BAB III

KETODOLOGI PENELITIAN

3.1. Bahan dan Alst

. Bahan Yang Digunakan

Bahan percobaan terdiri dari daun tumbuhan
Bruguiera gymnorrhiza (tanjang) yang diambil di
Segara Anakan, Kabupaten Cilsacap.

Untuk proses ekstraksi dan kromatografi kolom,
digunakan pelarut vang berkunalitas teknis,
sedangkan untuk keperluan pemurnian dan analisis

digunakan pelarut yang berkualitas p.a.

Bahan yang digunakan

Kloroform

- Amonium Hidroksida

- Asam Sulfat

- Iodium

- Kalium JIodida

- Rakssa (II) Klorida

- Asam Asetat Anhidrid
- Besi (III) Kloridsa

- Normal Heksansa |

- Methanol
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Etil Asetsat
Aseton
Glasswool
Silika Gel G8O

Kertas saring

Alat-Alat Yang Digunakan

Lumpang porselin

Pipet tetes

Tabung reaksi

Penjepit tabung

Plat tetes

Labu ukur

Gelas ukur

Gelas kimia

Erlemeyer

Corong

Blender

Perkolator

Pengaduk

Pipet Volum

Penangas air

1 set perangkat distilasi
1 set perangkat rotary evaporsator

Neraca analitis

ig




.1.

- Oven listrik

- Kompor listrik

- Alat Kromatografi kolom

- Labu penanpung fraksi

~ Kapiler penctol

- Gelas arloji

~ Lampu UV

- Alat penentu titik leleh Fisher John

- Spektrofotometer ultra violet S1000PC Secomam
- Spektrofotometer infra red Tasco FT/IR 5300
- Spektrofotometer massa Jeol JMS DX 303

- Spektrofotometer NMR Hitachi FT-NMR R-1800

. Penvediaan Pereaksi dan Alat-alat yang digunakan

Pereaksi yang digunakan untuk beberapa uji
identifikasi golongan senyawa
% Pereaksi Lisbermann - Burchard (LB)
Pereaksi LB ini terdiri dari asam asetat
anhidrid dengan &asam sulfat pekat vang

disimpan terpisah 100,

¥ Pereaksi Mayer

Dalam erlemeyer 100 ml dilarutkan raksa (II)
klorida sebanyak 1,36 gram dan pada tabung

reaksi lainnya dilarutkan pula 5 gram kalium
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jodida dalam air sebanyak 10 ml. Setelah kedua
Jarutan tersebut dicampurkan, kemudian
diencerkan sampai volumenys menjadi 100 ml
dengan air. Péreaksi ini akhirnva disimpan

dalam botol yang berwarna coklat 23)

* Pereaksi Wagner
Dalam 10 ml air dilarutkan Iodium sebanyak
2,54 gram dan Kalium Iodida sebanyak 2 gran,
kemudian lasrutan ini diencerkan dengan air
sampai volume keseluruhan menjadi 100 mnl.
Setelah disaring, pereaksi disimpan dalam

botol yang berwsrna coklat 23)

* Hp80, 2N (V/v)
Dibuat dengan melarutkan 5,5 ml H2304 pekat

menjadi 100 ml dengan air.

* FeClg 1% (P/y)
Dibuat dengan melarutkan 1 gram FeClg dalam

100 ml sir.

Sedangkan kromatografi yang digunskan adalah

* Kromatografi Lapis Tipis




Untuk kromatografi ini digunakan plat dari
alumina yang siap pakai dengan ukuran tiap
plat 20 x 20 cm. Sedangkan untuk pemakaiannya
setiap kali diaktifkan dulu dengan cara

dipanaskan dalam oven pada suhu 110°C.

* Kromatografi Kolom

Langksh pertama kolom. dicuci bersih
dengan deterjen dan air suling, kemudian
dikeringksan hingga tidak ada gir vang
tertinggal pada kolom. Setelah 1itu kolom
dibilas dengan pelsrut yang sakan dipakal
sebagai fasa gerak dalam hal ini adalah n-
heksans.

Adsorben yang digunakan diaktifkan dalam
oven pads suhu 110°C kemudian didinginkan,
lalu dijadikan dslam bentuk bubur dengan
pelarut n-heksans.

Eolom diklem dengan posisi vertikal, di
atas gabus plastik yang terdapat pada bagian
bawah kolom, diberi kertss saring sesuai
dengan ukuran kolom. Selanjutnya ke dalam
kolom tersebut dimasukkan pelasrut n-hekssana
sebanyak kiras-kira seperempat dari panjang

kolom, kemudian bubur silika gel dimasukkan ke




dalam kolom hinggsa bubur habis sambil kran
kolom dibiarkan terbuka. Banyaknya silika yang
digunsakan untuk preparasi kolom untuk
kromatografi kolom ini =sdalsh 100 gram.
Kemudian kolom yang telah berisi bubur silika
gel diisi dengan pelarut n-heksana hingga
penuh sementara itu Kran tetap dibiarkan
terbuka sehingga pelarut keluar, sambil
sesekali kolom diketuk-ketuk dengan batangan
lunak. Ini dilakukan berulang kali agar

serbuk silika gel menjadi padat.
3.2. Percobaan

3.2.1. Pengambilan dan Pengolahan Sampel

Daun Bruguiera gymnorrhiza (tanjang) dismbil
di hutan mangrove Segara Anskan, pada bagian hutan
yang terletak dekat pantai. Daun dipilih yang baik
dan dibersihkan dari tanah dan kotoran vang
melekat. Kemudian dibiarkan hinggsa kering,
selanjutnya dipotong kecil-kecil dan ditumbuk
halus dengan blender, dijadikan serbﬁk vang siap
digunakan untuk pengerjaan- selanjutnya. Jumlah
bahan kering seluruhnya kira-kira 1 kg dalam

bentuk serbuk.




3.2.2.

Determinasi Tumbuhan

Untuk mengetshui jenis tumbuhan yang diambil
sebagai bahaq percobaan, maka determinasi
dilakukan dengan jalsn membuat herbarium tumbuhan
secara lengkap ( terdiri dari daun, bunga, buszh,
batang vang langsung berhubungan dengan akar dan
akar merupakan akar lutut), kemudian dibandingkan

dengan yang terdapat pada literatur.

Pemeriksaan Kandungan Kimia Tumbuhan
Golongan Senyawsa vang diperiksa adslah
alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin dan

senyawa fenol.

Pengujian Adanya Alkaloid

Sampel kira-kira 4 gram dihaluskan dalam

- lumpang kemudisn ditambahkan kloroform secukupnya

sambil terus dihaluskan. Selanjutnya ditambahkan
10 ml NH,OH dalam Kloroform dan dipindahkan dengan
jalan menyaring ke dalam tabung reaksi.

Ke dalsm csairan hasil saringan ditambahkan
asam sulfat 2N sebanyak 10 tetes kemudian dikocok
dengsn teratur. Cairan bagian atas (Asam sulfat +

alkaloid) dipipet, dimasukkan ke dalam 2 tabung
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pereaksi Hayer dan Weagner. Adanysa alkaloid
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan putih pada
penambahsn pereaksi Mayer dan endapan coklat padsa

penambshan pereaksi Wagner 23).

Pengujian Adanya Triterpenoid dan Steroid'

Sampel sebanyak 50 - 100 mg ditempatkan dalam
tabung reaksi dan diekstrak dengan Kloroform kira-
kira 15 menit. Larutan hasil ekstrak tersebut
dipipet sebanyak 10 tetes, kemudian ditempatkan
dalam plat tetes dan dibiarkan sampai kering.

Selanjutnya ditambahkan 5 tetes Asam Asetat
anhidrid, dan 1 tetes Asam Sulfat pekat.
Terbentuknya warna merah ungu menandakan adanya
senyawa triterpenoid sedsngkan terbentuknya warna

biru menunjukkan adanya steroid 23).

Pengujian Adanya Saponin

Sampel kira-kira 2 gram dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambah dengan air hingga
seluruh sampel terendam. Selanjutnya dididihkan
kira-kira 2 - 3 menit, didinginkan dan dikocok
kuat-kuat. Adanya buih yang stabil setelah
pengocokan selama 30 menit menunjukkan adanysa

saponin 23).




3.2.4.

Pengujian Adanya Senyawa Fenol

Sampel ditambah dengan air kemudian dipanaskan
hingga mendidih. Air rebusan dipipet, dimasukkan
ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya ditambah
dengan larutan 1% FeClg ke dalam tabung reaksi
tadi. Adanyva senyawa fenol ditandail dengan

terjadinya perubahan warna dari hijau sampsai hitam

23)

Pembuatan dan Pemeriksaan Ekstrak

Pembuatan ekstrak daun dilakukan dengan
menggunakan alat perkolator. Bahan vyang telah
digiling halﬁs ( 500 g) dimasukkan ke dalam alat
perkolator yang mana bagian bawahnya telah dialas
dengan glasswool. Selanjutnya dilakukan perendaman
dengan pelarut normal heksana teknis secukupnysa,
sehingga selapis n - heksana berada di permukasan
serbuk daun. Setelah dibiarkan selama 24 Jam,
perkolat diturunkan melalui kran perkolator dan
ditampung sampai tidak ada lagi perkolat vyang
turun.

Perkolasi dilakukasn kira-kira 2 - 3 kali,
kemudian perkolasi dilakuksan lagi tetapi dengan
menggunakan pelarut Kloroform dan dilanjutkan

dengan pelarut metanol.




3.2.5.

Pemeriksaan ekstrak dilaknkan dengan
kromatografi lapisan tipis (KLT), dengan
menggunakan silika gel G.B0 sebagai fasa diam _dgn
sebagai fasa geraknya dilakukan penseleksian eluen
denéan menggunakan berbagai pelarut seperti dengan
pelarut n - heksana, kloroform, metanol, etil
asetat, campuran kloroform ; n-heksana, campuran
etil asetat : n-heksana dan campuran etil asetat
kloroform.

Masing-masing fraksi diperiksa dengan KLT,
untuk menentukan Ffraksi masna yang akan diambil
untuk proses selanjutnya.

Berdasarkan hasil .KLT dari ketiga fraksi
tersebut yang menghasilkan pemisahan vyang baik
adalah fraksi kloroform. Selanjutnya fraksi
kloroform diuapkan pelarutnya menggunakan alat
“rotary evaporator”, sehingga dihasilkan residu

kental berwarna hijau kehitaman sebanyak 9,25

gran.

Pemisahan Komponen Ekstrak

Untuk memisahkan masing-masing komponen vang
terdapat dalam ekstrak yang sudah diuvapkan
pelarutnya, digunakan metode kromatografi kolom

dengan menggunakan silika gel G.60 sebagai fasa




diam, sedangkan sebagai fasa gerak digunakan
beberapa pelarut dimulgi dari pelarut non polar
kemudian secara berangsur-sngsur tingkat kepolaran
fasa gerak dinaikkan. Mula-mula pelarut vang
digunakan adalah n-heksana, selanjutnya
ditingkatkan kepolarannya dengan penambahan etil
asetat 5 % (v/v), diteruskan dengan etil asetat 10
%, 20 %, 30 %, ..., 100 Z%.

Selanjutnya masing-masing botol dianalissa
dengan kromatografi lapis tipis, dan masing-masing
botol vang memberikan hasil noda Vyang sama
digabung dan divnapkan pelarutnysa sehinggsa
dihasilkan residu kental.

Berdasarkan penggabungan tersebut, hasil dari
pengoloman didapat 10 fraksi. EKemudian masing-
masing fraksi ini diuji dengan pereaksi
Liebermann-Burchard. Dari hasil pengujian
diperoleh hasil 6 fraksi memberikan warna merah
ungu, 1 fraksi memberikan warna biru dan 3 fraksi
memberiksn warns merah ungu dan biru.

Untuk pengerjaan lebih lanjut, Fraksi 1 vyang
digunakan. Fraksi 1 tersebut diuapkan pelarutnya
dan direkristalisasi dengan aseton, selanjutnya
kristal vang didapat disaring. Proses ini

dilskukan hingga 5 kali hinggs didapat kristal




3.2.6.

vang murni berdasarkan hasil KLT yang menghasilkan
1 buah noda dengan beberapa pelarut (Kloroform, n-
hekssna, n-heksana : etil asetat = 8:1).

Penentuan titik leleh dengsan alat Fisher John
didapat titik leleh kristal pada temperatur 58-

§0°C.
Data Spektroskopi Hasil Isolasi

Spektroskopi Ultra Violet
Alat vyang digunskan adalah “Secomam”, model
S1000PC, panjang gelombang maksimum (A maks) dalam

pelarut kloroform adalah 313 nm.

Spektroskopi Infra Mersah

Alat spektrofotometer Infra merah yvang
digunakan adalah "Tasco ¥FT/IR-5300" dengan
menggunakan plat KBr. Dari alat ini diperoleh
puncak-puncak pada billangan gelombang
4323 om~l, 3854 em~1, 3736 cm~1, 3675 cm™l, 3650
em-1, 3445 cn~l, 2919 om~1, 2851 cm™l, 2361 em”l,
1730 em~l, 1847 em~1, 1541 em~l, 1472 en~l, 1378
om~1, 1380 em~1l, 1329 em~1, 1310 em~1, 1287 em~ 1,
1265 em-1, 1244 cm~1, 1223 cm™l, 1198 cm~1, 1173

om~l, 1148 cm~}, 1100 cm™1, 988 en—1, 988 em™ 1,




812 om~1, 717 em~l, 861 ecm~l, 602 em 1, 478

cm‘i, 421 cm™ 1.

Pari data spektrum vang diperoleh,

memperlihatkan puncak-puncak karakteristik antara

lain

3445 om~1 : ulur O-H

2919 - 2851 cm~ 1 : ulur C-H dari alkana
2919 cm~1 ‘ : ulur C-H dari metil
2851 cm~1 : ulur C-H dari metil
1730 cm"1 : ulur C=0 dari ester
1647 - 1541 cm~! : ulur C=C dari alkena
1472 em™ L : tekuk C-H dari metil
1379 cm~ 1 : tekuk C-H dari metil
1287 - 1100 cm™! : ulur C-0 dari ester
1244 - 1100 em~ 1 : ulur C-0 dari gugus -OH
986 - 861 cn~1 : tekuk =C-H

Spektroskopi Massa

Dilakukan | dengan menggunakan alat
Spektrofotometer massa “"Jeol JHMS DX 303", sampel
dimasukksn dalam kapiler secara padat, memberikan
puncak-puncak fragmentasi massa :
m/e ©66; B850; 410; 394; 303; 258; 219; 204; 189;

178; 138; 109; 85; 81; 89; 57.




Spektroskopi Proton NHR

0,874 ppm; & 1,259 ppm; dan & 1,528 ppm.

FT-NMR R-1900", diperoleh puncak-puncak pada

Dari alat spektrofotometer proton NMR "Hitachi

&
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SERBUK JARINGAN TUMBUHAN

Perkolssi dengan
N-heksans, CHCI3, CH3OH
Uji KLT

[
F. N-heksana F. Kloroform F. He%anol

Evaporasi

GUMMY MASS

Fraksinasi Kolom

HASIL KOLOM

Uji KLT
Uji Liebermann-Burchard
Evaporasi

PADATAN

ﬁekristalisasi
Uji KLT

EKRISTAL MURNI

Analisis Spektroskopi

Struktur Senyawa

Skems, 3.1. : Isolasi Triterpenoid






