BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjavan Umum dan Senyawa Kimia Famili Annonaceae

Annonaceae yang juga disebut sebagai custqrd apple family atau famili
sirsak merupakan kelompok tumbuhan berbunga yang berupa pohon, tumbuhan
semak atau tumbuhan merambat. Terdapat 2300 sampai 2500 spesies yang
tergolong dalam 120-130 genus. Tumbuhan ini merupakan famili terbesar dari
ordo magnoliales. Genus tumbuhan ini adalah Annona. Tumbuhan ini hidup di
daerah tropis, dengan sedikit spesies yang ditemukan di daerah beriklim sedang,
terdapat 900 spesies yang hidup di daerah neotropikal, 450 spesies hidup di daerah
Afrika dan spesies yang lain hidup di daerah Asia. Tekstur tumbuhan dari
Annonaceae sangat sederhana dan memiliki tangkai daun (Leboeuf and Cave,
1982).

Secara luas buah yang dapat dimakan adalah buah yang termasuk ke dalam
spesies Annona (custard apple, cherimoya, soursop), Asimina (pepaya), Rollinia
(biriba) disamping buah yang dapat dimakan, beberapa diantaranya juga
mengandung minyak aromatik yang digunakan untuk parfum atau rempah-rempah
oleh masyarakat amazon, kulit batang yang kuat digunakan untuk membawa
beban (dibuat keranjang), sedangkan kayunya dijadikan kayu bakar. Kulit pohon,
daun dan akar dari beberapa spesies digunakan dalam pengobatan. Selain itu,
penelitian dibidang farmasi telah menemukan fungsi lainnya yaitu sebagai
antijamur, bakterostatik dan terutama kemampuan sitostatik dari beberapa
senyawa kimia yang terkandung di dalam daun dan ranting tumbuhan ini.
Beberapa spesies tumbuh menyerupai pohon hias, terutama Polyaithia longifolia
var pendula yang dapat dimakan, beberapa diantaranya juga mengandung minyak
aromatik (Valkenburg and Bunyapraphatsara, 2002).

Famili Annonaceae lebih dari 50 spesies terdapat di Australia. Pada
hakikatnya semua spesies di Australia tersebar luas di hutan dan kebanyakan
ditemukan di tenggara Queensland. Beberapa spesies dari Annonaceae banyak

terdapat di Asia yang mempunyai nilai ekonomis penting sebagai sumber buah-
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buahan yang dapat dimakan dan sebagai minyak aromatik. Penduduk asli
Australia hingga kini menggunakannya dengan sedikit mengetahui kandungan
kimianya. Beberapa tanaman ini penting sebagai tanaman pagar dan sebagai
tempat untuk kupu-kupu hidup. Flora Australia banyak mengandung minyak atsiri
{Brophy et al., 2004).

Moreira et al, (2003) telah mengisolasi Xvlopia brasiliensis dan
mendapatkan seskuiterpenoid baru yaitu aromadendran-43,10a,15-triol (1) dan
turunannya yaitu 15-asetoksi-aromadendran-4f3,10a-diol (1a). Selain itu didapat
juga 5 buah seskuiterpenoid aromadendran yang bersifat antijamur yaitu:
spatulenol (2), aromadendran -4a,10B-diol (3), aromadendran-4a,10c-diol (4).
alloaromadendran -43,10c-diol (5) dan 3 buah steroid yang telah dikenal seperti:
sitosterol (6), stigmasterol (7) dan sitosterol -3-B-D-galaktosida (8).
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Pada tahun 2002, Lopez-Martin et al, mendapatkan senyawa dennettin (9),
uvariopsin (10), stepenanthrin (11), argentinin (12) dan vanillin dari Dennettia
tripetala. Senyawa ini dapat membunuh jamur yang menyerang jagung, kapas
dan sayur-sayuran. Dennettia merupakan sumber alkaloid isokuinolin seperti
benzil isokuinolin, aporfin dan alkaloid fenantren.

Diderot et al, (2005) mengisolasi Xylopia aetiopica yang berguna untuk
mengobati penyakit disentri, bronkitis dan penyakit empedu. Hasil isolasi
didapatkan tujuh senyawa, lima senyawa yang pertama adalah senyawa yang
telah dikenal yaitu: asam kolavenat (13), asam 2-okso-kolavenat (14), asam ent-
kaur-16-en-19-oat (15), asam trasiloban-19-oat (16), asam 7B-hidroksi-trasiloban-

19-oat (17), metil trasiloban-19-oat (18) dan benzil trasiloban-19-oat (19).
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(10) R1+R2=0CH;0, R3=OCH;
(11) R1+R2=OCH;O,R3=H
(12) R1=0H,R2=OCH;,R3=H

(13) R=H; (14 R=0

(16) R1=H,R2=H
(17)R1=H,R2 = OH
(18) R1=Me,R2=H
(19) R1 = Benzil, R2=H
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2.2. Klasifikasi dan Tinjanan Umum Tumbuhan Artabofrys sp
Tumbuhan Artabotrys sp atau masyarakat Logas Tanah Darat Kuantan

Singingi, Riau mengenalnya dengan nama akar silayu termasuk dalam Famili
Annonaceae dengan genus Ariabotrys. Adapun klasifikasi dari tumbuhan
Artabotrys sp menurut Singh (2004) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Klas : Magnoliopsida
Subklas : Magnoliidae
Ordo : Magnoliales
Famili : Annonaceae
Genus : Artabotrys
Species : Artabotrys sp

Lebih dari 100 spesies Artabotrys tersebar di daerah tropis Afrika,
Madagaskar, benua tropis Asia dan kepulavan Indo-Malay. Pusatnya terletak
diberbagai daerah tropis Afrika dan Asia (Kebsler, 1993). Artabotrys merupakan
suatu genus dari famili Annonaceae yang memiliki 100 atau lebih spesies.
Tumbuhan ini bersifat merambat atau memanjat yang tumbuh dan tersebar luas di
daerah tropis Afrika dan daerah Indo-Malaya (Posluszny and Fisher, 2000) hingga
utara Australia (Brophy et al., 2004). Artabotrys merupakan pohon hijau yang
memanjat yang dapat ditanam di lvar rumah maupun di rumah kaca, Seperti
Artabotrys odoratissimus yang menghasilkan bunga yang kehijau-hijauan atau
kekuning-kuningan dan Artabotrys uncinatus yang memberikan bunga-bunga
yang semerbak (Valkenburg and Bunyapraphatsara, 2002).

Nama lain Artabotrys sp yaitu climbing ylang-ylang (Inggris), kenanga
cina atau kenanga bolok (Malaysia), kradangngaa cheen atau sabanngaa cheen
(Thailand). Tumbuhan ini tersebar di daerah selatan India, Sri lanka sampai
daerah tropis Eropa. Tumbuhan ini juga terdapat di selatan Cina, Indo-Cina,
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Filipina dan Jawa. Pada masyarakat Filipina daunnya direbus untuk
menyembuhkan penyakit kolera, bunganya yang harum dapat digunakan sebagai
minuman teh. Tumbuhan ini juga menghasilkan minyak atsiri yang digunakan
pada minyak wangi atav parfum. Tumbuhan ini dapat ditanam dikebun karena
memiliki bunga-bunga yang sangat harum, dapat digunakan sebagai tanaman
pelindung pada kebun yang luas (Valkenburg and Bunyapraphatsara, 2002).

Tumbuhan ini dapat merambat atau memanjat yang tingginya bisa
mencapai 8 meter, memiliki ranting-ranting yang tebal berbulu coklat. Beberapa
ranting yang telah tua menjadi keras, berduri dan bercabang dengan panjang 1,5-6
cm, daunnya 5-25 cm x 2,5-8 cm dan panjang tangkai daunnya 0,4-0,8 cm.
Bentuk bunganya tunggal atau berpasangan yang lurus dengan tangkai bunga.
Cabang-cabang membesar dan membengkok. Bentuk sepala seperti telur bersegi
tiga dengan panjang 5 mm seperti bulu kapok. Petala sebelah luar 3,7-4,5 cm x
0,9-1,6 cm dan petala sebelah dalam 3,2-4,2 cm x 0,9-1,2 cm yang berwarna hijau
kekuningan. Tumbuhan ini berbuah, sangat harum dan kuning (Valkenburg and
Bunyapraphatsara, 2002),

Artabotrys sp merupakan salzh satu spesies dari tujuh spesies pada famili
Annonaceae yang menghasilkan minyak atsiri. Artaborrys sp menghasilkan
minyak dalam jumlah yang kecil dan dioksigenisasi menghasilkan senyawa yang
tidak dikenal yaitu seskuiterpen dengan jumlah hampir 80% dari minyak. Pada
Uvaria rufa menghasilkan minyak yang kaya seskuiterpen yang komponen
pentingnya yaitu a-humulene 50% sedangkan pada Uvaria concava komponen
pentingnya adalah spathulenol 32%. Pada Uwvaria rufa menghasilkan 5% benzil
benzoat (Brophy ef al., 2004).

2.3. Tinjauan Umum dan Senyawa Kimia Genus Artabotrys

Genus Artabotrys lebih-kurang 100 spesies banyak terdapat di daerah
tropis, semua spesies ini dapat merambat dan umumnya tersebar di hutan tropis
(Posluszny and Fisher, 2000). Bunga dari Artabotrys hexapetalus (L.F) Bhand di
India digunakan sebagai salah satu bahan untuk membuat teh stimulan dan juga
terbukti digunakan sebagai obat penyakit kolera (Brophy et al., 2004).
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Artabotrys uncinatus (Lam) Merr tersebar luas diselatan Taiwan. Akar dan
buahnya digunakan untuk menyembuhkan penyakit malaria dan penyakit kelenjar.
Penyelidikan sebelumnya menunjukkan bahwa tanaman ini mengandung senyawa
seskuiterpenoid dan alkaloid yang memiliki aktifitas sebagai anti malaria dan anti
kanker. Sebagai kelanjutan penelitian, untuk mencari senyawa bioaktif dari
tanaman Annonaceae, didapatkan 2 alkaloid aporfin baru yaitu artabonatin A (20)
dan artabonatin B (21) yang diperoleh dengan cara ekstraksi dan isolasi dari buah
segar yang belum masak pada Artabotrys uncinatus. Tumbuhan ini mengandung
5 alkaloid yang telah dikenal yaitu liriodenin (22), anonain (23), norushinsumin,
asimilobin (24) dan stepharin (25) (Hsich ez al., 1999).

Artabotrys lastourvillensis ditemukan di Gabon, suatu daerah terpencil di
Lastourville. Kulit dari tanaman ini sudah lama digunakan sebagai obat
tradisional. Spesies ini belum diteliti kandungannya secara fitokimia tapi sudah
pernah dilakukan pada spesies yang lain. Artabotrys suaveolens adalah tumbuhan
asli di Filipina, diketahui adanya senyawa katekol aporfin, suatu kelas dari
alkaloid yang dilaporkan pertama kali pada famili Annonaceae. Hasil ekstraksi
dan identifikasi dilaboratorium didapatkan senyawa Lastourvillin (26), suatu
alkaloid baru yaitu 1,2-dihidroksi-9,10-dimetoksi aporfin dan senyawa suaveolin
(27) serta glausin (28) dari famili Annonaceae, isolasi glausin merupakan untuk
pertama kali ditemukannya senyawa glausin pada genus Artabotrys
(Eloumi-Ropivia et al., 1985).
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Wijeratne et al, (1995) telah menemukan artabotrin (29) sebagai senyawa
bioaktif alkaloid N-metoksilasi dari Artabotrys zeylanicus, juga dinamakan
sebagai N-metoksinorsepharadion, dari analisis kristal sinar X diketahui sebagai
alkaloid oksoaporfin. aterospermidin (30) yang diisolasi menunjukkan senyawa

aktif terhadap ragi.

(30)

Cave et al, (1986) telah mengisolasi kulit batang Artabotrys venustus
menghasilkan 0.34 % basa kasar, sebagian besar dikenal sebagai aporfinoid dan
berbinoid. Suatu Konstituen yang kecil, (-)-artavenustin (31), adalah suatu
senyawa baru dari kelas alkaloid katekol isokuinolin yang dikenal sebagai

prekursor biogenetik pada tipe alkaloid.
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Artabotrys odoritissimus R. Br., merupakan suatu tumbuhan semak yang
tumbuh di Asia Timur yang tersebar luas di Banglades. Buah-buahnya
mengandung minyak atsiri, glikosida dan resin. Ekstrak dari tumbuhan ini
menunjukkan pengaruh hipotensif dan spasmogenik. Daun yang direbus
digunakan sebagai obat untuk penyakit kolera dan menunjukkan sifat
antikesuburan pada binatang pengerat. Spesies yang lain dari Artabotrys
dilaporkan mengandung alkaloid aporfin, sianogenik glykosida dan seskuiterpen.
Ekstraksi dari kulit batang dengan petroleum eter yang dilanjutkan dengan KLT
preparatif dan kromatografi kolom didapatkan senyawa 24-metilenlanosta-

7,9(11)dien-3B-ol (32) (Hasan et al., 1987).

(32)
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2.4. Metoda Isolasi Senyawa Bahan Alam

2.4.1. Bahan tumbuhan
Bahan untuk isolasi metabolit sekunder dari tumbuhan dapat digunakan

tumbuhan segar atau tumbuhan kering. Untuk analisis fitokimia, idealnya
tumbuhan dalam keadaan segar, tetapi karena banyak hal-hal yang kurang
mendukung seperti tidak tersedianya bahan yang akan dianalisis, tumbuhan dapat
juga dikeringkan sebelum diekstraksi. Pengeringan tumbuhan sebelum dickstraksi
haruslah ditakukan dalam keadaan terawasi untuk menjaga terjadinya perubahan
kimia yang terlalu banyak. Bahan harus dikeringkan secepatnya tanpa
menggunakan suhu tinggi, serta aliran udara yang baik. Setelah kering, tumbuhan
dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama untuk dianalisis. Tujuan

pengeringan sampel adalah agar tidak terjadinya penjamuran (Harborne, 1987}.

2.4.2. Metoda ekstraksi

Ektraksi merupakan salah satu metoda pemisahan yang digunakan untuk
memisahkan senyawa organik yang terkandung dalam suatu tumbuhan. Dalam
pemilihan pelarut untuk ekstraksi, pelarut tersebut harus dapat melarutkan
senyawa organik yang terkandung dalam suatu tumbuhan, dapat menguap dengan
baik (titik didihnya rendah) dan tidak terjadi reaksi antara pelarut yang digunakan
dengan hasil isolasi yang akan dimurnikan. Sampel kering secara umum diekstraki
dengan berbagai pelarut dari kepolaran rendah sampai kepolaran tingi
(Harborne, 1987).

Ekstraksi banyak jenisnya, bergantung pada tekstur dan kandungan air
bahan tumbuhan yang diekstraksi dan pada jenis senyawa yang diisolasi. Bahan
dapat dimaserasi dengan pelarut, lalu disaring. Prosedur klasik untuk memperoleh
kandungan senyawa organik dari jaringan tumbuhan kering adalah dengan
mengekstraksi-sinambung serbuk bahan dengan alat soklet dengan menggunakan
sederetan pelarut berganti-ganti, mulai dengan eter, kloroform dan kemudian
etilasetat maupun alkohol untuk senyawa-senyawa yang lebih polar
(Harborne, 1987).
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2.5. Metoda Pemurnian Senyawa Bahan Alam

2.5.1. Metoda kromatografi
Penggunaan kromatografi sangat membantu dalam pendeteksian senyawa

metabolit sekunder dan dapat dijadikan sebagai patokan untuk proses pengerjaan
berikutnya dalam menentukan struktur senyawa. Kromatografi merupakan salah
satu teknik pemisahan yang sering digunakan dalam setiap penelitian kimia
{(Wilcox and Wilcox Jr, 1995). Kromatografi digunakan untuk berbagai cara
pemisahan berdasarkan partisi cuplikan antara fase gerak, dapat berupa gas atau
cair, dan fase diam, dapat berupa zat cair atau padat (Johnson dan Stevenson,

1991).

2.5.2. Kromatografi lapis tipis

Kromatografi lapis tipis fasa diamnya berupa lapisan dan fasa geraknya
mengalir karena kerja kapiler. Pada KLT, fasa cair berupa lapisan yang terdiri atas
bahan padat yang dilapiskan kepada permukaan penyangga datar yang biasanya
terbuat dari kaca, tetapi dapat pula terbuat dari plat polimer atau logam. Lapisan
melekat kepada permukaan dengan bantuan bahan pengikat, biasanya kalsium
sulfat atau amilum (pati). Pada KLT lapisan itu biasanya berfungsi sebagai
permukaan padat yang menyerap, walaupun dapat puia dipakai sebagai penyangga
zat cair.

Cara kerja KLT adalah: campuran yang akan dipisahkan dilarutkan
kedalam pelarut yang sesuai, lalu ditotolkan pada plat yang sebelumnya telah
diberi garis batas pada bagian atas dan bawahnya. Penotolan dilakukan dengan
pipa kapiler. Hasil totolan yang berupa bercak pada plat dibiarkan menguap
(kering), kemudian dimasukkan kedalam bejana yang berisi larutan pengembang
yang cocok sebagai fasa gerak dan tempat eluen ditutup rapat, dibiarkan pelarut
naik sampai pada garis batas plat (Gritter ef al., 1991). Bercak (noda) pemisahan
yang diperoleh ditandai dengan pensil untuk menentukan harga Rf-nya. Harga Rf
berkisar 0 sampai 1. Harga Rf dapat dihitung dengan membandingkan jarak yang

ditempuh senyawa dengan jarak yang ditempuh pelarut.

15

Repository University Of Riau

PERPUSTRKARAND UNIUVERSITAS RIAU

http://repository.unri.ac.id/



B Rf = A (Jarak yang ditempuh oleh senyawa)
A B (Jarak yang ditempuh oleh eluen )

Gambar 1. Penentuan harga Rf

Untuk dapat menghitung jarak yang ditempuh oleh noda maka harus
diketahui lokasi noda pada plat dengan tepat. Untuk noda yang berwarna dapat
dilihat secara visual, tetapi untuk noda tertentu dapat diamati dibawah lampu UV,
Sedangkan untuk komponen yang tidak berwarna harus terlebih dahulu diubah
menjadi warna dengan menggunakan pereaksi penampak noda. Persamaan
visualisasi warna dibandingkan dengan standar, dapat digunakan sebagai indikasi
tambahan untuk mengidentifikasi suatu senyawa secara kualitatif, karena harga
Rf belum tentn digunakan secara mutlak. Untuk senyawa-senyawa yang tidak
berwarna harus dideteksi dengan cara penyinaran dengan lampu UV,
memasukkan ke dalam uap iodium, atau dengan memakai pereaksi penampak
noda. Pereaksi penampak noda yang sering digunakan misalnya pereaksi

Lieberman-Burchad dan pereaksi serium sulfat (Gritter et al., 1991).

2.5.3. Kromatografi kolom

Kromatografi kolom merupakan salah satu metoda kromatografi dengan
fase gerak cair dan fase diam padat. Kromatografi jenis ini digunakan untuk
pemisahan skala preparatif dari miligram sampai puluhan gram. Pada
kromatografi kolom, campuran yang akan dipisahkan diletakkan berupa pita pada
bagian atas kolom adsorben yang berada dalam tabung kaca. Pelarut (fase gerak)
dibiarkan mengalir melalui kolom karena aliran disebabkan oleh gaya berat atau
didorong dengan tekanan. Pita senyawa akan bergerak melalui kolom dengan laju
berbeda, memisah dan dikumpulkan berupa fraksi ketika keluar dari atas kolom
(Gritter er al, 1991).

Kolom kromatografi atau tabung untuk pengaliran karena gaya tarik bumi

(gravitasi) atau sistem bertekanan rendah biasanya terbuat dari kaca yang
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dilengkapi keran jenis tertentu pada bagian bawahnya untuk mengatur aliran
pelarut. Jenis adsorben yang paling banyak digunakan dan mudah didapat berupa
alumina dan silika gel (Gritter et al., 1991).

2.5.4. Kromatografi cair vakum (VLC)

Kromatograi cair vakum (VLC) dikembangkan pertama kali oleh Targett
dan kawan-kawan. VL.C awalnya dikembangkan karena ketidak sabaran para
kimiawan Australia yang masih menggunakan kromatografi kolom. VLC telah
digunakan untuk mengisolasi diterpen sembrenoid dari terumbu karang lunak

Australia (Hostettmann et al., 1995).

Gambar 2. Kolom VLC

Pada kromatografi cair vakum, kolom kromatografi dikemas kering dalam
keadaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan maksimum. Vakum dihentikan,
pelarut yang kepolarannya rendah dituang kepermukaan fasa diam (silika gel) lalu
divakumkan lagi. Kolom dihisap sampai kering dan sekarang siap dipakai secara
perlahan-lahan ke dalam kemasan dengan memvakumnya. Kolom dielusi dengan
campuran pelarut yang cocok, mulai dengan pelarut yang kepolarannya rendah
lalu kepolaran ditingkatkan perlahan-lahan, kolom dihisap sampai kering pada

setiap pengumpulan fraksi (Hostettmann et al., 1995).
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2.5.5. Kromatografi cepat (Flash Chromatography)
Kromatografi cepat merupakan salah satu teknik kromatografi yang cepat

dan mudah. Pada kromatografi cepat, pelarut pengembang didorong dengan cepat
(dengan tekanan gas) melalui kolom bergaris tengah besar, tetapi pendek, berisi
penyerap (silika gel) basah yang ukuran partikelnya dikendalikan dengan agak
ketat. Daerah linarut dielusi menjadi beberapa fraksi dan semua fraksi dianalisis
dengan KLT (Gritter ef al., 1991).

Silika gel yang digunakan dalam kromatografi cepat berukuran antara 40-
60 um (230-240 mesh). Kolom kromatografi cepat dilengkapi dengan sistemn
katup jarum dan pengendali aliran. Tekanan dapat diperoleh dari pipa udara bersih
atau tangki gas nitrogen yang disambungkan dengan pengatur aliran. Jika sistem
dirakit, udara atau nitrogen keluar dari katup jarum terbuka. Jika katup ditutup
atau ditutup sebagian, tekanan akan meningkat. Hal ini menyebabkan

pengembangan kromatogram secara cepat (Gritter ef al., 1991).

2.5.6. Kromatografi radial (Chromatotron)

Salah satu teknik kromatografi yang digunakan untuk memisahkan
senyawa-senyawa kimia bahan alam adalah teknik kromatografi radial. Pelat
kromatografi radial adalah pelat kaca bundar bergaris tengah 24 cm yang dilapisi
dengan fasa diam (silika gel) yang cocok schingga terbentuk lapisan tipis untuk
pemisahan preparatif (Hostettmann ef al., 1995).

Kromatografi radial yang tetah dibuat dipasang pada poros motor listrik
dan diputar pada 800 rpm. Ketebalan fasa diam 1-4 mm dan sampel yang dapat
dipisahkan sebanyak 0,1-1 g dengan perbedaan Rf antara 0,2-0,5. pada awal
pemisahan pelarut yang digunakan mulai dari kepolaran rendah kemudian
ditingkatkan kepolarannya secara bergradien (Hostettmann et al., 1995).
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Gambar 3. Bagan Chromatotron dan prinsip kerja Chromatotron.

Rotor terdapat dalam ruang yang tertutup dengan pelat kaca kuarsa.
Penutup ini memungkinkan kita mengamati bercak tanwarna tetapi dapat
menyerap sinar UV dengan memakai lampu UV. Gas nitrogen dialirkan ke dalam
ruang pelat untuk mencegah pengembunan pelarut pengelusi dan untuk mencegah
oksidasi cuplikan (Hostettmann ef al., 1995).

Keuntungan kromatografi radial yaitu cara kerja sederhana, pemisahan
cepat, pelarut yang digunakan sedikit, rotor yang sudah dilapisi dapat didegradasi
dan perolehan kembali senyawa yang dipisah lebih besar dari pada KLT
preparatif. Kelemahan kromatografi radial yaitu fasa diam yang dapat dipilih
terbatas, rotor yang sudah dilapisi tidak ditemukan dalam perdagangan, daya pisah
terbatas dan cara pendeteksian terbatas (Hostettmann ef al., 1995).

2.5.7. Rekristalisasi

Hasil pemisahan berupa padatan atau kristal yang belum murni, dilakukan
rekristalisasi untuk menghilangkan kotoran atau zat warna yang masih melekat
pada kristal. Rekristalisasi dilakukan dengan melarutkan padatan yang didapat
dengan pelarut yang sesuai, padatan tersebut dapat larut dalam keadaan panas dan
tidak dapat larut dalam keadaan dingin. Padatan yang telah larut dalam keadaan
panas langsung disaring dan kemudian didinginkan. Adanya kristal yang
terbentuk disaring dengan corong Buchner dan dicuci dengan pelarut dingin lalu
dikeringkan. Hasil rekristalisasi ini di uji kemurniannya dengan uji KLT di dalam

berbagai eluen dan uji titik lelehnya.
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2.5.8. Uji titik leleh
Titik leleh merupakan temperatur keadaan suatu kristal mulai meleleh

sampai kristal meleleh seluruhnya. Pemeriksaan titik leleh suatu senyawa yang
tidak dikenal dapat dilakukan dengan menggunakan alat-alat yang sederhana,
misalnya Ordinary, Thiele, Fisher-Jones. Pengamatan titik leleh yang telah
dilakukan harus secermat mungkin, terutama bila diperkirakan telah mendekati
titik lelehnya.

Menurut Sharp et al, (1989) kegunaan penentuan titik leleh suatu senyawa
adalah penentuan kemurnian. Pada penentuan titik leleh suatu senyawa, bila harga
yang diperoleh memiliki selisih angka yang lebih kecil dari 2°C, maka senyawa
tersebut dapat dikatakan memiliki kemurnian yang baik, tetapi jika selisihnya

lebih besar dari 2°C, maka senyawa tersebut belum murni,

2.6. Metoda Karakterisasi dan Identifikasi

Secara umum ada beberapa teknik spektroskopi utama yang digunakan
untuk mengkarakterisasi dan mengidentifikasi senyawa bahan alam. Teknik-
teknik tersebut adalah spektrofotometer ultraviolet-tampak (ultraviolet-visible
UV-Vis), inframerah (infrared, IR), spektroskopi massa (Mass Spectroscopy, MS)

dan resonansi magnet inti (Nuclear Magnetic Resonance, NMR). Semua metoda

ini menghasilkan data spektroskopi yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi

dan mengkarakterisasi senyawa-senyawa bahan alam.

2.6.1. Spektroskopi inframerah

Spektroskopi IR digunakan untuk menentukan informasi-informasi secara
struktural dari senyawa-senyawa organik (Wingrove and Caret, 1981).
Spektroskopi IR spesifik digunakan untuk mendeteksi dan mengidentifikasi
gugus-gugus fungsi. Daerah radiasi spektroskopi IR berkisar pada bilangan
gelombang 4000 cm™ sampai 625 cm™ (Ternay, 1979). Absorpsi radiasi sinar IR
dapat menentukan tipe ikatan uluran dan tekukan suatu molekul. Panjang
gelombang dari absorpsi oleh suatu tipe ikatan tertentu, bergantung pada
bermacam getaran dari ikatan tersebut. Oleh karena itu, tipe ikatan yang berlainan
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(C-H, C-C, O-H dan sebagainya) menyerap radiasi pada panjang gelombang
karakteristik yang berlainan (Ternay, 1979).

Metoda IR merupakan cara yang paling sederhana, paling cepat dan paling
dapat diandalkan dalam menentukan gugus fungsi. Frekwensi vibrasi suatu ikatan

dapat dihitung dengan menggunakan hukum Hooke (Wingrove and Caret, 1981):

Dimana :
\'% = frekwensi vibrasi (s)
K = konstanta gaya untuk ikatan kimia (N cm™)

ml, m2 = massa atom yang terlibat (gram)
c = kecepatan cahaya (3x10'%cm™)

2.6.2. Spektroskopi ultraviolet dan sinar tampak

Penyerapan sinar tampak dan ultraviolet oleh suatu molekul akan
menghasilkan transisi diantara tingkat energi elektronik molekul tersebut,
dinamakan spektroskopi elektronik (Sudjadi, 1983). Spektrum tampak terentang
dari sekitar 400 nm (ungu) sampai 750 nm (merah). Spektrum ultraviolet
terentang dari sekitar 100 sampai 400 nm (Wilcox and Wilcox Jr, 1995). Untuk
keperluan penentuan struktur, spektroskopi UV dan sinar tampak digunakan untuk
mengukur jumlah ikatan rangkap atau konjugasi aromatik di dalam suatu molekul
(Sudjadi, 1983).

Dua hukum empiris telah merumuskan intensitas serapan, yaitu hukum
Lamber dan Hukum Beer. Hukum Lamber menyatakan bahwa fraksi penyerapan
sinar tidak bergantung dari intensitas cahaya. Hukum Beer menyatakan bahwa

penyerapan scbanding dengan jumiah molekul yang menyerap. Dari hukum
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Lamber-Beer dapat diketahui hubungan antara transmitansi, tebal cuplikan dan
konsentrasi {Ternay, 1979).

Log ‘[0/[ abc=A

Dimana : I, =intensiats sinar awal
I = intensitas sinar yang diteruskan
@ = absorptivitas molar
b = tebal sel (cm)
¢ = konsentrasi {mol/L)

A= absorbansi

2.6.3. Spektroskopi GC-MS

Kromatografi gas berfungsi sebagai alat pemisah atau pemurni, misalnya
untuk pemisahan senyawa kompleks, senyawa organometalik, minyak atsiri dan
lain-lain. Semua alat kromatografi gas harus mempunyai gas pembawa yang
bertindak sebagai fasa mobil. Disamping itu terdapat kolom yang biasanya
terletak di dalam oven. Sampel dimasukkan ke dalam aliran gas melalui sistem
injeksi dan komponen-komponen yang telah dipisahkan dideteksi oleh detektor
yang digabungkan dengan rekorder (Gritter ef al.,1991).

Kromatografi gas merupakan metode yang tepat dan cepat untuk
memisahkan campuran yang rumit. Waktu yang dibutuhkan beragam, mulai dari
beberapa detik untuk campuran sederhana sampai berjam-jam untuk campuran
yang rumit. Komponen campuran dapat diidentifikasi dengan menggunakan
waktu retensi yang khas pada kondisi yang tepat. Waktu retensi adalah waktu
yang menunjukkan berapa lama suatu senyawa tertahan dalam kolom
(Gritter et al.,1991).

Spektroskopi massa adalah metode penentuan senyawa organik yang
berdasarkan kepada pengukuran massa dan fragmen-fragmen dari senyawa-
senyawa yang akan ditentukan. Saat ini penggunaan spektroskopi massa telah

dikenal luas karena telah ditemukan alat yang dapat menguapkan hampir semua
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senyawa organik dan mengionkan uvap tersebut, dan fragmen bermuatan yang
dihasilkan dari ion molekul dapat dihubungkan dengan struktur molekuinya.

Pada spektrokopi massa, reaksi pertama suatu molekul adalah ionisasi
awal (pengambilan) sebuah elektron. Hilangnya sebuah elektron menghasitkan ion
molekul. Setelah ionisasi awal, ion molekul akan mengalami fragmentasi. Sebuah
ion molekul tidak pecah secara acak, melainkan cendrung membentuk fragmen-
fragmen yang stabil. Pada spektroskopi massa dapat ditentukan nilai m/z atau
berat molekul dari suatu senyawa organik. Potensial ionisasi kebanyakan senyawa
organik adalah antara 185-300 kkal/mol. Struktur dan massa fragmen memberikan
petunjuk mengenai struktur molekul induknya, dan menentukan bobot molekul
suatu senyawa dari spektrum massanya (Fessenden and Fessenden, 1986).

Dengan teknologi modern GC dapat digabungkan dengan MS atau yang
dikenal dengan GC-MS. Alat ini dapat mengidentifikasi langsung senyawa-
senyawa dengan membandingkan dengan database yang ada atau lebih dikenal

dengan library.

2.6.4. Spektroskopi NMR

Metode spektroskopi ini didasarkan pada pengukuran absorbsi radiasi
elektromagnetik oleh partikel yang sedang berputar pada daerah frekuensi 4-600
MHz atau panjang gelombang 15-0,5 m. Spektroskopi NMR yang biasa
digunakan adalah spektroskopi proton, yang memberikan informasi struktural
mengenai atom-atom hidrogen dalam suatu molekul organik, dan spektroskopi
NMR karbon-13 yang menghasilkan karbon-karbon dalam suatu molekul organik
(Fessenden and Fessenden, 1986).

TMS digunakan sebagai pembanding dalam pada NMR, dan geseran-
geseran kimia diukur kebawah medan dari peak TMS. Kebanyakan proton dalam
spektra 'H NMR menunjukkan absorbsi antara 0-10 ppm (nilai 8) dibawah medan
pada NMR. Absorbsi °C NMR dijumpai antara 0-200 ppm dibawah medan TMS
(Fessenden and Fessenden, 1986). Penggunaan TMS sudah jarang digunakan
karena puncak dari pelarut dapat pula digunakan sebagai standar.
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