan, 

1,8-Dihydroxyanthraquinone Anion Fenolat 

Merah Violet 
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sedangkan ekstrak EtOH dan Ea berwarna putih tulang seperti standar teknis AQ hasil 

uji identifikasi metode Borntrager modifikasi. Perubahan warna putih tulang pada 

larutan ini menunjukan tingginya kestabilan AQ pada sampel (EtOH dan Ea) maupun 

standar, sehingga diperkirakan senyawa turunan AQ terbaca pada perubahan warna 

orange dan kuning. Pemilihan ekstrak untuk analisis selanjutnya dibuktikan kembali 

secara kuantitatif dengan metode kalibrasi standar menggunakan instrumen 

Spektrofotometer UV-Vis. 

 

5.4.  Metode Kalibrasi Standar Anthraquinone (AQ) 

Kurva kalibrasi merupakan model persamaan regresi, digunakan untuk 

memprediksi konsentrasi analit yang tidak diketahui atas respon suatu instrumen 

terhadap standar senyawa yang diketahui (Moosavi dan Ghassabian, 2018). Metode 

bioanalitikal ini menunjukan variabel terikat berupa konsentrasi serta variabel 

independent yang dalam penelitian berupa hasil absorbansi instrumen spektrofotometer 

UV-VIS. Senyawa AQ tertinggi dari 4 maserat ekstrak diidentifikasi dan dipastikan 

kadarnya secara kuantitatif menggunakan metode kalibrasi standar atau kurva 

kalibrasi.  

5.4.1  Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Perlakuan ini bertujuan untuk memperoleh nilai panjang gelombang maksimum 

larutan standar AQ 1000 ppm sebagai panjang gelombang (lambda) pada analisis 

sampel ekstrak dengan senyawa AQ total tertinggi, sehingga nilai absorbansi yang 

dihasilkan optimum dan berada pada serapan akurat. Hukum Lambert-Beer mendasari 

hal ini, dimana nilai absorbansi yaitu linier atau berbanding lurus dengan nilai 

konsentrasi. Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan cara 

mengukur serapan larutan standar AQ 1000 ppm pada daerah panjang gelombang 

Ultraviolet (UV) yaitu 200 – 400 nm, selisih pengukuran adalah per-10 nm.  
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Gambar 15. Spektra Panjang gelombang maksimum standar AQ 

 

Panjang gelombang maksimum standar AQ terdeteksi pada 250 nm dan nilai 

absorbansinya adalah 3,789. Daerah serapan hasil akurat dengan literatur karena 

karakteristik keberadaan ikatan rangkap terkonjugasi dari senyawa AQ memiliki 

absorbansi maksimum pada 248-254 nm (Mūnoz, et al 2018). 

5.4.2  Analisis Sampel Ekstrak 

Pengujian ekstrak sampel bertujuan untuk memilih salah satu diantara keempat 

ekstrak senyawa yaitu; ekstrak Aq, ekstrak MeOH, ekstrak EtOH serta ekstrak Ea yang 

memiliki kadar AQ tertinggi, sehingga tahap isolasi senyawa bisa efektif dan efisien. 

Sebelum identifikasi kadar sampel ekstrak dilakukan, larutan standar AQ divariasi 

konsentrasinya menjadi; 100; 50; 25; 10; dan 5 ppm, hasil absorbansi yang diperoleh 

dari standar AQ berturut-turut adalah 4,000; 2,261; 1,176; 0,486; dan 0,261. Diplot 

grafik kurva standar (kurva kalibrasi) dan didapatkan persamaan garis y = 0,0394x + 

0,139 dengan R2 0,996. Nilai linieritas mendekati angka 1 menyatakan korelasi yang 

tinggi antara analit (x) yaitu variasi konsentrasi standar yang dibuat terhadap respon 

instrumentasi (y) sehingga hasil persamaan regresi bisa dijadikan sebagai penentu 

kadar AQ total pada ekstrak secara akurat. 

 

Lambda maksimum 
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Gambar 16. Spektra Absorbansi vs Konsentrasi 

 

Secara kuantitatif penentuan kadar total AQ ekstrak selada hijau dihitung 

berdasarkan absorbansi terbaca pada instrumen spektrofotometer UV-VIS sebagai (y). 

 

Tabel 7. Kadar ekstrak selada hijau 

Ekstrak Sampel Absorbansi Kadar (ppm) 

Ekstrak Aq 0,117 16,1538 

Ekstrak MeOH 0,144 29,6923 

Ekstrak EtOH 0,096 15,1795 

Ekstrak Ea 0,214 33,9744 

Serapan hasil seluruh ekstrak memiliki selisih signifikan. Ekstrak Ea terbaca 

dengan serapan tertinggi yaitu 0,214 menghasilkan kadar 33,9744 ppm sedangkan 

serapan terendah ada pada ekstrak etanol 0,096 dimana hasil kadarnya hanya 15,1795 

ppm. Nilai ini menunjukan kadar total AQ dominan terekstraksi dari pelarut Ea 

mengikuti prinsip Like dissolve like. Pelarut universal yaitu EtOH, MeOH, dan Aq 

cenderung dapat melarutkan senyawa polar dan non polar sehingga efektivitas 

penarikan senyawa AQ tidak optimum dibandingkan pelarut Ea yang merupakan 
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pelarut semi polar dengan kemampuan melarutkan senyawa polar dan semi polar. AQ 

bisa diklasifikasikan juga sebagai senyawa semi polar karena keberadaan cincin benzen 

bersifat non polar serta gugus karbonil dan hidroksil yang sangat polar.  Kesesuaian 

pelarut sangat mempengaruhi hasil kadar total AQ. Selain itu, proses setelah maserasi 

seperti penguapan pelarut (vacum rotary) juga berpengaruh dalam pengurangan kadar 

AQ ekstrak mengingat AQ adalah senyawa yang sebaiknya terhindar dari pemanasan 

dengan suhu tinggi serta pemanasan berulang atau terus-menerus (SDS, 2021). 

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Insanu, et al (2019) senyawa turunan AQ 

1,3,8-trihydroxy-2-metoxy-9,10-anthraquinone berhasil diekstraksi dari ekstrak etil 

asetat kulit tanaman kina, sehingga Ekstrak Ea daun selada dilanjutkan sebagai sampel 

utama mengandung AQ untuk analisis antioksidan.  

 

5.5.  Analisis Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etil Asetat (Ea) 

Anthraquinone (AQ) termasuk kedalam golongan glikosida, meskipun bukan 

senyawa fenolik ataupun flavonol menurut Zengin, et al (2016), senyawa ini berpotensi 

sebagai antioksidan yang baik karena nilai konsentrasi hambatan radikal (IC) kurang 

dari 50 yaitu dalam klasifikasi antioksidan kuat pada pembacaan 2,2-Diphenyl-1-

picryhydrazil (DPPH). Antioksidan merupakan senyawa yang mampu menghambat 

proses oksidasi suatu substrat. Dalam definisi lain yakni suatu molekul untuk 

mencegah kerusakan komponen seluler yang timbul sebagai akibat dari reaksi kimia 

tertentu melibatkan radikal bebas (atom dengan elekton tak berpasangan) (Young dan 

Woodside, 2001). 

   

5.5.1  Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Perlakuan ini bertujuan untuk memperoleh nilai panjang gelombang maksimum 

larutan DPPH 50 ppm sebagai rujukan utama analisis antioksidan. Penentuan panjang 

gelombang maksimum dilakukan dengan cara mengukur serapan 0,2 mL larutan DPPH 

pada daerah panjang gelombang sinar tampak (visible) yaitu 400-800 nm, selisih 

pengukuran adalah per-17 nm.  
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Gambar 17. Spektra Panjang gelombang maksimum DPPH 

 

Panjang gelombang maksimum larutan DPPH 50 ppm terdeteksi pada 517 nm 

dan nilai absorbansinya adalah 0,204. Gyawali dalam penelitian Anti-inflammatory, 

Anxiolytic and Antioxidant Property of Lactuca sativa L and Formulation of 

Microspheres Loaded Sustained Release Anti-inflammatory Gel (2020), menganalisis 

aktivitas antioksidan dengan 2,2-diphenyl-1-phycrylhydrazil, hasilnya spesifik terbaca 

pada panjang gelombang yang sama. Daerah serapan hasil penelitian konsisten dengan 

karakteristik larutan DPPH yang memiliki absorbansi maksimum pada 515-520 nm 

berwarna violet gelap dan rentan cahaya. 

 

5.5.2  Analisis Antioksidan Ekstrak Etil Asetat 

Analisis antioksidan ekstrak etil asetat (Ea) bertujuan untuk mengetahui nilai 

IC50 dari ekstrak sampel yang memiliki kadar total AQ tertinggi. Pengujian aktivitas 

antioksidan dilakukan dengan 4 variasi konsentrasi sampel yaitu; 7; 9; 11; dan 13 ppm, 

hal tersebut untuk meningkatkan sensitifitas dan ketelitian analisis penentuan IC50. 

Menurut Santoni dkk (2016), klasifikasi senyawa yang dikatakan sebagai antioksidan 

adalah sebagai berikut: 

Lambda maksimum 



57 

 

  

a. Sangat kuat apabila nilai IC50 < 50 ppm 

b. Kuat apabila nilai IC50 berkisar antara 50-100 ppm 

c. Sedang apabila nilai IC50 berkisar antara 101-250 ppm 

d. Lemah apabila nilai IC50 berkisar antara 251-500 ppm 

e. Tidak aktif apabila nilai IC50 lebih dari 500 ppm 

 

Tabel 8. Hasil aktivitas antioksidan DPPH 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi  Absorbansi % Inhibisi 

Blangko 0,280 0,280 0,280 0,280 - 

7 0.212 0.212 0.212 0.212 24.286 

9 0.209 0.209 0.209 0.209 25.357 

11 0.205 0.205 0.206 0.205 26.667 

13 0.200 0.200 0.200 0.200 28.571 

Hasil absorbansi yang diperoleh dari ekstrak Ea sesuai dengan Tabel 8. Mengikuti 

ketentuan perhitungan % Inhibisi, nilai absorbansi berbanding terbalik dengan hasil % 

Inhibisi, semakin tinggi konsentrasi, semakin tinggi daya penghambatan radikalnya 

dan semakin kecil absorbansi yang terbaca pada instrumen UV-VIS.  

 

Gambar 18. Spektra % Inhibisi vs Konsentrasi 
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Diplot grafik kurva kalibrasi dan didapatkan persamaan garis y = 0,708x + 19,1 

dengan R2 0,982 untuk penentuan nilai IC50. Nilai linieritas mendekati angka 1 

menyatakan korelasi yang tinggi antara analit (x) yaitu variasi konsentrasi sampel yang 

dibuat terhadap respon instrumentasi (y) sehingga hasil persamaan regresi bisa 

dijadikan sebagai penentu nilai IC50 ekstrak Ea secara akurat. Berdasarkan hasil 

penelitian, Ekstrak Ea dengan kadar AQ tertinggi memiliki potensi sebagai antioksidan 

dengan nilai IC50 sebesar 43,64 ppm dan termasuk kedalam golongan antioksidan 

sangat kuat karena kurang dari 50 ppm. Penelitian yang dilakukan Yen, dkk satu 

dekade lalu dengan metode berbeda menyatakan AQ mempunyai daya pereduksi 

radikal atas keberadaan gugus hidroksil, senyawa antara berupa anthrone memiliki 

daya antioksidan tinggi dibanding anthraquinone. 

 

5.6.  Isolasi Senyawa Anthraquinone (AQ) dari Ekstrak Etil Asetat (Ea) 

Metode isolasi senyawa yang dilakukan dalam penelitian “Karakterisasi 

Senyawa Anthraquinone dari Daun Selada Hijau (Lactuca sativa L.) dan Uji Aktivitas 

Antibakteri” adalah pemisahan Kromatografi, yakni kromatografi kolom basah secara 

gradien dan kromatografi lapis tipis (KLT). Prinsip metode ini adalah adsorpsi, dimana 

kumpulan komponen senyawa atau sampel dicampurkan/dialirkan dalam fase gerak 

(eluen : pelarut) pada silika gel sebagai fase diam. Fase gerak akan membuat sampel 

terpisah berdasarkan afinitas relatifmya terhadap fase diam yang sangat polar. 

Anthraquinone (AQ) merupakan senyawa polar dan cenderung akan terjerap pada 

silika gel hanya jika eluen fase gerak berupa perbandingan larutan yang kurang polar. 

5.6.1. Optimasi Eluen menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Identifikasi secara kromatografi lapis tipis (KLT) memberi gambaran profil 

senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak etil asetat (Ea) daun selada hijau. 

Metode ini dilakukan untuk penentuan pola kromatogram dengan pemisahan optimum 

serta eluen yang sesuai dalam memisahkan senyawa AQ. Fase diam berupa plat KLT 

(silika gel GF254) ukuran tinggi 7,5 cm; lebar 1 cm; dengan jarak rambat 6 cm. 
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Digunakan perbandingan eluen (1) n-Heksan : Etil asetat (2:1) dan eluen (2) 

Diklorometana : Metanol (5:1), band atau pita pada plat KLT diidentifikasi 

menggunakan reagen serium sulfat setelah pembacaan pada lampu UV 254 nm.  

    

Eluen (1) n-Heksan : Ea (2:1) Eluen (2) Diklorometan : MeOH (5:1) 

Gambar 19. Kromatogram KLT optimasi eluen 

 

Hasil pola kromatogram KLT eluen (1) menunjukan senyawa terpisah dengan 

baik dan terdapat 3 pita utama, diperoleh nilai Rf yakni 0,56 (a); 0,78 (b); dan 0,88 (c). 

Sebaliknya, tidak ada band/noda serta bercak (spot) terbaca pada kromatogram eluen 

(2) karena seluruh senyawa telah langsung terelusi sehingga eluen n-Heksan : Ea 

digunakan terlebih dahulu sebagai fase gerak dengan perbandingan bertahap untuk 

mengisolasi senyawa AQ dari ekstrak Ea. 

5.6.2. Isolasi senyawa menggunakan Kromatografi Kolom 

Metode yang digunakan dalam memisahkan senyawa utama yaitu 

Anthraquinone (AQ) adalah kromatografi kolom basah secara gradien dimana fase 

diam serbuk silika gel dilarutkan dalam eluen (1) n-Heksan : Ea (10:1) hingga menjadi 

bubur, kemudian dituang kedalam kolom secara perlahan. Kolom diketuk-ketuk 

sampai permukaan silika merata. Kehati-hatian dalam pencampuran juga penuangan 

bertujuan mencegah timbulnya gelembung udara pada padatan silika dalam kolom 

a 

c 

b 



60 

 

  

sehingga tidak mempengaruhi proses pemisahan. Perbandingan massa ekstrak dengan 

silika gel yang digunakan yaitu 1 : 50 guna menghindari media pemisahan yang sempit. 

Sebanyak 1,2254 gram ekstrak Ea dihomogenkan menggunakan celite sebagai 

katalis untuk mempermudah dan mempercepat proses pemisahan, ekstrak kemudian 

dielusi secara gradien menggunakan eluen (1) (10:1) sebanyak 440 mL, (5:1) 480 mL, 

(2:1) 300 mL serta Ea 300 mL. Variasi perbandingan pelarut dapat mempermudah 

pemisahan komponen sesuai dengan polaritas senyawanya, diperoleh 104 fraksi hasil. 

Kromatogram masing-masing jumlah fraksi untuk setiap perbandingan berturut-turut 

diplot pada plat KLT silika gel GF254 dengan selisih 8 fraksi diantaranya dari 42 fraksi 

(10:1), 40 fraksi (5:1) 8 fraksi (2:1) serta 14 fraksi (Ea). 

 

(a) 

 

(b)  

 

 

(b)  

 

(d)  

n-Heksan : Etil asetat (10:1) 

n-Heksan : Etil asetat (5:1) 

2         10         18       26         38         42 2         10         18       26         38         42 

50           59           67            75        82   50           59           67         75           82          
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(e)  

 

(f)  

 

Gambar 20. Kromatogram fraksi kolom 

Keterangan,  

(a); (c); (e) = Profil senyawa dibawah lampu UV 254 nm 

(b); (d); (f) = Profil senyawa setelah disemprot serium sulfat dan dipanaskan 

Ukuran plat = (a);(b) tinggi 6,5 cm; lebar 6 cm; dengan jarak rambat 5 cm 

   (c);(d) tinggi 6,5 cm; lebar 5 cm; dengan jarak rambat 5 cm 

   (e);(f) tinggi 6,5 cm; lebar 6 cm; dengan jarak rambat 5 cm 

Hasil KLT menunjukan bahwa fase gerak eluen (1) (10:1) serta  (5:1) membuat 

senyawa pada fraksi 2 – 42 dan fraksi 50 – 82 terpisah secara sempurna dengan 

timbulnya noda atau bercak yang tidak menumpuk. Namun, tidak ada indikasi senyawa 

AQ terdeteksi karena tidak adanya noda berwarna merah yang identik sama seperti 

standar teknis AQ. Fraksi dengan kromatogram sama kemudian digabung karena 

dianggap memiliki kandungan senyawa yang sama. Selanjutnya, pada eluen (1) (2:1) 

fraksi 95 dan fraksi 100 yang mewakili fraksi 91 -104 serta standar teknis AQ tidak 

n-Heksan : Etil asetat (2:1) 

 82         86           91          95          100       STD AQ 82          86           91           95           100      STD AQ 
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ikut terelusi, terlihat dari tidak munculnya noda yang terpisah dan noda penotolan 

masih ada pada titik awal elusi sehingga dilakukan pergantian eluen (2) yaitu 

Diklorometana : Metanol (5:2) yang diurai dengan 2 fraksi penotolan (selisih 5 fraksi). 

 

(g) 

 

(h) 

 

Gambar 21. Kromatogram senyawa AQ 

Keterangan,  

(g) = Profil senyawa dibawah lampu UV 254 nm 

(h) = Profil senyawa setelah disemprot KOH 10%  

Ukuran plat = (g);(h) tinggi 8 cm; lebar 3 cm; dengan jarak rambat 6 cm 

Pola kromatogram hasil elusi eluen (2) (5:2) menunjukan bahwa fraksi 93 memiliki 

daerah noda yang sama dengan standar AQ teknis. Diperoleh nilai RF (a) Standar AQ 

teknis dari noda merah pudar 0,85; fraksi 93 berwarna kuning kecoklatan (b) 0,86; serta 

fraksi 100 (c) 1. Mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Yuda dkk, (2017), 

terdapat 14 noda senyawa AQ pada visual KLT dibawah UV 254 nm dari daun Patikan 

kebo, 5 noda diantaranya berwarna kuning setelah disemprot KOH 10% dengan 

rentang RF 0,79 - 0,91. Dalam “Analisis Senyawa Obat” atau antibiotik Rohman 

(2009), mengungkapkan ketentuan nilai RF yang baik yakni antara 0,2 - 0,8. 

Selanjutnya fraksi 93 - 97 digabungkan, dibiarkan hingga kering dan disebut sebagai 

Diklorometan : Metanol (5:2) 

93         98      AQ 93         98    AQ 

Sejajar 

a b 
c 
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Isolat Etil Asetat (Ea) yang mengandung turunan anthraquinone (AQ). Diperoleh, 68 

mg isolat Ea untuk dikarakterisasi menggunakan instrumen KCKT dan FTIR. 

 

5.7.  Karakterisasi Senyawa Anthraquinone (AQ) Isolat Etil Asetat (Ea) 

5.7.1.  Penentuan kadar Anthraquinone (AQ) menggunakan Kromatografi Cair  

Kinerja Tinggi (KCKT) 

Analisis kuantitatif untuk menentukan kadar AQ menggunakan kromatografi 

cair kinerja tinggi (KCKT) dilakukan dengan membuat kurva kalibrasi atas 

perbandingan antara konsentrasi dengan luas area terbaca detektor UV 254 nm dari 7 

variasi konsentrasi standar teknis AQ (Merck 98%) yakni 5; 10; 25; 50; 100; 250; serta 

500 ppm. Pada Gambar 22. Diperoleh persamaan y = 75980x – 460223 dengan R2 

0,9905. Dua dekade sebelumnya, Mauldin et al. (2002) adalah peneliti yang pernah 

mengidentifikasi kadar pasti senyawa AQ dalam ekstrak lettuce iceberg menggunakan 

HPLC, nilai regresi linier penelitian tersebut mencapai 0,9998. Karena fase terbalik 

KCKT hasil studi tersebut, senyawa AQ terelusi pada menit ke 6 mengingat ekstrak 

kasar masih banyak mengandung senyawa polar lain selain AQ sehingga menit 1-5 

memungkinkan senyawa fenolik yang lebih polar terpisah lebih dulu. 

 

Gambar 22. Kurva kalibrasi anthraquinone (AQ) 
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Isolat Ea dibuat dalam konsentrasi 1000 ppm dan 2500 ppm. Sampel isolat Ea 

yang telah dipastikan mengandung AQ dilarutkan menggunakan metanol HPLC-Grade 

kemudian dimasukan kedalam vial dan difilter menggunakan syringe agar tidak ada 

sisa partikel yang dapat membuat kolom tersumbat selama analisis berlangsung. Waktu 

elusi standar teknis AQ pada seluruh konsentrasi didapatkan pada menit ke 1,657 - 

1,869 dengan area terbesar4 36831062. Mengacu pada standar teknis (Merck 98%) 

yang dianalisis, peak dominan sampel berada pada daerah terbacanya peak standar 

dimana sampel Isolat Ea konsentrasi 1000 ppm terelusi pada menit ke 1,732 sedangkan 

untuk konsentrasi 2500 ppm pada menit ke 1,774.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4 Hasil KCKT (Data dan Kromatogram) Lampiran 2. 

Sampel 1000 ppm 

Standar teknis AQ 100 ppm 
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Gambar 23. Kromatogram standar teknis AQ dan sampel 

 

Isolat Ea memungkinkan AQ terpisah lebih dulu atas senyawa lain yang kurang 

polar mengikuti sistem elusi fase terbalik KCKT. Penentuan kadar senyawa AQ dari 

isolat daun selada hijau (Lactuca sativa) masih sangat jarang dilakukan, penelitian ini 

mengungkapkan bahwa hasil kadar akhir analisis KCKT senyawa AQ sebesar 7,17 

ppm dari isolat Ea 1000 ppm dan 9,18 ppm dari isolat Ea 2500 ppm. 

 

Tabel 9. Hasil Kadar isolat AQ 

Sample 

(ppm) 

Area Conc. 

(ppm) 

1000 84455 7.17 

  2500  237477  9.18  

 

5.7.2.  Analisis Spektrofotometri Fourier Transform Infra Red (FTIR) 

Analisis struktur menggunakan spektrofotometri FTIR ditentukan berdasarkan 

pada bilangan gelombang 4000 cm-1 – 450 cm-1. Spektra hasil FTIR menggambarkan 

serapan gugus fungsi dari senyawa AQ yang diidentifikasi.  

Sampel 2500 ppm 
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Gambar 24. Spektra FTIR Isolat Ea 

 

Tabel 10. Interpretasi gugus fungsi senyawa AQ 

No Frekuensi 

hasil (cm-1) 

Rentang Frekuensi    

(cm-1) 

Tipe 

Ikatan 

Tipe Vibrasi 

1. 3436,50 3200-3600 (V) O-H Alkohol 

3. 1638,32 1630 dan 1700 (V) C=O 

 

Grup karbonil 

(Identik 

quinone)  

4. 1385,09 1370-1380 (S) C–O Stretching 

(physcion) 

Keterangan : 

(V) = Very Strong  

(S)  = Small 
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Spektra FTIR Isolat Ea menunjukkan bahwa terdapat gugus OH alkohol yang 

berada pada bilangan gelombang 3436.5 cm-1, gugus karbonil yang identik dengan 

quinone berada pada panjang gelombang 1638,32 cm-1, dan gugus stretching C–O  

pada panjang gelombang 1385,09 cm-1 mengacu Tripathi et al (2014) sebagai 

percabangan metoksi, sehingga kemungkinan struktur senyawa turunan AQ yang 

teridentifikasi adalah physcion. Hasil interpretasi IR sesuai dengan overview penelitian 

dari Muñoz et al (2018) dimana spektra IR senyawa AQ memiliki serapan intens antara 

1630 - 1700 cm-1 sebagai karakteristik dari ion khelat gugus karbonil quinone. 

Serapannya berbeda dengan absorpsi gugus keton, ester, dan asam karboksilat yang 

terdeteksi pada bilangan gelombang diatas 1700 cm-1.  

 

Gambar 25. Interpretasi struktur AQ 

 

5.8.  Aktivitas Antibakteri Senyawa Anthraquinone (AQ) Daun Selada Hijau  

(Lactuca sativa L.) 

Analisis antibakteri dari senyawa anthraquinone (AQ) diidentifikasi dari 

ekstrak dan isolat etil asetat daun selada hijau (Lactuca sativa L.) pada 2 konsentrasi 

yaitu 1000 ppm dan 2500 ppm.  

a. Uji Sterilisasi Sediaan Stok dilakukan menggunakan metode agar darah untuk 

mengetahui apakah terdapat mikroorganisme pada sampel yang digunakan atau 

tidak (steril tanpa zat kontaminan). Instrumen BD BACTEC 960 beserta medium 
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MGIT sangat sensitif sebagai media pertumbuhan bakteri lain, sehingga guna 

menghindari kekeliruan identifikasi bakteri yang digunakan juga mengantisipasi 

kerusakan alat, maka uji ini dilakukan selama 1 x 24 jam pada suhu optimum 

pertumbuhan bakteri yaitu 37°C. Media kaya protein dari albumin darah domba 

dilarutkan dalam nutrient agar (NA – Oxoid) sebagai pemasok nitrisi utama bakteri 

untuk tumbuh dan bekembang. Diatas media yang telah memadat, masing-masing 

konsentrasi dioleskan secara zigzag, hal ini dipilih untuk mempermudah 

identifikasi jika terdapat koloni bakteri sebagai kontaminan. Terlihat pada 

Gambar 25. stok sampel baik ekstrak juga isolat daun selada hijau konsentrasi 

1000 ppm dan 2500 ppm yang didapatkan dari seluruh rangkaian metode 

penelitian adalah tanpa kontaminasi dengan tingkat sterilitas tinggi sebagaimana 

hasil uji sterilitas sediaan stok. Tidak ada pertumbuhan koloni bakteri apapun pada 

cawan ditandai dengan jernihnya medium NA - Oxoid.  

 

Gambar 26. Hasil uji sterilisasi stok sampel  

Keterangan; (A). Sebelum inkubasi (B) Setelah inkubasi 1 x 24 jam 

 

b. Suspensi MTB H3Rv. Medium MGIT 7 mL spesifik untuk instrumen BACTEC 

960 dengan kandungan Middlebrook 7H9 broth. Proses peremajaan berlangsung 

selama 5 hari dimana subkultur dilakukan pada hari pertama untuk melihat 

pertumbuhan bakteri dari stok awal kultur selama 1 x 24 jam, kemudian 

dihomogenisasi pada hari ke-2. Kecenderungan MGIT tube yang kadang memadat 

A. B. 
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membuat proses pelarutan dilakukan dengan vortex secara terus-menerus. Setelah 

itu, untuk mengindari kematian dari MTB dan memperbanyak ketersediaan bakteri 

uji dalam analisis, hari ke-3 pertumbuhan kultur diencerkan dengan menambahkan 

sodium klorida. Larutan pengencer NaCl berfungsi menjaga keseimbangan ion 

mikroba dengan memberikan tekanan osmotik tertentu (Setiarsih, 2012). MTB 

diamati pertumbuhannya hingga hari kelima dan berhasil tumbuh ditandai dengan 

larutan yang berwarna orange. Sebelum digunakan langsung untuk uji kepekaan, 

kedalam tube ditambahkan antibiotik PANTA sebagai sumber nutrisi yaitu 

campuran dari lyophilized senyawa antibiotik diantaranya polimiksin B, 

amfoterisin B, asam nalidiksat, trimetoprin, serta azlosilin.  

c. Suspensi Bakteri Gram Negatif dan Gram Positif. 

Satu tube bakteri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus 

Aureus, Streptococcus pyogenes disubkultur dalam medium Nutrient Broth (NB) 

(setelah dingin) dimana proses pembuatannya berlangsung steril dalam autoklaf 

pada suhu 121°C selama 2 jam. Seluruh bakteri tidak bertahan hidup pada suhu 

yang lebih rendah ataupun sangat tinggi, sehingga hanya bisa tumbuh optimum 

pada suhu 37°C ditandai dengan adanya perubahan warna dari jernih larutan 

menjadi keruh. Keempat bakteri siap digunakan untuk uji kepekaan senyawa 

anthraquinone (AQ) dengan metode difusi cakram. 

 

5.8.1.   Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone (AQ) dengan BACTEC 960 

Penentuan aktivitas anti-tuberkulosis dari senyawa anthraquinone (AQ) 

dilakukan terhadap bakteri Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv. Teknik 

pemeriksaan biakan didasarkan pada metode radiometrik instrumen BACTEC 960. 

Bakteri ini memetabolisme asam lemak dan menghasilkan CO2 yang kemudian 

dideteksi growth indeksnya (WHO, 2018). 
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Tabel 11. Data OAT Scanning BACTEC 9605 

Nama OAT Growt Unit (GU) 

(m/mL) 

Keterangan 

Growt Control (GC) 400 Tumbuh optimum 

Isoniazid 0,1 ppm 0 Sensitif 

Isoniazid 0,4 ppm 0 Sensitif 

Rifampicin 400 Resisten 

Streptomicin 400 Resisten 

Moxifloxacin 0 Sensitif 

Levofloxacin 0 Sensitif 

 

Dalam penelitian ini, analisis antibakteri menggunakan metode BD BACTEC 

960 diawali dengan identifikasi OAT lini pertama diantaranya isoniazid 0,1 ppm dan 

0,4 ppm, rifampicin, dan streptomicin, serta OAT lini ketiga yaitu moxifloxacin dan 

levofloxacin. Tujuan dilakukannya identifikasi adalah mengetahui daya penghambatan 

OAT paten sebagai standar utama uji antibakteri sampel atau kontrol positif dari bakteri 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) strain H37Rv. Keadaan resistensi ditentukan jika 

bakteri memiliki jumlah GU tinggi dan lebih dari 100 m/mL, setlah inkubasi selama 

11 hari, 11 jam GC percobaan optimum pada nilai 400 m/mL menandakan medium 

MGIT dan supplement PANTA bertindak sebagai pemasok nutrisi ekstra untuk 

pertumbuhan MTB strain H37Rv. OAT Rifampicin dan Streptomicin belum sensitif 

membunuh bakteri karena indeks pertumbuhan bakteri yang terdeteksi nilainya sama 

dengan GC.   

 
5 Data OAT BACTEC 960 Lampiran 5. 
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Selanjutnya, uji senyawa AQ. Analisis dilakukan dengan 2 kali pengulangan 

(duplo) menggunakan 10 tabung MGIT 7 ml untuk ekstrak juga isolat konsentrasi 1000 

ppm dan 2500 ppm serta growth control (GC). Sebelum itu, 0,1 mL MTB dilarutkan 

dalam 10 mL NaCl steril (1:100), bila sebelum proses inokulasi tidak ditambahkan 

NaCl atau dengan penambahan NaCl yang terlalu berlebihan, pertumbuhan bakteri bisa 

berkurang ataupun terhenti (Pratiwi, 2008). Dalam menyusun tabung MGIT kedalam 

instrumen BACTEC 960, posisi tabung harus sesuai dengan kode yang tertera pada alat 

dan software agar tidak ada kekeliruan urutan pembacaan sampel. Sampel dan GC yang 

telah berada pada posisi sesuai di inkubasi selama 12-14 hari, dalam percobaan ini 

sinyal merah positif dari BACTEC 960 terdeteksi pada waktu (Time Incubation Period) 

10 hari 22 jam (1) dan 9 hari 22 jam (2) (duplo). 

 

Tabel 12. Hasil uji senyawa AQ sebagai Anti-TB6 

Nama OAT Growt Unit (GU) 

(m/mL) 

Keterangan 

Growt Control (GC) 400 Tumbuh optimum 

Isolat 1000 ppm 400 Resisten 

Isolat 2500 ppm 400 Resisten 

Ekstrak 1000 ppm 400 Resisten 

Isolat 2500 ppm 400 Resisten 

 

Pada uji kepekaan senyawa anthraquinone (AQ) menggunakan BD BACTEC 

960 dari isolat Ea dan ekstrak daun selada hijau (Lactuca sativa L.) menghasilkan nilai 

GU yang sama dengan GC yaitu 400 m/mL, hal ini menunjukan bahwa konsentrasi 

 
6 Hasil uji senyawa AQ sebagai Anti-TB Lampiran 6. 
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AQ yang dianalisis belum mencapai nilai konsentrasi hambat minimum senyawa 

antibakteri karena belum adanya tingkat penghambatan optimum seperti pada standar 

paten OAT Isoniazid 0,1 dan 0,4 ppm; Moxifloxacin serta Levofloxacin. Rukminiati 

(2012), menyatakan isolat dikatakan resisten saat nilai GU 400 m/mL.   

5.8.2.   Uji Kepekaan Senyawa Anthraquinone (AQ) dengan Metode Difusi  

Cakram 

Sifat antibakteri dari senyawa anthraquinone (AQ) ekstrak dan isolat daun 

selada hijau terbukti aktif menghambat pertumbuhan seluruh bakteri uji pada 

visualisasi zona inhibisi (zona bening) metode difusi cakram (paper disc). Mengacu 

pada penelitian yang dilakukan Hussein et al, (2020) keberadaan gugus karbonil dari 

quinone yaitu ikatan karbon dengan atom oksigen yang membentuk elektronik rangkap 

bereaksi dengan DNA bakteri inang, sehingga menyebabkan penghambatan kerja 

protein dan mengurangi daya pertumbuhan. Rahim dan Mourisa (2020) 

mengkonfirmasi bahwa kerusakan polipeptida dinding sel karena adanya AQ 

menimbulkan peningkatan permeabilitas sel yang akhirnya menghambat pertumbuhan 

sel  dan terjadi kematian sel.  

5.8.2.1 Uji Kepekaan Terhadap Bakteri Penyebab Pneumonia 

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri penyebab infeksi pneumonia. 

Adanya protein pada pili yang akan berikatan dengan reseptor permukaan sel (protein 

adhesin) dan molekul gula membran sel (protein hemaglutinin) menjadi faktor 

virulensi atau faktor yang sangat berpengaruh terhadap kemampuan K. pneumoniae 

untuk masuk dan bertahan dalam tubuh manusia (Dita et al 2019). Senyawa 

Anthraquinone (AQ) diidentifikasi aktivitas penghambatannya terhadap Klebsiella 

pneumoniae dengan masa inkubasi 24; 48; dan 72 jam dengan ampicillin (AMP) dan 

erytromicin (E) sebagai antibiotik kontrol positif . 

Berdasarkan Gambar 27. selama waktu pengamatan, senyawa  AQ dari ekstrak 

1000 ppm dan 2500 ppm memiliki aktivitas penghambatan bakteri yang tinggi melebihi 

antibiotik AMP tetapi tidak mencapai klasifikasi E. Dibandingkan dengan isolat, hanya 
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konsentrasi I1000 yang menghasilkan nilai zona inhibisi sama dengan AMP saat 

inkubasi 24 jam. Setelah inkubasi 48 dan 72 jam bakteri gram negatif ini cenderung 

resisten terhadap senyawa sehingga nilai zona inhibisi menurun. Menurut Herawati 

(2014) lapisan lipopolisakarida dibagian terluar sel bakteri membuat bakteri gram 

negatif lebih mudah mengalami resistensi. MIC teridentifikasi  pada E1000 dan I1000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 27. Kurva uji antibakteri K. pneumoniae 

 

Bakteri nosokomial yang juga rentan menyebabkan pneumonia yakni 

Streptococcus pyogenes. Dalam penelitian ini, kurva uji antibakteri senyawa AQ 

terhadap Streptococcus pyogenes (Gambar 28) menunjukan aktivitas dua konsentrasi 

ekstrak memiliki nilai penghambatan yang lebih tinggi dibandingkan dengan  antibiotik 

AMP. I1000 dan I2500 hampir mencapai zona penghambatan antibiotik dengan nilai 

zona inhibisi berturut-turut 14 mm dan 11 mm. Menurut studi yang dilakukan oleh 

Savitri, et al (2019), pada bakteri gram positif difusi senyawa antibiotik yang dalam 

hal ini adalah AQ sulit menembus dinding sel bakteri dengan 30-60% lipopolisakarida 

dibandingkan dengan bakteri gram negatif. Hal tersebut mampu membuat nilai zona 

bening yang dihasilkan bervariasi (naik turun) selama 72 jam masa inkubasi.  
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Kurva Uji Antibakteri K. pneumoniae 
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Gambar 28. Kurva uji antibakteri  S. pyogenes 

 

Nazri dkk (2011), menyatakan aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun selada 

hijau berhasil memiliki zona penghambatan terhadap K. pneumoniae dan S. pyogenes 

dengan nilai 12 mm, dibandingkan dengan hasil penelitian ini ekstrak dan isolat Etil 

asetat berhasil memiliki zona inhibisi lebih tinggi yaitu 17 mm untuk K. pneumoniae 

dari I1000 dan 14-16 mm pada S. pyogenes dari E1000; E2500; I1000. 

5.8.2.2 Uji Kepekaan terhadap Bakteri Penyebab Infeksi Aliran Darah 

Infeksi karena bakteri yang menimbulkan demam dapat mempengaruhi hampir 

semua sistem organ dalam tubuh, yaitu sistem saraf pusat, sistem pernafasan, sistem 

pencernaan, sistem urogenital dan sistem peredaran darah (jantung juga paru-paru). 

Tubuh manusia akan sangat berbahaya jika kondisi yang disebut dengan sepsis terjadi 

ketika bakteri memasuki aliran darah. Penyakit ini disebut juga dengan bakteremia. 

Dua jenis bakteri berbeda yaitu Staphylococcus aureus dan Escherichia coli adalah 

penyebab terbanyak kasus infeksi aliran darah. Menurut penelitian Amelia dan 

Burhanuddin (2018), bakteri S. aureus sangat beresiko ditularkan dari fasilitas rumah 

sakit. Tidak hanya itu, E. coli termasuk bakteri umum yang hidup diberbagai media 

termasuk makanan (Prasetya, 2019). 
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Hasil uji aktivitas antibakteri senyawa AQ terhadap bakteri S. aureus terlihat 

pada Gambar 29. ekstrak dan isolat konsentrasi 1000 ppm memiliki visualisasi   

penghambatan yang terus meningkat selama 72 jam. Menurut Wei el al (2014) AQ 

mulai menghambat bakteri ini sejak 7 jam masa inkubasi. Konsentrasi 1000 ppm 

merupakan nilai MIC karena pada konsentrasi 2500 ppm keduanya mengalami 

penurunan zona penghambatan yaitu kurang dari 8 mm dan aktivitasnya tidak dapat 

diklasifikasikan seperti antibiotik AMP maupun E.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 29. Kurva uji antibakteri S. aureus 

 

Untuk hasil uji aktivitas antibakteri senyawa AQ terhadap bakteri E. coli 

terlihat seluruh ekstrak dan isolat baik konsentrasi 1000 ppm juga 2500 ppm 

menunjukan zona inhibisi tinggi melewati antibiotik AMP namun tidak mencapai 

klasifikasi antibiotik E yakni berkisar 10-17 mm. Nilai ini lebih optimum dibandingkan 

dengan ekstrak etanol dengan kandungan AQ dari penelitian Rahim dan Mourisa yang 

memiliki zona inhibisi hanya 16,08 mm. Diameter zona beningnya mengalami 

peningkatan dari waktu ke waktu selama 72 jam. Penelitian Al-khajrazi dan Rasheed 

(2019) mendukung hasil terkait bahwa aktivitas penghambatan ekstrak daun selada 

mulai teridentifikasi dari zona inhibisi sebesar 14 mm.  
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Gambar 30. Kurva uji antibakteri E. coli 

Kedua bakteri famili enterobacteria tersebut memproduksi enzim ESBL atau 

extended spectrum beta-lactamases yang mampu mengurangi kerja antibiotik seperti 

AMP (Sheu et al 2019). Protein hibrida ini berasal dari rekombinasi homolog antar 

spesies, sehingga membuatnya sedikit rentan juga resisten terhadap antibiotik β-laktam 

dan monobactam. Tidak termasuk golongan beta-laktam antibiotik, senyawa AQ dari 

daun selada hijau bertindak aktif menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. 

coli. Prasetya, dalam penelitian yang dilakukan pada tahun 2019 menyatakan  

efektivitas senyawa dipengaruhi membran luar bakteri. Membran S. aureus sebagai 

bakteri Gram positif memainkan peranan penting sebagai penghalang/barrier terhadap 

berdifusinya senyawa hidrofilik AQ dan interaksi dengan lingkungan luar bakteri. Pada 

bakteri Gram negatif yakni E. coli senyawa AQ dapat dengan mudah mencapai 

membran sitoplasmik, dibantu oleh protein channel yang terdapat pada membran luar 

bakteri yaitu porins. Pengujian aktivitas senyawa AQ dengan menggunakan metode 

difusi cakram pada bakteri Gram negatif dan bakteri Gram positif sebagai agen 

penyebab penyakit pneumonia juga infeksi aliran darah memperlihatkan hasil yang 

efektif dalam menghambat laju pertumbuhan bakteri. 

Sampel (ppm) 
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24 

48 

72 

Kurva Uji Antibakteri E. coli 
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BAB VI  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1.  Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:  

1. Senyawa anthraquinone (AQ) dari daun selada hijau (Lactuca sativa L.) dapat 

di isolasi menggunakan metode kromatografi; yaitu kromatografi kolom, 

kromatografi lapis tipis (KLT) serta kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT). 

Diperoleh hasil AQ Isolat Ea sebesar 7,17 ppm pada konsentrasi isolat 1000 

ppm, serta 9,18 ppm AQ pada konsentrasi isolat 2500 ppm. 

2. Hasil karakterisasi senyawa turunan anthraquinone (AQ), 

- Instrumen UV-VIS terdeteksi serapan pada ikatan rangkap terkonjugasi 

dengan karakterstik keberadaan gugus kromofor 

- FTIR, terkonfirmasi gugus fungsi -OH pada 3436,50 cm-1, C=C aromatik 

pada 2357,10 cm-1, C=O di 1668,31 cm-1 dan C-O ester di 1385,09 cm-1 

sebagai indikasi senyawa turunan AQ yaitu physcion. 

3. Senyawa AQ bersifat antibakteri dengan nilai MIC 1000 ppm terhadap bakteri 

K. pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus serta E. coli namun bukan termasuk 

dalam klasifikasi senyawa anti-tuberkulosis karena belum mencapai 

konsentrasi minimun penghambatan bakteri MTB H37Rv.  

 

6.1.  Saran 

Langkah lanjutan dari penelitian ini adalah perlu dilakukannya karakterisasi 

spesifik setelah mengkonfirmasi keberadaan anthraquinone (AQ) daun selada hijau 

(Lactuca sativa L.). Prosedur terkini seperti KCKT kuantitatif dan analisis NMR dapat 

menunjang konfirmasi struktur turunan senyawa AQ. Disamping itu, variasi metode 

Microscopic Observation Drug Susceptibility (MODS) dapat memberikan data 

identifikasi aktivitas anti-tuberkulosis dari senyawa AQ dengan kosentrasi lebih tinggi. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Hasil Determinasi Tanaman 
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Lampiran 2. Hasil KCKT 
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Kromatogram 1000 ppm 
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Kromatogram 2500 ppm 
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Lampiran 3. Spektra FTIR 
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Lampiran 4. Tabel Pita Serapan Infra Merah 
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Lampiran 5. Data OAT BACTEC 960 

 

 

Keterangan:  

(01) GC Kontrol positif;  

(02) Rifampicin,  

(03) Streptomycin;  

(04) Isoniazid 0,1 ppm;  

(05) Isoniazid 0,4 ppm;  

(06) Moxifloxacin;  

(7) Levofloxacin 

 



 

104 

 

Lampiran 6. Hasil uji senyawa AQ sebagai Anti-TB  
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Lampiran 7. Data Antibakteri  

A. Klebsiella pneumoniae 

Sampel (ppm) 
Inhibisi (mm) Antibiotik 

24 jam 48 jam 72 jam Ampicillin Erithromicyn 

Ekstrak 1000 17 15 16 

10 24 
Ekstrak 2500 11 11 11 

Isolat 1000 10 9 9 

Isolat 2500 8 8 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Streptococcus pyogenes 

Sampel (ppm) 
Inhibisi (mm) Antibiotik 

24 jam 48 jam 72 jam Ampicillin Erithromicyn 

Ekstrak 1000 16 16 15 

15 26 
Ekstrak 2500 14 16 15 

Isolat 1000 14 12 13 

Isolat 2500 11 11 10 

Sampel 

Z
o
n
a
 i

n
h
ib

is
i 

(m
m

) 

24 

48 

72 

Kurva Uji Antibakteri AQ K. pneumoniae 
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C. Staphylococcus aureus 

Sampel (ppm) 
Inhibisi (mm)  Antibiotik 

24 jam 48 jam 72 jam Ampicillin Erithromicyn 

Ekstrak 1000 8 9 8 

8 16 
Ekstrak 2500 7 6 6 

Isolat 1000 8 8 6 

Isolat 2500 7 7 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Z
o
n
a
 i

n
h
ib

is
i 

(m
m

) 

24 

48 

72 

Kurva Uji Antibakteri AQ S. pyogenes 

Sampel 

Z
o
n
a
 i

n
h
ib

is
i 

(m
m

) 

24 

48 

72 

Kurva Uji Antibakteri AQ S. aureuss 
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D. Escherichia coli 

Sampel (ppm) 
Inhibisi (mm) Antibiotik 

24 jam 48 jam 72 jam Ampicillin Erithromicyn 

Ekstrak 1000 17 17 17 

10 22 
Ekstrak 2500 11 12 12 

Isolat 1000 10 11 12 

Isolat 2500 9 10 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Z
o
n
a
 i

n
h
ib

is
i 

(m
m

) 

24 

48 

72 

Kurva Uji Antibakteri AQ E. coli 
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Lampiran 8. Sertificate Of Analysis Anthraquinone 
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Lampiran 9. Perhitungan  

1. Perhitungan % Rendemen Ekstrak 

Jenis Ekstrak Massa Sampel 

Awal (gram) 

Massa Ekstrak 

(gram) 

Rendemen 

(%) 

Ekstrak Aquades 20 2,95 14,75 % 

Ekstrak Metanol 20 2,76 13,8 % 

Ekstrak Etanol 20 2,13 10,65 % 

Ekstrak Etil Asetat 20 2,98 14,9 % 

 

- Ekstrak Aquades 

Rendemen = 
2,95

20
 x 100 % = 14,75 % 

- Ekstrak Metanol 

Rendemen = 
2,76

20
 x 100 % = 13,8 % 

- Ekstrak Etanol 

Rendemen = 
2,13

20
 x 100 % = 10,65 % 

- Ekstrak Etil Asetat 

Rendemen = 
2,98

20
 x 100 % = 14,9 % 

 

2. Perhitungan KOH 5 N 

Diketahui, N = 5 mol ek/L; Mr KOH = 56 g/mol; V = 0,01 L 

Dicari m (g)? 

Normalitas (N) = 
massa zat (g) x e

Mr x Volume (L)
 

 5 N = 
massa zat (g)x (1)

56 g/mol x 0,01 L
 

Massa zat = 2,8 g 
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3. Analisis Data Metode Kalibrasi Standar 

a. Perhitungan  

- Pembuatan deret Standar Anthraquinone (AQ) 

1) Larutan induk AQ 1000 ppm dalam 50 mL 

ppm = 
m (g)

v (L)
  1000 ppm = 

m (mg)

0,05 L
 

m = 50 mg/0,05 gram 

2) Deret Standar Anthraquinone (AQ) 

Rumus Pengenceran : 

V1 . M1 = V2 . M2 

Keterangan 

V : Volume (mL) 

M : Molaritas  

• Standar 100 ppm dalam 10 mL 

V1 . 1000 ppm = 10 mL . 100 ppm 

V1 = 1 mL 

• Standar 10 ppm dalam 10 mL 

V1 . 1000 ppm = 10 mL . 10 ppm 

V1 = 0,1 mL 

• Standar 50 ppm dalam 10 mL 

V1 . 1000 ppm = 10 mL . 50 ppm 

V1 = 0,5 mL 

• Standar 5 ppm dalam 10 mL 

V1 . 1000 ppm = 10 mL . 5 ppm 

V1 = 0,05 mL 

• Standar 25 ppm dalam 10 mL 

V1 . 1000 ppm = 10 mL . 25 ppm 

V1 = 0,25 mL 

 

- Pembuatan Sampel 1000 ppm 

1000 ppm = 
m (mg)

0,01 L
 

m = 10 mg/0,01 g 

*) Ket : 4 sampel ekstrak (Aq; MeOH; EtOH; Ea) dibuat dalam konsentrasi dan 

volume larutan yang sama. 
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b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimun 

Lambda (nm) Absorbansi 

220 1.328 

230 1.466 

240 2.421 

250 3.789 

260 3.355 

270 1.990 

280 1.087 

290 0.269 

300 0.286 

310 0.450 

320 0.626 

330 0.646 

340 0.446 

350 0.144 

360 0.007 

 

c. Analisis sampel 

Standar Anthraquinone (AQ) 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi 

Blangko 0 

5 0.261 

10 0.486 

25 1.176 

50 2.261 

100 4.000 

 

 

 

Kurva Abs vs Lambda 

Keterangan : 

250 nm adalah Panjang gelombang 

maksimum dari AQ standar 1000 ppm, 

sehingga digunakan sebagai lambda pada 

analisis sampel untuk metode kalibrasi. 

Kurva Abs vs Konsentrasi 
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Ekstrak Sampel 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi 

Sampel Aq 0.117 

Sampel MeOH 0.144 

Sampel EtOH 0.096 

Sampel Ea 0.214 

 

Perhitungan kadar AQ (ppm) dalam Setiap Ekstrak  

- Ekstrak Aq 

y =  0.0394x + 0.139 

0.769 =  0.0394x + 0.139 

0.769 - 0.139 =  0.0394x 

x = 16.1538 ppm 
 

- Ekstrak MeOH 

y =  0.0394x + 0.139 

1.297 =  0.0394x + 0.139 

1.297 - 0.139 = 0.0394x 

x = 29.6923 ppm 
 

- Ekstrak EtOH 

y =  0.0394x + 0.139 

0.731 =  0.0394x + 0.139 

0.731 - 0.139 = 0.0394x 

x = 15.1795 ppm 
 

- Ekstrak Ea 

y =  0.0394x + 0.139 

1.464 =  0.0394x + 0.139 

1.464 - 0.139 

= 0.0394x 

x = 33.9744 ppm 
 

 

*) Ket : Ekstrak Ea memiliki kadar AQ tertinggi 

4. Analisis Data Metode Penentuan Antioksidan (DPPH) 

*) Penentuan antioksidan Ekstrak Ea dengan kadar AQ total tertinggi 

a. Perhitungan  

- Pembuatan deret Standar Ekstrak Ea   

1) Larutan induk ekstrak Ea 100 ppm dalam 10 mL 

ppm = 
m (g)

v (L)
  100 ppm = 

m (mg)

0,01 L
 

m = 10 mg/0,01 gram 

Hasil persamaan garis lurus: 

y = bx + a 

y = 0,0394x + 0,139 

R2 = 0, 996 
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2) Deret Standar Ekstrak Ea 

Rumus Pengenceran : 

V1 . M1 = V2 . M2 

Keterangan 

V : Volume (mL) 

M : Molaritas 

• Standar 13 ppm dalam 10 mL 

V1 . 100 ppm = 10 mL . 13 ppm 

V1  = 1,3 mL 

• Standar 9 ppm dalam 10 mL 

V1 . 100 ppm = 10 mL . 9 ppm 

V1  = 0,9 mL 

• Standar 11 ppm dalam 10 mL 

V1 . 100 ppm = 10 mL . 11 ppm 

V1  = 1,1 mL 

• Standar 7 ppm dalam 10 mL 

V1 . 100 ppm = 10 mL . 7 ppm 

V1  = 0,7 mL 

- Pembuatan DPPH 50 ppm dalam 50 mL 

50 ppm = 
m (mg)

0,05 L
 

m = 2,5 mg/0,0025 g 

 

d. Penentuan Panjang Gelombang 

 Maksimun 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lambda (nm) Absorbansi 

466 0.161 

483 0.168 

500 0.190 

517 0.204 

534 0.182 

551 0.140 

568 0.104 

585 0.078 

636 0.025 

Keterangan : 

517 nm adalah Panjang gelombang 

maksimum dari DPPH 50 ppm dalam 

metanol, sehingga digunakan sebagai 

lambda pada analisis sampel Ekstrak Ea 

untuk metode penentuan antioksidan. 

Kurva Abs vs Lambda 
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e. Analisis sampel 

1 mL Ekstrak Ea (setiap konsentrasi) + 3 mL DPPH 100 ppm 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi  Absorbansi % Inhibisi 

Blangko 0,280 0,280 0,280 0,280 - 

7 0.212 0.212 0.212 0.212 24.286 

9 0.209 0.209 0.209 0.209 25.357 

11 0.205 0.205 0.206 0.205 26.667 

13 0.200 0.200 0.200 0.200 28.571 

 

 Kurva Inhibisi 

Konsentrasi (ppm) % Inhibisi 

7 24.286 

9 25.357 

11 26.667 

13 28.571 

  

 

 

 

 

Perhitungan Nilai IC50  

Rumus % Inhibisi = 
𝐀𝐛𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥 − 𝐀𝐛𝐬 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐞𝐥

𝐀𝐛𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥 
 x 100% 

IC50 y = bx + a dengan y = 50 

y  =  0,708x + 19,1 

50 =  0,708x + 19,1 

50 – 19,1 =  0,7084x 

x = 43,64 

 

Kurva % Inhibisi vs Konsentrasi 

Persamaan garis lurus: 

y = bx + a 

y = 0,708x + 19,1 

R2 = 0, 982 
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5. Analisis KCKT 

Perhitungan  

- Pembuatan deret Standar teknis AQ   

3) Larutan induk AQ 1000 ppm dalam 1,5 mL 

ppm = 
m (g)

v (L)
  1000 ppm = 

m (mg)

0,0015 L
 

m = 1,5 mg/0,015 gram 

4) Deret Standar teknis AQ   

Rumus Pengenceran : 

V1 . M1 = V2 . M2 

Keterangan 

V : Volume (mL) 

M : Molaritas 

• Standar 500 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 500 ppm 

V1  = 0,75 mL 

• Standar 250 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 250 ppm 

V1  = 0,375 mL 

• Standar 100 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 100 ppm 

V1  = 0,15 mL 

• Standar 50 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 50 ppm 

V1  = 0,075 mL 

• Standar 25 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 25 ppm 

V1  = 0,0375 mL 

• Standar 10 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 10 ppm 

V1  = 0,015 mL 

• Standar 5 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 5 ppm 

V1  = 0,0075 mL 

 

- Pembuatan Induk Isolat 6000 ppm dalam 10 mL 

6000 ppm = 
m (mg)

0,01 L
 

m = 60 mg/0,06 g 
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- Pembuatan sampel 2500 dan 1000 ppm dalam 1,5 mL 

• Sampel 2500 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 6000 ppm = 1,5 mL . 2500 ppm 

V1  = 0,625 mL 

• Sampel 1000 ppm dalam 1,5 mL 

V1 . 1000 ppm = 1,5 mL . 1000 ppm 

V1  = 0,25 mL 

- Perhitungan % Rendemen Isolat 

Nama isolat Massa Sampel 

Awal (ppm) 

Massa AQ 

(ppm) 

Rendemen 

(%) 

Isolat 1000 1000 7,17 0,717 % 

Isolat 2500  2500 9,18 0,367 % 

 

- Isolat 1000 

Rendemen = 
7,17

1000
 x 100 % = 14,75 % 

- Isolat 2500 

Rendemen = 
9,18

2500
 x 100 % = 13,8 % 

6. Perhitungan nilai Reterdation Factor (RF) 

RF = 
𝑎

𝑏
 dimana,  

 

- Penentuan Eluen - Senyawa AQ 

a. RF = 
3,4 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 0,56 cm a. RF = 

5,1 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 0,85 cm (Standar) 

b. RF = 
4,7 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 0,78 cm b. RF = 

5,2 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 0,86 cm (Fraksi 93) 

c. RF = 
5,3 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 0,88 cm c. RF = 

6 𝑐𝑚

6 𝑐𝑚
 = 1 cm (Fraksi 98) 

 

 

 

 

a = Jarak noda dari awal totolan  

b =Jarak elusi senyawa 
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Metode shaker selama 24 jam 

Tahap Karakterisasi 

Lampiran 10. Diagram Alir Skema Penelitian 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak metanol 

Identifikasi AQ pada ekstrak selada 

Metode kalibrasi standar 

Preparasi sampel selada sebagai bahan baku 

Pembuatan ekstrak sampel dengan variasi pelarut 

KCKT ; Kadar AQ FTIR ; Spektrum, Struktur  AQ 

Ekstrak aquades Ekstrak etanol Ekstrak etil asetat 

Uji Borntrager Uji Borntrager modifikasi 

Ekstrak selada Penentuan DPPH: % Inhibisi (IC50) 

Analisis fraksi Anthraquinone (AQ) 

Isolasi Anthraquinone menggunakan 

Kromatografi lapis tipis (KLT)  

Isolasi Anthraquinone menggunakan 

Kromatografi Kolom 

Anthraquinone (AQ) Analisis senyawa Antibakteri 
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Lampiran 11. Timeline Penelitian 

No Kegiatan 

Bulan 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1. Preparasi sampel ekstrak 

daun selada hijau 

        

2. Identifikasi ekstrak daun 

selada hijau 

        

3. Penentuan kadar total AQ 

pada ekstrak selada 

menggunakan instrumen 

Spektrofotometer UV-VIS 

        

4. Uji daya antioksidan dengan 

DPPH menggunakan 

instrumen Spektrofotometer 

UV-VIS 

        

5. Isolasi AQ dari ekstrak 

selada dan Analisis isolat 

dan kadar AQ menggunakan 

instrumen KCKT 

        

6. Analisis struktur AQ 

menggunakan instrumen 

FTIR 

        

7. Uji aktivitas AQ sebagai 

antibakteri 
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian 

a. Preparasi sampel 

 

Tanaman Selada Hijau 

 

Setelah dicuci dan dipisahkan 

dari batang juga akarnya 

 

Simplisia untuk metode 

kriogenik 

  

b. Metode Freeze Dry 

 

Alat freeze dry terpasang labu kaca berisi daun selada 

yang telah dibekukan di -80°C selama 24 jam. 

 

 
Saat final drying 48 jam 

 

 

 

 

 

 

Daun selada hijau (setelah penghilangan air) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serbuk daun selada hijau 
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c. Ekstraksi Daun Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

 

Incubator shaker 
 

4 Ekstrak yang dimaserasi 

 

Rangkaian Vacum rotary 

evaporator 

 

Maserat Ekstrak 

 

d. Identifikasi Daun Selada Hijau (Lactuca sativa L.) 

Jenis Sampel Uji Borntrager Borntrager Modifikasi 

Standar AQ Teknis 

  

Va Vb Va Vb 

Va Vb Va Vb 
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Ektrak Aquades 

 

Positif AQ (endapan 

orange kemerahan) 

 

Positif AQ (endapan 

orange kemerahan) 

Ekstrak MeOH 

 

Positif AQ (larutan warna 

kuning dan ada cincin 

merah ditengah atasnya) 

 

Positif AQ (bagian 

bawah larutan warna 

kuning) 

Ekstrak EtOH 

 

Positif AQ (Bagian bawah 

larutan warna kuning) 

 

 

Positif AQ (Bagian 

bawah larutan warna 

putih tulang seperti 

standar) 

Ekstrak Ea 

 

Positif AQ (Bagian atas 

larutan warna kuning 

gelap kehijauan) 

 

Positif AQ (Bagian 

bawah larutan warna 

putih tulang seperti 

standar) 

 

Va Vb 

Va Vb 
Va Vb 

Va Vb 

Va Vb 

Va Vb 
Va Vb 

Va Vb Va Vb 
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e. Penentuan kadar AQ dari ekstrak dengan Kalibrasi Standar  

 

Pembuatan larutan standar 

 

Deret pengenceran larutan standar 

f. Penentuan antioksidan ekstrak Ea 

 

Blangko (Metanol) 

 

Sampel 7 ppm 

 

Sampel 9 ppm 

 

Sampel 11 ppm 

 

Sampel 13 ppm 

 

g. Isolasi kolom kromatografi 

Proses pencampuran celite dengan sampel ekstrak Ea 
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n-Heksan : Ea (10:1) 

 

Hasil Fraksi 1-42 

 

n-Heksan : Ea (5:1) 

 

Hasil Fraksi 43-82 

 

n-Heksan : Ea (2:1) 

 

Hasil Fraksi 82-90 

 

Etil asetat 

 

Hasil Fraksi 91-104 
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h. Analisis KCKT 

 

7 Konsentrasi Standar teknis AQ Sampel Isolat AQ 

 

Alat KCKT 

 

Software KCKT 

 

i. Instrument FTIR-UATR PerkinElmer 
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j. Proses Uji Aktivitas dengan BACTEC 960 

 

 

Uji sterilisasi stok sampel 

 

Subkultur H37Rv 

 

Rak AST 

 

Tabung diposisikan pada alat 

 

Posisi BACTEC 960 sebelum inkubasi 

 

Hasil akhir analisis (setelah inkubasi) 
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k. Uji Aktivitas metode Difusi cakram 

 

Klebsiella pneumoniae 

24 Jam 48 Jam 72 Jam 

 
  

Streptococcus pyogenes 

24 Jam 48 Jam 72 Jam 

   

Staphylococcus aureus 

24 Jam 48 Jam 72 Jam 

E1 E2 

I1 
I2 

E1 E2 

I1 
I2 

E1 E2 

I1 
I2 

E1 E2 

I1 
I2 

E1 E2 

I1 
I2 

E1 E2 

I1 
I2 
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Escherichia coli 

24 Jam 48 Jam 72 Jam 

  
 

 

Keterangan: 

E1 = Ekstrak Ea 1000 ppm 

E2 = Ekstrak Ea 2500 ppm 

I1 = Isolat Ea 1000 ppm 

12 = Isolat Ea 1000 ppm 

 

Va Vb 

E1 
E2 

I1 I2 

E1 E2 

I1 I2 

E1 
E2 

I1 I2 

E1 
E2 

I1 I2 

E1 E2 

I1 I2 

E1 E2 

I1 I2 


	3.4.  Pneumonia
	Pneumonia berasal dari kata Yunani kuno “pneumon” yang berarti paru-paru. Secara medis, penyakit ini terjadi karena peradangan pada salah satu atau kedua parenkim paru yang bisa disebabkan oleh bakteri Klebsiella pneumoniae (Martin dan Bachman 2018)....
	Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen gram negatif dari famili Enterobactericeae berbentuk batang pendek memiliki ukuran 0,5 – 0,6 μ dan bersifat fakultatif anaerob. Pada media agar, Klebsiella pneumoniae menunjukan pertumbuhan fenotip mucoi...
	Menurut  Hupp dkk (2018) Streptococcus pyogenes adalah bakteri yang juga termasuk kedalam penyebab pneumonia dari streptococcal grup A dengan prevalensi sebesar 2-5%. pasien Streptococcus pyogenes pneumonia terjangkit pada usia 31 - 86 tahun dengan k...
	3.5.  Infeksi Aliran Darah
	Infeksi aliran darah adalah salah satu masalah kesehatan global dan sangat invasif, progresif serta mengancam jiwa. Istilah lain dari infeksi ini disebut bakteremia, yaitu adanya pertumbuhan bakteri atau jamur pada saluran darah, bisa menimbulkan dem...
	Mengacu pada Firdausya, dkk (2019) Bakteri yang juga sering menginfeksi aliran darah adalah Staphylococcus aureus, bakteri ini resisten terhadap ampicillin. Dari Ghanamani, dkk (2016) resistensi juga terjadi pada antibiotik quinolone, vanomicyn, sulf...
	3.6.  Ekstraksi
	Penentuan kadar menggunakan Spektrofotometer UV-Visible bisa dilakukan menggunakan metode kalibrasi. Standar induk maupun pengenceran dianalisis pada panjang gelombang maksimum. Bila sistem ideal akan diperoleh garis lurus titik (0,0) menyatakan hubun...

