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Abstrak

Buah tanaman wualae (bahasa Tolaki) atau Etlingera elatior digunakan oleh masyarakat Tolaki (Sulawesi
Tenggara) sebagai bumbu masak dan obat tradisional. Untuk mengungkap potensi tersebut, khususnya buah
wualae, dilakukan kajian fitokimia dan farmakologi buah wualae. Kajian fitokimia meliputi isolasi dan
penentuan struktur dikerjakan dengan metode kromatografi (kromatografi vakum cair dan kromatografi radial)
dan spektroskopi (*H dan *C NMR). Kajian farmakologi meliputi uji aktivitas biologi terhadap enam jenis
bakteri (Bacillus subtilis FNCC 0060, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, dan Streptococcus mutans ATCC
25175). Hasilnya menunjukkan tiga senyawa fenolik telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi dari buah wualae
yaitu asam vanilat (1), asam p-hidroksibenzoat (2), dan asam kumarat (3). Ketiga senyawa tersebut pertama kali
dilaporkan berhasil diisolasi dari buah E. elatior. Aktivitas antibakteri ekstrak metanol buah wualae dan tiga
senyawa hasil isolasi menunjukkan bahwa sampel tersebut paling aktif terhadap bakteri S. mutans. Dengan
demikian aktivitas senyawa-senyawa hasil isolasi dari buah E. elatior berkorelasi dengan aktivitas ekstrak
metanol buah E. elatior terhadap S. mutans, dimana senyawa paling aktif adalah asam vanilat. Ekstrak yang
dominan mengandung asam vanilat dari tanaman ini dapat dikembangkan sebagai herbal antibakteri S. mutans
seperti herbal karies gigi dan obat kumur.

Kata kunci: Etlingera elatior, wualae, buah, senyawa aromatik, antibakteri
Abstract

The fruits of wualae (Tolakinese) or Etlingera elatior is utilized by Tolakinese (Sulawesi Tenggara) as spices
and traditional medicine. To reveal the potencies, a study on phytochemical and pharmacological aspects have
been carried out. The phytochemical study includes isolation and structure determination used chromatography
methods (vacuum liquid chromatography and radial chromatography) and spectroscopy methods (*H NMR and
3C NMR). Biological activity was evaluated against some bacteria that are Bacillus subtilis FNCC 0060,
Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Streptococcus mutans ATCC 25175). The results showed that three
aromatic compounds had been isolated and identified that are vanillic acid (1), p-hydroxybenzoic acid (2) and
coumaric acid (3). All compounds are firstly reported that successfully isolated from fruits of Wualae.
Antibacterial potency indicated that the methanol extracts and the isolated compounds are the most active
towards S. mutans and have good activity correlation between the extracts and the compounds. Vanillic acid is
the most active compound from E. elatior fruits. Thus, the extracts contain dominantly vanillic acid from
E. elatior fruits can be developed to be antibacterial herbals caused by S. mutans.
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1. PENDAHULUAN

Kajian aspek kimia dan farmasi
tanaman obat tradisional masyarakat Sulawesi
Tenggara terus menerus dilakukan di Fakultas
Farmasi Universitas Halu Oleo. Beberapa
tanaman yang telah dipelajari antara lain
Dipterocarpaceae (Juliawaty et al., 2009;
Sahidin et al., 2017), Euphorbiaceae (Sahidin
et al., 2011; Sahidin et al., 2013; Sabandar et
al., 2013), Fabaceae (Al Mugarrabun et al.,
2013), Poaceae (Ruslin et al., 2013),
Polagonaceae (Sahidin et al., 2014; 2015;
Megantara et al., 2018; Ahmad et al., 2018),
anacardiaceae (Wahyuni et al., 2018) dan
Zingiberaceae (Sahidin et al., 2018).

Tanaman genus Etlingera
(Zingiberaceae) menarik untuk dijadikan bahan
kajian karena menghasilkan senyawa tidak
mudah menguap (non-volatile) dan senyawa
mudah menguap (volatile). Di Pulau Sulawesi
tumbuh sekitar 48 jenis tanaman Etlingera, 14
spesies diantaranya tersebar di Sulawesi
Tenggara (Poulsen, 2012). Dari populasi
tersebut, hanya satu spesies yang banyak
dipelajari aspek kimia dan farmasinya yaitu
E. elatior. E. elatior dikenal dengan nama
kecombrang (Ind.), wualae (suku Tolaki),
pacikala (suku Bugis) atau honje (suku Sunda)
telah banyak dimanfaatkan sebagai bumbu
masak dan obat tradisional. Masyarakat di
Sulawesi menggunakan buah E. elatior sebagai
campuran masakan berbahan baku ikan seperti
kapurung (Bugis) dan sinonggi (Tolaki). Daun
dan rhizoma tanaman E. elatior memiliki
aktivitas  antioksidan, antibakteri dan
penghambat enzim tirosinase (Ficker et al.,
2003; Chan et al., 2008; Lachumy et al., 2010;
Wijekoon et al.,, 2011; Chan et al., 2009b;
Chan et al., 2007). Ekstrak air bunga tanaman
ini juga bersifat antioksidan (Sukandar et al.,
2011) dan ekstrak bijinya bersifat sitotoksik
terhadap sel murine leukemia P-388 (Rusanti
et al., 2017). Potensi yang ditunjukkan oleh
E. elatior tidak terlepas dari kandungan kimia
yang dimilikinya. Daun E. elatior
menghasilkan turunan asam sinamat seperti
asam 3-O-kafeoilkuinat, asam 5-O-
kafeoilkuinat (asam klorogenat, and asam 5-O-
kafeoilkuinat-metil ester (Chan et al., 2009a).
Selanjutnya, daun  juga  memproduksi
kaempferol-3-glukuronida, kuersetin-3-
glukuronida, kuercetin-3-glukosida, dan
kuercetin-3-ramnosida (Williams dan
Harborne, 1997). Selain itu, bagian biji
E. elatior juga mengandung asam
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protokatekuat (asam 3,4-dihidroksi benzoat)
yang bersifat antioksidan (Sukandar et al.,
2018). Gambaran di atas menginformasikan
bahwa kajian kimia buah wualae (E. elatior)
dan potensinya sebagai antibakteri belum ada
yang melaporkan. Oleh karena itu, artikel ini
akan memaparkan isolasi, penentuan struktur
senyawa-senyawa hasil isolasi dan uji aktivitas
ekstrak metanol dan senyawa-senyawa hasil
isolasi terhadap bakteri uji.

2. METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Seperangkat alat isolasi terbuat dari
gelas seperti kromatografi kolom vakum
(KKV), vacuum rotary evaporator, dan
kromatografi radial (KR, Chromatoton).
Spektrum 'H dan *C NMR: ECP 500 yang
beroprasi pada 500 MHz (*H) dan 125 MHz
(®C), dikerjakan di Pusat Penelitian Kimia
LIPI Serpong.

Sampel penelitian (buah wualae)
diperoleh di Desa Sambeani, Kab. Konawe
Selatan, Sulawesi Tenggara pada bulan Januari
2018, dan sampel (Sultra E001) dideterminasi
di Jurusan Biologi FKIP Universitas Halu
Oleo. Bahan kimia yang digunakan meliputi
Si-gel 60 GFys4 (Merck) untuk KKV, plat KLT
Kieselgel 60 Fzs4 0.25 mm (Merck), Si-gel 60
PF,s, containing gypsum (Merck) untuk KR
dan pelarut yang digunakan semuanya
berkualitas teknis yang didistilasi.

Isolasi Metabolit Sekunder

Serbuk buah E. elatior (2.1 Kkg)
dimaserasi dengan menggunakan metanol
(MeOH, 3 x 5.0 L, 24 jam) pada suhu kamar,
menghasilkan ekstrak metanol berwarna hijau
gelap (80 g). Selanjutnya, ekstrak metanol
difraksionasi menggunakan KVC kolom ® 10
cm (silica gel 150 g), dielusi menggunakan
eluen campuran n-heksana:etilasetat (mulai
9:1 sampai 0:10) diikuti dengan MeOH,
menghasilkan 5 fraksi utama (F1=1.3 g,
F2=4.1 g, F3=7.3 g, F4=6.2 g dan F5=29.6 g).
Fraksi F3 difraksionasi ulang menggunakan
KVC @ 10 cm (silica gel, 150 g) dengan
eluen n-heksana:etilasetat (7:3 sampai 0:10)
dan MeOH 100%, menghasilkan sub-fraksi
F31 (0.1 g), F32 (0.7 g), F33 (0.7 g), dan F34
(4.4 g). Kemudian subfraksi  dimurnikan
dengan menggunakan KR  dengan eluen
campuran kloroform:MeOH (95:5) dan MeOH
100 %, mendapatkan senyawa 1 (0.03 g).
Selanjutnya, subfraksi F33 dimurnikan dengan
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metoda sama saat memurnikan senyawa 1,
diperolen senyawa 2 (0.08 g). Fraksi F4
difraksionasi menggunakan KVC ® 5 cm (si-
gel 75 g), dan eluen n-heksana:etilasetat (6:4
sampai 0:10), MeOH 100%, mendapatkan
F41 (0.3 g), F42 (0.5 g), F43 (1.0 g), F44 (0.8
g), dan F45 (1.4 9). Pemurnian F42
menggunakan KR dengan eluen
n-heksana:etilasetat (75:25) dan diikuti
MeOH 100 %, menghasilkan senyawa 3 (0.05

9)-

Penentuan Struktur Senyawa Hasil Isolasi

Senyawa murni ditentukan strukturnya
menggunakan teknik spektroskopi, yaitu NMR
1-D (*H dan **C) dan membandingkan data
tersebut dengan data NMR dari pustaka. Data
spektrum 'H dan *C NMR senyawa-senyawa
hasil isolasi sebagai berikut:

Asam vanilat (1); serbuk putih.
Spektrum 'H NMR (500 MHz, CDCls) &y
(ppm): 10.87 (br, s), 8.40 (1H, s), 7.61 (1H, dd,
8.4, 1.9), 7.58 (1H, d, 1.7), 6.93 (1H, d, 8.2),
dan 3.92 (3H, s). Spektrum “*C NMR (125
MHz, CDCl3) 6c (ppm): 166.6 (C-7), 151.2
(C-4), 147.2 (C-3), 124.0 (C-6), 122.0 (C-1),
114.6 (C-2), 112.6 (C-5) dan 55.4 (C-8).

Asam p-Hydroksibenzoat (2); serbuk
putih. Spektrum *H NMR (500 MHz, CDCls)
S (ppm): 9.43 (1H, s), 7.91 (2H, d, J = 8.6 Hz,
H-2/H-6), 6.92 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3/H-5).
Spektrum *C NMR (125 MHz, CDCls) 8¢
(ppm): 166.7 (C-7), 161.8 (C-4), 131.8 (C-2/C-
6), 121.8 (C-1), dan 115.1 (C-3/C-5).

Asam p-kumarat (3); serbuk putih.
Spektrum 'H NMR (500 MHz, CDCls) &y
(ppm): 9.23 (1H, s), 7.60 (1H, d, 15.9, H-7),
7.54 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-2/H-6), 6.90 (2H, d,
J = 8.4 Hz, H-3/H-5), 6.33 (1H, d, 15.9, H-8).
Spektrum *C NMR (125 MHz, CDCls) &8¢
(ppm): 167.4 (C-9), 160.1 (C-4), 144.6 (C-7),
130.0 (C-2/C-6), 121.8 (C-1), 115.8 (C-3/C-5),
dan 114.9 (C-8).

Uji Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri ekstrak metanol
buah dan senyawa hasil isolasi diuji
menggunakan metode sumuran difusi agar
(well agar diffusion method) berdasarkan
metode sebelumnya (Sahidin et al.,, 2013).
Bakteri yang digunakan yaitu Bacillus subtilis
FNCC 0060, Escherichia coli ATCC 35218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, dan
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Streptococcus mutans ATCC 25175. Kultur
bakteri uji dengan turbiditas 0.5 McFarland
(A 625 nm) ditumbuhkan dalam media
semisolid yang terdiri dari nutrient agar (NA)
dan nutrient broth (NB). Sampel uji kemudian
dimasukkan ke dalam sumuran dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Kloramfenikol dan DMSO (10%) masing-
masing digunakan sebagai kontrol positif dan
kontrol pelarut. Zona penghambatan diukur
dengan mengamati zona bening yang terbentuk
di sekitar sumuran dengan diameter 4-6 mm.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Tiga senyawa aromatik telah berhasil
diisolasi dari ekstrak metanol buah wualae (E.
elatior). Ketiga senyawa tersebut merupakan
senyawa yang sudah dikenal yaitu asam vanilat
(1), asam p-hidroksibenzoat (2), dan asam p-
kumarat (3), tetapi pertama kali dilaporkan
berhasil diisolasi dari buah E. elatior. Struktur
senyawa-senyawa tersebut ditetapkan
berdasarkan kajian data spektroskopi terutama
data spektrum 'H dan C NMR. Senyawa 1
diperoleh dalam bentuk serbuk putih.
Spektrum C NMR menggunakan APT
eksperimen memperlihatkan 8 sinyal yang
mewakili 8 atom karbon terdiri dari 4 atom
karbon metin/metil dan 4 atom karbon
kuartener. Empat atom karbon berada di
daerah aromatik (8¢ 124.0, 114.6, 112.6) dan
daerah alifatik dc 55.4. Selanjutnya empat
karbon kuartener berada di daerah aromatik (6¢
151.2, 147.2, 122.0) dan 1 karbonil (3¢ 166.7).
Untuk 8¢ 151.2 dan 147.2 menunjukkan cincin
aromatic mengikat atom oksigen (oksiaril).

Data tersebut dapat disimpulkan
bahwa senyawa 1 memiliki satu unit cincin
aromatik dengan 2 oksiaril, satu karbonil dan
satu karbon alifatik. Keberadaan proton dengan
dy 7.61 (1H, dd, 8.4, 1.9) mengindikasikan 1
buah proton bertetangga dengan 2 proton lain,
masing-masing posisi orto dan meta. Hal ini
didukung oleh proton 64 7.58 (1H, d, 1.7)
berkopling meta dan proton &y 6.93 (1H, d,
8.2) berkopling orto dengan proton 3y 7.61.
Keberadaan karbon 8¢ 55.4 dan proton 3.92
(3H, s) mengindikasikan adanya unit metoksi
(-OCHj5). Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa senyawa 1 memiliki rumus molekul
CgHgOz.  Berdasarkan  hasil  penelusuran
pustaka, spektrum NMR (*H dan **C) senyawa
1 memiliki kesamaan parameter yang tinggi
dengan spektrum NMR asam vanilat (Sheng et
al., 2014) seperti ditampilkan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Spektrum NMR (*H, *3C) senyawa 1 dan asam vanilat (1*)
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No. C ocl oc1* No. H onl ol*
1 122.0 122.9 - -
2 1146 1155 2 7.58 (1H, d, 1,7) 7.56 (1H, d, 1.7)
3 147.2 148.0 - -
4 151.2 152.0 4 (OH) 8.4 (1H, s) -
5 1126 113.4 5 6.93 (1H, d, 8.2) 6.91 (1H, d, 8.2)
6 124.0 124.0 6 7.61 (1H, dd, 8.4, 1.9) 7.59 (1H, dd, 8.2, 1.77)
7 166.6 1675 7 (OH) 10.87 (1H, br, s) -
8 55.4 56.3 8 3.92 (3H, s) 3.82 (3H, s)

Asam vanilat (1)

Asam p-hydroxybenzoat (2)

Gambar 1. Senyawa-senyawa dari buah wualae (E. elatior)

Asam p-kumarat (3)

Tabel 2. Zona hambat antibakteri ekstrak metanol dan senyawa hasil isolasi

Zona hambat (mm), [sampel]=100 pg/mL

Ekstrak metanol 1 2 3 Kloramfenikol
B. subtilis 0.03+0.18 0.00£0.00 0.17+0.18 0.25+0.12 15.30+0.58
E. coli 0.02+0.24 0.38+0.18 0.83+0.14 1.25+0.28 10.60+0.34
P. aeruginosa 0.03+0.22 0.80+0.32 0.17+0.26 1.00+0.14 9.71+0.38
S. enterica 0.03+0.18 3.88+0.54 0.63+0.20 1.00+0.14 12.7040.22
S. aureus 0.02+0.10 0.00+0.00 0.50+0.24 1.25+0.32 6.25+0.78
S. mutans 0.03+0.14 3.46+0.38 0.67+0.26 2.50+0.22 15.60+0.66

Catatan : 100 pg/mL : asam vanilat (1) = 0.59 uM; asam p-hidroksibenzoat (2) = 0.72 uM; asam p-kumarat (3) =

0.61 uM; kloramfenikol = 0.31 uM.

Berdasarkan uraian di atas, dapat
disimpulkan bahwa senyawa 1 adalah asam
vanilat (Sheng et al., 2014). Dengan cara
penentuan struktur seperti senyawa 1, maka
senyawa 2 merupakan asam p-hidroksibenzoat
(Cho et al., 1998), dan senyawa 3 sama dengan
asam p-kumarat (Ashour et al., 2013). Ketiga
senyawa tersebut pertama kali dilaporkan dari
buah E. elatior. Struktur senyawa hasil isolasi
ditampilkan pada Gambar 1.

Potensi antibakteri ketiga senyawa
hasil isolasi dan ekstrak metanol buah
E. elatior diuji terhadap enam jenis bakteri
patogen yaitu Bacillus subtilis FNCC 0060,
E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC
27853, S. enterica ATCC 14028, S. aureus
ATCC 25923, dan S. mutans ATCC 25175.

Data hasil pengujian antibakteri ditampilkan
pada Tabel 2.

Secara umum, aktivitas antibakteri
ekstrak metanol dan senyawa hasil isolasi dari
buah E. elatior kurang aktif dibandingkan
senyawa standard (kontrol positif)
kloramfenikol. Meskipun demikian, ekstrak
metanol buah wualae masih menunjukkan
aktivitas terhadap semua bakteri uji baik gram
positif (B. subtilis, S. aureus, S. mutans)
maupun gram negatif (E. coli, P. aeruginosa,
S. enterica). Kloramfenikol (0.31 uM) dengan
jumlah partikel lebih sedikit dibandingkan
dengan senyawa murni lainnya, memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri
lebih tinggi karena strukturnya memungkinkan
terjadinya interaksi sebagai inhibitor enzim
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peptidil transferase pada ribosom 50S bakteri
yang mengakibatkan terhambatnya sintesis
protein pada bakteri (Gunawan, 2009). Gugus
penentu aktivitas antibakteri kloramfenikol
adalah atom klorin, gugus hidroksil dan cincin
aromatik yang memiliki substituen gugus nitro
pada posisi para. Struktur tersebutlah yang
memungkinkan terjadinya interaksi dengan
enzim peptidil transferase di ribosom bakteri
yang menimbulkan terjadinya penghambatan
kerja enzim tersebut (Kar, 2007). Senyawa
bahan alam yang banyak memberikan
kontribusi sebagai antibakteri adalah golongan
fenolik (flavonoid, tanin, stilbena), alkaloid
dan persenyawaan terpenoid yang termasuk
dalam kelompok monoterpena dan diterpena
(Henirich et al., 2004). Asam vanilat, asam p-
hidroksibenzoat dan asam  p-kumarat
merupakan senyawa-senyawa aromatik dengan
gugus hidroksil sebagai substituen pada posisi
para, sehingga Kketiga senyawa tersebut
memiliki  aktivitas  sebagai  antibakteri
meskipun  tidak  sekuat  kloramfenikol.
Keberadaan gugus p-metoksi pada asam
vanilat, diduga menjadi penyebab tingginya
aktivitas senyawa tersebut dibandingkan dua
senyawa lainnya terutama terhadap bakteri
S. entertica dan S. mutans seperti tercantum
pada Tabel 1.

Data pada  Tabel 1 juga
menggambarkan bahwa aktivitas ekstrak
metanol buah E. elatior memiliki Kkorelasi
dengan senyawa kimia yang dikandungnya.
Pertama, daya hambat ekstrak metanol buah
E. elatior terhadap E. coli dan S. aureus
kurang kuat dibandingkan kemampuannya
terhadap bakteri uji lainnya. Hal ini didukung
oleh aktivitas ketiga senyawa yang berhasil
diisolasi tersebut terhadap E. coli dan
S. aureus. Kedua, aktivitas antibakteri ekstrak
metanol buah E. elatior relatif lebih kuat
terhadap S. enterica dan S. mutans. Hal ini
juga sesuai dengan aktivitas asam vanilat,
asam p-hidroksibenzoat dan asam p-kumarat
terhadap kedua bekteri tersebut. Selanjutnya,
aktivitas ekstrak metanol buah E. elatior
terhadap S. enterica didukung oleh aktivitas
asam vanilat. Sementara itu potensi antibakteri
ekstrak metanol buah Wualae terhadap
S. mutans sesuai dengan aktivitas asam vanilat
dan asam  p-hidroksibenzoat  terhadap
S.  mutans. Bila dikaji  berdasarkan
senyawanya, dengan jumlah partikel yang
lebih sedikit, asam vanilat (0.59 uM), mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S. enteritica
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dan S. mutans paling besar dibandingkan dua
senyawa lainnya. Dengan kata lain asam
vanilat memiliki kontribusi paling besar
terhadap aktivitas ekstrak metanol terhadap
bakteri. Berdasarkan uraian tersebut di atas,
ekstrak metanol buah wualae lebih cocok
dikembangkan sebagai herbal antibakteri yang
disebabkan oleh S. mutans seperti karies gigi.
Pengembangan lebih lanjut, ekstrak buah E.
elatior dengan konsentarsi asam vanilat lebih
tinggi dapat diformulasi sebagai pasta gigi atau
obat kumur dengan aktivitas lebih tinggi.

4. SIMPULAN

Tiga senyawa aromatik berhasil
diisolasi dan diidentifikasi dari buah E.elatior
yaitu asam vanilat, asam p-hidroksibenzoat,
dan asam kumarat. Ketiga senyawa tersebut
pertama kali dilaporkan dari buah E. elatior.
Ekstrak metanol dan senyawa-senyawa hasil
isolasi dari buah wualae aktif menghambat
pertumbuhan bakteri S. mutans. Senyawa
paling aktif adalah asam vanilat. Ekstrak yang
dominan mengandung asam vanilat dapat
dikembangkan sebagai herbal antibakteri
S. mutans seperti herbal karies gigi dan obat
kumur.
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