Aktivitas Antibakteri Metabolit Sekunder dari Ekstrak Metanol Biji Alpukat
(Persea americana Mill)

Rini Retnosari, Sutrisno, dan Karim Handoyo
Jurusan Kimia, FMIPA
Universitas Negeri Malang
rini.retnosari.fmipa@um.ac.id

Abstrak

Metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antibakteri telah diisolas dari ekstrak metanol biji alpukat
(Parsea americana Mill). Proses isolas diawali dengan ekstraks menggunakan metanol, dilanjutkan dengan
fraksinas dan pemisahan menggunakan berbagai teknik kromatografi seperti kromatografi cair vakum (KCV)
dan kromatografi kolom gravitas (KK G). Dari prosesisolasi tersebut diperoleh komponen K-1 yang berwujud
padat dan berwarna putih. Komponen K-1 mempunyai titik lebur 67-70°C, larut dalam kloroform, etil asetat,
dan etanol. Komponen K-1 mempunyai Amaks pada 219,0 nm mengindikasikan adanya transisi m— m* dan
344,0 nm mengindikasikan adanya transisi nm*. Berdasarkan hasil interpretasi spektrum IR, komponen ini
mengandung gugus -OH, gugus -C=0 egter, ikatan -CH, dan ikatan C=C. Komponen K-1 diduga golongan
sgponin. Uji aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
mengindikasikan ekstrak metanol biji apukat dan komponen K-1 aktif sebagai antibakteri, sehingga
kedepannya memiliki prospek bagi pengembangan obat tradisional .

Kata-kata kunci: biji alpukat (Parsea americana Mill), ekstrak metanal, aktivitas antibakteri

Abstract

An antibacterial activity of secondary metabolite has been isolated from methanol extract of avocado seed
(Parsea americana Mill). The isolation process has started with extracting using methanol, then fractioning
and purifying by chromatography technique such as vacuum liquid chromatography and gravitation column
chromatography. The white solid of K-1 component has been isolated from this process. The melting point of
K-1 component was 67-70°C and dissolved in chloroform, ethyl acetate, and ethanol. K-1 component has
Amaks at 219,0 nm (11— * transition) and 344,0 nm (n - * transition). Based on IR spectrum interpretation,
this component contained —OH group, -C=0 group of ester, -CH bond, and C=C bond. K-1 component was
predicted as saponin group. The antibacterial activity assay againgt Escherichia coli and Staphylococcus
aureus indicated that methanol extract of avocado seed and K-1 component showed antibacterial activity
toward both bacteria, so that this component has future chances for traditional medicine development.
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PENDAHULUAN

Tumbuhan adpukat merupakan sdah sau
tanaman yang melimpah di Indonesia. Kelimpahan
buah dpukat ditunjukkan oleh data produks buah-
buahan di Indonesia, yang mana produks buah
alpukat mengadami peningkatan dari tahun 2013
2014 dengan persentase pertumbuhan sebesar 6,01%
(Badan Pusat Statistik dan Direktorat Jendera
Hortikultura, 2014). Masyarakat umumnya hanya
menggunakan daging buah alpukat, seperti dijadikan
jus buah, masker perawatan wagjah, dan perawatan
rambut. Namun biji apukat kurang termanfaatkan
dan dibuang menjadi limbah.

Berbagai riset tentang khasiat dan potens hiji
alpukat telah dilakukan. Dua senyawa turunan asam

absisat yaitu asam B-D-glukosida-(1’'S,6’R)-8’-
hidroksi  absisat dan asam [-D-glukosida-
(I’'R,3’R,5’R,8’S)-epi-dihidropasest berhasil
diisolas dari biji adpukat (Ramos, dkk., 2004).
Ekstrak metanol biji apukat mengandung 6 senyawa
turunan 1,2 4-trihidroks dekana dan 2 senyawa
turunan  1,24-trihidroks  nonadekana  yang
berpotens sebagai antiinsektida  terhadap
Trypanosomacruzi (Abe, dkk., 2005).

Biji dpukat juga mengandung asam klorogenat,
3-hidroksi-tirosol-1’- B -D-O-glukosida, tirosol-1’- 3
-D-O-glukosida, dua senyawa turunan dimer
proantosianidin, trimer  proantosianidin-A2-(+)-
katekin dan trimer proantosianidin-A2-(—)-epikatekin
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(Ramos-Jerz, dkk., 2013). Enam senyawa turunan
lemak juga berhasil diisolas dari ekstrak aseton hiji
adpukat yatu (2S49)-1-asetoks-2,4-dihidroksi-n-
heptadeka-16-en, (2R,16E)-1-asetoksi-2-hidroks-4-
okso-nona deka-16,18-dien, (2R,5E,16E)-1-asetoksi -
2-hidroksi-4-okso-nonadeka:5, 16-dien,
(2R,5E,127,157)-1-asetoks - 2-hidroksi-4-okso -
henelkosa-5,12,15-trien, (5E)-1-asetoksi-2-hidroksi-
4-okso-nonadeka5-en, (2R,12Z,157)-1-asetoksi-2-
hidroks -4-okso-hene kosa-12,15-dien. Keenam
senyawa tersebut memiliki  aktivitas antijamur
terhadap sl vegetatif dan endospora Clogtridium
sporogenes sehingga berpotens sebagai zat aditif
dan antibiotik pada industri makanan dan farmas
untuk menghambat pertumbuhan bakteri gram
positif (Rodriguez-Sanchez, dkk., 2013).

Poteng lain dari biji dpukat yaitu ekstrak airnya
dapat menurunkan tekanan darah, kolesterol, LDL,
dan triasigliserol pada tikus yang menderita
hipertens (Imafidon, dkk., 2010; Anaka, dkk.,
2009). Ekdrak ar biji apukat juga dapat
menurunkan kadar glukosa darah sehingga dapat
digunakan untuk mengobati penyakit diabetes
(Edem, dkk., 2009). Ekstrak biji apukat juga
memiliki aktivitas antioksidan karena mengandung
senyawa polifenolik yaitu trimer prosianidin A
sehingga dapat digunakan sebagal zat aditif makanan
(Kosinska, dkk., 2012).

Selain memiliki aktivitas antiinsektida, antijamur,
antihipertens, antidiabetes, dan antioksidan, biji
apukat juga berpotens sebaga  antibakteri.
Pendlitian yang dilakukan oleh Chia & Dykes (2010)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji alpukat
memiliki aktivitas antibakteri  (MIC = 104.2-416.7
Mg/mL) terhadap bakteri gram positif dan gram
negatif kecuali Escherichia coli, sedangkan ekstrak
air biji adpukat hanya menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap Listeria monocytogenes (MIC =
93.8-375.0 pg/mL) dan Saphylococcus epidermidis
(MIC = 354.2 pg/mL). Namun penelitian yang
dilakukan oleh Sutrisno, dkk. (2013) menunjukkan
bahwa ekstrak nonpolar (heksana dan kloroform) biji
adpukat memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli.

Berdasarkan penelusuran literatur diatas, hiji
apukat kaya akan senyawa turunan asam absisdt,
senyawa turunan lemak, dan senyawa fenolik.
Pendlusuran aktivitas antibakteri hanya terbatas pada
ekgtrak etanol, air, heksana, dan kloroform sgja. Oleh
karenaitu studi dan riset tentang aktivitas antibakteri
terhadap ekstrak metanol biji apukat dan metabolit
sekunder yang terkandung dalam ekstrak tersebut
perlu dilakukan.

METODE

Alat yang digunakan antara lain adadah
seperangkat perdatan maseras,  seperangkat
pedaan KCV, seperangkat peradaan KKG,
seperangkat da Kromatografi Lapis Tipis (KLT),
Sseperangkat  adat  rotary vacuum  evaporator
(rotavapor) Buchi, Fischer Scientific Méelting Point
Apparatus, seperangkat spektrofotometer UV-Vis
Shimadzu 1601, seperangkat spektrofotometer FTIR
Shimadzu IR-prestige 21, autoklaf, laminar flow,
shaker, inkubator, jarum ose, cawan petri, microtube,
jangka sorong, erlenmeyer dan perdatan gelas
lainnya. Bahan yang digunakan adalah biji apukat,
metanol, n-heksana, etil asetat, kloroform, aseton,
etanal, dslika gd 60 GF254, slika gel 60 (0,063
0,200 mm), slika gel 60 (0,2-0,5 mm), pelat KLT
dengan lapisan dlika gd 60 F254 pada pelat
auminium, Kkertas cakram, dimetil sulfoksida
(DM SO), ampicilin, nutrient broth, nutrient agar, dan
bakteri biakan murni Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli  (keduanya diperoleh  dari
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA,
Universitas Negeri Malang.

Preparasi Sampe

Biji alpukat dicuci hingga bersih, dipotong kecil-
kecil, dikeringkan dan ditimbang sampai diperoleh
berat kongtan. Kemudian rgangan biji apukat
digiling hingga menjadi serbuk, dan sdanjutnya
bahan ini yang digunakan sebagai sampel penelitian
ini.
Isolas Komponen K-1 dari Ekstrak Metanol
Biji Alpukat

Serbuk biji apukat (1 kg) yang telah kering
diekstraks dengan cara maseras menggunakan
pelarut metanol (1 Liter) secara berulang-ulang
sampai diperolen maserat tidak berwarna. Maserat
dievaporas dengan rotavapor sehingga diperoleh
ekstrak metanol hasil maserasi. Sebanyak 10 ¢
ekstrak metanol difraksnas dengan cara KCV
menggunakan eluen n-heksana, n-heksanaetil
asetat (9:1 sampai dengan 1:9), il asetat, dan
metanol menghasilkan 15 fraks. Fraks 4 dan 5
memiliki noda yang identik sehingga dapat
digabung. Oleh karena fraks 4 dan 5 (0,396 Q)
memiliki noda paling sederhana dan massa paling
banyak maka dipisahkan lebih [anjut menggunakan
KKG dengan euen n-heksanaetil asetat = 82
menghasilkan 62 fraks. Fraks hasil KKG ini
sdlanjutnya dianalisis KLT. Fraks-fraks dengan R
yang sama (pada hasl KLT) sdanjutnya
dikumpulkan menjadi satu fraks. Proses pemurnian
dengan KKG dilanjutkan hingga diperoleh fraks
yang memiliki polanodatunggal. Fraksi-fraks yang
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diduga memiliki noda tunggal selanjutnya dianalisis
KLT dengan tiga sstem pdaut yatu (8 n-
heksanaetil asetat = 8:2, (b) n-heksanaetil asetat =
7:3, dan (c) kloroform 100 %. Fraks yang diduga
memiliki noda tunggal selanjutnya dikarakterisas
sfat fiskadan kimia, sertainterpretas spektrum UV
dan IR.

Karakterisas Komponen Hasll I solas
Karakterisas zat hasil isolas meiputi meliputi
sfat fisk (wujud dan warna, penentuan titik lebur,
dan uji kelarutan), sifat kimia (uji golongan senyawa
bahan alam), sertainterpretas spektrum UV dan IR.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan
metode difus cakram. Pada metode ini kontrol
positif yang digunakan adalah ampisilin dan kontrol
negatif adalah dimetilsulfoksida (DMSO). Sampe
uji yang digunakan terdiri dari 0,0025 g sampe
dilarutkan ddam 0,5 mL DM SO sehingga diperoleh
konsentrasi sebesar 5000 ppm (Vdgas, € al., 2007).
Uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol biji alpukat
dan komponen hasl isolas dilakukan dengan
terlebih dahulu membuat media cair, media padat,
dan mengterilisaskan semua perdatan yang akan
digunakan. Tahap sdlanjutnya yaitu membuat biakan
murni  bakteri E. coli dan S aureus yang
distandarisas  dengan larutan Mc. Farland 0,5
sehingga diperoleh biakan bakteri uji (E. coli dan
S aureus) dengan kepadatan mikroba sebanyak
1,5x105 sd/mL larutan biakan. Uji daya hambat
antibakteri merujuk pada. Bakteri biakan murni (S
aureus dan E. coli) ddam NC diinokulasikan ke
ddam media NA dengan menggunakan cotton bud
seril. Kertas cakram yang telah dipersigpkan
direndam dengan larutan uji selama 15 menit. Kertas
cakram yang telah direndam diletakan pada media
NA vyang telah diinokulas bakteri, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C sddlama 1x24 jam. Setelah
1x24 jam diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri uji diukur menggunakan jangka sorong.

Gambar 1. Kromatogram Fraksi-fraksi Hasil KVC

18

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak 1000 gram serbuk kering biji alpukat
dimaseras dengan metanol dihasilkan ekstrak kental
berwarna coklat kehitaman sebanyak 130,43 gram.
Ekstrak metanol sdanjutnya  difraksinas
menggunakan teknik KCV menghasilkan 15 fraks
utama 1-15. Kromatogram hasil KLT fraksi-fraks
hasil KV C menggunakan el uen (n-heksana:etil asetat
= 7:3) ditunjukkan pada Gambar 1.

Fraks 4 dan 5 (0,396 g) dimurnikan lebih lanjut
dengan teknik KKG menghasilkan komponen K-1
sebanyak 29 mg. Andisis KLT komponen K-1
dengan tiga sstem pelarut menunjukkan masing-
masing satu noda; (1) n-heksanaetil asetat (8:2),
(2) n-heksanaetil asetat (7:3), dan (3) kloroform
100% seperti terlinat pada Gambar 2. Daa
fiskokimia tersebut menunjukkan bahwa komponen
K-1 relatif murni.

Komponen K-1 berwujud padat berwarna putih
dengan titik lebur 67-70°C. Berdasarkan hasil uji
kelarutan menunjukkan bahwa komponen K-1
sedikit larut pada n-heksana, larut sempurna pada
kloroform, etil asetat, dan etanol serta tidak larut
pada metanol dan air. Oleh karena itu, komponen K-
1 memiliki kepolaran yang rdatif rendah.
Berdasarkan hasil uji golongan senyawa bahan alam
mengindikasikan bahwa komponen K-1 merupakan
golongan saponin.

Spektrum UV komponen K-1 hasl isolas
ditunjukkan pada Gambar 3. Spektrum UV ini
menunjukkan serapan maksimum pada Apas 219,0
nm dengan absorptivitas (8) sebesar 8,80 cm”.mg™
dan Amas 344,0 nm dengan absorptivitas (a) sebesar
0,10 cn?.mg™. Pada Amas 219 nm diduga terjadi
transisi T — 1* yang mengindikasikan adanya suatu
ikatan rangkap karbon-karbon. Pada Ayas 340 nm
didugaterjadi transs n — m* dari pasangan elektron
bebas gugus karbonil.
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Gambar 2. Analisis KLT Komponen K-1 dengan Tiga Sistem Pelarut




Rini Retnosari, dkk., Aktivitas Antibakteri Metabolit Sekunder dari Ekstrak Metanol Biji Alpukat ...

AbH

i

LT 5

s |
2000 IS0.O

00T pl Lo ol

Gambar 3. Spektrum UV Komponen K-1 Hasil Isolasi
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Gambar 4. Spektrum IR Komponen K-1 Hasil Isolasi

Tabel 1. Diameter Zona Hambat Sampel terhadap E. coli dan S.

aureus
Zona Hambat terhadap E. coli (mm)
Nama Sampel Bagian Bagian Bagian Rata-
1 2 3 rata
Ekstrak metanol 6,95 8,15 8,50 7,87
Fraksi 4 11,25 9,55 12,25 11,02
Komponen K-1 8,30 7,60 6,70 7,53
Kontrol (+) 1635 1865 17,85 17,62
Ampisilin
Kontrol (-) DMSO 6 6 6 6
Zona Hambat terhadap S. aureus (mm)
Nama Sampel Bagian Bagian Bagian Rata-
1 2 3 rata
Ekstrak metanol 8,25 7,45 7,95 7,88
Fraks 4 9,40 9,40 9,40 9,40
Komponen K-1 8,75 6,10 6,80 7,22
Kontrol (+) 1715 1715 1705 17,15
Ampisilin
Kontrol (-) DMSO 6 6 6 6

Spektrum IR komponen K-1 ditunjukkan pada
Gambar 4. Spektrum ini menunjukkan adanya

gugus —OH pada serapan 3313,17 cm™, gugus C=0
ester pada serapan 1722,43 cm™*, C-H difatik muncul
pada serapan 2920,23 cm*, dan serapan ikatan C=C
pada 1650-1590 cm™. Berdasarkan karakteristik dan
andisis spektrum UV dan IR dapat dismpulkan
bahwa komponen K-1 merupakan golongan saponin
yang memiliki gugus fungs —OH, —C=0 dan C=C.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol biji
apukat, fraks 4, dan komponen K-1 terhadap
Escherichia coli dan Saphylococcus aureus
menunjukkan  hasl yang podtif  sehingga
mengindikasikan adanya aktivitas antibakteri. Hasll
uji dapat dilihat pada Tabd 1.

Diameter zona hambat fraks 4 lebih besar
daripada komponen K-1, sehingga diduga masih ada
komponen pada fraks 4 yang memiliki aktivitas
antibakteri yang lebih besar dibandingkan komponen
K-1.
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KESIMPULAN

Komponen K-1, hasil isolas metabolit sekunder
dari ekstrak metanol biji alpukat berwujud padat,
berwarna putih, dan memiliki titik lebur 67-70°C.
Komponen K-1 larut ddam kloroform, etil asetat,
dan etanol, sedikit larut dalam n-heksana, tidak larut
ddam metanol dan air. Berdasarkan spektrum UV
dan IR, komponen K-1 mengandung ikatan C-H
alifatik, gugus OH, gugus karbonil, gugus C=0 egter,
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