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PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa skripsi saya yang berjudul “ISOLASI
DAN IDENTIFIKASI KOMPONEN KIMIA EKSTRAK ETANOL BUAH
MERAH (Pandanus conoideus Lam.)” adalah benar-benar hasil penelitian sendiri
dan tidak terdapat karya lain yang pernah diajukan untuk memperoleh gelar
kesarjanaan di suatu perguruan tinggi_dan sepanjang pengetahuan saya juga tidak

diterbitkan oleh orang lain,

kecuali yang secara teftulis di ini_dan disebutkan dalam daftar
pustaka.



ISOLASI DAN IDENTIFIKASI KOMPONEN KIMIA
EKSTRAK ETANOL BUAH MERAH
( Pandanus Conoideus Lam.)

PUJI LESTARI
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Sebelas Maret

ABSTRAK
Buah merah (Pandanus conoideus Lam) merupakan buah endemik Papua
yang berpotensi untuk dikemabar gai mber fitofarmaka Indone5|a

mengetahui  komp@nens"kimi jah “metode lafn “Vaitu ekstraksi. Isolasi
komponen Kimia‘di I Soxh naserasi. Pelarut yang
digunakan adalah . ano
ekstrak kental b ehitama yak 6,907g dengan rendemen
26,59%. ' A 3} -

dentifik am ekstraksetanolgdilakukan skrining

fitokimia uji <LT). EKstrak fetanol mengandung
golongan senyawa antrak@iinon, kumax ‘ ik dan asam lemak. Profil
pemisahan KLT dalam je enunj am lemak merupakan
komponen utama, dalam *b T an komponen ekstrak etanol
dilakukan dengan akSisterbanyak diidentifikasi

menggunakan GC-MS;
lemak bebas domlnan

lemak yang diperoleh berupa metil palmitat (29 63%), met|I oleat (23,09%), metil
stearat (8,26%) dan asam lemak tak jenuh yang disusun oleh struktur siklopentan
dengan rantai alifatik (16,84%).

Kata kunci : Buah merah (Pandanus conoideus Lam.), KLT, Kromatografi Kolom
flash, GC-MS, Asam lemak.



ISOLATION AND IDENTIFICATION OF CHEMICAL COMPONENT OF
RED FRUIT’S (Pandanus conoideus Lam.) ETHANOL EXTRACT

PUJI LESTARI
Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Science
Sebelas Maret University

ABSTRACT

Red fruit (Pandanus Conoideus Lam) Papua endemic fruit, can be used
as phyto-pharmaco source, i in-Indon estised. Of boiling method to isolate red
fruit extract has some Jir duct research aiming to find
out the chemical comg The isolation of chemical

component was d@fne b maceration. Petroleum
ether and ethano DarKish red vicious extract
(6.90 g/ 26.59%

The ide tract was done by
phytochemic t. Ethanol extract
contains antra A he TLC isolation
profile of ethang : @ primary component of red
fruit. The isolation o @anol extr ) e by flash column
chromatography..The hi identified by GC-MS. The
result of GC-MS'data analy ant free fatty acid that
are palmitic acid 0 s identified in the form
of ethyl ester. Meanw e the fatt acid d includes palmitic methyl

aC|d by cyclopentane structure V

Keywords: Red Fruit (Pandanus conoideus Lam), TLC, Flash Column
Chromatography, GC-MS, Fatty Acid.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah
Buah merah (Pandanus conoideus Lam.) merupakan tumbuhan endemik
Papua yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai salah satu sumber

fitofarmaka Indonesia. Buah yang termasuk dalam famili Pandanaceae ini oleh

enyawa @sidan |

‘ten (700 ppm) dan

yang dapat meningkatkan dayaah ubu seperti asam oleat, asam linoleat,
asam linolenat, dekanoat, omega 3 dan omega 9 yang semua zat tersebut aktif
dalam menangkal terbentuknya radikal bebas dalam tubuh. Zat-zat tersebut
apabila dikonsumsi secara rutin membuat tubuh dapat memperbanyak sel-sel
alami pembasmi penyakit. Bertambahnya sel-sel tersebut akan menekan kehadiran
sel kanker dengan menetralisir radikal bebas senyawa karsinogen penyebab
kanker (Dermawan dkk., 2005 dan Sofia, 2005).

Asam lemak umumnya terdapat dalam tumbuhan terutama dalam bentuk
terikat, teresterkan dengan gliserol sebagai lipida yaitu berupa triasil gliserol atau
trigliserida (Harborne, 1987 dan Muchalal dkk., 2004). Dalam sistem pencernaan
lipida akan diubah menjadi molekul asam lemak dan gliserol penyusunnya oleh
enzim lipase (Poedjiadi, 1994). Asam lemak dalam sari buah merah terdapat

dalam bentuk terikat sebagai lipida dan mengalami beberapa reaksi kimia dalam



sistem pencernaan tubuh sehingga mengalami transformasi menjadi turunannya.
Untuk mendukung pengujian in vitro senyawa harus diubah menjadi turunannya.
Handayani (2008) mampu memisahkan senyawa asam lemak menjadi turunannya.

Beberapa panelitian menunjukkan bahwa sari buah merah yang diambil
dengan metode direbus mengandung senyawa asam lemak. Metode direbus tidak
biasa digunakan dalam penelitian. Metode ini bisa digolongkan dalam metode

nanasan. Ekstraksi merupakan suatu proses

ekstraksi air tetapi menggunakan pe

pemisahan substansi pranna nenggunakan pelarut yang sesuai

(Kristanti dkk., 2008 .nelitian S n@m@ Septy ingsih (2010) menunjukkan
ol J s

bahwa ekstraksi £biji c deng 10l dapat mengekstrak
golongan senyawe ikosida s |

fa tanir, sényawa fen
an eksplorasi buat
as. “‘

Selam i
> di

p
sari buah yang iambi@n\pro : e ).
' 3 \ banya@telitierdasarkan adanya

perbedaan metode i _: d ny@ yang ada dalam buah merah

B. Perumusan masalah

1. Identifikasi Masalah

Proses ekstraksi dalam pengambilan kandungan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat pada buah merah berkaitan erat dengan pemilihan pelarut.
Pelarut yang sesuai akan berpengaruh dengan hasil ekstraksi. Senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam bahan alam dapat larut dalam pelarut yang
berbeda sifat kepolarannya. Senyawa yang bersifat polar larut dalam pelarut polar
sedangkan senyawa non polar larut dalam pelarut non polar sehingga pelarut yang
digunakan akan selektif memisahkan kandungan senyawa tersebut. Pelarut yang
biasa digunakan untuk mengekstrak senyawa non polar antara lain eter, benzena,

toluena, dan heksana. Sedangkan pelarut yang digunakan untuk mengekstrak



senyawa yang lebih polar antara lain kloroform, etil asetat, butanol, metanol,
etanol dan air.

Pemilihan metode dalam proses isolasi sangat penting. Metode yang biasa
digunakan untuk mengisolasi senyawa dalam sampel antara lain direbus, destilasi,
ekstraksi dan kromatografi. Hasil isolasi dengan metode yang berbeda akan
menghasilkan ekstrak dengan senyawa yang berbeda pula. Maka dari itu,

pemilihan metode harus tepat. Hal ini harus disesuaikan dengan sampel yang akan

Berdasarkan ident

sebagai berikut:

a. Buah merah yang digunakan merupakan buah merah yang diperoleh dari
daerah Papua.

b. Isolasi senyawa kimia dilakukan dengan ekstraksi soxhlet dengan
menggunakan pelarut petroleum eter dan sisa hasil soxhlet dimaserasi
dengan pelarut etanol.

c. Identifikasi golongan kimia ekstrak etanol buah merah secara skrining
fitokimia dengan metode uji KLT.

d. ldentifikasi senyawa hasil isolasi menggunakan analisis KLT dan data GC-
MS.



3. Rumusan Masalah

Berdasarkan batasan masalah di atas, maka dibuat rumusan masalah dalam
penelitian ini sebagai berikut :
a. Golongan senyawa metabolit sekunder apa saja yang dapat diidentifikasi
dalam ekstrak etanol buah merah?
b. Komponen kimia buah merah apa saja yang teridentifikasi dengan analisis
data GC-MS?

" . Tuj elitian
L4
Tujuan da i se ikut :
a. Mengidentifikasi awa metab underidalam ekstrak etanol
pOhen lédala

Penelitian ini d ' : nformasi komponen kimia
(Pandanus conoideus Lam)
sehingga dapat digunakan untuk penelitian lebih lanjut. Misalnya, uji toksisitas
dan uji aktivitas antioksidan untuk mengetahui potensi buah merah dalam bidang

farmasi dan kesehatan.



BAB 11
LANDASAN TEORI

A. Tinjauan Pustaka
1. Buah Merah
Pandanus conoideus Lam. tersebar luas di daerah Maluku, Irian Jaya,

Papua Nugini hingga kepulauan Bismarck dengan nama yang berbeda-beda yaitu:

buahnya. Buahnya

dalam buahnya

Regnum
Divisi
Kelas
Subkelas
Ordo

Familia : Pandanaceae

Genus : Pandanus

Spesies : Pandanus conoideus Lam.

b. Deskripsi tanaman

Tanaman buah merah adalah tanaman yang masih satu famili dengan
tanaman pandan. Pandanus conoideus Lam. di habitat aslinya (Papua) tumbuh
dari dataran rendah dekat pantai sampai dataran tinggi. Di lereng pegunungan
Jayawijaya pada ketinggian 2.500 m dpl tanaman ini bisa ditemukan. Tanaman
berkayu ini tumbuh bercabang sampai mempunyai 5 cabang. Daunnya berbentuk
pita yang pinggirnya berduri-duri kecil. Tinggi tanaman bisa mencapai 15 meter.
Akarnya berbentuk akar udara yang menggantung sampai ketinggian satu meter



dari pangkal batang seperti Gambar 1(a). Tanaman ini berbuah saat berumur tiga
tahun sejak ditanam.

(©)

) BuahiMerah

Buah merah , j njong atau agak persegi
dengan kuncup agak te buah! P njang@u 30-120 cm, diameter buah
10-25 cm, dan berbob

berwarna merah

ot 2:3skg*B gmnya berwarna merah saat matang

yang berwarna merah

. Kult bU

nangka seperti ditunjukkan Gambarsi(b) dan 1(c). Di Papua, beberapa daerah

kecokelatan dan coklat " ninga

2 bagian luar menyerupai buah

yang menjadi sentra buah merah adalah daerah-daerah yang berada di sepanjang
lereng pegunungan Jayawijaya.
c. Manfaat dan kandungan buah merah

Sejak diperkenalkan oleh | Made Budi, sari buah merah ditekankan untuk
pengobatan alternatif penyakit tumor/kanker, HIV/AIDS, diabetes, stroke,
jantung, hipertensi, hepatitis, asam urat dan rematik (Subroto, 2007). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Budi (2001), buah merah mengandung zat-zat
antioksidan, di antaranya karotenoid (12.000 ppm), tokoferol 11.000 ppm,
betakaroten (700 ppm), a-tokoferol (500 ppm). Zat-zat tersebut merupakan zat
antioksidan yang baik, misalnya betakaroten. Betakaroten berfungsi
memperlambat berlangsungnya penumpukan flek pada arteri. Interaksinya dengan
protein hewani meningkatkan produksi antibodi. Betakaroten meningkatkan



jumlah sel-sel pembunuh alami dan memperbanyak aktivitas sel-sel T helpers dan
limposit. Konsumsi betakaroten 30-60 mg/hari selama 2 bulan membuat tubuh

memiliki sel-sel pembunuh alami lebih banyak.

2. Ekstraksi
Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan substansi dari campurannya

dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Metode ekstraksi yang dipilih untuk

digunakan dalam suatu 4o

“membunuh” jé

hidrolisis oleh

dan etil asetat digunakan untu megmbi senyawa yang lebih polar (Rusdi,
1990). Pemilihan pelarut berdasarkan kaidah “like dissolve like“, yang berarti
suatu senyawa polar akan larut dalam pelarut polar dan juga sebaliknya, senyawa
non polar akan larut dalam pelarut non polar.

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi sederhana yang paling
banyak digunakan khususnya untuk mengekstraksi senyawa yang lebih polar.
Maserasi dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari.
Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif dan zat aktif akan larut. Simplisia yang akan diekstraksi
ditempatkan pada wadah atau bejana yang bermulut lebar bersama larutan penyari
yang telah ditetapkan, bejana ditutup rapat kemudian dikocok berulang—ulang
sehingga memungkinkan pelarut masuk ke seluruh permukaan simplisia.

Rendaman tersebut disimpan terlindung dari cahaya langsung untuk mencegah



reaksi yang dikatalisis oleh cahaya atau perubahan warna. Waktu maserasi
bervariasi antara 15-30 menit tetapi kadang-kadang bisa sampai 24 jam. Jumlah
pelarut yang diperlukan juga cukup besar, berkisar antara 10-20 kali jumlah
sampel (Kristanti dkk., 2008).

3. Skrining Fitokimia

Skrinning fitokimia merupakan tahap pendahuluan dalam penelitian

senyawa tertentu dalam’
1966).

Pendekatan skrining fitokimia meliputi analisis kualitatif kandungan kimia
dalam tumbuhan atau bagian tumbuhan (akar, batang, daun, buah, bunga dan biji)
terutama kandungan metabolit sekunder yang bioaktif, yaitu alkaloid, antrakuinon,
flavonoid, glikosida jantung, kumarin, saponin (steroid dan triterpenoid), tanin
(polifenolat), minyak atsiri (terpenoid) dan sebagainya. Adapun tujuan pendekatan
skrining fitokimia adalah untuk mensurvei tumbuhan guna mendapatkan
kandungan bioaktif atau kandungan yang berguna untuk pengobatan (Farnsworth,
1966). Analisis kualitatif untuk mengetahui golongan senyawa yang bioaktif dapat
dilakukan dengan uji tabung atau dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Stahl,
1985).

4. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)




Kromatografi merupakan metode pemisahan berdasarkan perbedaan
distribusi komponen-komponen dalam campuran pada fase gerak dan fase
diamnya. Kromatografi adsorpsi merupakan salah satu tipe kromatografi biasanya
fase geraknya berupa cairan dan fase diamnya berupa solid adsorben.
Pemisahannya tergantung pada selektifitas penyerapan komponen dari suatu
campuran pada permukaan padatan (Furniss et al., 1989). Kromatografi kolom,

kromatografi lapis tipis dan kromatografi kertas merupakan bentuk kromatografi

Struktur dasar silika gelepri pad Gambar 2. Silika gel mempunyai
gugus polar yaitu ikatan Si-O dan O-H yang dapat berinteraksi dengan dipol
senyawa yang dipisahkan. Silika gel juga dapat membentuk ikatan hidrogen
terutama dengan donor H seperti alkohol, fenol, amina, amida dan asam
karboksilat (Palleros, 2000).

I
I
I

\
\
\

/

—Oln ——0
—Olmm ——0
—Olmm ——0

Gambar 2. Struktur dasar silika gel
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b. Fase Gerak

Pelarut sebagai fase gerak atau eluen merupakan faktor yag menentukan
gerakan komponen-komponen dalam campuran. Pemilihan pelarut tergantung
pada sifat kelarutan komponen tersebut terhadap pelarut yang digunakan.
Kekuatan elusi dari deret-deret pelarut untuk senyawa-senyawa dalam KLT

dengan menggunakan silika gel akan turun dengan urutan sebagai berikut : air

murni > metanol > etanol > propanol > aseton > etil asetat > kloroform > metil

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan kromatografi cair yang paling
sederhana serta relatif lebih mudah dan murah dibanding metode kromatografi
lainnya. Pemisahan senyawa menggunakan teknik KLT dapat dilakukan hanya
dalam beberapa menit dengan alat yang tidak terlalu mahal. Kelebihan lain adalah
pemakaian pelarut dan cuplikan yang jumlahnya sedikit dan kemungkinan

hasilnya dapat langsung dibandingkan (Gritter et al., 1991).

5. Kromatografi Kolom Flash

Kromatografi kolom flash merupakan kromatografi dengan tekanan rendah
(pada umumnya kurang dari 20 psi) yang digunakan sebagai kekuatan bagi elusi
bahan pelarut melalui suatu ruangan atau kolom yang lebih cepat. Kualitas

pemisahan sedang, tetapi dapat berlangsung cepat (10-15 menit). Pemisahan ini
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tidak sesuai untuk pemisahan campuran yang terdiri dari bermacam-macam zat,
tetapi sangat baik untuk memisahkan sedikit reaktan dari komponen utama dalam
sintesa organik. Panjang kolom 30-45 cm untuk jumlah pelarut 250-3000 ml.
Kromatografi ini berbeda dengan kromatografi kolom yang didasarkan
pada gravitasi. Ada dua hal yang membedakan kromatografi ini dengan
kromatografi kolom yaitu ukuran silika gel yang digunakan lebih halus dan

kecepatan aliran eluen tergantung pada ukuran silika gel dan tekanan gas yang

diberikan pada fasa diammnya
dapat berupa campuraf dari dua a udﬁm
dilakukan dengan KL S

dipisahkan. Banyaknya? .
(Kristanti dkk., 2008).

6. Transesterifikasi

Transesterifikasi (disebut alkoholisis) adalah pertukaran antara alkohol
dengan suatu ester untuk membentuk ester lain pada suatu proses yang mirip
dengan hidrolisis, kecuali pada penggunaan alkohol untuk menggantikan air.
Proses ini telah digunakan secara luas untuk mengurangi viskositas trigliserida.

Reaksi transesterifikasi ditampilkan oleh persamaan umum berikut ini:

RCOOR’ + R”OH «——— RCOOR”+R’OH

Alkoholisis adalah reaksi reversibel yang terjadi pada temperatur ruang,
dan berjalan dengan lambat tanpa adanya katalis. Untuk mendorong reaksi ke arah
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kanan, dapat dilakukan dengan menggunakan alkohol berlebih atau mengambil
salah satu produk dari campuran. Reaksi antara minyak (trigliserida) dan alkohol
disebut transesterifikasi. Alkohol direaksikan dengan ester untuk menghasilkan
ester baru, sehingga terjadi pemecahan senyawa trigliserida untuk mengadakan
migrasi gugus alkil antar ester. Ester baru yang dihasilkan disebut dengan
biodiesel (Widyastuti, 2007). Berikut adalah mekanisme reaksi umum trigliserida

dengan metanol :

.
CH,—0O—COR, R;COOCH; CH,OH
—»
3CH;OH + CH—0O—COR, <«— R,COOCH; + HOH
H,—0O—COR; R;COOCH; H,OH
metanol trigliserida metil ester gliserol
Keterafigan : RER2, R3 ada fdan tak jenuh dari

Proses t nsester' 'rutkan sampel pada
diklorometana da flanasa hsofium metoksida dalam
metanol selama 15 me ¢ .o asam asetat glasial dan
dielusi dengan air, metil eSter‘asamnlemakediékstfaksi dengan dietil eter. Ekstrak

dicuci dengan larutan sodium bikarboat (20 g I'Y) dan dikeringkan. Asam lemak
bebas tidak dimetilasi dengan prosedur ini (Holme et al., 1993). Cara lain yang
lebih sederhana yaitu mereaksikan sampel dengan BFsz-metanol. Kemudian
dipanaskan sambil digoyang-goyang beberapa saat. Metil ester diekstraksi dengan
heksana (Sutarno dkk., 2004).

7. Gas Chromatography — Mass Spectroscopy (GC-MS)

Perkembangan teknologi instrumentasi menghasilkan alat yang merupakan
gabungan dari dua sistem dengan prinsip dasar yang berbeda satu sama lain tetapi
dapat saling melengkapi, yaitu gabungan kromatografi gas dan spektrofotoskopi
massa (GC-MS). Pada alat GC-MS ini, kedua alat dihubungkan dengan satu

interfase. GC berfungsi sebagai alat pemisah berbagai komponen campuran dalam
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sampel, sedangkan MS berfungsi untuk mendeteksi masing—masing molekul
komponen yang telah dipisahkan pada sistem GC (Sastrohamidjojo, 2005).
GC-MS dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif.
Identifikasi komponen dengan analisa kualitatif, dapat dilakukan dengan
membandingkan kromatogram dengan senyawa-senyawa referensi standar.
Sedangkan analisa kuantitatif dalam GC-MS yaitu menentukan jumlah persen dari

komponen-komponen yang terpisah dari suatu komponen, dapat dihitung dari luas

gerak, membawa cuplikafiy/ang . fiar
Gas pengangkut yang digunaan harus memenuhi persyaratan dan dasar
pemilihannya antara lain: sesuai dengan detektor, inert atau tidak bereaksi dengan
sampel, pelarut dan material dalam kolom, murni dan mudah dipengaruhi serta
murah (Sastrohamidjojo, 2005). Suatu pengatur aliran dan pengatur tekanan
diperlukan untuk mengalirkan sampel masuk ke dalam kolom GC-MS dengan
kecepatan dan tekanan yang sesuai.

Tempat injeksi pada GC-MS selalu dipanaskan. Dalam kebanyakan alat,
suhu dari tempat injeksi dapat diatur. Sampel dimasukkan ke dalam kolom
dengan cara menginjeksikan melalui tempat injeksi. Biasanya dilakukan dengan
pertolongan jarum injeksi yang sering disebut a gas tight syringe. Kolom
merupakan jantung dari kromatografi gas. Bentuk dari kolom dapat lurus,
bengkok dan spiral/kumparan (Sastrohamidjojo, 2005).
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Pada detektor komponen-komponen sampel yang telah terpisah dideteksi.
Detektor yang baik memiliki sensitifitas tinggi, memiliki respon linier yang lebar,
bersifat nondestruktif, dan memiliki respon yang sama terhadap semua jenis
senyawa. Saat ini ada tiga jenis detektor yang dapat digunakan untuk mendeteksi
senyawa-senyawa organik yaitu Flame lonization Detector (FID), Thermal
Conductivity Detector (TCD), dan Mass Spectroscopy (MS).

.‘ conoide /' 'Ha '

Proses isolasi golongan etoit sekunder dilakukan dengan ekstraksi
soxhlet menggunakan pelarut petroleum eter dan sisa hasil soxhlet dimaserasi
menggunakan pelarut etanol. Dipilih dua metode tersebut secara bertahap karena
hasil ekstraksi akan berbeda dengan apabila hanya menggunakan satu metode.
Tujuan dilakukan ekstraksi soxhlet dahulu adalah untuk mengisolasi senyawa-
senyawa metabolit sekunder yang bersifat nonpolar. Sehingga pada proses
maserasi senyawa-senyawa yang terisolasi bersifat lebih polar.

Ekstrak etanol buah merah dilakukan identifikasi awal dengan skrining
fitokimia uji KLT. Skrining fitokimia merupakan langkah awal yang dapat
membantu untuk memberikan gambaran tentang golongan senyawa yang
terkandung dalam tanaman yang diteliti. Sehingga dari hasil skrinning fitokimia
ini nantinya akan dapat dijadikan dasar metode pemisahan selanjutnya.
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Pemisahan komponen-komponen senyawa buah merah dapat dilakukan
dengan kromatografi kolom. Kompleksitas campuran senyawa yang akan
dipisahkan mempengaruhi pemilihan jenis kromatografi kolom yang akan
digunakan. Kromatografi kolom flash dipilih karena dapat digunakan untuk
pemisahan campuran senyawa yang membutuhkan sampel tidak terlalu banyak.
Sistem pelarut yang akan digunakan dalam kromatografi kolom ditentukan

terlebih dahulu dengan KLT. Fraksi terbanyak yang mengandung berat dominan

metode maserasi dengan pelar etanol dapat mengisolasi senyawa golongan
metabolit sekunder. Metode skrining fitokimia dengan uji KLT diperoleh
informasi golongan senyawa kimia ekstrak etanol buah merah. Identifikasi
struktur senyawa kimia metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak etanol

buah merah dapat dilakukan dengan analisis data GC-MS.



BAB |11
METODOLOGI PENELITIAN

A. Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen di
laboratorium kimia. Untuk mengisolasi komponen polar buah merah dilakukan
metode ekstraksi dengan cara mengisolasi komponen non polarnya terlebih dahulu

komponen non polarnya

dilakukan dengan car [ ot M akan pelarut petroleum eter.
Residu soxhlet Si mé elarut etanol untuk

mengisolasi ko _ ikasi gelohgan sefyawa dalam ekstrak

plat KLT. Pém
kromatografi . gidentifi enya a yang dipisahkan
dengan kromatog
GC-MS.

Penelitian dilakukan di boatoriu Kimia Dasar Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam dan Sublab Kimia Laboratorium Pusat Universitas
Sebelas Maret Surakarta. Sedangkan identifikasi dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta. Waktu kegiatan penelitian berlangsung pada bulan
Juni 2009 — Mei 2010.

C. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat yang digunakan adalah sebagai berikut :
a. Satu set alat Soxhlet
b. Satu set alat vacuum rotary evaporator
c. GC-MS QP2010S Shimadzu

16
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Satu set alat kromatografi kolom flash
TLC Chamber

Lampu UV 254 nm dan 365 nm
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i. Plat KLT silika gel GFs;
J- Kloroform p.a
k. Dietil eter p.a w. Rhodamin B

I. Toluen p.a

D. Prosedur Penelitian

1. Persiapan Sampel Buah Merah

Empulur atau jantung yang terdapat pada bagian tengah buah merah
dibuang lebih dahulu kemudian buah merah yang menempel pada kulit empulur
dipisahkan satu demi satu. Daging buahnya yang menempel pada bagian luar
bijinya di ambil.

2. Ekstraksi
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Sebanyak 30 g buah merah diekstraksi soxhlet dengan 150 ml petroleum
eter selama 7 jam dengan kisaran suhu 40-60 °C. Proses sokhlet diakhiri apabila
filtrat/pelarut berwarna jernih (setelah terjadi 16-20 sirkulasi).

Residu dikeringkan (25,9 g) kemudian dimaserasi dengan + 125 ml etanol.
Campuran dibiarkan selama 24 jam sambil diaduk sesekali, diletakan di tempat
yang terlindung cahaya pada suhu kamar. Cairan hasil maserasi kemudian

sebanyak 3 kali. Ketiga hasil maserasi

difiltrasi. Proses maserasi dilakukan

Skrining fi km@
berikut; _

memberikan warna bir
b. Kumarin ‘
Uji kumarin menggunak peyemprt KOH 5% etanolik sebagai deteksi
dengan larutan pengembang dietil eter : toluen (1:1) dijenuhkan dengan asam
asetat 10%. Uji positif terhadap kumarin ditunjukkan dengan adanya warna biru
muda atau sawo matang jika diamati pada sinar UV3gs nm dan berfluoresensi pada
UV2s4 Nm. Deteksi dengan KOH 5% etanolik menunjukkan fluoresensi biru.
c. Glikosida Senyawa fenolik
Ekstrak etanol ditotolkan pada plat silika gel GFas4. Elusi dilakukan
dengan fase gerak etil asetat : metanol : air (100:13,5:10). Plat dikeringkan dan
disemprot dengan pereaksi besi (111) klorida. Kemudian plat diamati pada cahaya
tampak dan UV, nm. Senyawa fenolik akan memberikan warna hijau-kuning
merah jika diamati pada cahaya tampak.
d. Flavonoid
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Ekstrak etanol ditotolkan pada plat Silika gel GFus4. Elusi dilakukan
dengan fase gerak etil asetat : asam formiat : asam asetat : air (100:11:11:27). Plat
dikeringkan kemudian diamati dibawah sinar UVjs4 nm. Uji positif terhadap
flavonoid akan memberikan warna biru kehitaman dengan latar kuning.

e. Antrakuinon

Ekstrak etanol ditotolkan pada plat Silika gel GFus4. Elusi dilakukan

dengan fase gerak etil asetat : metanol : air (100:13,5:10). Plat dikeringkan

Sistem eluen yang aka digunaka dalam kromatografi kolom flash
ditentukan terlebih dahulu dengan KLT. Penentuan sistem eluen dengan KLT
dilakukan dengan metode trial and error. Fase gerak yang digunakan adalah n-
heksana dan etil asetat yang divariasi tingkat kepolarannya dengan memvariasi
perbandingan volume hingga diperoleh perbandingan volume yang memberikan
pemisahan paling baik.

Sampel ekstrak etanol ditotolkan pada plat KLT kemudian dielusi dengan
berbagai variasi perbandingan n-heksana : etil asetat (v/v). Variasi terdiri dari
perbandingan n-heksana 100%, etil asetat 100%, n-heksana-etil asetat (5:95 ;
10:90 ; 15:85 ; 20:80 ; 25:75; 30:70 ; 70:30 ; 75:25 ; 80:20 ; 85:5; 90:10 ; 95:5).
Spot hasil elusi dilihat dalam lampu UV pada panjang gelombang 254 nm.

5. Kromatografi Kolom Flash
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Kromatografi kolom flash dilakukan dengan eluen n-heksan : etil asetat
yang memberikan profil KLT paling baik yaitu perbandingan 70:30 (v/v). Fase
diamnya berupa silika gel for colomn chromatography sebanyak 30 g. Kolom
kromatografi flash yang dipakai berdiameter 2 cm. Silika gel dibuat kolom dengan
cara basah/dibuat bubur dengan pelarut n-heksan dan etil asetat. Kolom tersebut
dikondisikan selama 1x24 jam sebelum digunakan untuk elusi agar adsorben

dalam kolom tersebut memadat.

« | d@an
dalam 54 vial, dengan Z%I eluat per ma ing- fasing via
diuapkan dari pefarutnya demgan cara diangin=angi
mengetahui beratnya. Dari ffiasing-masin:

digabungkan menjadi satu. Fraksi dominan hasil kromatografi kolom flash
kemudian diidentifikasi dengan GC-MS.

6. Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS)

Kondisi operasi alat GC-MS ditunjukkan pada Lampiran 2 dan 3.

E. Teknik Analisis Data
Data yang diperoleh dari hasil penelitian yaitu golongan senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak etanol dari hasil skrining
fitokimia uji KLT. Identifikasi dengan GC-MS digunakan untuk memperkirakan
komponen senyawa buah merah. Dari kromatogram GC-MS diperoleh jumlah
komponen senyawa dan persen konsentrasi relatif masing-masing komponen

dalam sampel. Prosentase area relatif masing-masing kompoen digunakan untuk



21

menghitung kandungan masing-masing komponen senyawa dalam buah merah.
Pola fragmentasi spektra massa instrumen GC-MS dibandingkan dengan spektra
massa spektra referrence dari penelusuran library untuk mengidentikasi
komponen senyawa.




BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Persiapan Sampel dan Ekstraksi Buah Merah
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah buah merah yang
berasal dari Papua. Jumlah sampel yang digunakan sebanyak 30 g. Buah merah

mpulurnya kemudian daging buah yang

segar dipisahkan dari jantung atau g

menempel pada bagians Bijinya diambil™Daging buah merah kemudian

diekstraksi untuk meng

| lit se
|so asi senya mﬁbo it ’ :
dalamnya _

Ekstraksi| soxh % g b a

inder yang terkandung di

. mL petroleum eter

aksi soxhlet dengan

mempercepat proses distribusi : oIn ke dalam jaringan tanaman sehingga
senyawa yang terkandung dalam jaringan tanaman dapat terekstrak sempurna.
Maserasi diulang 3 kali yaitu setelah disaring residunya direndam lagi dengan 125
mL etanol kemudian disaring lagi begitu seterusnya sampai 3 kali pengulangan.
Tujuannya agar meminimalkan golongan senyawa metabolit sekunder yang
tertinggal. Setelah penyaringan yang terakhir dihasilkan filtrat berwarna merah
kehitaman sebanyak 325 mL. Untuk memperoleh ekstrak kental, filtrat
dipekatkan dengan menggunakan vacuum rotary evaporator pada temperatur 40
°C. Hasilnya diperoleh ekstrak kental berminyak berwarna merah kehitaman
sebanyak 6,90 g dengan rendemen 26,59%. Untuk mengetahui kandungan
metabolit sekunder yang ada dalam ekstrak etanol buah merah yang diperoleh
maka dilakukan identifikasi dengan skrining fitokimia.

22
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B. ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dengan Skrining Fitokimia

Komponen yang terdapat pada ekstrak etanol dianalisa golongan

senyawanya dengan metode skrining fitokimia menggunakan uji KLT

(Kromatigrafi Lapis Tipis). Skrining fitokimia yang dilakukan pada ekstrak etanol

adalah uji KLT terhadap senyawa saponin, kumarin, glikosida senyawa fenolik,

flavonoid dan antrakuinon. Hasil UJI KLT dari ekstrak etanol dapat dilihat pada

Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji KLT_E

Kandungan
Senyawa Referensi  |Kesimpulan
Saponin B
Kumarin erflouresensi
+
Glikosida Hijau
Senyawa +
Fenolik
Flavonoid Biru latar
d kuning B
Antrakuinon| 0,95 merah, ungu, N
hijau atau
lembayung
Asam lemak| 0,16; Ungu latar Ungu +
0,62; merah muda
0,82

Keterangan : (+) : Ada golongan senyawa kimia
(-) : Tidak ada golongan senyawa kimia

Menurut Budi (2005), komponen utama dari sari buah merah adalah asam
lemak. Hasil uji skrining fitokimia menunjukkan profil spot asam lemak lebih
dominan dari profil spot senyawa lainnya. Uji KLT asam lemak menggunakan
penyemprot 0,5% Rhodamin B dalam etanol dan pengembang benzene : dietil eter
(19 : 1). Semua jenis asam lemak dapat dideteksi dengan Rhodamin B (Harborne,
1987 ; Robinson, 1991). Penyemprotan dengan 0,5% Rhodamin B dalam etanol
menghasilkan 3 spot berwarna ungu dengan R spot | 0,16 ; spot 11 0,62; spot IlI
0,82 pada latar belakang merah muda di bawah sinar UV,s4 nm (Tabel 1). Dengan

demikian perlu dilakukan pemisahan ~dengan kromatografi kolom untuk
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memisahkan asam lemak dari komponen senyawa lain yang terkandung dalam
ekstrak etanol. Sedangkan senyawa yang lain tidak dianalisis karena beratnya
tidak mencukupi untuk dilakukan dianalisis lebih lanjut.

Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol buah merah jika dibandingkan
dengan kandungan yang ada dalam sari buah merah hasilnya berbeda. Hasil uji di
atas menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah merah mengandung golongan

senyawa kumarin, glikosida senyawa _fenolik, antrakuinon dan asam lemak. Ada

senyawa yang ';_ kand%dalams bual'r

betakaroten dan to kofero@al ini eunju an a(@enyaw dalam ekstrak etanol

C. Pemisahan Komponen Snyaa dalam Ekstrak Etanol Buah Merah

1. Penentuan Sistem Eluen dengan KL T

Penentuan sistem eluen dengan KLT bertujuan untuk mencari sistem eluen
yang mampu memberikan pemisahan yang paling baik dan sekaligus untuk
mengetahui profil pemisahannya. Profil pemisahan memberikan informasi
mengenai kompleksitas senyawa yang akan dipisahkan. Jika campuran senyawa
yang dipisahkan sederhana maka eluen dalam KLT dapat digunakan sebagai eluen
dalam kromatografi kolom. Penentuan sistem eluen dengan KLT dilakukan
dengan metode trial and error. Fase gerak yang digunakan adalah n-heksana dan
etil asetat yang divariasi tingkat kepolarannya dengan memvariasi perbandingan
volume hingga diperoleh perbandingan volume yang memberikan pemisahan

paling baik. Campuran pelarut n-heksana dan etil asetat merupakan sistem eluen
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universal yang sering direkomendasikan sebagai fase gerak dalam kromatografi
karena mudah diuapkan dan mudah mengatur tingkat kepolaran eluen.

KLT ekstrak etanol buah merah menggunakan eluen n-heksan : etil asetat
(v/v) dengan berbagai variasi perbandingan. Variasi terdiri dari perbandingan n-
heksana 100%, etil asetat 100%, n-heksana-etil asetat (5:95 ; 10:90 ; 15:85 ; 20:80
; 25:75; 30:70 ; 70:30 ; 75:25 ; 80:20 ; 85:5; 90:10 ; 95:5). Spot hasil elusi dilihat
dalam lampu UV pada panjang gelombang 254 nm dan 365 nm.

2.R¢0,887 +— 1. R+ 0,953

3. R¢0.420
4.Rf0,270  *—

Gambar 3. Profil KLT ekstrak etanol eluen n-heksana : etil asetat (70:30)

Profil KLT dengan eluen n-heksana-etil asetat 70:30 menunjukkan bahwa
campuran senyawa dalam ekstrak etanol buah merah setidaknya terdiri dari 4

senyawa. Campuran senyawa dalam ekstrak etanol buah merah dengan demikian
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dapat digunakan elusi sistem isokratik dalam kromatografi kolom flash. Fase
gerak yang digunakan adalah n-heksana-etil asetat dengan perbandingan 70:30
(VIv).

2. Kromatografi Kolom Flash

Kromatografi kolom flash merupakan kromatografi dengan tekanan rendah

yang digunakan untuk mempercepat elusi bahan pelarut melalui suatu ruangan

i
0: till,

A
Gambar 4. Kromatografi Kolom Flash
Proses elusi dilakukan dengan menggunakan satu sistem eluen yaitu n-
heksana-etil asetat 70:30 (v/v) hasil KLT. Hasil eluat ditampung pada 54 vial.

Masing-masing vial berisi 2-3 ml eluat. Hasil tampungan menunjukkan pola
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warna yang teratur. Hal ini dilihat dari eluat yang dihasilkan awalnya berwarna
kuning dan selanjutnya warna kuningnya menjadi kuning kemerahan. Namun
setelah vial ke-9 warna kuning kemerahan menjadi kuning lagi. Warna kuning
tersebut berangsur-angsur memudar sampai jernih hingga vial ke-54. Kemudian
dari masing-masing vial yang berisi eluat tersebut diuapkan pelarutnya. Setelah itu
ditimbang untuk mengetahui berat masing-masing fraksi dalam vial. Dari 1 g

sampel yang digunakan, hanya diperoleh 0,467 g (46,7%) yang terelusi. Sisanya,

sampel masih terjebak daldM kolom atau ma D berada di atas permukaan

senyawa yang bersifat nonpolar. Ini dapat dilihat dengan membandingkan hasil
KLT sistem eluen (Gambar 3) dengan grafik (Gambar 5). Spot 1 dan 2 dapat

terpisah sedangkan spot 3 dan 4 belum terpisah.

0,07
0,06 |
0,05
0,04 |
0,03
0,02
0,01

oéw ““““““““

0,01 0 10 20 30 40 50 60
VIAL

BERAT ( Gram)

Gambar 5. Perubahan massa yang dihasilkan dari pemisahan dengan kromatografi
kolom flash
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Masing-masing fraksi dalam vial untuk mengetahui profil pemisahannya
maka dilakukan KLT satu per satu. Pertama dilakukan KLT menggunakan eluen
yang digunakan untuk kromatografi kolom flash yaitu n-heksana dan etil asetat
(70:30). Hasilnya diperoleh 1 spot berwarna merah (Gambar 6). Profil yang sama
dihasilkan oleh vial 1 sampai 5. Ini berarti spot 1 telah berhasil dipisahkan dengan

spot yang lainnya.

ada dalam ekstrak etanol buah mérah™: it ya profil pemisahan tersebut terpisah
dan membentuk spot yang teratur. KLT pada vial no 1 terdapat 2 spot, KLT pada
vial no 2 sampai 8 terdapat 4 spot, KLT pada vial no 9 dan 10 terdapat 2 spot.
Sedangkan KLT pada vial no 11 sampai 54 hanya terdapat 1 spot. Profil
pemisahan tersebut dapat di lihat pada Gambar 7.

Fraksi-fraksi digabungkan berdasarkan profil pemisahan (spot yang
dihasilkan) dan R¢ yang dihasilkan dari spot tersebut. Eluat-eluat yang mempunyai
harga R¢ identik digabung menjadi satu. Dari 54 vial tersebut setelah digabung
dihasilkan 4 fraksi (Tabel 2). Setelah ditimbang dan digabung keempat fraksi
tersebut diKLT lagi dalam satu plat. Hasilnya diperoleh spot yang berbeda-beda
dari tiap fraksi (Gambar 8).
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Gambar 7. (a) profil pemisahan,vial 1-5, (B) préfilpemisahan vial 6-12, (c) profil
pemisahan vial 13-19, (d)*profil pemisahan vial 20-26, (e) profil
pemisahan vial 27-33, (f) profil pemisahan vial 34-40, (g) profil
pemisahan vial 41-47, (h) profil pemisahan vial 48-54

Tabel 2. Harga Ry, warna dan berat tiap fraksi

Fraksi | No vial Ry Warna Berat (gram)
I 1 0,13;0,38 Kuning 0,058
I 2-8 0,14;0,2;0,36;0,51 | Merah kekuningan 0,272
i 9-10 0,11;0,40 Merah kekuningan 0,075
v 11-54 0,09 Kuning 0,062

Fraksi 1l yang mempunyai berat dominan kemudian dideteksi dengan
rhodamin B untuk mengetahui kandungan asam lemaknya. Hasil deteksi di bawah

lampu UV 254 nm menunjukkan 4 spot tersebut adalah positif asam lemak. Fraksi
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Il kemudian dianalisis dengan GC-MS untuk mengetahui komponen-komponen

senyawanya.

etanol buah merah. Luas area puncak kromatogram GC-MS menunjukkan

konsentrasi relatif senyawa terhadap cuplikan yang teruapkan dalam
pengoperasian GC-MS. Komponen utama dari fraksi Il dibatasi hanya pada
puncak yang memiliki prosentase luas area relatif diatas 5%. Sehingga puncak
kromatogram yang memiliki % area relatif di bawah 5% dapat kita abaikan.

Identifikasi senyawa dilakukan dengan membandingkan pola fragmentasi
spektra massa dengan pola fragmentasi spektra reference. Senyawa yang dipilih
adalah senyawa hasil penelusuran pustaka yang memiliki SI (Similarity Index)
lebih besar sama dengan 90 dan mempertimbangkan kesesuaian senyawa tersebut
dengan komposisi serta sifat sampel asal. Sehingga hasil senyawa yang
kemungkinan sifatnya tidak sesuai dengan sampel asal dapat kita abaikan.

Fraksi Il tersebut tidak dilakukan esterifikasi menjadi turunannya untuk

mengetahui asam lemak bebas yang terkandung dalan ekstrak etanol buah merah.
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Kromatogram hasil pemisahan fraksi Il dengan GC-MS (spesifikasi alat dan

kondisi pengoperasian tercantum dalam Lampiran 2) ditunjukkan pada Gambar 9.

56,656,600 -
Puncak 11

" . A
...............

—
10.0

Gambar 9.

| ah 5%, sehingga puncak
tersebut diabaikan. Hasily "  data GC-MS ditunjukkan pada
Lampiran 4. ’ v

Puncak 8 dengan tg 27,368 menit dan prosentase luas area puncak relatif
10,55% memiliki spektra massa seperti pada Gambar 10. Berdasarkan
penelusuran library, spektra massa etil palmitat (etil heksadekanoat) memiliki
indeks kemiripan 95 dengan spektra massa puncak 8. Spektra massa senyawa 8
dapat dilihat pada Gambar 10.

<< Target >>

Line#:8 R.Time:27.367(Scan#:2805) MassPeaks:53
RawMode:Single 27.367(2805) BasePeak:88.00(2432538)
BG Mode:Peak Start 26.858(2744)

100

Wi B s 4 2
LN A e e e I R e B B A B |

30 70 110 150 190 230 270 310 350 390 430 470 510 550

Gambar 10. Spektra Massa Senyawa 8 (Etil Palmitat)
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Puncak 11 dengan tr 31,513 menit dan prosentase luas area puncak relatif
84,78% diperoleh spektra massa pada Gambar 11. Berdasarkan penelusuran
library pola fragmentasi puncak 11 memiliki indeks kemiripan 91 dengan spektra
massa dari senyawa etil oleat.

<< Target >>
Line#:11 R.Time:31.517(Scan#:3303) MassPeaks:93

RawMode:Single 31.517(3303) BasePeak:55.00(5408505)
BG Mode:Peak Start 29.992(3120)

100

BuTn  m m w

30 70 110 150 190 V-ZBO 270 310 350 390 430 470 510 550

Etil oleat
(‘asam 9-oktadekanoat )

Tabel 3. Hasil analisis data GC-MS fraksi Il sebelum transesterifikasi

E. ldentifikasi Komponen Senyawa Fraksi Il dengan Analisis Data GC-MS
setelah di Esterifikasi

Analisis skrining fitokimia uji KLT menunjukan bahwa ekstrak etanol
buah merah mengandung asam lemak. Maka dari itu sebelum dilakukan analisis
dengan GC-MS fraksi Il terlebih dahulu diesterifikasi menjadi derivatnya yaitu
senyawa metil ester. Hal ini dilakukan karena asam lemak mempunyai titik didih
yang relatif tinggi sehingga sulit untuk dipisahkan dalam pengoperasian GC-MS.
Esterifikasi dilakukan dengan mereaksikan fraksi 1l dengan BF;-metanol. Hasil
esterifikasi yang berupa metil ester tersebut kemudian diinjeksikan dalam GC-
MS.



Kromatogram hasil pemisahan fraksi asam lemak dengan GC-MS
(spesifikasi alat dan kondisi pengoperasian tercantum dalam Lampiran 3)
ditunjukkan pada Gambar 12. Profil kromatogram GC-MS fraksi Il dari ekstrak
etanol buah merah menunjukkan adanya 23 puncak kromatogram yang terpisah
dengan baik. Puncak-puncak tersebut merefleksikan banyaknya komponen

senyawa yang terdapat dalam fraksi Il ekstrak etanol.

24.523.263 /
* —

18

"I' e
RN mwﬁmw%

100 100 , 300 _ 400 8.
Gambar 12. Kromatogram ﬁc MS Frak%ill Igﬁtrﬁﬁ Etanol Buah Merah setelah

J&

Esterifikasi =~ ® v o @

Data identifikasi GC-MS fraksi Il ekstrak etanol buah merah yang
diesterifikasi memberikan hasil seperti Gambar 12. Ada 4 puncak yang
mempunyai luas area puncak diatas 5%. Puncak tersebut adalah puncak 11, 14, 15
dan 17. Sedangkan puncak yang lain memiliki prosentase luas area relatif
dibawah 5%, sehingga puncak tersebut diabaikan. Hasil prosentase luas area data
GC-MS ditunjukkan pada Lampiran 5.

Puncak 11 dengan tg 25,728 menit dan prosentase luas area puncak relatif
29,63% memiliki spektra massa seperti pada Gambar 13. Berdasarkan
penelusuran library, spektra massa metil palmitat (metil heksadekanoat) memiliki
indeks kemiripan 97 dengan spektra massa puncak 11. Spektra massa senyawa 11
dapat dilihat pada Gambar 13.



34

< Ta]‘get o>
Line#:11 R.Time;25.723(Scan#:2608) Retention Index:$ TargetRetlndex$ MassPeaks:51

RawMode:Smele 25.725(2608) BasePeak:74.00(3216338)
BG Mode:Peak Start 23.492(2580)

100+ 7
] §7
Ty |
! 10 g5 12 " s gy M M
3060 90 120 150 30360 390 420 450 480
Gambar 13. Spektra mmawa 11 (Metil Palmitat)
Puncak 14 denga nit dan ntase [bas area puncak relatif
- ‘
23,09% memilikKi s massa pad bar 14. Berdasarkan pola

fragmentasi tasi yang mirip

dengan pola :
96. Spektra senyawa 11%njukk oF ambar&

<< Ta[get >

Line#:14 R.Time:28.042(Scan#:2886) Retention Index:$TargetRetindex$ MassPeaks: 117
RawMode:Single 28.042(2886) BasePeak:35.05(1261565)

BG Mode:Peak Start 27.792(2856)

100

13 294
7
52166 M0 1y Poing g 6

(A L e e L L R R e L R

0060 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 430 480
Gambar 14. Spektra Massa Senyawa 14 (Metil Oleat)

Puncak 15 dengan tg 28,214 menit dan prosentase luas area puncak relatif
8,26% memiliki spektra massa seperti pada Gambar 15. Berdasarkan penelusuran
library, spektra massa metil stearat (metil oktadekanoat) memiliki indeks
kemiripan 96 dengan spektra massa puncak 15. Spektra massa senyawa 15 dapat
dilihat pada Gambar 15.
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<< Target >>

Line#:15 R.Time:28.217(Scan#:2907) Retention Index:$ TargetRetindex$ MassPeaks:49
RawMode:Single 28.217(2907) BasePeak:74.00(2757158)

BG Mode:Peak Start 28.133(2897)

100 |

87

14 g 8 -
- c N
Ll | o ®mpuy =
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T T T

3060 9 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
Gambar 15 >, (Metil Stearat)

Senyawa pada puhca st 29 851 dan prosentase luas

area puncak 16 8mnem| i %a sepeérti pada Gambar 16.

<< Target »>

Line#:17 R.Time:29.850(Scan#:3103) Retention Index:$ TargetRetIndex$ MassPeaks:94
RawMode:Single 29.850(3103) BasePeak:69.00(1410368)

BG Mode:Peak Start 29.633(3077)

100

L L P ow  m

360 9 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480

Gambar 16. Spektra Massa Senyawa 17

Senyawa pada puncak 17 apabila dilihat dari pola pemecahan fragmen-
fragmennya senyawa ini diperkirakan adalah asam lemak tak jenuh yang
mempunyai kerangka struktur terdiri dari struktur siklopentan dengan rantai
alifatik. Pola pemecahan fragmen pada data MS dengan puncak dasar (base peak)
terdapat pada m/z 69 menandakan struktur siklopentan. Puncak berikutnya
menunjukan rantai alifatik ditandai oleh lepasnya CH, (M-14). Pola pemecahan

fragmen-fragmen tersebut dapat dilihat pada Gambar 17.
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CoHo™ 83.0861
69.0704

Gambar 17. Pola Pemecahan Fragmen Puncak 17

dengan rantai al atik(%el 4). -
: =2 W 4

Puncak | tR (menit) | % Area Relatif Senyawa

11 25,728 29,63 Metil palmitat

(asam heksadekanoat )
14 28,044 23,09 Metil oleat

(asam 9-oktadekanoat )
15 28,214 8,26 Metil stearat

(asam oktadekanoat )
17 29,851 16,84 Siklopentan dengan rantai
alifatik

Tabel 4. Hasil analisis data GC-MS fraksi Il sebelum transesterifikasi

Perbandingan data GC-MS sebelum dan sesudah estrifikasi menghasilkan
data yang berbeda. Pada data GC-MS sebelum esterifikasi teridentifikasi 2
senyawa asam lemak bebas yaitu asam palmitat dan asam oleat, yang keduanya
terdeteksi sebagai etil ester. Sedangkan data GC-MS setelah esterifikasi
teridentifikasi 4 senyawa yang terdeteksi sebagai ester asam lemak. Senyawa
tersebut yaitu metil oleat, metil palmitat, metil stearat dan senyawa yang
diperkirakan asam lemak tak jenuh yang mempunyai struktur siklopentan dengan

rantai alifatik.
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Prosentase luas area relatif dari puncak-puncak kromatogram (Lampiran 5)
selanjutnya digunakan untuk memperkirakan kandungan relatif masing-masing
komponen asam lemak. Kandungan asam lemak total dalam ekstrak etanol buah
merah sekitar 21,21%. Perkiraan komposisi senyawa dalam ekstrak etanol buah
merah diperoleh dengan mengalikan prosentase area relatifnya dengan kandungan
asam lemak totalnya (Lampiran 6). Prosentase relatif massa komponen asam

lemak dalam ekstrak etanol buah merah dan prosentase massa komponen asam

als

¢ dalam %> % Berat Asam Lemak

telah terisolasi dalam pelarut petféleUim ter

Beberapa penelitian mengindikasikan bahwa asam lemak yang memiliki
ikatan rangkap terkonjugasi dapat berperan sebagai senyawa aktif terhadap
kanker. Sari buah merah yang beredar di masyarakat telah terbukti secara in vivo
aktif terhadap beberapa jenis kanker. Meskipun mempunyai kandungan total asam
lemak yang lebih kecil tidak menutup kemungkinan bahwa ekstrak etanol buah
merah juga berpotensi untuk diteliti lebih lanjut.

Pada penelitian ini, diketahui bahwa komponen asam lemak dalam ekstrak
etanol memungkinkan untuk dipisahkan. Hal ini ditegaskan oleh hasil
kromatogram GC-MS fraksi Il yang menunjukkan bahwa antara asam lemak tak
jenuh dan asam lemak jenuh dapat terpisah dengan baik. Namun untuk itu perlu
penelitian lebih lanjut.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Dari hasil penelitian dengan pembahasan sebelumnya dapat diambil

kesimpulan bahwa :

1.

Hasil skrinning fitokimia ekstrak etanol menunjukkan bahwa buah merah

mengandung senyaw a fenolik, antrakuinon, dan

asam lemak. Sed: anya mengandung asam

(16,84%).

B. Saran

Berdasarkan kesimpulan di atas maka perlu dilakukan penelitian lebih

lanjut mengenai :

1.

Pemisahan lebih lanjut komponen polar buah merah sampai identifikasi
senyawa murninya.
Uji bioaktivitas ekstrak etanol buah merah untuk mengetahui potensi buah

merah dalam bidang farmasi dan kesehatan.
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LAMPIRAN 1

Bagan Alir Cara Kerja

Buah merah 1 g Petroleum Eter (PE)
Sokhlet

\ 4 v

Ekstrak PE

Etanol

Erlenmeyer

0.

Dimaserasi
1x 24 jam v

Penyaring

\ 4
Residu

’
| Vacuum rotary evaporator

VAN (VN

Ekstrak Pekat Etanol
I

A 4 \4

KLT [ Skrining fitokimia ]

fraksinasi ¢
[ Kromatografi Kolom flash ] [ Golongan ]

| | | !
Fraksi 1 | Fraksi 2 [ Fraksi 3 I Fraksi 4 ]

esterifikasi
[ BF3s-metanol ]

v diidentifikasi
GC-MS




LAMPIRAN 2

Kondisi Operasi GC-MS QP2010S Shimadzu sebelum Esterifikasi

Jenis kolom : HP-5MS panjang 30 m, diameter 0,25 mm
Kondisi kolom

Suhu awal :80°C

Waktu awal

Kenaikan suhu

Suhu akhi
Suhu injektor
Aliran kolom
Tekanan
Jenis detektor
Gas pembawa
Total flow

Split rasio
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LAMPIRAN 3

Kondisi Operasi GC-MS QP2010S Shimadzu setelah Esterifikasi

Jenis kolom : Rastek RXi-5MS panjang 30 m, diameter 0,25 mm
Kondisi kolom

Suhu awal :80°C

Waktu awal

Kenaikan suhu

Suhu akhi
Suhu injektor
Aliran kolom
Tekanan
Jenis detektor
Gas pembawa
Total flow

Split rasio
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LAMPIRAN 4
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a. Hasil Prosentase Luas Area Data GC-MS Ekstrak Etanol Buah Merah

sebelum Transesterifikasi

Puncak

tr (menit)

area relatif (%)

O 00 NO Ulh WN -

20,706
20,850

0,05
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b. Data MS
1) Hasil MS Puncak 8

17367 2805 :.?ea]::- 53
R.m"d-:-d.e EJJ:PJE 27367 EIII:I‘ DO(2432538)
Bz Mode: Pkt Start 26 “&

10

-
=1

w3 - 2
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5I935 Formmida:T18 H36 02 "CAS:628-97-7 MolWeight: 284 RetTndes:(

ConpNameHeadecanoic acid, etird ester {CAS) Edryl palmitate 35 HEXADECANOIC ACTD ETHYL ESTER 5§ Palmitic acid &
100

40 ¥ 310 350

H.LTF'J Emiry2aiHL thmln N‘hlb-‘].._I:l-
5193 Formmla:TXIH4200 CAS1E281-24 MolWeight:326 RetTndes:()
UonmPbdame- MNonadecanor acid, ethyl ester

1

a0

1
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S99 Formmpla:C2] H22 02 CAS 1822144 MolWeight326 Retindec
Conml e Nonaderansic acid, Eﬂ'_'.i pater 35

100

L m 1 130 Wy 230 I 310 3500 3 4500 4m 5100 350
Hit#4 Eniry-185611 LibmnWILEY7LIE
5194 FormidaC18 H36 02 "CAS:528-07-7 MolWeipht 284 RetTndes:
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2) Hasil MS Puncak 11

Target
L.u:nerE 11 R.IJ:E:I :nl"‘ﬂ-:m—“B 303) MazPeaks:0

RawMode-Single 31.517(3303) BasePeak: ~-|:u:(-r:ﬁm-]
B Maode Deak Start 20 _t_l'*u]
100

= T
']
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1
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SLo0 Formmula:C18 H34 02 CAS: I:I-'Il-'.'l MolWeighe: 157 Retndenc()
Lopmiamer ETH YL 9-HEXAUECENUES TE 53

100

128 e 113 154 k-
" | |

-|:I . l:ll T |] I.l:ll T du:ll T |2-l:|| T Ll:ll T IJII:II LIl I_ LI | |Jb:|| T |_j|:|| T |4j‘c|| LI 1. LI 5[:: reT
H]F:- Eniry 161500 Litary WILEY 7 LIE

SLE0 Forrmula:T16 H30 02 CAS:2001-204 MolWeight 2534 Paindec
Conmpiiamed-Hevaderenoic acid (CAS)

100

30 70 Iy 150 1@ 23 I 3100 3500 30 4300 470 510 35D
Hit#4 Eniry: 245560 Limny:WILEYTLIE =
SIS Formmida:C23 HA2 02 CAS112-36-7 MolWeisht:338 Fetlndes:D
%“Dnzlr:_.':'!{mla Doces-13-emoic acd 55 13-DOCOSENDIC ACTD, (Z)- 5§

T 1= 2
12 |

I:I . Il]ll:lllIdlﬂlllz-{llllll}lllJ|{ll Il_él:llIIJb:llIl_ﬁl:llll_‘]‘clllli"lél}""
H.'L1=:| Eniry-10751 LD:unnHIGTl'-'L:E

5188 Forrmula C20HZE02 CAS111-62-6 MolWeight:310 Reifdec]
Conmliame Etiryl Cleate

100

IJ’

0 -UTW-'\JJ

_':u:ll 1 IE_{]I L} j_l:ll 1 I_-|II:|I T I_;l:]l 1 Ib:]‘ 1 Iijl:]‘ 1 I.‘.J:'ﬂl 1 I:-|1_|:|I 1 I_'\-\.;l:ll LI I |

¥
|




48

LAMPIRAN 5

a. Hasil Prosentase Luas Area Data GC-MS Ekstrak Etanol Buah Merah setelah
di Esterifikasi

Puncak | tg (menit) | area relatif (%)
11,874 1,27
13,750 0,37
13.986 2,44
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LAMPIRAN 6

Perkiraan Komposisi Senyawa (Etil Oleat Dan Etil Palmitat) Dalam Ekstrak
Etanol Buah Merah
Dalam 1 g ekstrak pekat etanol menghasilkan 0,272 g fraksi asam lemak.
Kandungan asam lemak total dalam ekstrak pekat etanol = 27,20%

a. Persen asam oleat dalam buah merah




A. Struktur metil palmitat
0

LAMPIRAN 7

methyl stearate

54
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LAMPIRAN 8

Skrining fitokimia (uji warna) ekstrak etanol buah merah

ANTRAKUINON FLAVONOID

Fase diam : silika gel GF 254 » Fase diam : silika gel GF 254
Fase gerak : (etil asetat:metanol:air | > Fase gerak: (etil asetat:asam

=100:13.5:10)
Deteksi : KOH 5% eta ' 007d:11:27)

Keterangan : bercak

format:as. asetat glasial:air =

Keterangan : bercak dibawah
UV bi

ning menunjukkan adanya

UV memberikan wa
coklat kuning. Det

5% etanolik mem % flavo
merah, ungu, hija 3 ~ Hasil #Bercak bérwarna biru latar

Hasil : bercak ber unggawa sinar UV (negatif)
10,84

kekuningan'(positif) l R¢

Rf . 0,95
1

kehitaman dengan

L3

SAPONIN KUMARIN
Fase diam : silika gel GF 254 » Fase diam : silika gel GF 254
Fase gerak : (kloroform:metanol:air | > Fase gerak : (dietil eter:toluen =
= 64:50:10) 1:1)
Deteksi : anisaldehid as. sulfat, » Deteksi : KOH 5% etanolik
dipanaskan 100 °C » Keterangan : biru muda atau

Keterangan : bercak berwarna biru sawo matang menunjukkan
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violet dibawah sinar tampak
menunjukkan adanya saponin
» Hasil : bercak berwarna merah
kekuningan (negatif)
> Rf:0,83

adanya kumarin pada UV3gs,
berflouresensi pada UV s, dan
flouresensi biru dengan deteksi
KOH 5% etanolik.

Hasil : bercak berwarna kuning
kecoklatan/sawo matang
(positif)
R79,80

Fase diam : silika gel GF'252
Fase gerak : benzene : dietil eter
(19:1)
Deteksi  : Rhodamin B dalam
etanol

Keterangan : bercak berwarna ungu
pada latar merah muda bila
dibawah sinar UV menunjukkan
adanya asam lemak

Hasil : ada bercak berwarna ungu
pada latar merah muda dibawah
sinar UV (positif)

R¢:0,16: 0,62: 0,82

>

>

Fase gerak : (etil
asetat:metanol:air = 100:13.5:10)
Deteksi : FeCls

Keterangan : Dilihat di bawah
sinar tampak senyawa fenolik
berwarna hijau-kuning atau merah
Hasil : bercak berwarna merah
Kuning-orange kecoklatan (positif)
R 0,89
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