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TIGA SANTON TERPRENILASI DARI AKAR Garcinia
tetrandra Pierre

Nama Mahasiswa : Faizatul Muthiah

NRP : 1413100 038
Departemen : Kimia
Pembimbing : Prof. Dr. Tadim Ersam

Abstrak

Garcinia tetrandra Pierre merupakan salah satu
tumbuhan endemik di Indonesia yang telah dikenal sebagai
sumber senyawa santon. Pada penelitian ini, tiga senyawa santon
terprenilas, yaitu parvifolisanton C (1), maklurasanton (2) dan 9-
hidroksikalabasanton (3), telah berhasil diisolasi dari akar
G.tetrandra Pierre yang berasal dari Taman Nasional Meru Betiri
Jember, Jawa Timur. Proses ekstraksi menggunakan pelarut
metilena klorida dan difraksinasi menggunakan metode
kromatografi cair vakum, kromatografi kolom gravitasi,
kromatografi gel filtrasi dan sentrifugal kromatografi lapis tipis.
Proses pemurnian senyawa dilakukan dengan metode
rekristalisasi. Penentuan struktur senyawa ditentukan berdasarkan
analisis data spektroskopi UV-Vis, IR, *H dan *C-NMR.

Kata kunci: Garcinia tetrandra Pierre, Guttiferae, Santon
terprenilasi.
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THREE PRENILATED XANTHONESFROM THE
ROOT OF Garciniatetrandra Pierre

Name : Faizatul Muthiah

NRP : 1413 100 038

Department : Chemistry

Advisor Lecturer : Prof. Dr. Tadim Ersam
Abstract

Garcinia tetrandra Pierre is one of endemic flora in
Indonesia that has been known as the source of xanthones. In this
research, three prenilated xanthones, named Parvifolisanton C
(1), macluraxanthone (2) dan 9-hydroxycal abaxanthone (3), were
isolated from root of G.tetrandra Pierre which came from Taman
Nasional Meru Betiri Jember, East Java. That three compounds
were extracted with metilene chloride, separated by vacuum
liquid chromatography, column gravity chromatography, gel
filtration chromatography and centrifugally accelerated thin layer
chromatography, and also purificated by recrystalitation method.
Their structure were determined by spectroscopic methods with
UV, IR, 'H and *C-NMR. Three compounds that have been
found can complete the mapping compunds of G.tetrandra
Pierre.

Keywords: Garcinia tetrandra Pierre, Guttiferae, Prenilated
xanthones.
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BAB |
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki
hutan tropis sangat luas dengan keanekaragaman hayati di
dalamnya, khususnya dari keanekaragaman flora dan fauna
Kenekaragaman hayati tersebut berfungsi sebagai penghasil
produk kimia hayati (Lukis dan Ersan, 2010). Produk kimia
hayati umumnya dihasilkan dari tumbuhan tingkat tinggi, salah
satunya dari famili Cluciaceae. Cluciaceae terdiri dari 40 genus
dengan 1.200 spesies yan tersebar di seluruh dunia dengan lima
genus utama yaitu Mesua, Calophyllum, Mammea, Garcinia dan
Cratoxylum (Sultanbawa, 1980). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa famili Cluciaceae mengandung senyawa metabolit
sekunder, khususnya fenolat, yang secara farmakol ogis berfungs
sebagal anti HIV, anti kanker, antiinflamasi, antitumor,
pengobatan penyakit hepatitis, radang usus, dan antileukimia
(Dharmante dan Wanigasekera, 1996; Peres dan Nagem, 1996).

Garcinia merupakan salah satu genus yang banyak
menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Tanaman ini tersebar
di daerah Asia tropis, Polinesia dan Afrika. Salah satu spesies
dari tanaman ini adalah Garcinia tetrandra Pierre atau yang
dikenal dengan wadung. G.tetrandra Pierre juga dikenal sebagai
tumbuhan endemik di Indonesia yang tersebar di beberapa
wilayah antaralain Sulawes dan Papua. Namun tanaman ini juga
dikembangkan di Taman Nasionad Meru Betiri, Jember
(Viviyanti dan Ersam, 2015).

G. tetrandra Pierre belum banyak dieksplorasi, namun
beberapa penditian tentang tanaman ini telah dilakukan oleh
kelompok peneliti kimia tumbuhan (Institut Teknologi Sepuluh
Nopember, Surabaya). Beberapa bagian tumbuhan G. tetrandra
Pierre yang sudah dilakukan penelitian yakni pada kayu batang,
kayu akar, kulit batang dan kulit akar. Isolas tanaman ini
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diperoleh senyawa santon yang berbeda satu dengan yang lain,
yaitu senyawa santon terprenilasi, santon termodifikasi, dan
santon teroksigenasi (Sulistyaningrum dan Ersam, 2012). Jenis
santon terprenilasi a-mangostin (4) dari kulit akar tanaman ini
juga ditemukan pada Garcinia Mangostana dan dilaporkan
aktivitasnya sebagai antibakteri (Suksamram dkk, 2003).
Senyawa lain yang ditemukan pada kulit akar yaitu 1,3,6-
trihidroksi-7-metoksi-4,8-diprenilsanton (5) yang dilaporkan oleh
Rizani (2006), 3-isomangostin (7) yang dilaporkan oleh Astuti
(2005), 1-hidroksi-7-metoksi-8-prenil-(3,4),(5,6)-dikromano-
santon (8) dan 1,6-dihidroksi-7-metoksi-8-prenil-(3,4)-kromano-
santon (6) yang dilaporkan oleh Meilani (2006).

Dari senyawa-senyawa yang telah ditemukan dapat
disusun suatu jalur biogenesis pembentukan senyawa santon dari
G.tetrandra Pierre. Berdasarkan pemetaan jalur biogenesis pada
Gambar 1.1 terdapat kemungkinan ditemukan senyawa-senyawa
antara atau senyawa lanjutan yang belum dieksplorasi. Oleh
karena itu, perlu dilakukan penelitian lanjutan pada akar
G.tetrandra Pierre dari Taman Nasional Meru Betiri, Jember.

12 Permasalahan

Berdasarkan jaur biogenesis pembentukan senyawa
santon dari isolas Garcinia tetrandra Pierre (Gambar 1.1), masih
terdapat peluang senyawa antara atau senyawa lanjutan yang
dapat melengkapi jalur biogenesis tersebut.
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Gambar 1. 1 Jalur biogenesis pembentukan senyawa
santon dari isolas G.tetrandra



13 Hipotesa

Berdasarkan jalur biogenesis senyawa yang telah
ditemukan di G.tetrandra Pierre (Gambar 1.1), terdapat peluang
untuk mendapatkan senyawa baru yang belum didapatkan dari
isolas tumbuhan G.tetrandra Pierre.

14 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh senyawa baru
yang belum didapatkan dari G.tetrandra Pierre agar dapat
melengkapi jalur biogenesis pembentukan senyawa santon dari
isolasi G.tetrandra Pierre seperti pada Gambar 1.1.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

21 Tinjauan Botani Garcinia tetrandra

Garcinia merupakan genus dari famili Clusiaceae yang
memiliki sekitar 390 spesies. Tanaman ini tersebar di daerah Asia
tropis, Polinesia dan Afika Seak dahulu Garcinia telah
digunakan oleh penduduk Asia untuk keperluan kuliner sebagai
bumbu dan penambah rasa pada makanan menggantikan asam
atau lemon (Semwal dkk, 2015). Salah satu spesies dari Garcinia
yaitu Garcinia tetrandra Pierre. Tumbuhan tersebut termasuk
jenis tumbuhan hutan tropika yang tersebar hampir di seluruh
Indonesia, mulai dari Jawa, Sulawesi, Maluku dan NTT. Di
masyarakat tumbuhan yang dikenal dengan nama “wadung” ini
dilestarikan di Kebun Raya Bogor dan di kawasan pelestarian
alam Taman Nasional Meru Betiri (Riyanto, 2006). G. tetrandra
mampu hidup pada ketinggian 1200 meter di atas permukaan
laut. Pohonnya memiliki ciri-ciri tinggi mencapai 18 meter dan
diameter batangnya 30 cm (Gambar 1.1). Daunnya berbentuk
lonjong, bunga jantan dan mahkota berwarna merah maron,
berlekatan dengan empat benang sari. Buahnya bulat berwarna
oranye kemerahan (Heyne, 1987). Secara taksonomi, tumbuhan
ini diklasifikasikan sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub kelas : Dilleniidae

Ordo : Theales

Famili : Clusiaceae

Genus : Garcinia

Spesies : G. tetrandra Pierre

(Cronquist, 1981)



Gambar 2. 1 Tumbuhan Garcinia tetrandra Pierre

2.2 Biosintesis Senyawa Fenolat Genus Garcinia

Setiagp tumbuhan tumbuh sebagai jenis atau spesies
tertentu, maka senyawa metabolit yang disintesisnya akan
spesifik pula, termasuk pada tumbuhan G. tetrandra. Senyawa
metabolit suatu tumbuhan terdiri atas dua macam, yaitu senyawa
metabolit primer dan metabolit sekunder. Senyawa metabolit
primer adalah substan yang dihasilkan dari proses metabolisme
dasar untuk pertumbuhan atau perkembangan organisme yang
bersangkutan. Metabolit ini tersebar secara aamiah sebagai
bahan dasar pada setigp organisme termasuk tumbuhan, terdiri
dari protein, karbohidrat, lemak, asam nukleat dan bahan dasar
lainnya yaitu vitamin dan mineral. Sedangkan senyawa metabolit
sekunder  biasanya digunakan oleh tumbuhan  untuk
mempertahankan diri agar tetap tumbuh pada lingkungannya,
biasanya bersifat toksik atau beracun bagi makhluk hidup lainnya
tetapi aman bagi dirinya sendiri dan merupakan senyawa kimia
yang spesifik pada tumbuhan tersebut (Peres dkk, 2000).

Senyawa fenolat mempunyai ciri khas cincin aromatis
dengan gugus hidroksi yang terikat. Senyawa ini terbentuk
melalui 2 jalur biosintesis (Gambar 2.2), yaitu jalur sikimat dan
jalur asam asetat. Turunan senyawa yang dihasilkan dari proses
biosintesis ini antara lain kumarin, tanin, flavon, benzofenon, dan
santon (Morita, 2000).
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Gambar 2. 2 Jalur biosintesis senyawa fenolat



2.3 Tinjauan Senyawa Fenolat dari Garcinia tetrandra

Sgjauh ini, sudah banyak ditemukan senyawa fenolat
dengan berbaga macam struktur hasil isolasi spesies dari
tumbuhan Garcinia. Senyawa yang sering ditemukan adalah
senyawa santon. Kelompok penelitian Kimia Tumbuhan ITS
telah melaporkan beberapa senyawa santon dari G. tetrandra.
Bagian tumbuhan yang diisolasi adalah kulit batang, kulit akar,
kayu akar dan kayu batang. Adapun senyawa santon yang
ditemukan pada kayu akar adalah a-mangostin (4) yang
dilaporkan oleh Kharomah (2015). Senyawa yang ditemukan
pada kulit akar adalah 1,3,6-trihidroksi-7-metoksi-4,8-
diprenilsanton (5) yang dilaporkan oleh Rizani (2006), 3-
isomangostin (7) yang dilaporkan oleh Astuti (2005), 1-hidroksi-
7-metoksi-8-prenil-(3,4),(5,6)-dikromano- santon (8) dan 1,6-
dihidroksi-7-metoksi-8-prenil-(3,4)-kromano- santon (6) yang
dilaporkan oleh Meilani (2006).
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Senyawa yang ditemukan dari kayu batang adalah
574',3"'5"7"2" 4"- heptahidroksi- [3,8"]-biflavanon (9) yang
dilaporkan oleh Wahyudi (2015), 1,3,4,7-tetrahidroksi,5-
metoksisanton (10) yang dilaporkan oleh Viviyanti (2015),
1,3,4,5,8-pentahidroksisanton  (11), 1,3,6,7-tetrahidroksisanton
(12) oleh Purwaningsih (2006), dan 1,3,5-trihidroksi-(5,6)-
kromanosanton (13) dan dulsanton (14) oleh Riyanto (2006).
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Senyawa turunan santon yang ditemukan pada kulit
batang adalah 1,3-dihidroksi-7-metoksi-4,5,8-tripenilsanton yang
dilaporkan (15) oleh Maulina (2006), 1,3,6-trihidroksi-7-metoksi -
2-(3-metoksi-3-metil but-1-enil)-8-prenilsanton (16) yang
dilaporkan oleh Wijayanto (2006), 5,7,4’,5",7",3"", 4-
heptahidroksi-2”’-metoksi  flavanon-[3,8”]-flavon (17) oleh
Sulistyaningrum  (2012), dan 1,3-dihidroksi-7-metoksi-4,5,8-
tripenil santon (18).
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25 M etode Pemisahan dan Pemurnian
251 Ekstraks

Ekstraks adalah metode pemisahan suatu campuran
berdasarkan perbedaan kelarutan komponen zat terlarut dalam
pelarut. Distribus pemisahan tersebut mengikuti prinsip like
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dissolve like yang berdasarkan pada perbedaan kepolaran, yaitu
senyawa yang polar akan larut dalam pelarut polar dan senyawa
yang non polar akan larut dalam pelarut non polar (Pavia dkk.,
1990).

Ekstraksi dibedakan menjadi dua berdasarkan bentuk
campuran, yaitu ekstraksi cair-cair dan ekstraks padat-cair.
Ekstraksi cair-cair adalah Pemisahan zat dalam dua pelarut yang
tidak saling larut menjadi dua senyawa penyusunnya berdasarkan
perbedaan kelarutan. Prinsip dari ekstraks ini adalah distribus
zat terlarut diantara dua pelarut yang tidak saling larut, perlu
diketaui bahwa zat-zat tertentu akan larut lebih baik pada pelarut
tertentu daripada menggunakan pelarut lain. Sehingga jika
campuran ini dibiarkan, akan terjadi pemisahan menjadi dua
lapisan (Vogel, 1990). Ekstraksi padat-cair adalah pemisahan
suatu zat dimana substansi yang dipisahkan terdapat pada
campuran yang berbentuk padat. Ekstraksi ini membutuhkan
kontak yang cukup lama antara pelarut dan padatan (Kristanti
dkk, 2008).

Dalam mengisolas bahan alam, biasanya menggunakan
metode ekstraksi padat-cair. Teknik ekstraksi ini memiliki tiga
macam cara yaitu maserasi, perkolas dan sokletasi. Maseras
adalah suatu teknik ekstraksi dengan cara perendaman bahan
alam yang sudah halus pada temperatur kamar dengan pelarut
yang sesuai supaya zat-zat dapat larut sempurna. Perkolasi adalah
teknik ekstraksi dalam pelarut yang sesuai dengan cara
mengalirkan pelarut ke dalam kolom yang telah beris sampel
secara perlahan. Dalam ha ini pelarut yang digunakan tidak
mudah menguap dan dapat melarutkan senyawa kimia yang akan
diisolasi dengan baik. Sokletas adalah teknik ekstraksi dengan
menggunakan alat soklet, dimana bahan yang halus dibungkus
dengan kertas saring dan dimasukan ke dalam aat tersebut,
pelarutnya diuapkan dan uapnya akan melewati bahan sehingga
dapat melarutkan zat-zat yang mudah larutdalam pelarut yang
digunakan. Sedangkan perkolasi adalah suatu teknik ekstraksi
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dengan bahan yang sudah halus diekstraksi dalam pelarut yang
sesuai dengan cara pelarut secara perlahan-lahan dialirkan ke
alam suatu kolom yang berisi cuplikan (Hardjosudirjo, 1991).

Ekstraksi bahan aam biasanya menggunakan pelarut
organik dengan kepolaan tinggi menuju kepolaran yang lebih
rendah (Tabel 2.1) (Houghton dan Raman, 1998).

Tabd 2. 1 Urutan kepolaran senyawa organik

Pelarut Sifat
kepolaran

Air
Metanol
Asetonitril
Etanol
n-propanol
Aseton
Etil Asetat
Etil eter Polaritas menurun
Kloroform dari atas ke bawah
Metil klorida, tetrahidrofuran
Toluena

Benzena

Karbon tetraklorida
Sikloheksana

Hidrokarbon (petroleum
eter, heksana, heptana)

25.2 Kromatogr afi

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran
didasarkan atas perbedaan distribusi dari komponen-komponen
campuran tersebut diantara dua fase, yaitu fase diam yang
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berfungsi sebagai absorben dan fase gerak berupa pelarut yang
berfungs membawa senyawa yang kepolarannya sama. Pada
Penelitian ini digunakan beberapa jenis kromatografi antara lain
Kromatografi Cair Vakum (KCV), kromatografi Kolom,
kromatografi Lapis Tipis, centrifugally accelerated thin layer
chromatography (CTLC) dan Kromatografi Gel Filtrasi (lbnu
dkk, 2008).

2.5.2.1 Kromatografi Cair Vakum

Kromatografi Cair Vakum (KCV) adaah teknik
pemisahan berdasarkan distribusi kelarutan dari daya absorpsi
bahan antara fasa gerak dan fasa diam. Fasa diam berupa silika
gel atau aluminium oksida, sedangkan fasa gerak berupa pelarut.
Pemisahan senyawa pada KCV didasarkan pada kelarutan
senyawa yang dipisahkan. Cuplikan yang dilarutkan dalam
sedikit pelarut diimpregnasi dalam silika kemudian dimasukkan
dalam kolom yang sudah disiapkan. Kolom dielus dalam pelarut
dengan perbandingan kepolaran tertentu dan divakum perlahan-
lahan. Hasil yang didapatkan adalah pemisahan cuplikan dalam
fraksi-fraksi yang berbeda berdasarkan tingkat kepolarannya
(Hardjosudirjo, 1991). Perbedaan kepolaran  senyawa
menyebabkan perbedaan kecepatan turun. Senyawa yang
mempunyai sifat kurang polar akan turun lebih dulu, dilanjutkan
senyawa yang bersifat lebih polar. Hal ini dapat terjadi karena
perbedaan kekuatan adsorpsi oleh fasa diam terhadap tiap-tiap
komponen dalam larutan (Poole dan Salwa, 1991).

2.5.2.2 Kromatogr afi Kolom

Kromatografi kolom adalah teknik untuk memisahkan
dan mengidentifikass komponen dalam campuran. Prinsip
dasarnya adalah bahwa komponen dalam campuran memiliki
kecenderungan yang berbeda untuk menyerap ke permukaan atau
larut dalam pelarut. Kromatografi kolom terbagi atas dua fase,
yaitu fase diam (statis) dan fase gerak. Fase gerak berupa cairan,
sedangkan fase diam berupa zat padat inert seperti silika gel
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(S0,.xH,0), aumina (Al,0;.xH,0) atau selulosa. Fase diam
sangat penting dalam membuat kolom kromatografi cair karena
fase diam harus jenuh dengan pelarut agar gelembung udara tidak
masuk karena dapat menyebabkan pemisahan tidak seragam dan
tidak efisien (Kristanti dkk, 2008).

2.5.2.3 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adaah saah satu
metode  kromatografi yang pemisahannya didasarkan pada
adsorpsi senyawa oleh permukaan lempeng tipis untuk analisa
kualitatif. Pada kromatografi lapis tipis digunakan adsorben halus
yang berada pada papan kaca, alumunium atau plastik. Lapisan
tipis adsorben ini pada pemisahan berlaku sebagai fasa diam.
Dalam KLT indikasi senyawa selesai terekstrak dan didapatkan
senyawa murni ditandai dengan tidak adanya noda/spot atau
hanya noda tunggal pada plat (Hostettmann dkk, 1995). Tahapan
analisis kromatografi lapis tipis yaitu pertama sampel diteteskan
menggunakan pipa kapiler pada plat dengan diameter £ 3mm
pada kromatografi lapis tipis digunakan adsorben halus. Plat
tersebut dimasukkan dalam wadah yang telah beris pelarut
kemudian wadah tersebut ditutup agar suasana menjadi jenuh.
Pelarut akan membawa senyawa ke bagian atas plat yang ditandai
munculnya noda-noda. Dari noda yang dihasilkan dapat
diidentifikasi senyawa-senyawa yang terpissh maupun dapat
digolongan berdasarkan nilai Rf yang hampir sama. Jika
dihasilkan noda tunggal pada plat, hal ini menandakan kemurnian
suatu senyawa (Kristanti dkk, 2008).

2.5.2.4 Kromatogr afi gel filtras

Kromatografi gel filtras (gd filtration chromatography
| GFC) adalah metode kromatografi yang memisahkan molekul
daam larutan berdasarkan ukuran partikel. Pada GFC
menggunakan gel yang terpasang pada kolom yaitu materia
berpori yang akan dilewati molekul dengan ukuran yang berbeda-
beda. Molekul dengan ukuran lebih kecil dapat menembus ke
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dalam pori-pori butiran dan karenanya molekul tersebut tertahan
selama aliran ke bawah kolom. Sedangkan molekul yang lebih
besar tidak dapat menembus ke dalam pori sehingga dapat
melewati kolom lebih cepat (Colegate dan Molyneux, 2007).

Sephadex LH-20 merupakan salah satu jenis gel
hidrofilik yang digunakan pada isolas bahan alam. Gel ini
biasanya menggunakan pelarut polar seperti air, metanol dan
tetrahidrofuran. Saat filtrasi gel menggunakan pelarut tunggal
maka senyawa dipisahkan berdasarkan ukurannya, dengan berat
molekul tidak lebih dari 4000 Da. Jika filtras gel menggunkan
pelarut campuran, pelarut yang lebih polar akan tertahan oleh gel,
lalu terbagi menjadi 2 fase yaitu fase diam dan fase gerak. Dalam
kasus tersebut pemisahan senyawa akan menggunakan
mekanisme partisi. Sephadex LH-20 sangat berguna untuk
memisahkan molekul dengan ukuran besar dari sampel (Colegate
dan Molyneux, 2007).

25.25 Centrifugally accelerated Thin Layer Chromatography
(CTLC)

CTLC adalah teknik kromatografi preparatif yng
menggunakan gaya sentrifugal untuk memisahkan suatu
komponen atau senyawa. Kromatotron memiliki prinsip yang
sama dengan kromatografi biasa, namun pada kromatotron airan
fase gerak dipercepat dengan adanya gaya sentrifugal. Hal
tersebut memungkinkan pemisahan senyawa dengan waktu yang
lebih singkat (Agrawal dan Desai, 2015).

CTLC menggunakan fase diam berupa adsorben (lapisan
penyerap) yang dibuat dari lapisan kaca yang dilapisi oleh silika.
Plat tersebut dipasang pada motor listrik yang diputar dengan
kecepatan tertentu (Gambar 2.3). sedangakan fase gerak berupa
pelarut yang diteteskan ke bagian tengah plat melalui pompa
torak sehingga dapat mengalir melalui plat tipis karena gaya
sentrifugal. Pemilihan eluen tergantung dari sampel dipisahkan.
eluen yang digunakan berkisar dari n-heksana sampai metanol.
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Lapisan plat harus jenuh sebelum sampel dimasukkan ke dalam
plat. Biasanya plat dijenuhkan dengan pelarut n-heksana. Sampel
yang akan dipisahkan harus dilarutkan dalam 0,5-2 ml pelarut
dan disaring. Untuk mengetahui jalannya proses elus maka
dilakukan monitoring dengan lampu UV dengan A 254 nm
(Agrawal dan Desai, 2015).

Adaduafaktor yang mempengaruhi CTLC, yaitu lgju alir
fasa gerak dan kecepatan rotasi plat. Semakin cepat algu alir
maka semakin cepat pemisahannya, tetapi juga memerlukan
eluen yang lebih banyak. Pemisahan yang baik dapat diperoleh
jika menggunakan lgju alir medium dan kecepatan rotas yang
medium pula (Agrawal dan Desai, 2015).

Gambar 2. 3 TLC sentrifugal

253 Rekrigtalisas

Rekristalisasi adalah proses pemurnian senyawa hasil
isolas dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Rekristalisas
dilakukan karena biasanya senyawa yang didapatkan dari hasil
isolas mempunyai kemunan yang relatif rendah, oleh karena itu
dibutuhkan proses kristalisasi. Proses kristalisas terdiri dari
beberapa tahap diantaranya melarutkan bahan dalam pelarut yang
memiliki titik didih mendekati bahan yang akan dimurnikan,
pemisahan larutan panas dari partikel yang tak larut, pemanasan
larutan hingga didinginkan agar mendapatkan kristal kembali,
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memisahkan kristal dari larutan induk. Padatan hasil rekristalisas
kemudian dikeringkan dan dilakukan uji  kemurnian
menggunakan penentuan titik |eleh, metode spektroskopi maupun
dianalisa menggunakan kromatografi lapis tipis. Jika pada uji
KLT didapatkan noda tunggal, maka kemungkinan senyawa telah
murni (J.P. Cannell, 1998).

254 Uji Titik Leleh

Titik leleh senyawa murni ditentukan dengan cara
mengamati temperatur saat terjadinya perubahan wujud senyawa
dari padatan hingga mencair. Padatan senyawa diletakkan pada
aat penentu titik leleh kemudian suhu dinaikkan hingga padatan
berubah menjadi cair. Senyawa dikatan murni jika proses
pelelehan padatan tersebut memiliki jarak yaitu 1°C. Jarak
pelelehan lebih dari 1°C menunjukkan adanya pengotor pada
senyawa (Firdaus, 2011).

2.6 Karakterisas Senyawa
2.6.1 Spektrofotometer UV-vis

Spektrof otometer UV-Vis  merupakan  andisis
spektroskopi yang menilai sumber radias e ektromagnetik
ultraviolet dekat (200-400 nm) dan sinar tampak (400-780 nm)
denga memakai instrumen spektrofotometer untuk menentukan
gugus pengabsorbs dalam suatu molekul (Fessenden dan
Fessenden, 1986). Gugus pengabsorpsi disebut juga kromofor.
Kromofor menyebabkan terjadinya transisi elektronik, yaitu
promosi elektron-elektron dari keadaan energi dasar keaerah
tereksitasi atau berenergi tinggi. Dalam senyawa organik, terjadi
eksitas elektron elektron m—m* pada Anas 210-280 nm yang
mengindikasikan adanya gugus kromofor yang berkonjugasi (-
C=C-C=C-) dan eksitas elektron n- m* pada Apas 320-400 nm
yang mengindikasikan adanya gugus heteroatom terkonjugasi
seperti gugus karbonil yang tersubstitusi pada suatu ena (-C=C-
C=0) (Fessenden dan Fessenden, 1986).
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Prinsip Kerja spektroskopi UV-Vis berdasarkan hukum
Lambert Beer, bila cahaya monokromatik (o) melalui suatu
media (larutan), maka sebagian cahaya tersebut diserap (1a),
sebagian lagi dipantulkan (Ir), dan sebagian lagi dipancarkan (It).
Panjang gel ombang serapan UV -vis tergantung pada kemampuan
molekul tersebut untuk melakukan promosi elektron. Molekul-
molekul yang memerlukan lebih banyak energi untuk bertransisi,
akan menyerap pada panjang gelombang yang lebih pendek
(Fessenden dan Fessenden, 1986).

2.6.2 Spektrofotometer IR

Spektrofotometer Inframerah (IR) merupakan andisis
struktur molekul untuk mengidentifikas gugus fungsi dan jenis
ikatan suatu molekul. Molekul organik yang berikatan kovalen
akan mengalami gerakan vibrasi yang khas untuk tiap molekul.
Vibrasi molekul yang terjadi tergantung pada kekuatan ikatan
atau momen ikat. Molekul yang memiliki momen ikat yang
berbeda akan tervibrasi pada frekuens yang berbeda. Prinsip
kerja dari dat ini addah interaksi antara sinar radias
elektromagnetik dengan materi mengakibatkan suatu molekul
akan bervibras apabila sinar pada panjang gelombang IR
terserap.Spektrum IR terdiri dari 2 daerah, yaitu daerah gugus
fungsi ( lamda 1650-4000 cm™) yang sangat informatif mengenai
jenisjenis gugus fungsi dan daerah finger print (650-1500 cm™)
yang kurang informatif mengenai gugus fungsi, namun sangat
karateristik untuk membedakan tiap senyawa yang berbeda
Daerah serapan IR ditunjukkan pada Tabel 2.2 (Silverstein dkk,
2005).
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Tabd 2. 2 Daerah serapan utama IR

Gugus Jenis Senyawa Daerah Serapan
(cm™)
-C-H | Alkana 2850-2960, 1350-1470
-C-H | Alkena 3020-3080, 675-1000
-C-H | Aromatik 3000-3100, 675-870
-C-H | Alkuna 3300
-C=C | Alkena 1640-1680
-C=C | Alkuna 2100-2260
-C=C | Aromatik (cincin) 1500-1600
-C-H | Alkana 2860-2960, 1350-1470
-C-O Alkohoal, eter, asam 1080-1300
kaboksilat, ester
-C=0 | Aldehid, keton, asam 1690-1760
karboksilat, ester

-O-H | Alkohal, fenol (monomer) 3610-3640
-O-H | Alkohal, fenal (ikatan H) 200-3600 (lebar)
-O-H | Asam karboksilat 500-3000 (lebar)
-N-H | Amina 3300-3500
-C-N | Amina 1180-1360
-C=N | Nitril 2210-2260
-NO, | Nitro 1515-1560, 1345-1385

2.6.3 Spektrometer NMR

Spektroskopi NMR adalah teknik teknik spektrometri
yang dapat digunakan untuk menetapkan struktur suatu senyawa
bredasarkan serapan gelombang elektromagnetik dengan
frekuens radio oleh inti atom yang berada daam medan
magnetik (Oxtoby, 2003). Metode ini memberikan gambaran
mengenai jenis atom, jumlah, maupun lingkungan atom hidrogen
(*H-NMR) maupun karbon (*C-NMR). Spektroskopi *H-NMR
mengukur momen magnet atom hidrogennya. Dapat diperoleh
sinyal spektrum yang menunjukkan banyaknya proton di bagian-
bagian molekul. Spektroskopi *C-NMR menunjukkan sejumlah
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karbon yang terdapat dalam molekul dengan semua pergeseran
kimia (Hart, 2003).

Dalam NMR untuk mengidentifikasi suatu senyawa
digunakan senyawa standar Tetrametilsilain (TMS). TMS paling
sering digunakan karena atom-atomnya sangat stabil sehingga
sangat terlindungi untuk diresonansi oleh medan magnet luar
(By). Sedangkan atom-atom lain dapat mengalami pergeseran
kimia karena perbedaan lingkungan sekitar atom tersebut. Peak
atom akan muncul pada daerah up-field (mendekati TMYS)
apabila lingkungan sekitar atom bersifat melindungi (shielding)
dari B, dan akan sulit terjadi resonansi. Sebaliknya apabila peak
atom muncul pada daerah down-field (menjauhi TMS) artinya
lingkungan sekitar atom bersifat membuka (deshielding) terhadap
B, dan akan mudah terjadi resonansi. Nila pergeseran kimia
proton bernilai antara 0-12 ppm (Gambar 2.4). Sedangkan nilai
pergeseran kimia karbon bernilai antara 0-200 ppm (Gambar 2.5)
(Pavia, 1990).

Daerah medan rendah <<—— Daerah medan tinggi

Gambar 2. 4 Pergeseran kimia'H-NMR
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Daerah medan rendah <<——= Daerah medan tinggi

Gambar 2. 5 Pergeseran kimia *C-NMR
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METODOLOGI PENELITIAN

31 Alat dan Bahan
311 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
seperangkat alat gelas seperti gelas ukur, kaca arlgji, erlenmeyer,
labu ukur, pengaduk kaca, pipet tetes, pipet volume, botol vial,
pinset, mortar, pipa kapiler, bgana pengembang (chamber),
neraca analitik, seperangkat alat kromatografi kolom (KKG),
rotary evaporator vakum BUCHI, seperangkat alat kromatografi
lapis tipis (KLT) dimonitoring dengan Sinar UV dengan A 254
nm dan 366 nm, seperangkat alat chromatotron, seperangkat alat
uji titik leleh Fisher-John, spektrofotometer FTIR dalam KBr
Shimadzu,  spektrofotometer  UV-Vis GENESYS 10§
spektrometer 400 MHz *H dan **C NMR JNM ECA-600.

3.1.2 Bahan

Tumbuhan yang digunakan dalam penelitian adalah
G.tetrandra Pierre yang diperoleh dari Taman Nasional Meru
Betiri Jember, Jawa Timur pada November 2016. Tanaman
tersebut telah diidentifikasi oleh Deden Mudiana, S.Hut, M.Si,
Kepada UPT Baa Konservass Tumbuhan Kebun Raya
Purwodadi. Sampel tumbuhan (no. XVI1.J.11.10-10a, 19)
dismpan di Laboratorium Kimia Bahan Alam dan Sintesis
Departemen KimialTS.

Bahan lain yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain pelarut organik pro analisis dan teknis seperti n-heksana
(CsHe), metilen krorida (CH,CL,), etil asetat (EtOAc), metanol
(MeOH), kloroform, TLC aluminium sheets 20x20 cm silika gel
Merck 60 Fos4, silika gel 60 (70-230 mesh) untuk impregnasi,
silika gel 60 G untuk kromatografi kolom, sephadex LH-20,
penampak noda serium sulfat (Ce(SO,),) 1,5% dalam H,SO, 2N,
kertas saring, aluminium foil, plastic wrap, reagen geser UV
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antara lain natrium hidroksida (NaOH), AICl;, asam klorida
(HCl), dan natrium asetat (CH3COONa), KBr untuk uji IR,
Pelarut untuk uji NMR yaitu Kloroform, MeOH dan DM SO.

3.2 Prosedur Penelitian
3.21 Uji Pendahuluan

Dalam melakukan uji pendahuluan, sampel G.tetrandra
harus dikeringkan terlebih dahulu, lalu dihaluskan. Sampel
tersebut diambil sebanyak 8 g kemudian dikestraksi dengan
pelarut organik yang berbeda-beda masing-masing 10 ml n-
heksana, metilena klorida, etil asetat, dan metanol selama 24 jam.
Hasil ekstraksi tersebut dimonitoring dengan menggunakan KLT.
Berdasarkan penampakan noda KLT maka dapat disimpulkan
bahwa pelarut organik yang paling tepat untuk maserasi akar
G.tetrandra adalah metilena krorida.

322 Ekstraks

Sampel kering akar G.tetrandra yang telah dihaluskan
sebanyak 3,3 kg dimaserasi sdlama 3x24 jam menggunakan
pelarut metilena klorida sebanyak 20 L. Setiap 24 jam sekali hasil
ekstraksi diambil dan diganti dengan pelarut metilena klorida
yang baru, kemudian dimonitoring dengan KLT untuk
mengetahui konsentrasi senyawa yang telah terekstrak. Hasil
ekstrak metilena klorida berwarna coklat kemudian disaring
untuk memisahkan ekstrak cair dengan residunya. Lalu ekstrak
cair tersebut dihilangkan pelarutnya dengan rotary evaporator
sehingga didapatkan ekstrak pekat berwarna coklat.

3.2.3 Fraksinas

Penelitian ini menggunakan prosedur standar isolas
bahan alam dengan varias kenaikan kepolaran pelarut. 122 g
ekstrak pekat dari kulir G.tetrandra difraksinasi menggunakan
Kromatografi Cair Vakum (KCV) dengan sistem peningkatan
kepolaran pelarut yaitu n-heksana, metilena klorida:n-heksana
(25:75; 45:55; 65:35; 85:15), metilena klorida, etil
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asetat:metilena klorida (5:95; 10:90) dan etil asetat. Hasil KCV
ditampung ke dalam 56 via ukuran 300 ml dan dimonitoring
dengan KLT dengan e€luen etil asetat:n-heksana (20:80). Fraksi
33 dari hasil KCV 1 menunjukkan adanya endapan sehingga
fraks tersebut disaring vakum untuk memisahkan antara padatan
dan pelarutnya. Selanjutnya padatan tersebut dicuci dengan n-
heksana dan dilakukan KLT dengan tiga macam eluen yang
berbeda kepolarannya. Hasil KLT tersebut menunjukkan noda
tunggal sehingga fraks 33 disebut Senyawa 1 (35 mg).

Fraksi-fraksi lain dari KCV 1 digabungkan berdasarkan
kesamaan Rf noda sehingga dihasilkan enam fraksi gabungan
yaitu fraks A (5,1 9), B (14,25 ¢g), C(3,37g), D (2,7 g), E (19,82
g) dan F (36,33 g). Fraksi C difraksinasi menggunakan sephadex
LH-20 dengan eluen metanol:metilena klorida (1:1) sehingga
didapatkan 3 fraksi baru yaitu fraks CC1 (280 mg), CC2 (210
mg), dan CC6 (201 mg). Selain itu fraksi D juga difraksinas
dengan metode yang sama dengan pada fraks C sehingga
didapatkan tiga fraks baru yaitu fraks DD1 (380 mg), DD2 (380
mg) dan DD5 (440 mg). Kemudian fraksi CC1-CC6 dan fraksi
DD1-DD5 dilakukan KLT bersama dengan fraksi B dan fraksi E
menggunakan eluen etil asetat:n-heksana (20:80). Fraksi E, CC6
dan DD5 memiliki kemiripan Rf noda sehingga tiga fraks
tersebut digabungkan membentuk fraksi baru yang disebut fraks
G (20,491 g). Sedangkan fraksi B memiliki kesamaan Rf noda
dengan fraks CC1, DD2 dan DD5 sehingga fraksi-fraks ini
digabungkan dan membentuk fraksi baru yang disebut fraks L
(15,29 g).

Fraks G difraksinasi menggunakan Kromatografi Cair
pelarut n-heksana, etil asetat:n-heksana (3:93; 10:90; 12:88;
15:85; 1:1; 75:25) dan etil asetat. Hasil KCV dimonitoring
dengan KLT dengan eluen etil asetat:n-heksana (20:80). Hasil
KCV 2 dikelompokkan berdasarkan kesamaan Rf noda sehingga
dihasilkana delapan sub fraksi yang baru, yaitu fraksi N, O, P, Q,
R, S, T dan U. Kemudian Fraksi O (260 mg) dibagi menjadi 2

25



bagian yaitu subfraksi OA dan OB. Subfraksi OA difraksinasi
menggunakan kromatotron dengan eluen etil asetat : n-heksana
(15:85) sehingga dihasilkan enam subfraksi yaitu OA1, OA2,
OA3, OA4, OA5 dan OAG.

Selanjutnya  dilakukan  pemisahan fraks OB
menggunakan kromatotron seperti pada frakss OA sehingga
didapatkan delapan subfraksi yaitu OB1, OB2, OB3, OB4, OB5,
OB6, OB7 dan OB8. Subfraks dari OA dan OB dilakukan KLT
secara bersamaan sehingga dari profil kromatogram yang
memiliki Rf dan noda yang sama akan digabung kembali. Hasil
dari pengabungan tersebut diperoleh 6 subfraksi yaitu P1 (45
mg), P2 (20 mg), P3 (24 mg), P4 (56 mg), P5 (38 mg) dan P6 (33
mg). Subfraks P4 difraksinasi menggunakan kromatotron dengan
eluen etil asetat:n-heksana (10:90). Hasil fraksinasi tersebut diuji
KLT sehingga didapatkan 6 subfraksi yaitu PP1, PP2, PP3, PP4,
PP5 dan PP6. Dari profil KLT PP6 terlihat satu noda tunggal
yang selanjutnya diuji kemurniannya dengan uji tiga eluen dan
uji titik leleh. Selanjutnya fraksi PP6 tersebut disebut senyawa 2
(18 mg).

Fraks L difraksinasi menggunakan Kromatografi Kolom
Gravitas (KKG) dengan pelarut aseton:n-heksana (10:90 ; 20:80
; 30:70; 1:1; 65:15; 75:25). Hasil KKG ditampung dalam 53 via
dan dimonitoring menggunakan KLT dengan eluen etil asetat:n-
heksana (10:90). fraksi-fraksi tersebut digabungkan sehingga
didapatkan tujuh fraksi, yaitu LC1, LC2, LC3, LC3, LC4, LC5,
LC6 dan LC7. Setelah itu dilakukan pemisahan Fraksi LC3 (55
mg) menggunakan kromatotron dengan eluen Aseton:n-heksana
(2:8) dan ditampung ke dalam 15 via (LC3/1 s/d LC3/15). Hasll
tersebut dimonitoring dengan KLT eluen aseton:n-heksana (2:8).
Selanjutnya vial LC3/5 s/d LC3/15 digabungkan dan disebut
fraksi LC3’. Kemudian Fraksi LC3’ diuji tiga eluen dengan
kepolaran yang berbeda, yaitu metilena klorida:n-heksana (1:1),
aseton:n-heksana (2:8), etil asetat:metilena klorida (2:98). Ketiga
kromatogram KLT menunjukkan noda tunggal sehingga fraksi
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LC’ disebut senyawa 3. Selanjutnya kristal dari senyawa 1, 2, dan
3 diukur dengan spektrofotometri UV-vis, spektrofotometri Infra
merah (IR), spektrometeri *H-NMR dan *C-NMR.

3.3 Penentuan Struktur Senyawa
3.3.1 Spektrofotometer UV-vis

Senyawa 1 yang telah diisolasi diambil 1 mg dan
dilarutkan ke dadam MeOH pa. MeOH pa diambil 4 ml dan
dimasukkan ke dalam kuvet sebagai larutan blanko, kemudian
larutan sampel diperlakukan dengan cara yang sama. Sampel
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-vis
GENESYS 10S pada A 200-600 nm. Kemudian larutan sampel
ditambahkan pereaksi geser berupa 3 tetes NaOH dan diukur
absorbansinya. Setelah itu sampel yang baru ditambahkan 6 tetes
AlCl;, diukur absorbansinya dan selanjutnya dikeluarkan
ditambahkan HCI 3 tetes dan diukur absorbansinya kembali.
Selanjutnya sampel baru ditambahkan CH3;COONa, diukur
absorbans dan kemudian ditambah H;BO; dan diukur
absorbansinya kembali. Senyawa 2 dan 3 juga diperlakukan sama
dengan senyawa 1.

3.3.2 Spektrofotometer IR

Senyawa 1 yang berhasil diisolas diambil 1 mg.
Ditambahkan KBr dan digerus sampai sampai homogen.
Campuran ini dibuat pelet dengan ketebalan + 1 mm. Pelet berisi
sampel ini  kemudian diukur serapannya pada bilangan
gelombang  400-4000 cm™. Spektrum yang terbentuk
menunjukkan serapan bilangan gelombang terhadap transmiatan
(%T).  Spektrofotometer IR yang digunakan adalah
spektrofotometer IR BUCK Scientific 500. Senyawa 2 dan 3 juga
diperlakukan sama dengan senyawa 1.

3.33 Spektrometer NMR

Analisis spektrometri NMR dilakukan menggunakan
spektrometer 400 MHz *H dan *C NMR JNM ECA. Sampel
27



sebanyak 5 mg dilarutkan dalam kloroform bebas proton
(CDCly). Larutan sampel kemudian diinjeksikan ke dalam tabung

injection dan dianalisis untuk mengetahui spektra "H-NMR dan
BC-NMR.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

41 Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan bertujuan untuk menentukan pelarut
yang tepat dalam proses ekstraksi yaitu mampu mengekstrak
senyawa-senyawa pada sampel dengan baik. Uji pendahuluan
dilakukan dengan cara mengekstrak serbuk kering akar
G.tetrandra sebanyak 2 g dengan pelarut organik yang berbeda,
yaitu masing-masing 10 ml n-heksana, metilena klorida etil
asetat, dan metanol selaman 24 jam. Hasil ekstraksi tersebut
diamati dengan KLT menggunakan empat eluen yang berbeda,
yaitu n-heksana, metilena klorida etil asetat, dan metanol. Untuk
melihat profil noda pada senyawa dilakukan dengan
menyemprotkan serium sulfat ke noda lalu dipanaskan dalam
oven. Berdasarkan penampakan noda KLT (Gambar 4.1) dapat
dismpulkan bahwa pelarut yang tepat untuk maserasi adalah
pelarut metilena klorida karena senyawa-senyawa target isolasi
terekstrak dengan baik dibandingkan dengan eluen yang lain.

s

afea lafed ahed d
(1) (2 (3) (4)

Gambar 4. 1 Kromatogram KLT hasil uji pendahuluan ekstrak (a
h-heksana); (b: metilena klorida); (c: etil asetat); dan
(d: metanol) yang dimonitoring dengan eluen (1) n-
heksana; (2) metilena klorida; (3) etil asetat; (4)
metanol
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4.2 Ekstraks

Pada penelitian ini ekstraksi dilakukan dengan metode
maserasi. Sampel kering akar G.tetrandra sebanyak dimaseras
selama 3x24 jam menggunakan pelarut metilena klorida
sebanyak 20 L. Hasil ekstrak diambil setiap 24 jam sekali dengan
cara menyaringnya untuk memisahkan antara residu dan ekstrak
cair. Residu tersebut ditambahkan pelarut metilena klorida yang
baru dan dimaseras kembali. Sedangkan ekstrak cair
dimonitoring dengan KLT untuk mengetahui konsentras
senyawa yang telah diekstrak. Kemudian hasil ekstrak cair
berwarna coklat tersebut dihilangkan pelarutnya dengan rotary
vacum evaporator sehingga didapat ekstrak pekat berwarna
coklat.

4.3 Fraksinasi dan Pemurnian Senyawa

Ekstrak pekat metilena klorida akar G.tetrandra
sebanyak 122 g difraksinas dengan menggunakan metode KCV.
Pelarut yang digunakan dengan sistem peningkatan kepolaran,
yaitu n-heksana, metilena kloridan-heksana (25:75; 45:55;
65:35; 85:15), metilena klorida, etil asetat:metilenaklorida (5:95;
10:90) dan etil asetat. Hasil KCV ditampung ke dalam 56 via
ukuran 300 ml dan dimonitoring dengan KLT dengan eluen etil
asetat:n-heksana (20:80) seperti pada Gambar 4.2. Monitoring ini
dilakukan untuk mengetahui distribus senyawa yang ada pada
tiap vial dengan melihat Rf noda hasil KLT.
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Gambar 4. 2 Kromatogram KLT hasil KCV 1 ekstrak pekat
metile klorida dengan eluen etil asetat:n-heksana
(20:80)

Metode Kromatografi cair vakum dipilih karena dapat
digunakan untuk memisahkan sampel dengan massa yang cukup
besar menjadi fraksi-fraksi yang lebih sederhana dan dengan
waktu yang relatif cepat. Prinsip kerja KCV berdasarkan pada
absorpsi dan partisi. Kolom diisi dengan fase diam berupa silika
gel dan divakumkan dengan pompa vakum agar eluen sebagai
fase gerak dapat turun mengelusi komponen kimia menjadi
fraksi-fraksi yang lebih sederhana (Kristanti dkk, 2008). Dalam
pemisahan dengan KCV dipilih pelarut yang mampu
menunjukkan pemisahan terbaik terhadap sampel.

Frakss 33 dari hasl KCV 1 menunjukkan adanya
endapan sehingga fraksi tersebut tidak digabungkan dan disaring
vakum untuk memisahkan antara padatan dan pelarutnya
Selanjutnya padatan tersebut dicuci dengan n-heksana dan
dilakukan KLT dengan tiga macam eluen yang berbeda
kepolarannya. Hasil kromatogram ditunjukkan pada Gambar 4.3.
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Gambar 4. 3 Kromatogram hasil uji tiga eluen senyawa 1
menggunakan pelarut (a) metilena klorida:n-heksana
(1:1); (b) etil asetat:n-heksana (15:85); (c)
aseton:metanol (2:8)

Pada Gambar 4.3 menunjukkan bahwa padatan dari
fraks 33 hasil isolas memiliki noda tunggal. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa padatan tersebut telah murni.
Selanjutnya padatan berwarna kuning yang disebut senyawa 1
(35 mg) diuji titik leleh menggunakan aat pengukur titik leleh
Fisher John Melting Point dan diperoleh titik leleh 154-155 °C.
Senyawa dikatakan murni jika rentang titik lelehnya + 1°C.

Untuk fraksi-fraksi lain dari hasil KCV 1 dikelompokkan
sesua dengan kesamaan Rf noda (Gambar 4.2), via yang
memiliki kesamaan Rf digabungkan menjadi satu fraksi.
Pengelompokan fraksi ini menghasilkan enam fraks gabungan
(Tabel 4.1).
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Tabel 4. 1 Pengelompokan fraksi hasil pemisahan KCV 1

Fraksi :
gabungan No. Via Massa (g)
A 1-17 51
B 18-25 14,25
C 26-29 3,37
D 30-32 2,7
E 34-47 19,82
F 48-55 36,33

Setelah dikelompokkan, kemudian masing-masing fraksi
gabungan dimonitoring dengan KLT dengan eluen etil asetat:n-
heksana (20:80) yang ditunjukkan pada Gambar 4.4.

Gambar 4. 4 Kromatogram fraksi gabungan hasil KCV 1

Ditinjau dari hasil kromatogram fraksi gabungan maka
dipilih fraksi C dan fraksi D untuk difraksinasi lebih lanjut.
Fraksi C difraksinasi menggunakan sephadex LH-20 dengan
euen metanol:metilena  klorida (1:1). Pemisahan dengan
menggunakan sephadex berguna untuk memisahkan antara
molekul ukuran besar dengan molekul ukuran kecil. Untuk fraksi
D juga diperlakukan sama seperti fraksi C. Hasil sephadex
dilakukan KLT seperti pada kromatogram. Kromatogram fraksi
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C ditunjukkan pada Gambar 4.5, sedangkan fraksi D ditunjukkan
pada Gambar 4.6.

I-‘l!*"l’-lﬁ""h

Gambar 4. 5 Kromatogram KLT hasil Sephadex LH-20 fraksi C
dengan eluen etil asetat:n-heksana (20:80)
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Gambar 4. 6 Kromatogram KLT hasil Sephadex LH-20 fraksi D
dengan eluen etil asetat:n-heksana (20:80)

Selanjutnya fraksi-fraksi tersebut dikelompokkan sesuai
dengan kesamaan Rf noda. Hasilnya dapat ditunjukkan pada
Tabel 4.2 untuk fraksi C dan Tabel 4.3 untuk fraksi D.



Tabel 4. 2 Pengelompokan fraksi hasil pemisahan fraksi D

menggunakan sephadex LH-20 eluen
metanol :metilena klorida (1:1)
Fraksi ,
gabungan No. Via Massa (mg)
CC1 1-5 280
CC2 6-8 210
CC6 9-16 201
Tabel 4. 3 Pengelompokan fraksi hasil pemisahan fraksi D
menggunakan sephadex LH-20 eluen
metanol :metilena klorida (1:1)
Fraksi :
gabungan No. Via Massa (mg)
DD1 1-6 380
DD2 7-10 380
DD5 11-26 440

Dari hasil sephadex tersebut, fraksi CC1-CC6 dan fraksi
DD1-DD4 yang memiliki kemiripan Rf noda dikelompokkan
kembali menjadi fraksi gabungan baru. Selain itu juga
dibandingkan dengan fraksi B dan fraksi E yang diperoleh dari
KCV 1. Hasil dari KLT gabungan tersebut dapat dilihat pada
Gambar 4.7. Fraks E, CC6 dan DD5 memiliki kemiripan Rf
noda sehinggatigafraksi tersebut digabungkan membentuk fraksi
baru yang disebut frakss G (20,491 g). Sedangkan fraks B
memiliki kesamaan Rf noda dengan frakss CCl, DD2, DD2
sehingga fraksi-fraksi ini digabungkan dan membentuk fraks
baru yang disebut fraks L (15,29 g).
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Gambar 4. 7 Kromatogram KLT dengan eluen etil asetat:n-
heksan (2:8) untuk (8) fraksi CC6, DD5 dan E; (b)
fraksi CC1, DD2, DD2 dan B

Fraksi G difraksinasi menggunakan Kromatografi Cair
Vakum (KCV) dengan sistem kenaikan kepolaran pelarut yaitu
n-heksana, etil asetat:n-heksana (3:93; 10:90; 12:88; 15:85; 1:1;
75:25) etil asetat. Hasil KCV dimonitoring dengan KLT dengan
eluen etil asetat:n-heksana (20:80) seperti pada Gambar 4.8.

Gambar 4. 8 Kromatogram KLT dengan eluen etil asetat:n-
heksana (20:80) hasil dari KCV 2
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Hasil KCV 2 dikelompokkan berdasarkan kesamaan Rf
noda sehingga dihasilkana delapan sub fraks yang baru (Tabel
4.4).

Tabd 4. 4 Pengelompokan fraksi hasil KCV 2 dari fraksi G

Fraksi Massa
gabungan

N 1519
0) 260 mg
P 29
Q 259
R 319
S 2,39
T 1849
U 280 g

Dari delapan fraksi tersebut, fraksi O memiliki profil
noda KLT yang berpeluang munculnya senyawa-senyawa lain.
Dikarenakan massa fraksi O terldu banyak maka dibagi menjadi
2 bagian yaitu subfraksi OA dan OB. Subfraksi OA difraksinasi
menggunakan kromatotron dengan eluen etil asetat:n-heksana
(15:85). Pemisahan menggunakan kromatotron dipilih karena
pada hasil KLT menunjukkan pola yang rapat. Pemisahan dengan
cara ini lebih cepat dan pelarut yang digunakan lebih sedikit
dibandingkan dengan KK G. Fasa diam kromatotron berupa silika
gel yang dilapiskan pada plat kaca kuarsa dan fasa geraknya
berupa pelarut yang sesuai dengan pola noda KLT. Hasil
kromatotron dimonitoring dengan KLT eluen etil asetat:n-
heksana (20:80) sehingga diperoleh 6 subfraksi yaitu OA1, OA2,
OA3, OA4, OA5 dan OAG6 (Gambar 4.9).
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Gambar 4. 9 Kromatogram hasil kromatotron fraksi OA dengan
eluen etil asetat:n-heksana (20:80)

Untuk fraksi OB difraksinasi menggunakan kromatotron
seperti pada fraksi OA, hasilnya didapatkan 8 subfraksi yaitu
OB1, OB2, OB3, OB4, OB5, OB6, OB7 dan OB8 (Gambar
4.10).

1134367 7

Gambar 4. 10 Kromatogram hasil kromatotron fraksi OB dengan
eluen etil asetat:n-heksana (20:80)

Subfraksi dari OA dan OB diuji KLT secara bersamaan
sehingga dari profil kromatogram yang memiliki Rf dan noda
yang sama akan digabung kembali. Hasil penggabungan tersebut
diperoleh 6 subfraks yaitu P1, P2, P3, P4, P5 61, dan P6
(Gambar 4.11).

38



Gambar 4. 11 Kromatogram hasil penggabungan fraksi OA dan
OB dengan eluen etil asetat:n-heksana (20:80)

Subfraksi P4 difraksinas menggunakan kromatotron
dengan eluen etil asetat : n-heksana (10:90). Hasil fraksinasi diuji
KLT sehingga profil yang memiliki nilai Rf dan noda yang sama
akan digabung kembali. Hasil penggabungan fraksi didapatkan 6
subfraksi yaitu PP1, PP2, PP3, PP4, PP5 dan PP6. Dari profil
KLT PP6 terlihat 1 noda tunggal yang selanjutnya diuji
kemurniannya dengan uji tiga eluen dan uji titik leleh. Hasil
kromatogram (Gambar 4.12) menunjukkan adanya noda tunggal,
maka dapat dismpulkan bahwa fraks PP6 telah murni.
Selanjutnya fraks tersebut disebut senyawa 2 (18 mg).
Selanjutnya senyawa 2 diuji titik leleh menggunakan aat
pengukur titik leleh Fisher John Melting Point dan diperoleh titik
lelen 197-198 °C.
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Gambar 4. 12 Kromatogram hasil uji tiga eluen senyawa 2
menggunakan pelarut (a) aseton:n-heksana (5:95);
(b) etil asetat:metilena klorida (5:95); (c) etil
asetat:n-heksana (10:90)

Fraksi L difraksinasi menggunakan Kromatografi Kolom
Gravitas (KKG) dengan pelarut aseton:n-heksana (10:90 ; 20:80
; 30:70; 1:1; 65:15; 75:25). Hasil KKG ditampung dalam 53 via
dan dimonitoring menggunakan KLT lalu disemprot dengan
reagen penampak noda Ce(SO,), 5% (Gambar 4.13).

Gambar 4. 13 Kromatogram hasil KK G fraksi L dengan eluen etil
asetat: n-heksana (10:90)



Hasil KKG tersebut dikelompokkan berdasarkan
kesamaan Rf noda sehingga dihasilkana tujuh sub fraksi yang
baru (Tabd 4.5).

Tabel 4. 5 Pengelompokan fraksi hasil KKG dari fraksi L

Fraksi

gabungan No. Via Massa
LC1 1-15 16 g
LC2 16-24 219
LC3 25-28 55 mg
LC4 34-36 200 mg
LC5 37-39 3,259
LC6 40-45 139
LC7 45-53 3549

Dari ketujuh sub fraksi (Tabel 4.5), LC3 memiliki
penampakan noda yang cukup sederhana. Oleh karena itu
dilakukan pemisahan Fraksi LC3 menggunakan kromatotron
dengan eluen Aseton:n-heksana (2:8). Pemisahan dengan
kromatotron dipilih karena fraksi LC3 memiliki noda yang sudah
sederhana dan massanya relatif sedikit sehingga proses fraksinas
akan lebih efisien. Hasl kromatotron tersebut ditampung ke
dalam 16 via dan dimonitoring dengan KLT eluen aseton:n-
heksana (2:8). Selanjutnya vial LC3/5 s/d LC3/15 digabungkan
karena memiliki noda Rf yang sama (Gambar 4.14) dan disebut
fraksi LC3’.
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Gambar 4. 14 Kromatogram hasil kromatotron fraksi LC3 dengan
eluen aseton:n-heksana (20:80)

Pada Gambar 4.14 menunjukkan bahwa fraksi-fraksi
tersebut memiliki noda tunggal sehingga dimungkinkan bahwa
fraksi-fraksi tersebut murni. Untuk membuktikan kemurniannya
dilakukan uji tiga eluen dengan kepolaran yang berbeda. Hasil
kromatogram (Gambar 4.15) menunjukkan adanya noda tunggal,
maka dapat dismpulkan bahwa fraksi LC3’ telah murni.
Selanjutnya fraksi tersebut disebut senyawa 3 (11 mg).
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Gambar 4. 15 Kromatogram hasil uji tiga eluen senyawa 3
menggunakan pelarut (a) metilena klorida:n-heksana
(2:1); (b) aseton:n-heksana (2:8); (c) il
asetat: metilena klorida (2:98)
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44 Elusidasi Struktur

Senyawa 2 berbentuk kristal warna oranye dengan massa
17 mg. Penetuan struktur senyawa 2 menggunakan data
spektroskopi UV-Vis, IR, *H-NMR dan *C-NMR.

Berdasarkan hasil spektrum UV-Vis menggunakan
rentang A 200-600 nm, senyawa 2 memberikan dua puncak
serapan yaitu pada Anas 285 nm dan 336 nm. Puncak pada Anas
285 nm menunjukkan adanya eksitasi elektron dari m - 1 yang
merupakan kromofor khas untuk sistem ikatan rangkap
terkonjugas (-C=C-C=C-) senyawa aromatik. Sedangkan puncak
pada Amas 336 Nm menunjukkan adanya eksitas elektron dari n
- T* yang menandakan adanya sistem terkonjugasi (-C=C-C=0)
dari suatu heteroatom dengan ikatan rangkap terkonjugasi.
Berdasarkan data tersebut, maka dapat disarankan bahwa
senyawa 2 memiliki sistem aromatik dan karbonil terkonjugasi
yang khas untuk kerangka santon (Tanaka dkk, 2004).

s M@OH e MeOH + NaOH

285
2 287

36 370

Absorbansi

N

D0 231 262 292 323 353 384 415 443 474 504 535 565 596
A (nm)

Gambar 4. 16 Spektrum UV dari senyawa 2 pada MeOH dan
MeOH+NaOH
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Penambahan basa NaOH menyebabkan pergeseran
batokromik terhadap pita pertama dari Amas 336 Nm menjadi 370
nm (Gambar 4.16). Hal ini menunjukkan adanya gugus penarik
elektron (C=0) yang terletak pada posisi para dengan gugus
pendorong elektron (-OH) dan mengalami kesetimbangan keto-
enol (Gambar 4.17). Hal ini menunjukkan adanya suatu senyawa
fenolat (Ito dkk, 1997).

Gambar 4. 17 Kesetimbangan keto-enol

Penambahan AICIy/HCl digunakan untuk mengetahui
keberadaan gugus o-hidroks serta gugus hidroksi yang
bertetangga dengan gugus karbonil. Peluang munculnya dua jenis
gugus tersebut ditandai dengan adanya pergeseran batokromik
setelah ditambahkan AICIs/HCl. Pada senyawa 2 terjadi
pergeseran puncak pita dari A 360 nm menjadi 341 nm (Gambar
4.18), hal ini menunjukkan bahwa senyawa 2 mengandung gugus
hidroks yang pada posis C-1 maupun gugus o-hidroksi.
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Gambar 4. 18 Spektrum UV dari senyawa 2 pada MeOH,
MeOH+AICl; dan MeOH+AICI3+HCl

Dari hasil pembahasan andisis spekrum UV maka dapat
disarankan bahwa senyawa 2 mempunyai kerangka santon
dengan subtitusi gugus hidroksi pada posisi ortho terhadap gugus
karbonil.
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Gambar 4. 19 Spektrum IR dari senyawa 2



Analisis spektrum inframerah (IR) (KBr) senyawa 2 pada
bilangan gelombang 500-4000 cm* (Gambar 4.19) menunjukkan
adanya pita-pita serapan yang khas untuk beberapa gugus fungsi.
Pita serapan pada bilangan gelombang 1581,68 cm™®
menunjukkan adanya gugus karbonil terkhelat dan didukung
dengan adanya bilangan gelombang 3556,91 cm™ yang
mencirikan gugus hidroksi. Kekhasan (-C=C-) dlil sp°
ditunjukkan pada bilangan gelombang 1464,02 cm™, sedangkan
C-O eter atau hidroksi pada 1128,39 cm™. selain itu, pita serapan
pada 296855 cm®, 292611 cml dan 2854,74 cm*
mengindikasikan adanya gugus C-H alifatik (sp°).

Hasil anadlisis spektrum IR memperkuat dugaan
sebelumnya bahwa senyawa 2 memiliki kerangka dasar santon
terkhelat dengan subtitus gugus hidroksi pada posis ortho
terhadap karbonil yang dibuktikan adanya pita serapan pada
3556,91 cm™ (-OH) dan 1128,39 cm™ (C-O hidroksi). Selain itu,
senyawa ini diduga santon yang tersubtitusi oleh gugus turunan
isopentena yang ditandai munculnya pita serapan aril sp*dan C-H
aifatik (sp). Turunan isopentena umumnya berupa kelompok
1,2-dimetilail, 3,3-dimetildil, 2,2-dimetilkromen atau 2,3-
dihidro-2,3,3-trimetilfuran (Gambar 4.20) (Silva dan Pinto,
2005).
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Gambar 4. 20 Hipotesis struktur senyawa 2

Untuk mendukung hipotesis di atas, maka dilakukan
andisis analisis data "H-NMR dan *C-NMR. Pada penelitian ini
pengukuran NMR menggunakan pelarut CDCl; (kloroform)
dengan frekuenss 400 MHz. Spektrum 'H-NMR memberikan
informasi bahwa senyawa 2 mengandung 14 sinya proton.
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Sedangkan spektrum *C-NMR menunjukkan senyawa 2
sedikitnya memiliki 23 atom karbon.

Spektrum  'H-NMR memberikan informasi bahwa
senyawa 2 mengandung 14 sinyal proton. Satu proton pada (0y)
13,53 (1H, s) menandakan adanya hidroksi khelat yang juga
diperkuat munculnya pergeseran kimia (dc) 180,81 ppm. Dugaan
adanya subtituen hidroksi terkhelat juga telah dibuktikan oleh
data IR dan UV-Vis. Dua proton dengan kopling yang sama
menunjukkan bahwa kedua proton berposis ortho terdapat pada
pergeseran (64) 6,95 (1H, d, J=8,8 Hz) dan (64) 7,69 (1H, d,
J=8,8 Hz). Adanya gugus prenil tersiklisasi ditunjukkan oleh
sinyal gugus vinil pada (dy) 6,77 (1H, d, J=10 Hz) dan (d4) 5,62
(1H, d, J=10 Hz). Selain itu juga terdapat sinyal dari gugus vinil
lain pada pergeseran (dy) 6,73 (1H, dd, J=17,5 Hz), 5,05 (1H, d,
J=10,6 Hz) dan 7,69 (1H, d, J=17,5 Hz) yang merupakan ciri
kelompok prenil. Selain itu juga terdapat dua pasang sinyal metil
overlapping (64) 1,51 (1H, s) dan (dy) 1,65 (1H, 9).

Adanya sinyal vinil pada pergeseran pada (d,) 6,77
(1H, d, J=10 Hz) dan (64) 5,62 (1H, d, J=10 Hz) diikuti
munculnya satu pasang metil overlapping pada pergeseran (dy)
151 (1H, s) menandakan keberadaan 2,2-dimetil kromen
(Trisuwan dan Ritthiwigrom, 2012), hal ini juga dibuktikan oleh
Pergeseran kimia (8c) 78,9 ppm merupakan ciri khas dari atom
karbon percabangan gugus metil pada 2,2-dimetil kromen. Data
'"H-NMR juga mengindikasikan adanya kelompok sinyal 1,1-
dimetilalil yang ditandai dengan munculnya gugus metilen pada
pergeseran (d4) 6,73 (1H, dd, J=17,5 Hz), 5,05 (1H, d, J=10,6
Hz) dan 7,69 (1H, d, J=17,5 Hz) diikuti oleh satu pasang metil
overlapping pada pergeseran (o) 1,65 (1H, s). Hal tersebut juga
diperkuat oleh Pergeseran kimia (3c) 41,61 ppm yang merupakan
ciri khas dari atom karbon percabangan gugus dimetil dari 1,1-
dimetilail. Dari data tersebut maka dapat dismpukan bahwa
senyawa 2 memiliki kerangka santon yang telah tersubtitusi oleh
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gugus hidroksi, satu cincin dimetilkromen dan satu gugus 1,1-
dimetilalil.

Sinya lain yang muncul pada spektrum *C-NMR vyaitu
pergeseran kimia 150,67 dan 151,17 ppm mengindikasikan
karbon yang telah tersubtitusi oleh gugus hidroksi dan pergeseran
157,76 ppm merupakan karbon khas yang berikatan dengan
hidroks khelat. Selain itu juga muncul sinyal gugus metil
overlapping pada pergeseran 28,10 ppm dari kelompok
dimetilkromen dan 29,85 ppm dari kelompok 1,1-dimetilalil.

Untuk mengetahui posisi subtituen pada senyawa 2,
maka dilakukan perbandingan data NMR terhadap senyawa
santon yang telah diteliti sebelumnya. Berdasarkan Tabel 4.6
dapat dibuktikan bahwa senyawa 2 memiliki kemiripan data
NMR dengan maklurasanton. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
senyawa 2 merupakan senyawa yang telah dilaporkan
sebelumnya vyaitu maklurasanton dengan rumus molekul
CxsH2206 (Sangsuwon dan Jiratchariyakul, 2015).

0 OH




Tabel 4.6 Data perbandingan pergeseran (3) "H-NMR dan *°C
NMR senyawa 2 dan maklurasanton dalam CDCls,
400 MHz (Sangsuwon dan Jiratchariyakul, 2015)

Posis maklurasanton senyawa 2
C B 1 B L
NMR H-NMR NMR H-NMR

1 157,3 | 13,9(1H,s) 157,76 | 1353 (1H, 9)

2 105,7 105,71

3 156 156,95

4 114,2 114,45

4a 159,1 159,3

4b 133,7 134,35

5 150,6 150,67

6 151,9 151,17

7 113,7 | 6,88 (1H,d, 9 | 112,89 | 6,95 (1H, d,J=
Hz) 8,8 Hz)

8 1171 | 7,65(1H,d, =9 | 117,68 | 7,69 (1H, d, J=
Hz) 8,8 H2)

8a 114,3 114,96

9 180,9 180,81

9a 103,1 103,63

11 116,1 | 6,69 (1H, d, J=| 116,71 | 6,77 (1H,d, J =
10 Hz) 10 Hz)

12 1282 | 555 (1H,d, J=| 12852 | 562 (1H,d, J=
10 Hz) 10 Hz)

13 78,9 78,42

14 27,9 | L4(6H,9) 28,10 | 1,51 (6H, s)

15 27,9 | 1L4(6H,9) 28,10 | 1,51 (6H, s)

16 41,3 41,61

17 285 | 1,65(6H, s) 29,85 | 1,65 (6H, s)

18 285 | 1,65(6H, s) 29,85 | 1,65 (6H, )

19 152,7 | 6,65 (1H, dd, | 152,93 | 6,73 (1H, dd, J
J=17,4 Hz) = 17,5 H2)

20 1074 | 495 (1H, d,| 10754 | 505 (1H,d,J=
J=10 Hz cis) 10,6 H2)
51 (1H, d, 17,4 522 (1H, d, J =
Hz trans) 17,5 Hz)
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Senyawa 3 berbentuk pasta warna coklat dengan massa
11 mg. Seperti halnya senyawa 2, struktur senyawa 3 ditentukan
berdasarkan data spektroskopi UV, IR, *H-NMR dan *C-NMR.

Hasil spektrum UV menggunakan rentang A 200-600 nm
memberikan dua puncak serapan yaitu pada A 262 nm dan 318
nm (Gambar 4.21). Puncak pada A 262 nm menunjukkan adanya
eksitasi elektron dari m — m* yang merupaka kromofor khas
untuk sistem ikatan rangkap terkonjugasi (-C=C-C=C-) dari
senyawa aromatik. Sedangkan puncak pada A 318 nm
menunjukkan adanya eksitasi elektron dari m - T* yang
menandakan adanya sistem terkonjugasi (-C=C-C=0) dari suatu
heteroatom dengan ikatan rangkap terkonjugasi. Dari data
tersebut maka dapat dismpulkan bahwa senyawa 3 memiliki
kerangka dasar yang sama seperti senyawa 2, yaitu santon.

e M@OH === MeOH+NaOH
4
3
‘G
g 2
2
21
<
0 T :
12&)0 400 600
A (nm)

Gambar 4. 21 Spektrum UV dari senyawa 3 pada MeOH dan
MeOH+NaOH

Untuk mengetahui  keberadaan gugus hidroks yang
tersubtitus pada posis ortho atau para maka dilakukan pengujian
menggunakan pereaksi geser UV, yaitu NaOH, AlCl;, dan HCI.
Penambahan NaOH sebagai pereaksi geser menyebabkan
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pergeseran batokromik pada pita pertama dari A 262 nm menjadi
270 nm (Gambar 4.21). Hal ini menunjukkan adanya gugus
penarik elektron (C=0) yang terletak pada posisi para dengan
gugus pendorong elektron (-OH) dan mengalami kesetimbangan
keto-enol. Hal ini menunjukkan adanya suatu senyawa fenolat
(Ito dkk, 1997).

Penambahan AICl; pada senyawa 3 menyebabkan
pergeseran batokromik pada spektrum UV-Vis vyaitu dari Amuxs
315 nm menjadi 317 nm (Gambar 4.22). Setelah ditambah HCI
pergeseran UV masih menunjukkan panjang gelombang yang
relatif sama. Kedua hal ini mengindikasikan bahwa senyawa 3
memiliki gugus hidroks yang berada pada posisi ortho.

MeOH
55 - = MeOH+AICI3
’ MeOH+AICI3+HCI
2
3 15
s
0,5 -
< 7
0 \\* !
-0,5200 400 600
A (nm)

Gambar 4. 22 Spektrum UV pada MeOH, MeOH+AICl; dan
MeOH+AICl;+HCl

Dari hasil pembahasan andlisis spekrum UV maka dapat
disarankan bahwa senyava 3 mempunya kerangka santon
dengan subtitusi gugus hidroksi pada posisi ortho terhadap gugus
karbonil.
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Gambar 4. 23 Spektrum IR senyawa 3

Selanjutnya analisis spektrum inframerah (IR) (KBr)
pada bilangan gelombang 500-4000 cm™ (Gambar 4.23). Data IR
menunjukkan adanya pita-pita serapan yang khas untuk beberapa
gugus fungsi. Pita serapan pada bilangan gelombang 1651,12 cm’
! menunjukkan adanya gugus karbonil terkhelat dan didukung
dengan adanya bilangan gelombang 3398,69 cm™ yang
mencirikan gugus hidroksi. Sedangkan pita serapan pada 2972,40
cm™, 2926,11 cm'l dan 2856,67 cm™ mengindikasikan adanya
gugus C-H difatik (sp*). Selain itu kekhasan (-C=C-) aril sp
ditunjukkan pada bilangan gelombang 1464,02 cm™, sedangkan
C-O eter atau hidroksi pada 1286,56 cm™.

Hasil analisis spektrum IR memperkuat dugaan bahwa
senyawa 3 memiliki kerangka dasar santon terkhelat dengan
subtitusi gugus hidroksi pada posisi ortho terhadap karbonil,
gugus prenil atau gugus metoksi (Gambar 4.24).
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Gambar 4. 24 Dugaan kerangka sederhana senyawa 3 (R=H atau
R=CH3)

Langkah selanjutnya untuk mendukung hipotesis struktur
senyawa 3 yaitu dengan melakukan analisis data (3) *H-NMR dan
BC-NMR. Pengukuran NMR menggunakan frekuensi 400 MHz
dengan pelarut kloroform (CDCl5). Data pergeseran (8) *H-NMR
senyawa 3 menunjukkan adanya 24 proton. Sedangkan spektrum
BC-NMR menunjukkan senyawa 3 sedikitnya memiliki 24 atom
karbon.

Data pergeseran (8) *H-NMR senyawa 3 diketahui bahwa
pada daerah downfield terdapat pergeseran kimia (dy) 13,69 ppm
(1H, s) yang menujukkan ciri khas proton dari gugus hidroksil
terkhelat pada C-1, hal ini diperkuat munculnya pergeseran kimia
(6c) 180,81 ppm. Dugaan adanya subtituen hidroks terkhelat
jugatelah dibuktikan oleh data IR dan UV. Pergeseran kimia (dy)
6,28 (1H, s) dan (o) 6,16 (1H, s) menunjukkan adanya dua
proton aromatik. Adanya gugus prenil tersiklisas ditandai
dengan munculnya gugus vinil pada (dy) 6,72 (1H, d, J=10 H2)
dan 5,56 (1H, d, J=10 Hz). Dua gugus metilen ditunjukkan pada
pergeseran kimia (dy) 5,25 (1H, t, J=5,8 Hz) dan 4,08 (2H, d,
J=5,8 Hz). Sdanjutnya terdapat 4 proton metil pada pergeseran
(0n) 1,69 (3H, s), 1,83 (3H, s) dan 1,46 (6H, s). Sdain itu, adanya
pergeseran kimia (64) 3,80 ppm (3H,s) menunjukkan keberadaan
gugus metoksi (-OMe) yang juga diperkuat dengan munculnya
sinyal pada pergeseran (dc) 142,84 ppm.

Adanya sinyal metil pada pergeseran (o) 1,46 (6H, )
diikuti munculnya dua sinyal doblet proton olefinik pada
pergeseran (0y) 6,72 (1H, d, J=10 HZ) dan 5,56 (1H, d, J=10 H2)
menandakan keberadaan 2,2-dimetil kromen (Trisuwan dan
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Ritthiwigrom, 2012). Hal ini juga dibuktikan dengan Pergeseran
kimia (&¢c) 77,8 ppm merupakan ciri khas dari atom karbon
percabangan gugus metil pada 2,2-dimetil kromen. Dari data *H-
NMR juga mengindikasikan adanya gugus prenil yang ditandai
dengan munculnya dua gugus metilen pada pergeseran kimia (dy)
5,25 (1H, t, J=5,8 HZ) dan 4,08 (2H, d, J=5,8 Hz) diikuti oleh dua
sinyal metil pada pergeseran kimia (dy) 1,69 (3H, s) dan 1,83
(3H, ). Pergeseran kimia grup metilen dapat memberikan
informasi  tentang letak gugus prenil pada cincin santon.
Umumnya grup metilen memiliki pergeseran kimia (6,) 3,3-3,6
ppm (d, J=6-7 Hz), namun akan mengalami deshielded jika
berada pada Cl1 atau C8 karena pengaruh karbonil terkhelat
(Silva dan Pinto, 2005). Pada Senyawa 3 grup metilan memiliki
pergeseran kimia 4,08 (2H, d, J=5,8 Hz), ha ini menandakan
bahwa gugus prenil terletak pada posisi C8.

Sinyal lain yang muncul pada pada pergeseran kimia
karbon yaitu munculnya sinyal (6c) 158,08 dan 155,89 ppm
mengindikasikan karbon yang telah tersubtitusi oleh gugus
hidroksi. Berdasarkan hasil andisis data '"H-NMR maka dapat
dismpulkan bahwa senyawa 3 merupakan senyawa santon yang
tersubtitusi oleh dua gugus hidroksi, satu gugus metoksi, satu
gugus prenil, dan satu cincin dimetilkromen.

Untuk mengetahui posis subtituen pada senyawa 3,
maka dilakukan perbandingan data NMR terhadap senyawa
santon yang telah diteliti sebelumnya. Berdasarkan Tabel 4.7
dapat dibuktikan bahwa senyawa 3 memiliki kemiripan data
NMR dengan 9-hidroksikalabasanton. Sehingga dapat
dismpulkan bahwa senyawa 3 merupakan senyawa yang telah
dilaporkan sebelumnya yaitu 9-hidroksikalabasanton dengan
rumus molekul C,4H»4O¢ (Trisuwan dan Ritthiwigrom, 2012).



Tabel 4.7 Data perbandingan pergeseran (8) ‘H-NMR dan *C-
NMR senyawa 3 dan 9-hidroksikal abasanton dalam
CDCl;, 400 MHz (Trisuwan dan Ritthiwigrom,

2012)
Posg | 9-hidroksikalabasanton senyawa 3
C °C- H-NMR °C- H-NMR
NMR i NMR i
1 157,8 | 13,70 (1H,s, 1- 158,08 | 13,69 (1H,s)
OH)
2 104,4 104,64
3 159,8 160,03
4 940 | 6,24 (1H, s H-4) 943 | 623(1H,9
4a 156,1 156,43
5 1016 | 6,83(1H,s H-5), | 101,83 | 6,82(1H, 9
6 1545 154,75
7 1427 142,84
8 136,9 137,16
8a 112,1 112,35
9 181,8 182
9a 103,6 103,88
10a 155,6 155,89
11 1156 | 6,73(1H,d,J= 115,86 | 6,72 (1H,d, =
9,9 Hz, H-11) 10,0 hz)
12 1269 | 557 (1H,d,J= 127,27 | 556 (1H, d,
9,9 Hz, H-12), JF10,0 hz)
13 77,8 78,08
14 283 | 1,46(6H,s H-14, | 2846 | 1,46(6H,9)
15)
15 283 | 1,46(6H,s H-14, | 2846 | 1,46(6H,9)
15)
16 265 | 4,09(2H,d,J= 26,69 | 4,08 (2H,d,
6,6 Hz, H-16), JF5,8 hz)
17 1231 | 527 (1H,brt,J= | 12328 | 525(1H,t, J58
6,6 Hz, H-17) hz)
18 131,8 132,28
19 256 | 1,70(3H,s,H-19) | 2594 | 1,69(3H, 9
20 181 | 1,83(3H,s H-20) | 1835 | 1,83(3H,9)
21 | 61,8(7- | 3.83(3H,s 7- 62,17 | 3,80 (3H,s,7-
OMe) | OMe) OMe)
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Selain senyawa 2 dan 3, pada penelitian ini juga
didapatkan juga senyawa 1 dalam bentuk serbuk berwarna
kuning dengan titik leleh 154-155°C. Senyawa 1 juga ditemukan
pada penelitian lain yang dilakukan oleh Zuhra, 2017 dan telah
diidentifikasi strukturnya sebagai parvifolisanton C. Pada
penelitian ini, penentuan struktur senyawa 1 dilakukan
berdasarkan analisis data spektroskopi UV-vis, IR, *H-NMR dan
BC-NMR. Data-data tersebut dilampirkan pada Lampiran B.

Dari senyawa 1, 2 dan 3, maka dapat dipetakan saran
jalur pembentukan senyawa santon yang baru dari G.tetrandra
Pierre seperti pada Gambar 4.25. Senyawa 3 terbentuk karena
senyawa 4 mengalami siklisasi oksidatif antara gugus prenil pada
posisi C2 dan gugus hidroksi posis C3 sehingga membentuk
gugus kromen. Lebih lanjut gugus metilen pada kromen
mengalami  hidrogenass sehingga terbentuk senyawa 7.
Sedangkan senyawa 1 terbentuk karena senyawa 5 mengalami
perpanjangan rantai prenil posisi C4 sehingga membentuk gugus
geranil. Selain itu juga ditemukan senyawa 3 yang memiliki
gugus 2,2-dimetilalil pada posis C4 dimana gugus tersebut
merupakan modifikas lain dari senyawa 4. Dari Gambar 4.25
dapat diketahui bahwa muncul peluang baru ditemukannya
senyawa santon lain dari isolasi G.tetrandra Pierre.
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Gambar 4. 25 Jalur biogenesis pemebentukan senyawa santon
dari isolas G.tetrandra Pierre
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KESIMPULAN

51 Kesimpulan

Telah berhasil diisolas tiga senyawa santon terprenilasi,
yaitu  parvifolisanton C (1), maklurasanton (2) dan 9-
hidroksikalabasanton (3) dari akar G.tetrandra Pierre yang
berasal dari Taman Nasional Meru Betiri Jember, Jawa Timur.
Ketiga senyawa tersebut pernah ditemukan pada penelitian
sebelumnya, yaitu parvifolisanton dari Garcinia parvifalia,
maklurasanton dari Garcinia  speciosa  dan 9-
hidroksikalabasanton dari Garcinia cowa. Senyawa 1, 2 dan 3
dapat melengkapi afinitas kimia dari tumbuhan G.tetrandra
sehingga mampu memenuhi jalur biogenesis senyawa santon dari
G.tetrandra Pierre.

5.2 Saran

Berdasarkan jalur biogenesis pembentukan senyawa
santon dari G.tetrandra Pierre (Gambar 4.25), dapat diketahui
bahwa muncul peluang-peluang untuk mendapatkan senyawa
santon baru dari tumbuhan G.tetrandra Pierre. Oleh karena itu,
perlu dilakukan penelitian lebih lgut untuk melengkapi afinitas
kimia dari tumbuhan G.tetrandra sehingga mampu memenuhi
jalur biogenesis pembentukan senyawa santon dari G.tetrandra
Pierre.
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LAMPIRAN A

A.1 Ekstraksi

3,3 kg Sampel kulit G.tetrandra dari Taman Nasional Meru Betiri

-Dimaserasi dengan metilenaklorida 3 x 24 jam
-dipisahkan ekstrak cair dengan residu

v

Ekstrak cair
-diuapkan dengan rotary evaporator

Residu

Ekstrak pekat metilena klorida

A.2 Fraksinas dan Pemurnian
122 g Ekstrak pekat metilenaklorida

-dipisahkan dengan KCV eluen metilena
klorida:n-heksana (25:75; 45:55; 65:35;
85:15; 100), etil asetat:metilena klorida
(5:95; 10:90; 100)

-dimonitoring dengan KLT etil asetat:n-
heksana (20:80)

-dikelompokkan berdasarkan kesamaan
nodadi KLT

-dilakukan KLT dengan eluen etil asetat
hasil gabungan fraksi dengan eluen
asetat:n-heksana (20:80)

v v

Fraks A
(5.19)

Fraks C
(3379)

Fraks E
(19,82 g)

Senyawa 1
(35 mg)

A 4

A 4

Fraks B
(14,25 g)

Fraksi D
(2709)

Fraks F
(36,33 9)
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Fraks C Fraksi D
(3,37 0) (2,79)

-difraksinasi menggunakan
sephadex LH-20 dengan eluen
MeOH:metilena klorida (1:1)
-dimonitoring KLT dengan eluen
etil asetat-n-heksana (20:80)

v v Y
Fraks CC1 Fraks CC6 Fraks DD2
(280 mg) (201 mg) (380 mg)
v v A\ 4
Fraks CC2 Fraks DD1 Fraks DD5
(210 mg) (3800 mg) (440 mg)
|

Fraks E
(19,82 Q)

-dimonitoring dengan KLT eluen
etil asetat:n-heksana (20:80)

Fraks G
(20,49 g)
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Fraks G
(20,49 g)

-difraksinasi menggunakan KCV dengan
pelarut (3:93; 10:90; 12:88; 15:85; 1:1; 75:25)
-dimonitoring dengan KL T eluen aseton:n-
heksana (20:80)

Il

v

Fraks P Fraks R Fraks T
(1.809)

(29) Blog)

Fraks N
(1,56 9)

A 4 A 4 A 4

Fraksi O Fraksi Q Fraks S
(260 mg) (2509) (2309)

| -dibagi menjadi dua bagian

Fraks U
(280 mg)

v

Fraks OA Fraksi OB
(130 mg) (130 mg)
-difraksinasi dengan kromatotron eluen etil

asetat:n-heksana (15:85)
-diuji KLT eluen etil asetat:n-heksana (20:80)

-digabungkan berdasarkan kesamaan Rf

v

' v

Fraks P1
(35 mg)

Fraks P3
(24 mg)

Fraksi P5
(38 mg)

A 4 A 4

A 4

Fraksi P2

Fraks P4

Fraks P6

(20 mg) (56 mg) (33 mg)

-difraksinasi dengan kromatotron eluen
etil asetat : n-heksana (15:85)

Senyawa 2
(18 mg)
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Fraksi CC1 Fraksi CC6 Fraksi DD2 Fraks B
(280 mg) (201 mg) (380 mg) (14,25 g)
-dimonitoring dengan KLT eluen
etil asetat:n-heksana (20:80)
-digabungkan untuk membentuk
fraksi baru
A 4
Fraksi L
(15,29 g)
-difraksinasi menggunakan KKG
dengan eluen aseton:n-heksana
(10:90; 20:80; 30:70; 1:1;
65:15; 75:25)
-dimonitoring dengan KLT
eluen etil asetat:n-
v ‘ v
Fraksi LC, Fraksi LC, Fraksi LCq
(219) (200 mg) (139
v v v
Fraksi LC, Fraksi LC, Fraksi LGy Fraksi LC,
(169) (55 mg) (3259) (259

\ 4

Senyawa 3
(11 mg)
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-difraksinasi menggunakan
kromatotron dengan pelarut
aseton:n-heksana (20:80)

-dimonitoring dengan KLT eluen
aseton:n-heksana (20:80)




LAMPIRAN B

B.1  Spektum UV Senyawa 1
57 +MeoH === +MeoH +NaOH
4 - 360
315 373
3 .
8
<
2
358
1
O T T T T T 1
200 250 300 350 400 450
A (nm)
+MeoH +MeOH +AICI3 +MeOH +AICI3 +HCI
243 761
8
<
200 250 300 350 400 450 500
A (nm)




Spektum IR Senyawa 1
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B.3  Spektum "H-NMR Senyawa 1
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Spektum *H-NMR Senyawa 2
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Spektum *C-NMR Senyawa 3
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C1l

LAMPIRAN C

Surat keterangan identifikasi tumbuhan Garcinia
tetrandra Pierre dari Kebun Raya Purwodadi

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONFESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
UPT BALAI KONSERVASI TUMBUHAN LY,
KEBUN RAYA PURWODADI E =
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