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ABSTRACT
Isolation of antibacterial compounds from chloroform extract of belawan putih (77istaniopsis whiteana) leaves has
been done. The bioautography analysis of the extract against Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis,
subsequently followed by isolation and purification of active compounds led us to obtain two pure compounds,
compound 1 and 2. Futhermore, the compound 2 was identified as betulinic acid based on their spectroscopic data
including ultraviolet spectrum, infrared spectrum, 1D- and 2D-NMR spectra. In addition, this is the first report of
the occurrence of this compound in the plant of T7istaniopsis whiteana and the genus of Tristaniopsis.

Keywords: antibacterial, active compound, leaves, Tristaniopsis whiteana

ABSTRAK
Isolasi senyawa aktif antibakteri dari ekstrak kloroform daun belawan putih (77istaniopsis whiteana) telah dilakukan.
Analisis bioautografi ekstrak terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus epidermidis, dilanjutkan dengan isolasi dan
pemurnian senyawa akdif sehingga diperoleh dua senyawa murni, senyawa 1 dan 2. Selanjutnya, senyawa 2
diidentifikasi sebagai asam betulinat berdasarkan data spektroskopi meliputi spektrum ultraviolet, spektrum
inframerah, spektra 1D- dan 2D-RMI. Ini adalah laporan pertama tentang adanya asam betulinat yang terkandung

dalam tumbuhan belawan putih (77istaniopsis whiteana) maupun genus Tristaniopsis.

Kata Kunci: antibakteri, daun, senyawa aktif, Tristaniopsis whiteana

PENDAHULUAN

Hutan gambut di Indonesia memiliki
biodiversitas yang khas dengan keragaman flora
dan fauna sehingga menjadi sumber daya hayati
yang sangat berharga. Luas lahan gambut di
Indonesia diperkirakan mencapai 17-27 juta ha
(Rieley er al. 1996). Sekitar 5,77 juta ha dari
luasan tersebut terdapat di Kalimantan, dan
Kalimantan Tengah merupakan daerah yang
memiliki lahan gambut terluas, yaitu sekitar 3,01
juta hektar (Wahyunto ez al. 2004). Salah satu
potensi yang biasa dimanfaatkan oleh masyarakat
disekitar kawasan tersebut adalah pemanfaatan
tumbuhan hutan untuk bahan obat.

Salah satu tumbuhan yang terdapat di dalam
ekosistem hutan gambut ialah genus T7istaniopsis.

Beberapa jenis tumbuhan dari genus Tristaniopsis

berkhasiat sebagai obat. Syamsurizal (1997)
menyatakan bahwa 7. sumatrana berpotensi sebagai
obat kontrasepsi, sedangkan ekstrak metanol kulit
kayu 7. calobuxus dapat menghambat aktivitas
enzim xantin oksidase, elastase, dan metalloproteinase-
9 (Gariboldi et al. 1998; Bellosta et al. 2003).
Verotta ez al. (2001) melaporkan bahwa daun dan
kulit kayu 7. calobuxus, T. yateensis, dan T. glauca
berpotensi sebagai obat antimalaria. Palajit ez al.
(2008) melaporkan potensi 7. burmanica sebagai
obat antibakteri, dan 7. laurina dilaporkan berpotensi
sebagai obat antimikroba dan antioksidan (US
Patent Application 2008; Florence et al. 2012).
Panagan dan Syarif (2009) melaporkan bahwa
asap cair hasil pirolisis kayu 7. abavata dapat
menghambat percumbuhan bakeeri Escherichia coli.
Salah satu penelitian yang telah dilakukan
oleh Pusat Penelitian Biologi-LIPI ialah penapisan
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tumbuhan gambut di Kalimantan Tengah dan
potensinya sebagai bahan obat antibiotik. Hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa salah
satu tumbuhan di hutan gambut tersebut, yaitu
daun belawan putih (7. whiteana) memiliki
kemampuan hambat yang paling tinggi terhadap
bakteri Staphylococcus epidermidis dengan diameter
daya hambar sebesar 10 dan 12 mm pada
pemakaian 200 dan 400 pg ekstrak (Jamal ez 4/,
Unpublished data).

Hasil penelitian Utama (2002), Wahyuningsih
(2005), dan Farid (2005) menunjukkan bahwa
ekstrak etil asetat, ekstrak heksana, dan ekstrak
metanol dari kulit batang tumbuhan belawan
putih mampu menghambat aktivitas bakteri S.
aureus dan E. coli. Ekstrak etil asetat kulit batang
belawan putih mengandung senyawa flavonoid,
tanin, dan terpenoid (Utama 2002). Setyowati ez
al.  (2005) melaporkan bahwa kulit batang
tumbuhan  belawan putih  digunakan oleh
masyarakat Dayak sebagai obat diare.

Informasi tentang potensi daun belawan
putih sebagai bahan obat, terutama strukeur kimia
senyawa aktif sebagai antibakteri dari tumbuhan
tersebut sangat terbatas, maka perlu dilakukan
penelitian untuk mengungkap senyawa aktif yang

berperan sebagai bahan antibakteri
BAHAN DAN CARA KERJA

Bahan yang digunakan ialah daun belawan
putih yang diperoleh dari hutan gambut
Hampangen Kalimantan Tengah. Bakteri yang
digunakan adalah biakan bakteri S. epidermidis
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia dan E. co/i dari Laboratorium
Mikrobiologi Pusat Penelitian Biologi-LIPL

Sampel berupa daun belawan putih dikoleksi
dari hutan gambut dan kerangas Bawan Kalimantan
Tengah dan diidentifikasi di Herbarium Bogoriense,
Pusat Penelitian Biologi LIPI. Daun belawan
putih  dikeringanginkan dan digiling dengan
grinder sehingga menjadi serbuk.

Sampel (350 g) dimaserasi menggunakan pelarut
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metanol (3 L). Ekstrak metanol (71 g) yang
diperoleh kemudian dipartisi dengan 4 pelarut
secara bertingkat. Pelarut tersebut dibedakan
berdasarkan kepolarannya, yaitu 7-heksana (nonpolar),
kloroform (semipolar), etil asetat (semipolar), dan
(polar).
dipekatkan dengan penguap putar pada suhu

metanol Setiap ekstrak  selanjutnya
35°C. Ekstrak pekat yang diperoleh dikeringkan
dengan gas N, dan diperoleh ekstrak kering 7-
heksana (5,25 g), kloroform (4,59 g), etil asetat
(29,73 g), dan residu atau ekstrak metanol (31,42 g).

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan
dengan metode Bioautografi (Hamburger ez al.
1987). Uji ini dilakukan dengan menyiapkan
pelat kromatografi lapis tipis (KLT) yang sudah
ditotol sebanyak 100 g ekstrak (10 mg/mL
aseton), selanjutnya dicelupkan pada media brain
heart infusion (BHI) yang mengandung inokulan
bakteri sebanyak 10° cfu/mL. Pelat KLT tersebut
dipindahkan ke cawan petri steril, yang di
dalamnya telah diberi kapas steril yang dibasahi
akuades steril, dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 18 jam. Pelat KLT selanjutnya disemprot
dengan iodonitro tetrazolium (INT). Aktivitas
antibakteri dari ekstrak uji diamati dengan
mengukur diameter zona bening yang terbentuk
disekeliling bercak pada pelat KLT.

Bioautografi KLT dilakukan dengan elusi.
Sebanyak 100 pg ekstrak (10 mg/mL aseton)
ditotolkan pada pelat KLT ukuran 1 x 6,5 cm dan
dielusi dengan campuran pelarut diklorometana-
metanol (10-1). Setelah dikeringkan, kromatogram
yang terbentuk pada KLT divisualisasikan dengan
penampak noda serium dan iluminasi dengan UV
pada panjang gelombang 254 dan 366 nm. Pelat
KLT yang telah ditotolkan 100 pg ekstrak dan
dielusi, di overlay dengan suspensi bakteri uji dan
diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Untuk
mendeteksi ada atau tidaknya aktivitas antibakeeri,
pelat KLT yang telah diinkubasi dengan bakeeri
disemprot dengan larutan INT (4 mg/mL) dan
diinkubasi kembali selama 1 jam pada kondisi

yang sama. Aktivitas antibakteri dari spot atau
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bercak pada KLT ditandai dengan terbentuknya
zona bening. Isolasi senyawa aktif dalam ekstrak
(322,1

kromatografi kolom dengan silika gel sebagai fase

kloroform mg) menggunakan teknik
diam dilakukan sebanyak 5 kali dan fase gerak
yang digunakan yaitu kloroform-metanol (30:1-
10:1) pada kolom pertama; heksana-etil asetat
(2:1-1:50) dan etil asetat-metanol (50:1-5:1) pada
kolom kedua; heksana-kloroform (1:1), kloroform,
dan kloroform-metanol (95:5) pada kolom ketiga;
(100:1-98:2) pada kolom
keempat; dan kloroform-etil asetat (2:1-1:3) pada

kloroform-metanol

kolom kelima. Kemudian isolasi dilanjutkan
menggunakan kolom Sephadex LH-20 (fase gerak
1:1) dan diperoleh
senyawa 1 dengan bobot 1,6 mg.

yaitu kloroform-metanol

Berhubung keterbatasan senyawa murni,
sehingga tidak memungkinkan untuk dilakukan
elusidasi strukturnya, maka dilakukan perbanyakan
isolasi ekstrak kloroform guna memperoleh
senyawa aktif lain. Isolasi ekstrak kloroform (1.5
g) dilakukan dengan kolom silika gel sebagai fase
diam sebanyak 3 kali dengan fase gerak yaitu
kloroform-metanol (50:1-1:1) pada kolom pertama;
kloroform-etil asetat (10:1-1:1) pada kolom
kedua; dan kloroform-etil asetat (10-1) pada
kolom ketiga. Kemudian isolasi dilanjutkan
menggunakan kolom Sephadex LH-20 dengan
fase gerak yaitu kloroform-metanol 1-1, dan
diperoleh senyawa 2 dengan bobot 12,2 mg.
(KHM)

ditentukan dengan metode dilusi (Andrews 2001)

Konsentrasi hambat minimum
atau pengenceran menggunakan mikrotiter 96-
well. Ekstrak dibuat dengan membuat larutan
induk 512 pg/mL dalam DMSO 30% lalu
diencerkan schingga diperoleh konsentrasi 128,
64, 32, 16, 8, 4, 2, dan 1pg/mL. Kontrol negatif
yang digunakan jalah media Mueller-Hinton
broth (MHB) dan pelarut (DMSO 30%), sedangkan
kontrol positifnya ialah kloramfenikol. Sebanyak
100 puL. media MHB dimasukkan dalam mikrotiter
96-well. Selanjutnya, setiap ekstrak sebanyak 100
uL ditambahkan ke dalam sumur yang sudah terisi

media MHB. Ke dalam setiap sumur ditambahkan

100 pL bakteri uji dan diinkubasi pada 37°C
selama 24 jam. Setelah diinkubasi, diamati
timbulnya kekeruhan. Konsentrasi terkecil dari
antibakteri yang tidak menimbulkan kekeruhan
pada sumur merupakan nilai KHM.

Struktur kimia dari senyawa aktf yang
diperoleh dielusidasi menggunakan spektrofotometer
ultraviolet  Shimadzu 1240, spektrofotometer
inframerah Shimadzu IRPrestige-21, dan spektrometer
resonansi magnetik inti JEOL JNM ECA-500
(meliputi '"H-RMI, “C-RMI, DEPT, HMBC,
dan HMQC). Perekaman spektrum UV dilakukan
dengan melarutkan sampel dalam metanol.
Perekaman spektrum IR yaitu dengan menggerus
sejumlah sampel dengan KBr secara homogen
sehingga terbentuk pelet. Perekaman spektrum
RMI dilakukan dengan melarutkan sampel dalam

DMSO-d,.
HASIL

Aktivitas antibakteri pada ekstrak daun
belawan putih diuji dengan metode bioautografi.
Pengujian ini dilakukan terhadap dua jenis
bakteri uji, yang terdiri atas bakteri Gram negatif,
yaitu E. coli dan bakteri Gram positif, yaitu S.
epidermidis. Aktivitas antibakteri ekstrak heksana,
kloroform, etil asetat, dan metanol daun belawan
putih terhadap dua bakteri uji dengan metode
bioautografi ditunjukkan pada Gambar 1.

Hasil (Gambar 1)

memperlihatkan ekstrak  etil

analisis  bioautografi

bahwa
menghasilkan daerah penghambatan paling luas

asetat

dibanding ekstrak lainnya terhadap dua bakteri
uji (E. coli dan S. epidermidis). Ekstrak etil asetat
dan metanol menghambat secara parsial, yang
ditunjukkan dengan terbentuknya zona yang
kurang bening terhadap dua bakteri uji, schingga
dipilih ekstrak kloroform untuk dimurnikan dan
Nilai

diameter zona hambat ekstrak daun belawan

ditentukan struktur senyawa aktifnya.

putih terhadap bakteri E. coli dan S. epidermidis
dapat dilihat pada Tabel 1. Berdasarkan hasil
bioautografi KLT dengan elusi diperoleh bahwa
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Gambar 1. Aktivitas antibakteri ekstrak 7-heksana (1),
kloroform (2), etil asetat (3), dan metanol (4)
daun belawan putih terhadap E. coli (a) dan S.

epidermidis (b) dengan metode bioautografi non-

elusi.

Tabel 1. Diameter zona hambat ekstrak daun belawan
putih terhadap bakteri E. coli dan S. epidermidis

dengan metode bioautografi non-elusi (* = bersifat

parsial).
Diameter (mm)
Ekstrak
E. coli S. epidermidis
n -Heksana 4 -
Kloroform 10 6
Etil Asetat 11* 9*
Metanol 9,5* 6,5*

senyawa aktif pada ekstrak kloroform terdapat
pada Rf 0,4 — 0,8 (Gambar 2).

Isolasi dan pemurnian senyawa aktif dilakukan
menggunakan kolom silika gel GgF,, dan
Sephadex LH-20.

diperoleh 2 senyawa murni yaitu senyawa 1 (1,6

Berdasarkan  hasil isolasi
mg) dan senyawa 2 (12,2 mg).

Perekaman spektrum UV senyawa 2 dalam
pelarut metanol menunjukkan serapan maksimum
pada panjang gelombang 223 nm. Berdasarkan
spektrum IR senyawa 2 menunjukkan serapan
pada bilangan gelombang 3431, 2941, 2870,
1689, 1639, 1452, 1377, 1689, dan 1043 cm.
Pencirian dengan "H-RMI senyawa 2 menunjukkan
sinyal proton pada 6 0.86, 0.64, 0.76, 0.86, 0.93,
1.64, 2.95, 456 dan 4.69 ppm (Tabel 2).
Sedangkan pencirian dengan "C-RMI senyawa 2
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Gambar 2. Kromatogram cekstrak kloroform daun

belawan putih dengan eluen diklorometana-
metanol 10-1 penampak noda serium (a) dan
bioautogram ekstrak kloroform dengan bakteri
uji S. epidermidis (b). Zona putih menunjukkan
bakteri  oleh

komponen kimia oleh ekstrak kloroform daun

penghambatan  pertumbuhan

belawan putih.

menghasilkan 30 sinyal atom karbon (Tabel 2).
Nilai KHM senyawa 1 dan senyawa 2
tethadap S. epidermidis masing-masing sebesar
128 ng/mL dan >128 png/mL, sedangkan terhadap
E. coli senyawa 1 dan senyawa 2 mempunyai nilai
yang sama sebesar 128 pg/mL. Kontrol positif
berupa antibiotik  komersial ~ kloramfenikol
menunjukkan nilai KHM yang sama terhadap S.

epidermidis dan E. coli sebesar 4 ng/mL (Tabel 3).

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakeeri,
diduga senyawa aktif antibakteri daun belawan
putih bersifat semipolar. Hal ini ditunjukkan dari
zona bening terbesar hasil uji bioautografi
terdapat pada ekstrak dengan pelarut yang bersifat
semipolar (kloroform).

Berdasarkan hasil spektrum UV, senyawa 2
diduga mempunyai ikatan rangkap yang tidak
berkonjugasi. Senyawa yang mempunyai transisi
dari m ke * (tidak berkonjugasi) menyerap cahaya
pada panjang gelombang 190 nm. Gugus tak
jenuh di dalam senyawa pada saat pengukuran,

mengakibatkan panjang gelombangnya bergeser ke
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Tabel 2. Data®C-RMI (125 MHz) dan 'H-RMI (500
MHz) senyawa 2 dan asam betulinat dalam
pelarut DMSO dengan standar internal TMS
dalam satuan ppm.

No. Senyawa 2 Asam betulinat*
atom "C-RMI 'H-RMI BC-RMI 'H-RMI
1 38.26 38.28
2 27.17 27.16
3 76.78 2.95 (1H, m) 76.81 3.17 (1H, m)
4 38.52 38.51
5 54.89 54.90
6 17.97 18.95
7 3391 33.94
8 40.26 40.27
9 49.92 49.96
10 36.73 36.73
11 20.46 20.48
12 25.08 25.10
13 37.59 37.60
14 42.01 42.02
15 30.10 30.12
16 31.73 31.75
17 55.43 55.44
18 46.63 46.62
19 48.53 48.57
20  150.35 150.35
21 29.21 29.22
22 36.36 36.37
23 28.12 0.86 (3H, s) 28.09 0.86 (3H, s)
24 15.84 0.64 (3H, s) 15.81 0.64 (3H, s)
25 15.97 0.76 (3H, s) 15.96 0.76 (3H, s)
26 15.74 0.86 (3H, s) 15.75 0.92 (3H, s)
27 14.39 0.93 (3H, s) 14.40 0.97 (3H, s)
28 177.29 177.61
29  109.68 4.69 (1H, s) dan  109.61  4.69 (1H, s) dan
4.56 (1H, s) 4.56 (1H, s)
30 18.95 1.64 (3H, s) 17.98 1.64 (3H, s)

* Boonruad & Chansuwanich 2012

Tabel 3. Nilai KHM senyawa 1 dan senyawa 2 terha-
dap S. epidermidis dan E. coli

Nilai KHM (4 g/mL)

Sampel
S. epidermidis E coli
Senyawa 1 128 128
Senyawa 2 >128 128
Kloramfenikol 4 4

arah yang lebih panjang (Kosela 2010).

Berdasarkan  spektrum IR senyawa 2
menunjukkan regangan gugus -OH pada bilangan
gelombang 3431 c¢m™ yang diperkuat dengan
regangan C-O pada bilangan gelombang 1043 cm™.
Kedua serapan tersebut mengindikasikan adanya

gugus OH yang terikat pada atom karbon.

Keberadaan gugus metil dan metilena ditunjukkan
dengan munculnya regangan C-H alifatik pada
2941 dan 2870 cm. Vibrasi tekuk C-H pada
1452 dan 1377 cm’
mengindikasikan adanya gugus gem dimetil sebagai

bilangan gelombang

ciri khas senyawa triterpenoid. lkatan rangkap
(C=C) ditunjukkan dengan munculnya regangan
C=C pada bilangan gelombang 1639 cm™. Gugus
karbonil (C=0)  ditunjukkan dengan munculnya
regangan C=O pada bilangan gelombang 1689 cm™.

"H-RMI
menunjukkan adanya 6 sinyal proton gugus metil
pada & 0,86; 0,64; 0,76; 0,86; 0,93 dan 1,64
ppm. Puncak pada & 4,56 dan 4,69 ppm

Pencirian ~ dengan senyawa 2

mengindikasikan adanya proton yang terletak
pada gugus olefinik (H-29) sedangkan pada &
2,95 ppm mengindikasikan adanya proton yang
terletak pada gugus hidroksi (H-3).

Spektrum C-RMI senyawa 2 menghasilkan
30 sinyal atom karbon. Pada & 177,29 ppm
mengindikasikan adanya gugus karbonil. Adanya
karbon olefinik ditunjukkan dengan munculnya
sinyal pada 6 150,35 dan 109,68 ppm. Sinyal ini
mengindikasikan adanya gugus isopropilena pada
C-20 dan C-29.

Berdasarkan spektrum 'H-RMI, “C-RMI,
DEPT, HMBC, dan HMQC senyawa 2 mempunyai
30 atom karbon dengan 1 gugus OH yang terikat
pada C-3, 1 ikatan rangkap pada C-20 dan C-29,
1 gugus asam karboksilat pada C-28. Struktur
senyawa 2 (Gambar 3) diduga merupakan
senyawa triterpenoid dengan kerangka dasar
lupan, yaitu asam betulinat. Perbandingan
spektrum "»C-RMI yang menunjukkan kemiripan
antara senyawa 2 dan asam betulinat (Boonruad
dan Chansuwanich 2012) dapat dilihat pada
Tabel 2 dan 3. Berdasarkan pustaka, asam betulinat
belum pernah diisolasi dari tumbuhan belawan
putih maupun tumbuhan dalam genus 77istaniopsis.
Asam betulinat dilaporkan terkandung dalam
beberapa tanaman pada genus Syzygium (Myrtaceae)
(Kashiwada er al. 1998, Chang er al. 1999, Boonruad
dan Chansuwanich 2012). Penggunaan belawan

putih oleh masyarakat Dayak sebagai obat diare
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diduga disebabkan oleh peran asam betulinat yang
terkandung dalam tumbuhan ini.

Senyawa 1 dan 2 mempunyai nilai KHM
sangat lemah dibandingkan dengan kloramfenikol
terthadap S. epidermidis dan E. coli. Berdasarkan
pustaka, asam betulinat (senyawa 2) mempunyai
aktivitas sebagai antibakteri. Woldemichael ez al.
(2003) melaporkan bahwa asam betulinat, yang
diisolasi dari ekstrak diklorometana-metanol kulit
batang Cuaesalpinia paraguariensis, mempunyai
nilai KHM > 128pug/mL terhadap bakteri Bacillus
subtilis, S. aureus, E. coli, dan Candida albicans.

Setzer et al. (2000) melaporkan bahwa asam
betulinat yang diisolasi dari ekstrak kloroform
kulit batang Syncarpia glomulifera (Myrtaceae)
menunjukkan aktivitas antibakteri dan sitotoksik.
Asam betulinat berperan terhadap bioaktivitas
ekstrak kasar kulit batang tumbuhan ini karena
kelimpahannya yang relatif besar (10% dari
ekstrak kasar).

Aktivitas antibakteri asam betulinat, yang
diisolasi dari daun Vitex negundo, terhadap B.
subtilis dan E. coli dengan metode kertas cakram
dilaporkan oleh Chandramu ez a/. (2003). Asam
betulinat tidak menunjukkan zona inhibisi
terthadap E. coli pada konsentrasi 1000, 500, 250
dan 125 pg/disc. Namun, asam ini menunjukkan
zona hambat terhadap B. subtilis sebesar 18,8
mm’ pada konsentrasi 1000p g/disc sedangkan
pada konsentrasi 500 pg/disc dan di bawahnya,

asam betulinat tidak menunjukkan zona hambat.

CH,

HyC

Gambar 3. Struktur senyawa 2 (asam betulinar)
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Shin ez al. (2009) melaporkan bahwa ekstrak
Forsythia suspensa menunjukkan penghambatan
yang kuat terhadap aktivitas urease Helicobacter
pylori. Dua senyawa aktif yang diisolasi dari
ekstrak tanaman ini ialah asam betulinat dan asam
oleanolat. Pada konsentrasi yang sama, asam
betulinat mampu menghambat aktivitas urease H.

pylori lebih kuat dari asam oleanolat.
KESIMPULAN

Hasil isolasi dan pemurnian pada ekstrak
kloroform diperoleh 2 senyawa murni, yaitu
senyawa 1 dan 2, yang mempunyai nilai KHM
sama terhadap E. coli, yaitu 128 pg/mL. Nilai
KHM terhadap S. epidermidis pada senyawa 1 dan
2 berturut-turut ialah 128 pg/mL dan > 128 pg/
mL. Berdasarkan hasil elusidasi struktur dengan
spektrofotometer ultraviolet, inframerah, 'H-
RMI, “C-RMI, DEPT, HMBC, dan HMQC,
diidentifikasi bahwa senyawa 2 adalah asam betulinat.
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