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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah
Indonesia  memiliki beragam spesies tumbuhan tropis yang sangat
berpotensi sebagai sumber bahan kimia dan dapat dimanfaatkan dalam bidang
pengobatan. Banyak spesies tumbuhan yang telah dilaporkan manfaatnya dalam

bidang pengobatan tragisiona mun penelitidfm, kandungan  kimia  tumbuhan

_berbeda.  Spesies

merendam daunnya selama sat I dpat digunakan untuk mencuci mata
yang meradang. Minyak pada bijinya dapat digunakan sebagai obat untuk
menyembuhkan penyakit Kkulit, menumbuhkan rambut dan masih banyak lagi
kegunaan lainnya (Heyne, 1987).

Isolasi senyawa kimia tumbuhan Calophyllum inophyllum telah banyak
dilakukan di luar negeri. Sampel yang banyak digunakan adalah dari bagian daun
(Patil, et. al., 1993; Khan, et. al., 1996; Ali, et. al., 1999), kayu batang (Jackson,
et. al., 1969; Jeboury and Locksley, 1971; Goh and Jantan, 1991) dan kulit akar
(linuma, et. al., 1994; linuma, et. al., 1995; Yimdjo, et. al., 2004; Ee, et. al., 2009).
Penelitian terhadap komponen kimia tumbuhan Calophyllum inophyllum dari
bagian tumbuhan yang sama dengan asal sampel yang berbeda dapat memberikan
perbedaan senyawa hasil isolasi. Senyawa kimia yang telah diisolasi dari bagian-

bagian tersebut cukup beragam, diantaranya senyawa golongan kumarin (Patil, et.



al., 1993), santon (Jackson, et. al., 1969; Jeboury and Locksley, 1971; Goh and
Jantan, 1991; linuma, et. al., 1994; linuma, et. al., 1995; Yimdjo, et. al., 2004; Ee,
et. al, 2009), flavonoid (linuma, et. al., 1994), benzodipiranon (Khan, et. al.,
1996; Ali, et. al, 1999), triterpenoid (Ali, et. al, 1999) dan steroid (Goh and
Jantan, 1991; Ali, et al, 1999). Senyawa golongan kumarin dan santon
merupakan senyawa yang paling banyak dilaporkan. Beberapa senyawa golongan
kumarin dilaporkan menunjukkan aktivitas penghambat virus HIV (Patil, et. al.,

1993), aktivitas sitotoksik®(¥imdjo, et. al., 200#)wdan anti radang (Dweck and

Meadows, 2002). dilaporkan menunjukkan
aktivitas  sitotoksik dan anti ' “al, 2006) serta anti radang
(Dweck and M ng telah dilaporkan,

yang dapat diisolasi

'Alasan inilah  yang

inophyllum.

Identifikasi Masalah

Tumbuhan Calophyllum inophyllum tumbuh subur di beberapa daerah di
Indonesia, seperti Jawa, Sumatera, Sulawesi, Nusa Tenggara dan Bali. Perbedaan
kondisi geografis dan ekologi dari asal sampel dapat mempengaruhi kandungan
senyawa kimia yang terdapat di dalamnya.

Isolasi senyawa santon dari tumbuhan Calophyllum inophyllum dapat
dilakukan dengan beberapa metode. Metode isolasi yang banyak digunakan antara
lain ekstraksi dan kromatografi.

Identifikasi senyawa santon dari tumbuhan Calophyllum inophyllum dapat
dilakukan dengan berbagai metode seperti skrining fitokimia, spektroskopi UV-
Vis (Ultraviolet-Visibel), IR (Infra Red), NMR (Nuclear Magnetic Resonance)
dan MS (Mass Spectroscopy). Penggunaan metode tertentu membutuhkan

kemurnian yang sangat tinggi dan jumlah yang cukup besar.



2. Batasan Masalah

Berdasarkan identifikasi masalah di atas, maka masalah dalam penelitian
ini dibatasi oleh:
a. Sampel kulit batang Calophyllum inophyllum yang digunakan tumbuh di
daerah Klaten, Jawa Tengah.
b. Isolasi dilakukan dengan metode maserasi, dilanjutkan dengan kromatografi
vakum cair, kromatografi flash dan kromatografi kolom sephadex.

NMR.

1. Mengisolasi
inophyllum.
2. Mengidentifikasi se
Calophyllum inophyllum.

D. Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah :
1. Segi teoritis, memberikan informasi mengenai senyawa santon yang
terkandung dalam kulit batang Calophyllum inophyllum.
2. Segi praktis, sebagai langkah awal studi penulusuran bioaktivitas senyawa
santon yang berhasil diisolasi dari kulit batang Calophyllum inophyllum.



BAB Il
LANDASAN TEORI

A. Tinjauan Pustaka
1. Tumbuhan Nyamplung (Calophyllum inophyllum Linn.)

a. Diskripsi Tumbuhan

Tumbuhan nyamplung tersebar di seluruh daerah tropis, biasanya

Berikut  klasifikasi tumbuhan

Sub-kelas
Ordo
Familia
Genus
Spesies
(Heyne, 1987)

Batangnya padat dan berurat kusut serta mempunyai dua macam
warna, yakni kelabu yang kadang mempunyai bercak pudar atau agak kuning
dan merah pudar seperti bata yang setengah bakar (Heyne, 1987). Kayunya
termasuk kayu komersial yang dapat digunakan untuk bahan pembuatan
perahu, tiang, papan lantai dan bahan konstruksi ringan. Air yang dipakai
merendam daunnya selama satu malam akan memperoleh warna kebiru-biruan
yang dapat digunakan untuk mencuci mata yang meradang. Buahnya
berbentuk bulat seperti peluru dengan sebuah mancung kecil di depannya,
berwarna hijau terusi selama masih bergantung pada pohon, tetapi menjadi
kekuning-kuningan atau berwarna seperti kayu bila sudah luruh. Daging
buahnya yang tipis lambat laun menjadi keriput dan mudah mengelupas. Biji
yang tersisa berupa bulatan kecil yang bundar, juga dengan sebuah mancung,

terdiri dari sebuah kulit kering rapuh dan di dalamnya terdapat sebuah inti


http://www.plantamor.com/spcindex.php?spcnm=Clusiaceae

yang merupakan minyak berwarna kuning. Minyak ini dapat digunakan
sebagai obat untuk menyembuhkan penyakit kulit, menumbuhkan rambut dan
masih banyak lagi kegunaan lainnya (Heyne, 1987). Dengan berbagai potensi
keunggulannya, nyampung merupakan tanaman yang memberikan multifungsi
dan manfaat kepada manusia. Gambar 1 menunjukkan gambar dari tumbuhan

nyamplung.

Kandungan

Komponen fkimia yang telah  befha diisolasi dari tumbuhan
Calophyllum inoph cukup ;'..' antaranya senyawa golongan
kumarin, santon, flavonoid, enzoipiranon, triterpenoid dan steroid (Su, et.
al., 2008).

1) Senyawa Golongan Kumarin

Senyawa bahan alam yang banyak diisolasi dari tumbuhan
Calophyllum inophyllum adalah senyawa golongan kumarin. Biosintesis
senyawa kumarin berasal dari jalur sikimat. Ciri khas senyawa ini adalah
adanya gugus lakton yang terbentuk dari asam pada ujung gugus propsn
dengan hidroksi pada gugus fenil. Senyawa kumarin yang pernah diisolasi
memiliki ciri khas adanya tambahan gugus prenil. Gambar 2 menunjukkan
kerangka dasar senyawa kumarin (Koensoemardiyah, 1992).

4
[ 9 20

Gambar 2. Kerangka dasar senyawa kumarin



Struktur senyawa turunan kumarin dilihat dari gugus yang terikat pada
C, dapat dibedakan menjadi 4-metil kumarin, 4-fenil kumarin dan 4-(n-propil)
kumarin (Kristanti, dkk., 2008). Sejumlah senyawa golongan kumarin telah
berhasil diisolasi dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari
Malaysia, diantaranya inophyllum B (1), inophyllum P (2), inophyllum C (3),
inophyllum E (4), calophyllic acid (5) isocalophylic acid (6) dan
calophyllolide (7) (Patil, et. al, 1993) dengan struktur masing-masing
ditunjukkan oleh Gamisa

o)

() (6) ()
Gambar 3. Struktur senyawa golongan kumarin yang telah berhasil diisolasi
dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Malaysia

Senyawa inophyllum B (1) dan inophyllum P (2) menunjukkan
aktivitas penghambat virus HIV (Patil, 1993). Senyawa callophyllolide (7)
menunjukkan aktivitas sitotoksik (Yimdjo, et. al, 2004) dan anti radang
(Dweck and Meadows, 2002).

2) Senyawa Golongan Santon

Santon ialah pigmen fenol kuning yang reaksi warna serta gerakan

kromatografinya serupa dengan flavonoid (Padmawinata dan Sudiro, 1987).



Santon merupakan senyawa dengan Kkerangka dasar dua fenil yang
dihubungkan dengan jembatan karbonil dan oksigen (eter). Biosintesis
senyawa santon belum diketahui secara jelas, namun diduga masih
berhubungan dekat dengan biosintesis senyawa flavonoid dan stilbenoid. Hal
ini bisa dilihat dari tipe oksigenasi dua jenis cincin aromatik yang ada. Satu

cincin aromatik memperlihatkan ciri berasal dari jalur sikimat dan satu cincin

lagi memperlinatkan ciri berasal dari jalur asetat-malonat. Gambar 4

gensoemardiyah, 1992).

dasar senyawa sariton

yan@renila

nton yang diisolasi

dan ada juga yang

adanya gugus hidroksi

mengandung  gugus

dari Madagaskar, diantaran jarubin (8), 6-desoxyjacareubin (9) dan 2-
(3,3-dimethylallyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone (10) (Jackson, et. al., 1969)
dengan struktur masing-masing ditunjukkan oleh Gambar 5. Senyawa turunan
santon telah berhasil diisolasi pula dari bagian kayu batang Calophyllum
inophyllum yang diperoleh dari Australia, diantaranya 1,7dihydroxyxanthone
(11), 15,6 trihydroxyxanthone (12), 1,6-dihydroxy-5-methoxyxanthone (13)
dan  2-(3,3-dimethylallyl)-1,3,5-trinydroxyxanthone  (14)  (Jeboury and
Locksley, 1971) dengan struktur masing-masing ditunjukkan oleh Gambar 6.
Selain itu, senyawa santon juga telah berhasil diisolasi dari kayu batang
Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Malaysia, yaitu 2-(3-hydroxy-3-
methylbutyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone  (15) (Goh and Jantan, 1991)

dengan struktur yang ditunjukkan oleh Gambar 7.



(14)
Gambar 6. Struktur senyawa golongan santon yang telah berhasil diisolasi dari
kayu batang Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Australia

HO
HOOOH

OH

(15)
Gambar 7. Struktur senyawa golongan santon yang telah berhasil diisolasi dari

kayu batang Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Malaysia
Sejumlah senyawa golongan: santon - telah berhasil diisolasi dari kulit



akar Calophyllum inophyllum vyang diperoleh dari Jepang, diantaranya
caloxanthone A (16) dan caloxanthone B (17) (linuma, et. al, 1994),
caloxanthone D  (18), caloxanthone E (19), 1,3,8-trinydroxy-7-
methoxyxanthone (20), 1,3-dihydroxy-7,8-methoxyxanthone (21) dan 6-
hydroxy-1,5-dimethoxyxanthone (22) (linuma, et. al, 1995) dengan struktur

masing-masing ditunjukkan oleh Gambar 8. Senyawa turunan santon telah

berhasil diisolasi pula dari kulit akar Calophyllum inophyllum yang diperoleh

(18) (19)



10

OH O OH OMe O OH OMe O OMe
MeO MeO MeO
(O O s
(0] OH (0] OH (0]
(20) (21) (22)

Gambar 8. Struktur senyawa golongan santon yang telah berhasil diisolasi dari
kulit akar Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Jepang

O OH O OH OH O

(25)
berhasil diisolasi

santon_syang te
i ang diperoleh dari

H,yC
H,C
CHs
CHs
(26) (27)
O OH O OH
OMe OCHs
‘ 0 ‘ OH ‘ 0 ‘ OH
OH OH
(28) (29)

Gambar 10. Struktur senyawa golongan santon yang telah berhasil diisolasi
dari akar Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Malaysia

Senyawa caloxanthone A (16), caloxanthone B (17), inoxanthone (23)
dan macluraxanthone (24) menunjukkan aktivitas sitotoksik dan anti mikroba
(Noldin, et. al, 2006). Aktivitas anti radang ditunjukkan oleh senyawa
jacareubin (8) dan 6-desoxyjacareubin (9) (Dweck and Meadows, 2002).
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3) Senyawa Golongan Flavonoid

Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri atas 15 atom
karbon yang membentuk susunan Cg-C3-Cs. Susunan ini dapat menghasilkan
tiga jenis struktur, yaitu 1,3-diarilpropan atau flavonoid, 1,2-diarilpropan atau
isoflavonoid dan 1,1-diarilpropan atau neoflavonoid. Biosintesis flavonoid
melibatkan dua jalur biosintesis yaitu jalur sikimat dan jalur asetat-malonat

(Kristanti dkk, 2008). Gambar 11 menunjukkan kerangka dasar senyawa

(30)
Gambar 12. Struktur senyawa golongan flavonoid yang telah berhasil diisolasi
dari kulit akar Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari
Jepang

4) Senyawa Golongan Benzodipiranon

Senyawa benzodipiranon yang pernah diisolasi juga memiliki posisi
oksigenasi cincin aromatik yang berselang-seling. Gambar 13 menunjukkan

kerangka dasar senyawa benzodipiranon.
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Gambar 13. Kerangka dasar senyawa benzodipiranon
Senyawa golongan benzodipiranon yang berhasil diisolasi dari
tumbuhan  Calophyllum inophyllum vyaitu (2S,3R)-2,3-dihydro-5-hydroxy-

2,3,8,8-tetramethyl-6-

(31)
Gambar 14. Struktur senyawa golongan benzodipiranon yang telah berhasil
diisolasi dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari

India

(32) (33)
Gambar 15. Struktur senyawa golongan benzodipiranon yang telah berhasil

diisolasi dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari
Pakistan
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5) Senyawa Golongan Triterpenoid

Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari
enam satuan isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Cs
asiklik, vyaitu skualena (Padmawinata dan Sudiro 1987). Gambar 16

menunjukkan kerangka dasar senyawa triterpenoid (Robinson, 1995).

20

Calophy phyllol (35) dan
canophyllic Tacid ( dii ; @phyl m Inophyllum yang
diperoleh dari Pakista I, : 1999)@19% struktur - masing-masing

(34) (35) (36)

Gambar 17. Struktur senyawa golongan triterpenoid yang telah berhasil
diisolasi dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari
Pakistan

6) Senyawa Golongan Steroid

Steroid adalah kelompok senyawa bahan alam yang kebanyakan
strukturnya terdiri atas 17 atom karbon dengan membentuk struktur dasar 1, 2-
siklopentenoperhidrofenantren. Gambar 18 menunjukkan kerangka dasar

senyawa steroid (Koensoemardiyah, 1992).



14

Gambar 18. Kerangka dasar senyawa golongan steroid
Steroid  terdiri atas  beberapa  kelompok  senyawa  yang
pengelompokannya didasarkan pada efek fisiologis yang dapat ditimbulkan.

Ditinjau dari segi struktur, pe antaraberbagai kelompok ini ditentukan

gugus fungsi yang
terdapat pada j ISl gt i oksigen dan ikatan

Jantan, 1991) dengah, Str jukkanfoleh Gambar 19. Selain itu,
senyawa steroid juga | ‘ “diisolasi  dari daun Calophyllum
inophyllum yang diperoleh dari Pakistan, yaitu kolesterol (38) (Ali, et. al.,

1999) dengan struktur yang ditunjukkan oleh Gambar 20.

37)

Gambar 19. Struktur senyawa golongan steroid yang telah berhasil diisolasi
dari kayu batang Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari
Malaysia
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(38)
Gambar 20. Struktur senyawa golongan steroid yang telah berhasil diisolasi
dari daun Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Pakistan

traksi pada padatan

) petroleum eter atau

kepolarannya rendah.

pelarut polar dan juga sebaliknya, senyawa non polar akan larut dalam pelarut
non polar (Padmawinata dan Sudiro, 1987).

Maserasi merupakan contoh metode ekstraksi padat-cair yang
dilakukan dengan jalan membiarkan padatan terendam dalam suatu pelarut.
Salah satu keuntungan metode maserasi adalah cepat. Waktu rendam bahan
dalam pelarut bervariasi antara 15-30 menit tetapi terkadang bisa sampai 24
jam. Jumlah pelarut yang diperlukan juga cukup besar (Kristanti, dkk., 2008).
Pada proses maserasi, jika dilakukan dengan pelarut air, maka diperlukan
proses ekstraksi lebih lanjut, yaitu ekstraksi fasa air yang diperoleh dengan
pelarut organik (Padmawinata dan Sudiro, 1987). Jika maserasi dilakukan
dengan pelarut organik maka filtrat hasil ekstraksi dikumpulkan menjadi satu

kemudian dievaporasi atau didestilasi. - Selanjutnya dapat dilakukan proses
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pemisahan dengan kromatografi atau rekristalisasi langsung (Kristanti, dkk.,
2008).
. Kromatografi

Kromatografi merupakan salah satu metode pemisahan komponen
dalam suatu sampel dimana komponen tersebut didistribusikan di antara dua
fasa yaitu fasa gerak dan fasa diam. Fasa gerak adalah fasa yang membawa
cuplikan, sedangkan fasa diam adalah fasa yang menahan cuplikan secara

atau penyerap Yyang biasa

a_ dan  alumina (ALOg3)
2luen merupakan faktor
| campuran.  Pemilihan

it terhadap pelarut

membentuk lapisan tipis dengan ketebalan tertentu. Kebanyakan penyerap
yang digunakan adalah silika gel, dimana telah tersedia plat yang siap pakai
(Padmawinata, 1991). Salah satu jenis silika gel yang banyak digunakan untuk
KLT adalah silika gel 60 GFjs4. ldentifikasi senyawa pada hasil analisis KLT
dengan fasa diam 60 GF,ss dapat dilkakukan dengan melihat warna noda di
bawah sinar UV. Senyawa aromatik akan tampak berupa noda gelap (tidak
berfluoresence) dengan background yang berpendar saat disinari dengan
lampu UV Ays4 (Padmawinata dan Sudiro, 1987). Identifikasi senyawa juga
dapat dilakukan dengan menyemprotkan pereaksi warna Yyang bersifat
universal seperti Ce(SQOg),.

Kekuatan elusi dari deret-deret pelarut untuk senyawa-senyawa dalam

KLT dengan menggunakan silika gel akan turun dengan urutan sebagai
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berikut: air murni > metanol > etanol > propanol > aseton > etil asetat >
kloroform > metil klorida > benzena > toluen > trikloroetilena > tetraklorida >
sikloheksana > heksana. Fasa gerak yang bersifat lebih polar digunakan untuk
mengelusi  senyawa-senyawa Yyang adsorbsinya kuat, sedangkan fasa gerak
yang kurang polar digunakan untk mengelusi senyawa yang adsorbsinya
lemah (Sastrohamidjojo, 1995).

Analisis suatu senyawa _dalam KLT biasanya dilakukan dengan

dibandingkan  terhagdap™ Pengamatan yang lazim

ap, batas pelarut yang dikenal

kromatograﬁ kolom
abagai adsorben. Alat

" atau kolom pendek

dihentikan, pelarut yang .‘ 6n ,.__‘_ yang akan dipakai dituang ke
permukaan adsorben, kemudian divakum lagi. Kolom dihisap sampai kering
dan siap dipakai jika kolom tidak retak atau turunnya eluen sudah rata dengan
kolom. Sample dilarutkan dalam pelarut yang sesuai atau sample dibuat
serbuk bersama adsorben (impregnasi) dan dimasukkan ke bagian atas kolom
kemudian dihisap perlahan-lahan. Kolom selanjutnya dielusi dengan pelarut
yang sesuai, dimulai dengan yang paling non polar. Kolom dihisap sampai
kering pada setiap pengumpulan fraksi. Pada KVC, fraksi-fraksi yang
ditampung biasanya bervolume jauh lebih besar dibandingkan dengan fraksi-
fraksi yang diperoleh dari kromatografi kolom biasa.

Langkah pemisahan menggunakan KVC biasanya dilakukan pada
tahap awal pemisahan (pemisahan terhadap ekstrak kasar yang diperoleh

langsung dari proses ekstraksi). Pada KVC, bagian atasnya terbuka sehingga
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untuk mengotak-atik kolom atau penggantian pelarut mudah dilakukan
(Kristanti, dkk., 2008). Penelitian yang menggunakan KVC dalam tahap
fraksinasi diantaranya isolasi senyawa santon dari kulit akar Calophyllum
inophyllum (linuma, et. al, 1995) dan isolasi senyawa benzodipiranon dari

daun Calophyllum inophyllum (Ali, et. al., 1999).

3) Kromatografi Flash

Fraksi yang diperoleh
KVC dipisahkan lebfif

dari_hasil fraksinasi menggunakan metode

b kolom. Kromatografi flash

Iajut dengan kromatograf

imdengan bantuan tekanan.

tografi ﬂasgdipan u

0,15-0,25Sistem

Gel sephadex (G) merupakan salah satu adsorben yang digunakan

sebagai fasa diam dalam kromatografi kolom. Salah satu kelemahan dari
metode ini adalah membutunkan waktu yang lama. Pada kromatografi ini
senyawa dipisahkan berdasarkan berat molekulnya. Jika yang digunakan
sebagai eluen adalah air maka senyawa dengan berat molekul lebih besar akan
terelusi terlebin dahulu. Jika yang digunakan sebagai eluen adalah pelarut
organik maka gel shepadex berperilaku seperti selulosa tetapi kapasitas
pemisahannya lebin besar karena ukuran partikelnya lebih teratur. Gel
sephadex LH-20 dirancang untuk digunakan memakai eluen organik.
Biasanya yang digunakan adalah metanol. Sebelum digunakan sebaiknya gel
sephadex digembungkan terlebin dahulu dalam eluen selama 12 jam (Kristanti

dkk, 2008). Penelitian yang . menggunakan kromatografi kolom gravitasi
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dengan menggunakan gel sephadex LH-20 diantaranya isolasi senyawa santon
dari kulit akar Calophyllum inophyllum (linuma, et. al., 1995).

3. Metode Identifikasi Senyawa Bahan Alam
Spektroskopi Ultraviolet- Visibel (UV-Vis)
Daerah UV-Vis berada pada panjang gelombang 180-350 nm. Prinsip

dasar dari spektroskopi UV-Vis adalah penyerapan sinar tampak atau

ultraviolet oleh suatu molek Vangmdapat. enyebabkan terjadinya eksitasi

erekz%tuk

enghasilkan  spektrum.

identifikasi adanya

Gugus Kromofor -:‘P .tmivm&

Cc=C NS SN
C=0 160 85 dan 280
CcC=C-C=C 217

Cc=C-C=0 220 dan 315
Benzena 184, 204 dan 255

Senyawa aromatik mengabsorpsi pada daerah cahaya ultraviolet. Jika
pada cincin benzena terdapat pasangan elektron sunyi seperti pada fenol, maka
panjang gelombang maksimumnya mengalami pergeseran bathokromik.
Senyawa terpenoid dan steroid jarang dianalisis menggunakan Spektroskopi
UV-Vis karena strukturnya yang tidak menyerap sinar UV-Vis (Kismane dan
Ibrahim, 1985).

Beberapa senyawa santon dari kulit akar Calophyllum inophyllum yang
telah Dberhasil diisolasi memberikan pola spektra UV-Vis yang hampir sama.
Sebagai contoh, hasil analisa UV-Vis caloxanthone B (17) dengan pelarut

metanol menunjukkan adanya 4 puncak utama yaitu pada 247, 256, 282 dan
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321 nm. Penambahan pereaksi penggeser NaOH memberikan pergeseran Amaks
pada 224, 265, 282 dan 360 nm (linuma, et. al., 1994).

. Spektroskopi Infra Red (IR)

Metode Spektroskopi inframerah merupakan suatu metode yang yang
mengamati interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik (Hartomo dan
Purba, 1984). Instrumen biasa memindai (scan) pada kisaran sekitar 600-5000
cm! (Achmadi, 2003). Tipe ikata

yang berlainan akan menyerap radiasi IR

yang Iemah dan ®pada 1" pola Ajukkan Sabsorpsi  yang kuat

Jenis ikatan Kisaran frekuensi
Ikatan tunggal 2850-3000
dengan 3020-3080
hidrogen aromatik 3000-3100

O-H alkohol dan fenol 3500-3700 (bebas)
3200-3500

(berikatan hidrogen)
O—H asam karboksilat 2500-3000
Ikatan rangkap | C=C alkena 1600-1700
aromatik 1450-1600
C=0 aldehida, keton, ester 1650-1780

dan asam karboksilat

Spektrum IR suatu senyawa dapat dengan mudah diperoleh dengan
meletakkan  sedikit sampel dalam instrumen dengan sumber radiasi
inframerah. Spektrometer secara otomatis membaca sejumlah radiasi yang
menembus sampel dengan kisaran frekuensi tertentu dan merekam pada kertas

berapa persen radiasi yang ditransmisikan. Radiasi yang diserap oleh molekul


mhtml:file://H:/news/Spektroskopi%20inframerah%20-%20Wikipedia%20bahasa%20Indonesia,%20ensiklopedia%20bebas.mht!/wiki/Molekul
mhtml:file://H:/news/Spektroskopi%20inframerah%20-%20Wikipedia%20bahasa%20Indonesia,%20ensiklopedia%20bebas.mht!/wiki/Radiasi_elektromagnetik
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muncul sebagai pita pada spektrum. Daerah 600-1500 cm' disebut daerah
frekuensi rendah atau daerah sidik jari dan dapat digunakan untuk menyatakan
apakah dua zat identik atau berbeda. Pita-pita di daerah ini dihasilkan dari
gabungan gerakan bengkok dan regangan dari atom-atom yang ada dan khas
untuk setiap senyawa (Achmadi, 2003).

Identifikasi kerangka pada caloxanthone B (17), dapat dilihat serapan

gugus fungsi utama seperti gugus, hidroksi (3400 cm') dan aromatik (1610

(2) luas puncak

asi  _.{ tentar?ﬂlah “H tetangga terdekat
H AR biasanya diperoleh

\Jalah CCly elarut dengan hidrogen yang
digantikan  oleh deuteriu, perti " CDCls (deuteriokloroform)  dan
CD3;COCDs; (heksadeutioaseton). Sejumlah kecil senyawa rujukan juga
ditambahkan. Larutan dimasukkan ke dalam tube kaca, diletakkan di tengah
kumparan frekuensi radio (rf), yaitu di antara ujung-ujung kutub magnet yang
sangat kuat. Plot dari energi yang diserap oleh sampel terhadap frekuensi
terpasang pada kumparan rf memberikan spektrum NMR.

Posisi puncak spektrum diukur dalam unit & (delta) dari puncak
senyawa rujukan, yaitu tetrametilsilana (TMS), (CHs)4Si. Pergeseran kimia
(chemical shift) dari jenis sinyal 1H tertentu adalah nilai 3-nya terhadap TMS.
Disebut pergeseran kimia karena nilainya bergantung pada lingkungan kimia
dari hidrogen dan tidak bergantung pada instrumen yang digunakan untuk

mengukur.
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Terdapat beberapa cara untuk menetapkan puncak. Salah satu cara
adalah dengan mengintegrasikan luas di bawah setiap puncak. Luas puncak
(peak area) berbanding lurus dengan jumlah inti *H yang menyebabkan
puncak tersebut. Cara yang lebih umum untuk menetapkan puncak adalah
dengan membandingkan pergeseran kimia dengan proton yang serupa dengan
senyawa rujukan yang diketahui. Pergeseran kimia dari inti *H pada berbagai

lingkungan kimia telah ditetapkan dengan mengukur spektrum 'H NMR

Salah satu ;%.‘J-;p, yang'} X hgaruhi pergeseran kimia adalah
elektronegativitas  dari r ada”” i
penarik elektron biasanya menyebabkan pergeseran kimia bawah medan.
Faktor kedua yang mempengaruhi pergeseran Kkimia adalah keberadaan
elektron pi. Banyak senyawa menghasilkkan spektrum yang menunjukkan
puncak yang lebih rumit, bukan hanya satu puncak (singlet) untuk setiap jenis
hidrogen melainkan dua puncak (duplet), tiga puncak (triplet), empat puncak
(kuartet), bahkan multiplet. Hal yang demikian disebut dengan pembelahan
spin-spin (spin-spin splitting).

Setiap inti *H dalam molekul berperilaku sebagai magnet kecil. Bila
kita mengoperasikan spektrum *H NMR, setiap hidrogen tidak hanya
merasakan medan magnetik terpasang yang sangat besar, tetapi juga medan
kecil yang timbul karena hidrogen tetangga. Bila kita mengeksitasikan inti *H

pada satu karbon, inti *H pada karbon tetangga dapat berada dalam keadaan
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spin berenergi rendah atau keadaan spin berenergi tinggi dengan probabilitas
yang nyaris sama (karena selisih energi diantara kedua keadaan ini sangat
kecil). Jadi medan magnetik dari inti yang puncaknya kita amati sedikit
terganggu oleh medan kecil dari inti *H tetangga. Kita dapat meramalkan pola
pembelahan dengan aturan n + 1, jika inti 'H atau satu set inti 'H yang
ekuivalen memiliki n 'H tetangga dengan pergeseran kimia yang sangat

Iah menjadi n + 1 puncak.

berbeda, smyal NMRnya akan ter

ﬁo inyal disebut tetapan kopling
/@ embelallan spin-spin  menurun

J(H2)
Orto : 6-10
Meta: 1-3
Para: 0-1
0-3
g g
H R, 12-18 H H 6-12
\ / \ /
cC=C C=C
/ \ / A\
Rl H Rl RZ

Spektroskopi 'H NMR sangat berperan penting dalam penentuan
struktur senyawa yang berhasil diisolasi dari suatu bahan alam, sebagai contoh
penentuan struktur senyawa caloxanthone B (17), adanya substituen gugus
isoprenil bebas pada kerangka dasar dapat dilihat dari adanya dua sinyal metil

vinilic singlet (6 1,73), sinyal metilen duplet (6 3,94) dan sinyal proton triplet
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(6 5,39). Sinyal-sinyal tersebut juga mengindikasikan keberadaan rantai vy,y-
dimetilalil. Adanya cincin o,o,p-trimetildinidrofuran ditunjukkan adanya dua
sinyal metil singlet (6 1,34 dan 6 1,73), sinyal metil duplet (6 1,41, J = 7 Hz)
dan sinyal proton quartet (6 4,57, J =7 Hz) (Iinuma, et. al., 1994).

B. Kerangka Pemikiran

Isolasi senyawa kimia tumbuhan Calopyllum inophyllum telah banyak

@nk 3

2004; Ee, al., 20

dan kulit akdr. tuk mengisolasi Jsenyawa golongan

i ophy@ men gat belum banyak
an d@bagia tersebut, kemudian

santon dari Kblit ba
senyawa golongan sa@
senyawa yang di eroleh diide

Metode isOMSIw yang “diguaakan®Pada pereliian ini adalah metode
_ | | air, kromatografi flash dan
kromatografi kolom sephadex. IS awal dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut metanol sehingga komponen kimia yang terdapat pada kulit
batang Calophyllum inophyllum dapat terambil. Pemisahan komponen kimia
dalam filtrat metanol menggunakan metode KVC, kromatografi flash dan
kromatografi kolom sephadex, dipandu dengan KLT. Identifikasi senyawa kimia
yang dihasilkan menggunakan metode KLT, spektroskopi UV-Vis, IR dan H
NMR.

C. Hipotesis
Senyawa santon yang berhasil diisolasi dari kulit batang Calophyllum
inophyllum dapat diidentifikasi.
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METODOLOGI PENELTIAN

A. Metode Penelitian
Penelitian ini  menggunakan metode eksperimen laboratorium. Isolasi
senyawa Kkimia dari kulit batang tumbuhan Calophyllum inophyllum yang tumbuh

di daerah Klaten dilakukan dengan tode maserasi dan kromatografi. Maserasi

dilakukan dengan pelagut*™metar

batang tumbuhan Calophyllum Pemisahan - dilakukan dengan
3 .
ro M‘ yaitu romagraﬁ Vakum Calr)

beberapa  tekniké
kromatografi fl '
dengan KLT .
dengan metode,
dan 'H NMR (H

Pusat UNS. Determinasi tumbufidn dilaKuka di bagian Biologi, Fakultas Farmasi
UGM Yogyakarta. Analisis spektroskopi UV-Vis dilakukan di Laboratorium
Kimia Dasar FMIPA UNS. Analisis IR dilakukan di Laboratorium Kimia Organik
FMIPA UGM Yogyakarta dan untuk analisis *H NMR dilakukan di LIPI Serpong.
Penelitian ini dilakukan selama 11 bulan dari Mei 2009-April 2010.

C. Alat dan Bahan
1. Alat yang Digunakan

Isolasi senyawa kimia dari kulit batang tumbuhan Calophyllum inophyllum
yang tumbuh di daerah Klaten dilakukan dengan metode maserasi dan
kromatografi. Penyaringan ekstrak setelah maserasi menggunakan penyaring
buchner, sedangkan untuk menguapkan pelarut digunakan rotary evaporator
EKA-WERKE HB4 basic, kemudian dikeringkan dengan desikator. Pemisahan

senyawa menggunakan KVC dengan diameter kolom 9 cm, kromatografi flash

25
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dengan diameter kolom 1 cm serta kromatografi kolom gravitasi dengan diameter
3 cm dan 2 cm. Lampu UV Azs4 digunakan sebagai penampak noda pada hasil
analisis dengan KLT. Identifikasi senyawa yang diperoleh ditentukan dengan
metode KLT, spektroskopi UV-Vis, IR dan *H NMR. Spektrum UV ditentukan
dengan spektrometer UV-VIS Shimadzu UV mini 1240. Spektrum IR ditentukan
dengan spektrometer Shimadzu Prestige 21. Spektrum 'H NMR diukur dengan
spektrometer Brucker 500 MHz.

5 Bahan yang D

. digunakan enelitian®_ini

Mero eh

adalah kulit batang
aten pada bulan April

Merck Si-gel 60 GFzs4 (0,25 mm)Untuk pereaksi penampak noda digunakan
larutan 2% Ce(SQOg4), dalam 1M H;SO4, sedangkan sebagai pereaksi geser pada
analisis spektroskopi UV digunakan NaOH 10% dalam aquades. Senyawa yang
digunakan sebagai pembanding pada KLT adalah caloxanthone B hasil isolasi dari
kulit akar Calophyllum inophyllum yang tumbuh di daerah Klaten (Kharismasari,
2010).

D. Prosedur Penelitian

1. Determinasi Sampel

Determinasi sampel yang digunakan dalam penelitian ini dilakukan di
bagian Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi UGM Yogyakarta. Determinasi
dilakukan berdasarkan pengamatan ciri fisiologis tumbuhan.
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2. Persiapan Sampel

Kulit batang Calophyllum inophyllum dipotong kecil-kecil, kurang lebih
2x2 cm, kemudian diangin-anginkan, setelah itu dioven pada temperatur + 40 °C.
Selanjutnya kulit batang Calophyllum inophyllum kering dibuat serbuk.

3. Isolasi Senyawa dari Kulit Batang Calophyllum inophyllum

Sebanyak 3 kg serbuk kering kulit batang Calophyllum inophyllum

dimaserasi dalam 11 L metanol selama 24 jam pada suhu kamar. Selanjutnya

pekat, kemudian d

Sebanya
diameter kolo _
G a aletil asetat dengan
perbandingan 9:@@; 4 - ‘ dan 0:10. Sampel
kemudian diimprégnasi @gﬁn 40 o si y . Kieselgel 60 (0,2-

yang diperoleh kemudian dianalis an KLT menggunakan fasa diam silika
gel Merck Si-gel 60 GFs4 (0,25 mm) dengan larutan pengembang kloroformetil
asetat (9,5:0,5), lalu disemprot pereaksi penampak noda Ce(SOj),, kemudian
dipanaskan. Fraksi yang mempunyai pola pemisahan noda sama digabung.
Berdasarkan hasil analisis KLT, dipilih fraksi yang menunjukkan adanya senyawa
aromatik dan memiliki berat paling besar untuk dikerjakan lebin lanjut.

Diambil 1 g fraksi yang telah dipilih untuk dipisahkan dengan
kromatografi kolom gravitasi berdiameter 3 cm menggunakan fasa diam sephadex
LH-20 dan fasa gerak metanol sebanyak 300 ml. Pengelompokan fraksi hasil
pemisahan dilakukan dengan panduan KLT menggunakan larutan pengembang n-
heksanakloroform (8:2) serta pereaksi penampak noda Ce(SOj), dengan disertai
pemanasan. Berdasarkan hasil analisis KLT, fraksi yang mempunyai pola

pemisahan noda terlihat baik dengan ARf> 0,1 dikerjakan lebih lanjut.
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Fraksi yang dipilih, kemudian dipisahkan dengan kromatografi flash
menggunakan kolom berdiameter 1 cm dan fasa diam silika gel Merck Kieselgel
60 (0,04-0,063 mm). Fasa gerak yang digunakan adalah n-heksankloroform
dengan perbandingan 82 (200 ml) dan 6:4 (100 ml). Dilakukan pengelompokan
fraksi berdasarkan pola pemisahan noda yang sama dengan panduan KLT
menggunakan larutan pengembang n-heksanakloroform (6:4), lalu disemprot

pereaksi penampak noda Ce(SO,), dan kemudian dipanaskan. Berdasarkan hasil

pengelompokan  fraksi
ah, KLT menggunakan
ksi penampak noda
Bralisis KLT, dipili
miliki rendemen yang
UV-Vis, IR dan 'H

Senyawa Yyang diperoleh diidentifikasi dengan metode KLT, spektroskopi
UV-Vis, IR dan *H NMR. Analisis dengan menggunakan KLT menunjukkan noda
gelap (tidak berfluoresence) dengan background yang berpendar pada lampu UV
A2s4, Serta noda yang berwarna setelah disemprot dengan pereaksi penampak noda
Ce(SOy4); dan dipanaskan. Berdasarkan data spektrum UV dapat diperkirakan
gugus kromofor yang ada pada senyawa, dari data spektrum IR dapat diketahui
jenis gugus fungsi yang menyusun senyawa, sedangkan dari data spektrum H
NMR dapat diketahui jenis dan jumlah proton. Hasil analisis data yang diperoleh
kemudian dibandingkan dengan literatur yang ada sehingga senyawa Yyang

diperoleh dapat diketahui.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Isolasi Senyawa dari Kulit Batang Calophyllum inophyllum
Hasil determinasi menyatakan bahwa sampel yang digunakan pada
penelitian adalah benar Calophyllum inophyllum L. atau nyamplung. Sampel kulit

batang Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari daerah Klaten menghasilkan

3 kg serbuk Kkering. ing dimaserasi dalam 11 L
metanol selama 24 jam gambil senyawa Kimia yang
ada dalam kulit dilakukan penyaringan,
kemudian filtrat eringkan sehingga diperoleh
485,3 g filtr ifraksinasi menggunakan

KVC (Krome air). asi di gbanyak 2x dengan
jumlah sampel @ ghasilkay i G) setelah digabung

Q.

@)
(b)
Gambar 21. (a). Hasil analisis KLT fraksi A-G dilihat dibawah lampu UV A2s4

(b). Hasil analisis KLT fraksi A-G dengan larutan pengembang
kloroformetil asetat (9,5:0,5) dan penampak noda Ce(SO4),

Berdasarkan hasil analisis/KLT, ~fraksi C tampak jelas menunjukkan
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adanya senyawa aromatik saat dilihat dibawah lampu UV A2s4 yang ditunjukkan
dengan adanya noda gelap (tidak berfluoresence) dengan background yang
berpendar. Selain itu, fraksi C memikili berat paling besar, sehingga dipilih untuk
dikerjakan lebih lanjut dengan kromatografi kolom sephadex LH-20.

Hasil pemisahan dari 1 g fraksi C dianalisis dengan KLT dan diperoleh 8
fraksi utama (C1-Cg) setelah digabung berdasarkan pola pemisahan noda yang
sama. Berat masing-masing fraksi adalah sebagai berikut: fraksi C; (0,057 g),

fraksi C, (0,820 g), ﬁaM8$W?{Q 023 ), fraksi Cs (0,001 ),

fraksi Cg (0,005 @), é i Cs (0, 003 g)q gan frak5| Cg (0,002 g). Hasil analisis KLT
,L',! w.fr“). 'y .
dari fraksi C1-Cg dnunjukk%&&‘ﬁ‘ Eambar 52 s .

Gambar 22. Hasil analisis KLT frak5| Cl Cg dengan larutan pengembang n-
heksana:kloroform (8:2) dan penampak noda Ce(SO4),

Fraksi yang dikerjakan pada tahap selanjutnya adalah fraksi C,4, sebab
pemisahan noda terlinat baik dengan spot berwarna kuning pada rf 0,16 sebagai
target, karena saat dilihat dibawah lampu UV Azs4 berupa noda gelap (tidak
berfluoresence) dengan background yang berpendar yang menunjukkan adanya
senyawa aromatik, sehingga bisa dipisahkan menggunakan kromatografi flash.

Sebanyak 0,023 g fraksi C, yang dipisahkan dengan kromatografi flash
menghasilkan  sejumlah  fraksi yang kemudian dianalisis dengan KLT dan
diperoleh 3 fraksi utama (Csa-Cac) setelah digabung berdasarkan pola pemisahan
noda yang sama. Berat masing-masing fraksi adalah sebagai berikut: fraksi Cya
(0,002 g), fraksi C4g (0,016 @), fraksi C4c (0,003 g). Hasil analisis KLT dari fraksi
Cya-Cyc ditunjukkan oleh Gambar 23.
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— 1 »  spot

Gambar 23. Hasil analisis KLT i engan larutan pengembang n-

8(304)2

arena pada proses

lebih lanjut dengan
sejumlah  fraksi yang

digabung berdasarkan pola pen a yang sama. Berat masing-masing
fraksi adalah sebagai berikut: fraksi C4g1 (0,007 g), Csp2 (0,008 g) dan fraksi Cygs
(0,001 g). Hasil analisis KLT dari fraksi C4p1-Caps ditunjukkan oleh Gambar 24.

»  spot

Gambar 24. Hasil analisis KLT fraksi Cg1-Cags dengan larutan pengembang n-
heksana:kloroform (6:4) dan penampak noda Ce(SO4),
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Fraksi Cspp berupa padatan berwarna orange dengan spot target terlihat
dominan, sehingga akan memiliki rendemen yang cukup untuk selanjutnya
diidentifikasi menggunakan KLT, spektrometer UV-Vis, IR dan *H NMR.

B. lIdentifikasi Spektroskopi UV-Vis
Spektrum UV (Ultraviolet) senyawa hasil isolasi memperlihatkan serapan

yang khas untuk beberapa gugus kromofor. Hasil identifikasi spektroskopi UV-

Vis senyawa hasil isolasi WVM&@@@%

E | | 20m]
211,5 e

(0,160 (0,5 |

Jliv) ! "y /div)

6,004 | | 1 0,004 .
o00.0m {5H/div) 408 O 20, om {50/ 400.0m

MW e, 97 ()

Gambar 25. (a). Spektrum QN seryawa has;l |s0E§mdengan pelarut metanol

(b). Spektrum uv' s*ényam hasul isolasi dengan pelarut metanol dan
penambahan pereaksi geser NaOH

Serapan maksimum pada panjang gelombang (Amaksy 247 nm menunjukkan
adanya gugus kromofor yang khas untuk suatu sistem ikatan rangkap terkonjugasi
dari cincin aromatk atau benzena. Serapan pada Amas 321,5 nm menunjukkan
adanya ikatan terkonjugasi dari heteroatom dengan sistem aromatik, sehingga
dapat disarankan bahwa senyawa hasil isolasi mempunyai cincin aromatik yang
tersubstitusi  oleh gugus karbonil atau menunjukkan suatu sistem benzoil.
Penambahan pereaksi geser NaOH menyebabkan pergeseran batokromik pada pita
dengan daerah Amas 321,5 nm ke 359,5 nm. Hal ini menunjukkan adanya gugus
fenol yang mengalami kesetimbangan keto-enol dengan gugus karbonil.

Berdasarkan analisis spektrum UV, dapat disimpulkan bahwa senyawa
hasil isolasi mempunyai sistem aromatik yang tersubtitusi gugus karbonil dan

gugus hidroksi.
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C. ldentifikasi Spektroskopi IR
Spektrum IR (Infra Red) senyawa hasil isolasi memperlihatkan serapan
yang khas untuk beberapa gugus fungsi. Hasil identifikasi spektroskopi IR
senyawa hasil isolasi ditunjukkan oleh Gambar 26.

DL O N L A L L I L L I P L N L L
4000 3500 3000 2500 2000 1750

1fcm

i

Gambar 26. S;Sge.ktrl‘]ﬁ;)'le;sényawa hasil isolasi

Serapan yang muncul diantaranya pada bilangan gelombang (Vmaks)
3371,57 cm™ menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H. Adanya serapan pada daerah
1260-1000 cm* menunjukkan vibrasi ulur C-O dari suatu alkohol dan atau fenol
yang memperkuat keberadaan gugus O-H. Munculnya vibrasi ulur C-H (alifatik)
pada Vmaks 2924,09 cm® memberikan petunjuk adanya gugus prenil dan atau
metoksi. Adanya keton diketahui dengan munculnya serapan C=0O pada Vmaks
1705,07 cmt. Munculnya serapan pada vmaks 1651,07 cmt menunjukkan vibrasi
ulur C=C alkena yang diperkuat dengan vibrasi tekuk =C-H pada daerah 1000-
600 cm?'. Sistem aromatikk diketahui dengan munculnya serapan pada Vmaks
1573,91 cm?® yang menunjukkan vibrasi ulur C=C aromatik yang diperkuat
dengan adanya vibrasi tekuk C-H aromatik pada vmaks 900-675 cm™. Serapan yang

tajam pada daerah vibrasi tekuk ‘C-H aromatik menunjukkan adanya substituen
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pada gugus aromatik. Serapan C-H aromatik tidak muncul karena adanya serapan
O-H yang melebar.

Berdasarkan analisis spektrum IR, dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil
isolasi mempunyai gugus hidroksi, C-H alifatik yang menyusun gugus prenil dan

atau metoksi, gugus karbonil keton, gugus alkena serta aromatik.

D. Identifikasi Spektroskopi *H NMR
Spektrum  'H NWB,_N(Hid’r*B% a,b@e‘lear Magnetic  Resonance)
menunjukkan adanya 24 proton HaS|I |dent|ﬁka3| spektroskopl 'H NMR senyawa

Acchone

thmdance

Wy

=4 : Lo : : : - A
“ TN A N e | R 1
i 134 EE Eg  232% ER FEEEELELE g

X : parts per Mil0on : 1H

Gambar 27. Spektrum *H NMR senyawa hasil isolasi
Sinyal singlet pada geseran kimia proton (64) 6,82 ppm dan 6,13 ppm
menunjukkan adanya dua proton aromatik. Perbesaran spektrum *H NMR untuk

serapan kedua proton aromatik ditunjukkan oleh Gambar 28.



35
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Gambar 29. Geseran kimia dan posisi proton metin vinilic pada
gugus isoprenil bebas

Adanya gugus isoprenil bebas diperkuat dengan adanya dua sinyal proton
metil (CH3) vinilic singlet pada oy 1,71 ppm dan 1,72 ppm, serta satu sinyal
proton metilen (CH,) duplet pada 8H 3,97 ppm. Perbesaran spektrum *H NMR
dan posisi proton-proton tersebut pada gugus isoprenil bebas ditunjukkan oleh
Gambar 30. Posisi proton penyusun gugus isoprenil bebas secara keseluruhan

dapat dilihat pada Gambar 31.
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1,71 (s, 3H)l_l

G
1,72 s, 3 HaC %
H metil (s, %
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3,97 (d, 2H)

H metilen (d, 2H)

1,71 (s, 3H)

HeCo H5,38 (t, 1H)
HiC  H,C—%

1,72 (s, 3H) s 2

12 (5. 3H) 3,97 (d, 2H)

Gambar 3i. Posisi proton pada gugus isoprenil bebas

Munculnya satu sinyal proton metin quartet pada 64 4,56 ppm; satu sinyal
proton metil duplet pada 64 1,41 ppm serta dua sinyal proton metil singlet pada on
1,33 ppm dan 1,63 ppm menunjukkan adanya gugus isoprenil yang mengalami
siklisasi oksidatif membentuk furan. Hal ini dibuktikan dengan adanya kopling
antara proton duplet dan proton quartet dengan konstanta kopling (J) 6,7 Hz
Perbesaran spektrum *H NMR dan posisi proton metin pada gugus isoprenil siklis
ditunjukkan oleh Gambar 32, sedangkan untuk proton-proton metil penyusun
gugus isoprenil siklis ditunjukkan oleh Gambar 33. Posisi proton penyusun gugus
isoprenil siklis secara keselurunan dapat dilinat pada Gambar 34.
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Gambar 33. Geseran Kimia dan posisi proton-proton metil pada
gugus isoprenil siklis
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Ganbar 34. Posisi proton pada gugus isoprenil siklis
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Adanya gugus metoksi ditunjukkan oleh sinyal proton metil singlet pada
8n 3,96 ppm. Perbesaran spektrum *H NMR dan posisi proton metil pada gugus
metoksi ditunjukkan oleh Gambar 35.

H metoksi (s, 3H)

_O_CH3
3,96 (s, 3H)

Gambar 35. {prgton metil pada gugus

Berdasarkan analisis spktru 1H NMR, dapat disimpulkan bahwa
senyawa hasil isolasi mempunyai 2 proton aromatik, satu gugus isoprenil bebas,
satu gugus isoprenil siklis serta satu gugus metoksi.

Hasil penelusuran pustaka menunjukkan, senyawa aromatik yang telah
dilaporkan dari tumbuhan Calophyllum inophyllum adalah senyawa golongan
kumarin, santon, flavonoid dan benzodipiranon. Adanya dua proton aromatik
memberikan petunjuk bahwa senyawa yang diisolasi bukanlah senyawa golongan
kumarin, sebab senyawa kumarin yang pernah diisolasi memiliki ciri khas adanya
tambahan gugus fenil pada C, seperti ditunjukkan oleh Gambar 36, sehingga tidak

mungkin hanya ada dua proton aromatik.



39

8
o 0O

Gambar 36. Senyawa 4-fenil kumarin
Senyawa yang diisolasi juga bukan golongan benzodipiranon, sebab posisi

oksigenasi pada cincin aromatik senyawa benzodipiranon yang pernah diisolasi

sehingga tidak mungkin ada

sehingga sangat mungkin ada dua proton “aromatik. Selain itu, sebagian besar
senyawa santon yang pernah diisolasi tersubstitusi oleh gugus prenil. Hasil
penelusuran pustaka terhadap senyawa santon yang pernah diisolasi menunjukkan
senyawa santon dengan dua proton aromatik, satu gugus isoprenil bebas, satu
gugus isoprenil siklis serta satu gugus metoksi pernah diisolasi dari kulit akar
Calophyllum inophyllum yang diperoleh dari Jepang, vyaitu caloxanthone B
(linuma, et. al, 1994) dengan struktur ditunjukkan oleh Gambar 38. Sehingga
struktur yang disarankan untuk senyawa hasil isolasi adalah caloxanthone B yang

mempunyai rumus molekul C24H2606.
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Gambar 38. Struktur senyawa caloxanthone B
Struktur yang disarankan didukung pula oleh hasil analisis spektrum UV

awa Standar

E. Perbat dingi&e

Perbang data

inophyllum yang
Tabel 5.

Senyawa hasil | Senyawa st Senyawa standar *
isolasi isolasi

- 13,72 (1H, OH) 3,96 (s, 3H) 3,97 (s, 3H)

- 9,38 (1H, OH) 1,72 (s, 3H) 1,73 (s, 3H)
6,82 (s, 1H) 6,82 (s, 1H) 1,71 (s, 3H) 1,73 (s, 3H)
6,13 (s, 1H) 6,13 (s, 1H) 1,63 (s, 3H) 1,63 (s, 3H)
5,38 (t, 1H) 5,39 (t, 1H) 1,41 (d, 3H) 1,41 (d, 3H)
4,56 (g, 1H) 4,57 (g, 1H) 1,33 (s, 3H) 1,34 (s, 3H)
3,97 (d, 2H) 3,94 (d, 2H) * (linuma, et. al., 1994)

Senyawa standar menunjukkan adanya sinyal pada on 13,72 ppm yang
merupakan siyal proton dari gugus hidroksi terkhelat, sedangkan sinyal pada on
9,38 ppm menunjukkan adanya sinyal proton gugus hidroksi bebas. Sinyal proton
hidroksi terkhelat yang muncul pada spektrum 'H NMR senyawa hasil isolasi
sangat lemah. Hal ini ditunjukkan dengan munculnya puncak yang sangat kecil,
sehingga nilai pergeseran protonnya tidak terukur secara pasti, sedangkan sinyal
proton gugus hidroksi bebas tidak muncul. Gugus hidroksi sangat sensitif terhadap
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pelarut, temperatur, konsentrasi serta adanya ikatan hidrogen yang mengakibatkan
gugus ini tidak stabil saat dilakukan pengukuran menggunakan ‘H NMR. Tidak
munculnya sinyal proton gugus hidroksi bebas pada spektrum *H NMR senyawa
hasil isolasi diduga karena proton dari gugus hidroksi membentuk ikatan hidrogen
dengan pelarut mengingat pelarut yang digunakan cukup polar yaitu aseton,
sehingga oy proton hidroksi bergeser ke bawah medan yang lebih jauh. Meskipun
kedua senyawa sama-sama menggunakan pelarut aseton dalam pengukuran 'H

senyawa hasil isolasi dengan senywa S andardapat dilihat pada Gambar 39.

]

(@) (b) (©
Gambar 39. (a). Hasil analisis KLT isolat dan senyawa standar dengan larutan
pengembang n-heksana:aseton (8:2)

(b). Hasil analisis KLT isolat dan senyawa standar dengan larutan
pengembang n-heksanaetil asetat (8:2)

(c). Hasil analisis KLT. isolat dan senyawa standar dengan larutan
pengembang kloroform:n-heksana:etil asetat (7:2,5:0,5)
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Berdasarkan hasil analisis KLT, diketahui senyawa hasil isolasi dan
senyawa standar memiliki nilai Rf yang sama. Dengan larutan pengembang n-
heksana:aseton (8:2), keduanya memberikan harga Rf 0,27, sedangkan dengan
larutan pengembang n-heksanaetil asetat (8:2), harga Rf keduanya adalah 0,64
dan dengan larutan pengembang kloroformin-heksanaetil asetat (7:2,5:0,5),
keduanya memberikan harga Rf 0,74. Hasil KLT juga dapat digunakan sebagai uji
kemurnian yang menunjukkan senyawa hasil isolasi telah murni secara KLT yang

disemprot pereaksi penampak

akan tiga variasi larutan
pak noda Ce(SO4),



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

E. Kesimpulan
Senyawa santon yang berhasil diisolasi dari kulit batang Calophyllum
inophyllum adalah caloxanthone B, berupa padatan berwarna orange dengan berat
8 mg (rendemen 0,0182% (b/b)).

mengetahui ste

2. Perlu dilak yioaktivitas  senyawa

43
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Lampiran 1. Bagan Alir Cara Kerja

Bagan Alir Cara Kerja

Sampel kulit batang Calophyllum
inophyllum dari daerah Klaten

dioven pada temperatur + 40 °C
diserbuk

A 4

3 kg serbuk kulit batang kering

dimaserasi dengan 11 L metanol selama 24 jam
disaring dengan corong buchner

Filtrat metanol |/ P .y

dievaporasi dengan rotary evaporator

Y g
Filtrat pekatL "%5 \

KVC 2x @ 20 g dengan eluen n- heksana:etil asetat
Smemmoeey {10:0; 9:1 (2x); 8:2 (4x); 7:3 (4x); 6:4 (2x); 0:10}@ 150 ml

_________ : ] ik

Fraksi hasil KVVC | Fraksi hasil KVVC Il

A 4

Fraksi gabungan KVC I dan Il -KLT**
berdasarkan pola pemisahan noda dari hasil analisis KLT [~~~ "~ T
Fraksi yang menunjukkan adanya senyawa aromatik
dan memiliki berat paling besar
kromatografi kolom sephadex LH-20
‘ dengan eluen 300 ml metanol
Fraksi hasil kromatografi kolom sephadex |------- . KLT ** !

Fraksi dengan pemisahan
noda terlihat baik
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Fraksi dengan pemisahan
noda terlihat baik i :

_________

Fraksi hasil kromatografi flash |- ------- » KLT **i

A 4

Fraksi yang berisi spot target

4 kromatografi kolom sephadex LH-20
: dengan eluen 100 ml metanol

Fraksi hasil kromatografi kolom sephadex

X 78

Fraksi dengan spot target terlihat dominan

% identifikasi dengan KLT, UV-Vis,IR dan *H NMR
(X dibandingkan dengan literatur

=
Senyawa hasil isolasi b—w /
- W e ﬁ
Keterangan :

* = KLT untuk menentukan pelarut yang digunakan pada proses pemisahan selanjutnya
** = KLT untuk mengetahui pola pemisahan spot
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Lampiran 2. Hasil Determinasi tumbuhan Calophyllum inophyllum L.

BAGIAN BIOLOGI FARMASI
FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS GADJAH MADA
YOGYAKARTA

Nomor : FA/BF/I35]1dent./1X/09
Hal . Hasil Determinasi/Identifikasi Tumbuhan

Kepada Yth.

Sdr./Sdri. Devita Permanasari
NIM. M 0305002

Fakultas MIPA

Universitas Negeri Surakarta
Di Surakarta

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang Saudara kirimkan

ke Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi UGM, adalah :

‘W:‘Vlo.l’endaft. ~ Jenis o ' Suku J

o " Calophyllum inophyllum 1. " Clusiaceae l

| |

Demikian, semoga dapat digunakan sebagaimana mestinya.

Yogyakarta, 15 September 2009
Ketua Bagian Biologi Farmasi

val yono, SU., Apt.
701 197702 1 OOIQ

Alamat: Sckip Utara JI. Kaliurang Km 4, Yogyakarta 55281, Tclp. +274-6492568, Fax. +274-543120
E-mail: biologi_farm@ugm.ac.id




