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ISOLASI DANIDENTIFIKASI SENYAWA ANTIBAKTERI MINYAK ATSIRI
DAUN KEMBANG BULAN {Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray}*
[Isolation and | dentification of Antibacterial Compoundsfrom the Essential Qil
of Japanese Sunflower {Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray L eaves}]

Hartati SoetjiptoF\ Lusiawati Dewi dan Sentot Adi Prayitno
Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Matematika
Universitas Kristen Satya Wacana
Jin Diponegoro 52-60, Salatiga50711
*e-mail: hartatis2003@,vahooxom

ABSTRACT
Isolation and identification of chemicd compounds and antibacterid compounds of the essentid oil of Kembang bulan or Japanee
sunflower {Tithonia diversifolia (Hemdey) A. Gray} leaves showed that the essential oil contain 29 components. The main
components were caryophyllene (27.76%), nerolidol (21.81%), caryophyllene oxide (7.06%), copaene (6.41%) and
bicylogermacrene (4.90%). The oil was screened for their antibacteria activity through bicautography method. Two antibacteria
spots which had Rf 049 and Rf 0.61were obtained. The spot with Rf 0.49 was a mixture of 21 compounds with main compounds
were heneicosane, nonacosane and tetratetracontane, while the spot with Rf 0.61 consisted of 22 compounds, which the main

compound was nerolidol.

Kata kund: Aktivitas antibakteri, minyak atsiri, kembang bulan, Japanese sunflower, Tithonia diversifolia

PENDAHULUAN

Selain Shigella sp. dan Campylobacter,
sebagian besar kasus diare di Indonesia disebabkan
oleh Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio

choleraedan Salmonella sp. (Dzulkamain, 1996 -ddam:

Ajizah, 2004). Indonesiasebagai negaratropis memiliki
iklim yang sangat mendukung untuk berkembangnya
mikroba patogen penyebab penyakit infeksi. Dengan
beban masyarakat yang semakin berat, kemiskinan
meningkat nampaknya harga obat semakin tidak
terjangkau oleh sebagian masyarakat; makadari itu tren
masyarakat untuk kembali menggunakan obat
tradisional yang diperoleh dari bahan alam menjadi
semakin marak.

Minyak atsiri merupakan salah satu senyawa
hasil metabolit sekunder yang akhir-akhir ini telah
menarik perhatian dunia, karenadiketahui memiliki sfat
aktif biologis sebagai antibiotik sehingga dapat
dipergunakan sebagai antibakteri dan antijamur
(Yuharmen et al., 2002). Selain sifat antibakteri, minyak
atsiri atau komponen penyusunnya menunjukkan
kemampuan antivirus, antitoksigenik, antiparasitik dan
insektisidaDalam aplikasinyasalain untuk pengobatan,
minyak atsiri jugabanyak dimanfaatkan dalam bidang

'Diterima: 10 Juni 2008 - Disetujui: 30 Juli 2008

pangan sebagai flavour maupun pengawet, kosmetik
dznfood additive pada ternak (Burt, 2004).

Indonesiayang memiliki sekitar 28.000 spesies
tumbuhan dan disinyalir lebih dari 7.000 di antaranya
berpotensi sebagai tumbuhan obat. Namun demikian
baru sekitar 283 spesiesyang dapat dimanfaatkan dalam
industri obat tradisional, sedangkan sisanya masih
perlu pembuktian secarailmiah (Pramono, 2002). Salah
satu jenis tumbuhan liar yang menghasilkan minyak
atsiri adalah kembang bulan/japanese sunflower {27-
thonia diversifolia (Hemsley) A. Gray} (Moronkola et
a/.,2007)(Gambarl).

Penelitian sebelumnya, yang dilakukan oleh
Lestari et al. (2003), melaporkan adanya efek larvisida
yang dimiliki oleh ekstrak kasar fraksi aseton bungaT.
diversifolia terhadap larva nyamuk Aedes aegypti.
Susilowati (2004), melaporkan adanya aktivitas
antibakteri pada ekstrak kasar fraksi petroleum eter,
kloroform dan etil asetat dari daun, bunga dan akar T.
diversifolia terhadap Bacillus subtilis, Staphylococ-
cus aureus, Eschericia coli dan Pseudomonas
aeruginosa. Untuk melengkapi informasi tentang
tumbuhan T. diversifolia, penelitian ini diarahkan pada
kandungan minyak atsiri daunnya, khusushya
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Senyawa Antibakteri Minyak Atsiri Kembang Bulan

Gambar 1. Kembang bulan/Japanese sunflower {Tithonia diversijolia (Hemsley) A. Gray}

terhadap komponen kimia yang terkandung dalam
minyak atsiri daun kembang bulan yang bertanggung
jawab terhadap sfat antibakteri. Pendlitian ini bertujuan
untuk mengisolasi senyawa antibakteri minyak atsiri
daun kembang bulan (T. diversifolia) dan menentukan
komponen kimianya melalui uji bioautografi langsung
dan Kromatografi Gas - Spektroskopi Massa (KG-SM).

BAHAN DAN METODE

Sampel daun T. diversifolia diperoleh dari
daerah Salatiga. Bahan kimia yang digunakan adalah
etanol (Merck), nurient agar (NA), nurient broth (NB),
toluen (Merck), etil asetat (Merck), eter (Merck), H,SO,
(Merck), Reagen lodonitrotetrazolium (INT) dan
akuades. Sedangkan bakteri uji yang digunakan adalah
Saphylococcus aureus (FNCC 0047), Bacillussubtilis
(ATCC 6051), Escherichia coli (IFO 0091) dan
Pseudomonas aeruginosa (FNCC 0063).

Peralatan yang digunakan adalah satu set aat
destilasi uap (clavenger), spektrofotometer - uv (
Shimadzu UV Mini 1240 UV-Vis), mikropipet, inkas, satu
set alat kromatografi gas - spektroskopi massa (
Shimadzu QP201 OS).

M etode
Distilasi

Sampd berupa daun segar yang dipotong kecil-
kecil, diukur kadar airnya kemudian didistilasi dengan
metode destilasi uap menggunakan alat clavenger.
Minyak yang diperoleh dikeringkan dengan
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menambahkan drying agent, kemudian disaring dan
dihitung rendemennya.

Rendemen minyak atsiri ditentukan dengan
perhitungan sbb.:

massa minyak vang diperoleh
massa sampel yang digunakan

x 100 %

Cam pengukuran kadar air

Satu gram daun yang sudah dipotong kecil-kecil,
dimasukkan dalam cawan petri yang telah ditimbang
dengan menggunakan neraca analitis Mettler Hgg
Kemudian cawan dioven pada suhu 105 °C selama 2
jam dan didinginkan dalam desikator hingga mencapai
suhu ruang. Selanjutnya cawan ditimbang untuk
diketahui penyusutannya. Proses tersebut diulangi
berkali-kali hinggadiperoleh hasil yang konstan. Kadar
air sampel diperoleh dengan rumus sbb.:

massa awal - massa konstan setelah penimbangan -
massa awa !

% kadar air =

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT minyak atsiri dilakukan dengan
menggunakan fase diam silikagel 60 F.s, padalempeng
aluminium dan fase gerak berupa campuran pelarut
toluen: etil asetat (93 : 7). Untuk visualisasi spot yang
muncul dilakukan di bawah sinar UV s, UV 35 dan
disemprot dengan larutan H, SO, 50%



Kromatogrdfi Gas-Spektroskopi Massa (KGSM)
Identifikas komponen kimiaminyak atsiri daun
dilakukan dengan menggunakan aat kromatografi gas
- spektroskopi massa (SHIMADZU QP2010S) di
Laboratorium Kimia Organik, Fakultas MIPA-Univer-
sitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Jenis kolom yang
digunakan adalah Rtx-5M'S, panjang 30 meter dan ID
sebesar 0,25 mm. Kondisi pengoperasian alat
menggunakan suhu pemanasan kolom: 80 °C selama S
menit, suhuinjeks: 280 °C selama 34 menit, modeinjeks
dengan split ratio sebesar 33:1 dan gas pembawa
berupa helium dengan tekanan 13,7 KPa, total aliran:
19,2 ml/menit, aliran kolom: 0,48 ml/menit sertakelgjuan
linier: 25,4 cm/detik. Sedangkan untuk SM dengan
kondisi sbb: waktu awal (start time) 3 menit kemudian
berlangsung sampai 40 menit (end time), interval 0,50
detik dengan scan speed1250, awa m/v sebesar 33,00,
dan berakhir m/v 600. Penentuan jenis komponen
senyawa dilakukan dengan bantuan komputer
menggunakan perangkat data base Willey 7, NIST12
danN1ST 62 Library.
Uji antibakteri dengan metode Bioautogr afi
Langsung (Hamburger dan Cordell, 1987)

Metode bioautografi langsung menggunakan
lempeng KLT yang dielusikan dalam pelarut toluen:
etil asetat (93:7). Sdanjutnyalempeng KLT disemprot
dengan suspensi bakteri dalam nutrient broth (NB)
cair dan diinkubas padasuhu 37°C selama24 jam dalam
bejana kaca. Untuk visualisasi digunakan reagen
pewama iodonitrotetrazolium 5 mg/ml.

Isolasi senyawa antibakteri minyak atsiri daun

Isolasi komponen senyawa antibakteri
penyusun minyak atsiri daun dilakukan dengan
menggunakan metode kromatografi preparatif dengan
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fase diam silikagd 60 F.s4 dengan alas kacayang telah
diaktifkan dalam oven dengan suhu 105 °C selama 10
menit dan fase gerak toluen : etil asetat = 93 : 7. Hasl
pengerokan spot senyawaantibakteri dilarutkan dalam
pelarut yang sama secukupnya tetapi sesedikit
mungkin, kemudian disaring dan dipekatkan dengan
dialiri gas Nitrogen. Selanjutnya hasil pemekatan
dismpan dalam botol sampel siap untuk dianalisalebih
lanjut dengan menggunakan kromatografi gas-
spektroskopi massa (KG-SM).

HASIL
Digtilasi Minyak Atsiri Daun

Didtilasi uap dengan aat clavenger terhadap
daun segar T. diversifolia dengan purata kadar air
86,10% menghasilkan minyak atsiri dengan purata
rendemen sebesar 0,054 %.

Identifikasi Komponen KimiaMinyak Atsiri Daun
Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Has | pemisahan KLT dengan larutan pengembang
toluen: etil asetat =93 : 7, dan reagen visudisas H,SO,
50% menghasilkan 7 buah spot masing-masing dengan
nilaiRfO,16,0,28,0,41,0,51,0,67,0,76dan0,95.
Kromatografi Gas - Spektroskopi Massa (KGSM)

Hasil analisaminyak atsiri T. diversifolia dengan

KG-SM menunjukkan adanya 26 puncak yang muncul
pada kromatogram (Gambar 2).
Sedangkan analisa data hasil spektroskopi massa
dilakukan dengan membandingan spektra senyawa
sampel minyak atsiri daun dengan data base Wiley
dan NIST, yang diperlihatkan pada Gambar 3.

Spektrum a, (sampel) merupakan spektrum dari
puncak bernomor 4 (Gambar 2), dan memiliki
fragmentas yang serupa dengan spektrum a,(Wiley),

% 3

A 22 i
.0

“ab

Gambar 2. Kromatogram minyakatsiri daun T. diversifolia

157



Hartati Sutjipto, Dewi dan Prayitno - Senyawa Antibakteri Minyak Atsiri Kembang Bulan

yang teridentifikasi sebagai senyawa Kariofilen,
sehingga dapat disimpulkan bahwa puncak bernomor
4 (Gambar 2), merupakan puncak dari senyawa
karyofilene. Dengan cara yang sama spektra dari
puncak bernomor 14 (Gambar 2) jugamemiliki spektra
yang serupa dengan b, (Wiley) (Gambar 4), yang
teridentifikasi sebagai senyawa nerolidol, sehingga
dapat dismpulkan bahwa puncak bernomor 14 (Gambar
2) addah senyawa nerolidol.

Dengan cara yang sama pula dilakukan
pengidentifikasian terhadap tiap-tiap puncak dari
komponen penyusun minyak atsiri daun (Gambar 2).
Komponen penyusun minyak atsiri daun yang telah
teridentifikasi disgjikan pada Tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan adanya 11 komponen
dengan kadar lebih besar dari 2%. Jika ditinjau dari
rumus molekulnya, 10 komponen yang ada termasuk
dalam golongan seskuiterpenoid, yaitu kariofilen
(nomor puncek 4) sebesar 27,76%, nerolidol (nomor
puncak 14) sebesar 21,81%, kariofilen oksida (nomor
puncak 17) sebesar 7,06%, kopaen (nomor puncak 1)
sebesar 6,41%, bisiklogermakren (nomor puncak 10)
sebesar 4,90%, juniper kamfor (nomor puncak 21)
sebesar 3,30%, aromadendren (nomor puncak 20)
sebesar 2,36%, a-humulen (nomor puncak 5) sebesar
2,34%, spatulenol (nomor puncak 16) sebesar 2,27%
dan P-maalien (nomor puncak 2) sebesar 2,25%.

Sedangkan satu komponen yang lain tidak
termasuk dalam golongan sesquiterpenoid, yaitu

senyawa androstan-3-ol (nomor puncak 13) sebesar
2,46% di mana senyawaini termasuk dalam golongan
diterpenoid. Selain ke 26 puncak di atas (97,51 % yang
berhasi| teridentifikasi) masih terdapat sekitar 2,49 %
komponen yang tidak terdeteksi.

| solas Senyawa Antibakteri Minyak Atsiri Daun

Diperoleh dua fraksi senyawa antibakteri
masing-masing dengan kisaranRf 0,3 7-0,49 (freks 1)
dan 0,55-0,61 (fraks 2). Selanjutnya, masing-masing
senyawa antibakteri tersebut diuji kembali aktivitasnya
dengan menggunakan metode yang sama (bioautografi
langsung). Hasil pengujian ulang menunjukan bahwa
kedua spot fraks tersebut masing-masing merupakan
spot tunggal dan betul-betul bersifat antibakteri.
Identifikas Fraks Antibakteri Minyak Atsiri Daun
dengan KG-SM

Hasil analisaKGSM fraks 1 (Rf 0,37 - 0,49) dan
fraks 2 (Rf0,55- 0,6 )ditampilkan pada Gambar 6
dan7.

Hasil analisa menunjukkan bahwa fraksi 1
dengan Rf (0,37-0,49) tersusun dari 21 komponen kimia
dengan 5 senyawadominan didalamnyayang memiliki
kadar diatas 7% yang ditunjukkan oleh masing- masing
puncak bernomor 1,2,3,4 dan 5 (Gambar 6, Tabd 2).

Bila dibandingkan dengan komponen penyusun
minyak atsiri yang berhasil teridentifikas pada Tabel
1, terlihat bahwa komponen penyusun senyawa
antibakteri pada Tabel 2 tidak terdapat pada Tabel 1.
Hal ini didugaterkait dengan jumlahnya yang sangat

170 190 210 230 250 270 290

100+

Gambar 3. Perbandingan Spektra sampe dengan data base Wiley
(a,) kariofilen Sampe (&) kariofilen Wiley
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Gambar 4. Perbandingan Spektra sampel dengan data base Wiley
(b,) nerolidol Sampel (by) nerolidol Wiley
Tabel 1. Komponen kimiapenyusun minyak atsiri daun T. diversifolia
No Indek§ Komponen kimia Rumus molekul BM Kandungan
puncak retensi (%)
1 15,253  kopaene CisHoa 204 6,57
2 15,415  (3-maalien C15H24 204 230
3 15,869 azulen C15H24 204 0,67
4 16,018 Kariofilen CisH,4 204 28,47
5 16,493  a-humulen C.JHM 204 2,40
6 16,654  1-heksadesena C16H32 224 146
7 16,756 farnesen CisH 4 204 115
8 16,869 germakren D Q5H 24 204 2.01
9 16,966  [3-selinen C15H24 204 0,63
10 17,095  bisiklogermakren Q5H24 204 5.03
11 17,236  benzenasetaldehida C,,HuO 162 0,67
12 17,368  A-kadinen C15H24 204 161
13 17,580 androstan-3-ol C22H3602 332 2,52
14 17,779 nerolidol CsH”O 222 22,37
15 17,914 4,8,12-tetradekatrienal CnHaO 248 0,60
16 18,257  spatulenol CisH24,0 220 233
17 18,361  kariofilen oksida C,sH,40 220 7,24
18 18,689 naftalena CioH g 138 0,90
19 18,828 neoklovenoksida alkohol Q5H240 220 0,51
20 18,999 aromadendren C15H24 204 2,42
21 19,254  juniper kamfor C.5H260 222 3,38
22 19,454  trisiclo 7.3.0.0(2,6)-8-dodesen-3-ol Ci2H150 178 0,70
23 19,579 tetradekanal C14,H280 212 117
24 21,066  2-pentadekanon C18H360 268 0,44
25 21,543 oksasikloheksadekan -2-on C16H3002 254 0,88
26 23.897  fitol C20H400 296 154
Total teridentifikasi - 99,97
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Gambar 5. Profil bioautografi fraks antibakteri minyak Gambar 6. Kromatogram frakd 1 (Rf 0,37 - 0,49)
atsiri daun T. diversifolia terhadap bakteri
E. coli. A. fraks 1, B. fraks 2

Tabd 2. Komponen kimiapenyusun fraks 1

Indeks L Rumus Kandungan
NoPunc&k  poens Komponen Kimia Moleku ~ °M %)
1 25,054 Henelkosan tipe 1 C21H44 296 7,62
2 26,776 Heneikosan tipe 2 C21H44 296 15,69
3 28,765 Henelkosantipe 3 C21H44 296 23,01
4 31,166 nonakosan C29H60 408 16,27
5 34,081 tetratetrakonian CA4H90 619 9,40
2
3
1 ARAL__ H

200

Gambar 7. Kromatogram fraks 2( Rf 0,55 - 0,61)

Tabd 3. Komponen kimia penyusun fraksi 2

No Indeks Komponen Kimia Rumus BM Kandungan
Puncak Retens M olekul (%)
1 15,794 kariofilen C15H24 204 243
2 17,566 nerolidol Ci5H»60 222 67,71
3 18,155 kariofilen oksida C15H240 220 11,36
4 18,325 delta - neokloven Q5H24 204 5,06
5 18,632 1-naftdenamin C15H240 220 6,73
6 18,792 1-naftdencl CisH0 222 2,93
7' 22,935 d - nerolidol C15H260 222 3,77

Total teridentifikas
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kecil sehinggatidak terdeteksi (termasuk dalam 2,49%
yang tidak terdeteksi). Dugaan ini didukung pulaoleh
kromatogram fraksi 1 (Gambar 6) yang menunjukan
garis dasar (base line) yang diperlebar.

Fraks 2 Rf 0,55-0,61 jugamerupakan campuran
dari 22 komponen penyusun, dengan komponen
utamanya adalah nerolidol (Gambar 7, Tabe 3).

Dari tujuh komponen yang dapat diidentifikas
dalam fraks 2, terlihat bahwakadar senyawanerolidol
sangat dominan, yaitu sebesar 20,32%, sedangkan
senyawayang lain hanya memiliki kadar dibawah 3%.
Senyawa dengan nomer puncak 4 (delta-neokloven), 5
(1-naftalenamin) dan 6 (1-naftalenol) tidak terdeteksi
dalam Tabd 1, dengan alasan yang sama, hal ini diduga
karena kadarnyayang terlalu kecil.

PEMBAHASAN

Bila dibandingkan dengan penelitian Moronkola
et al. (2007), terdapat perbedaan susunan komponen
kimiapenyusun minyak atsiri daun T. diversifolia. Hasll
penelitiannya dilaporkan, bahwa komponen utama
minyak atsiri daun T. diversifoliaterdiri dari senyawa
a-pinen (32,9%), p-kariofilen (20,8 %), germakren D
(12,6%), [3-pinene (10,9%) dan 1,8-sineol (9,1%).
Sedangkan pada pendlitian ini minyak atsiri daun T.
diversifolia didominasi oleh p-kariofilen sebesar
27,76% dan nerolidol 21,81%. Menurut Guenther (1987),
komposisi minyak atsiri suatu spesies tanaman yang
sama, jika tumbuh di tempat berbeda dimungkinkan
memiliki susunan yang berbeda pula. Karena faktor
lingkungan tempat tanaman tersebut tumbuh seperti
kondis tanah dan iklim sangat menentukan komposisi
minyak atsiri yang dihasilkan. Meskipun demikian,
antaraMoronkola et al. (2007) dan penelitian ini tetap
terdapat persamaan pada beberapa komponen
penyusunnya, yaitu sama-sama mengandung senyawa
P-kariofilen dan germakrene D.

Datapada Tabe 2, memperlihatkan bahwafraks
1 didominasi oleh sebuah komponen yang sama, yang
muncul pada 3 puncak yang berbeda yaitu senyawa
heneikosana, di mana senyawaini muncul pada puncak
no. 1,2 dan 3 dengan indeks retensi 25,054,26,776 dan
28,765 serta kadar masing-masing puncak sebesar
7,62%, 15,69% dan 23,01%. Sedangkan senyawa
dominan yang lain adalah nonakosana sebesar 16,27%

Berita Biologi 9(2) - Agustus 2008

dan tetratetrakontana yang muncul pula dengan dua
indeks retensi yang berbeda, yaitu 31,166 dan 34,081
dengan kadar 9,40% dan 4,69%. Munculnyalebih dari
satu puncak untuk satu senyawa yang sama
dimungkinkan karena terjadinya proses isomerisasi
(Ristanti et al., 2006).

Data pada Tabel 3 menunjukkan bahwa
senyawa antibakteri kedua yang berhasil diisolasi
didominasi oleh nerolidol. Nerolidol merupakan
seskuiterpen yang sering dijumpai pada minyak atsiri
tumbuhan. Leeet al. (2007) melaporkan bahwanerolidol
positif memiliki efek antijamur. Senyawanerolidol sdain
sering dimanfaatkan sebagai flavouring agent, juga
memiliki kemampuan sebagai antileishmania (Arruda
et al., 2005); bahkan Shaheen et al. (1998), melaporkan
bahwa senyawa nerolidol sangat efektif digunakan
sebagai agen antibakteri. Selain itu, Erindyah dan
Maryati (2002) juga melaporkan bahwa senyawa
kariofilen juga memiliki aktivitas sebagai senyawa
antibakteri. Meskipun ditemukan dalam jumlah yang
relatif kecil, diduga senyawa kariofilen masih memiliki
andil dalam menentukan efek antibakteri dari fraks 2.

KESMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
terhadap minyak atsiri daun Tithonia diversifolia maka
dapat dismpulkan bahwaminyak atsiri daun terdiri dari
29 komponen kimia; limadi antaranyaadalah kariofilen
yang merupakan komponen utama sebesar 27,76%,
nerolidol 21,81%, kariofilen oksida 7,06%o, kopaen 6,41 %,
bisiklogermakren 4,90%.

Duafraks antibakteri yang berhasil dipisahkan,
masing-masingmemiliki Rf antara 0,37-0,49 dan 0,55-
0,61, dimanafraksi 1 dengan Rf 0,37-0,49 didominasi
oleh senyawa heneikosana nonakosana dan
tetratetrakontana, sedangkan fraks 2 dengan Rf 0,61
didominasi oleh nerolidol.
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