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METODOLOGT PENELITIAN

3.;1. Bahan dan Alat

2.i.1.Lokasi bahan

Sempel tumbuhasn berups hulit bﬁtang dizmbil di desa
Tlogomulyvo,Kecamatan Pedurungsn,Fotamadya Sewmsrsng, Jaws
Tengeh zedang determinasi  ssampel  tumbohsn dilshkuksn  di
Lembsga Biclegil WNasionsl Bogor.
3.1.2. Bahan - bahan kimia

Bahsn - behan yang digunakan sdsalah

1. Azsm ssetst anhidrid

2. Asam Bulfat pekst
3. Ammoninm Hidroksidsa
4. Iodium

5. Metsnol

6. Klioroform

7. Kalinm Todida
8. Etil =mgetat

€. S5i1lika 21 G B0
19 .n-heksans

11 Ferri klorids

12 Merkuri (I1) kloridsa

i

13 . Aguades
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3.1.3.Alat - alat yang digunakan
- Erlenwmever
- Gelss uhkur
~ Tebung reshsi

- Corong

3

- Plst ¢

33
oF

es

13

~ Plat TL

1

- Lumpsng porselen
- 1 set perslstzn evaporssi

-1

]

sel peralab

o0

i hrowmatografi koloem

o

w

- Oven listrik

- Pensngss air

- Figher John Melting Point

- Bpekbrofotometer IR jenis "Jasco FT/IR - 5300

- Gpekirofoltometer UV jenisz "Shimadzn UV-385"

- Spekirometer maszsa jenis Shimsdsy

3. 2. Metode Kerja

Batang tanaman diambil knlit batangnys, dipoctong
kecil-kecil dan dikeringhkan. Selanjutnvs dihancurksn

sarnpal menjadi serbunk.

3.2.1 Di Laboratorium

Tdentifikssi darn izolagi SENVEWE g2olongan

T

i
triterpenoid dilskuksn di Laboratorium Kimis  Orgsnik

Jurusan Kimis MIPA Universitass Diponegocro.




18

pedanghksn analisis penentusn strukbtur senvaws  hasil
isolasi dileknkan di Laborstorium Dasasr Berssmz Universitss

Airlsnggs dan Lsborstorium Instrumen FHIPA UI Jskarta.

3.2.1.1.Pembuatan peresaksi yang digumakan untuk
identifikasi golongan senyawa
Pereaksi Liebermann.h Burchard € LB 2
Pereaksi Lieberwann ~ Burechard terdiri dari ssam
ssetal snhidrid dan zzan sulfst pekatb.
FPereaksi Wagner

Faliuw JTodids { KI sebanyask 2 gram dilarutkan

o

dalsm 10 wmlL =air suling. Todiuw =ebanvsk 2,54 gram
dimasukkan dalam laryutan KI, kemudiasn campuran diencerkan
hingga_volumenya men)adi 100 ml. Setelah disaring pereaksi
ini disimpen dalsm botol gelap.
Pereaksi Meyer

Kerkuri (11} klorids sebanysk 1,36 grasm ditambahkan
pada larutsn 5 drem Kalium Todida (KIY daslam 10 wl aqgusdes
Cempuran kedusnys diencerksn menjadi 100 nl dengan squades
Disimpan dalam botol warna gelsasp.
Larutan Ferri Klorida 1%

Dibust dengsn melarutksn 1 gram Ferri klorida dslam
180 wmlL sgusdes.
Z N

2 4

Dibunat dengZan melsarutksn 5,5 anl H.S30, peksat menjadi
2574

Larutan H SQ
1

108 wml dengsn asgusdes.
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3.2.1.2. Pembuatan dan pemeriksaan ekstrak dari kulit
batang Artocarpus communis Forst terhadap
senyawa gqlongan triterpenoid
Rulit Batang tanaman ini diekstrak dengan jalan
maserasi. Bahan yang telah ditumbuk halus dan dalam
keadaan kering ( 800 gram ), direndam dalam perkolator
vang bagian bawahnya telah dilapisi kapas selama 24 Jam
dengan pelarut n-heksana. Setelah 24 Jam ekstrak
dikeluarkan. Proses maserasi ini dilakukan sebanyak 4
kali.
Ekstrak n-heksané ini kemudian dipekatkan dengan
Jalan evaporasi hingga volume seperlima volume asal.
Selanjutnya dilakukan pemeriksaan terhadap golongan
senyawa triterpenoid, sterocid, alkaloid, saponin dan
senyawa fenol.
3.2.1.3. Pemeriksaan golongan senyawa
Golongan Senyawa vang diperiksa adalah

triterpenoid,steroid, alkaloid, saponin dan senyawa fenol.

Pengujian Adanya Triterpenoid dan Steroid

Sampel 50 - 100 mg dimasukkan dalam tabung reaksi.
Dikocok dengan kloroform selama 15 menit. Larutan hasil
ekstrak diambil_lO tetes, ditempatkan dalam plat tetes,
dibiarkan sampai kering, setelah itu ditambzhkan 5 tetes
asam aselat anhidrid dan 1 tetes asam sulfat pekat.

Adanya triterpenoid akan memberikan warna merah

ungu, sedangkan warna biru menunjukkan adanva steroid.
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Dari hesil analisis terhadsp ekstrak n-heksansa
memberikasn  warns coklat kemershsr, menunjukksn hasil
rositif  terhadsp triterpenocid dan negetif terhadsasp

steroid.

Pengujian Adanya Alkaloid

)]

BRI

D

1 4 zZgram digerus dalsm lumpang porselen
kemudian ditambshkan klorofork secukupnys sambil  terus

diderns sswpsi halus. Setelzh hslns ditsmbahkan 10 @l

amonium hidroksids dalsam kloroform.3aring antunk mendapatksn

filtratnya, masulkkan dalam‘tabung rezksi. KRe delam  tabuns
reshsl fersebut ditsmbahkan Asam Sulfst 2 H sebanysk 10
tetes hemudisn dikﬁcoh dengan terstur. Larutan bsgizn stss
veng terdiri dari assm sulfat dsn  alksloid dipipet dan
dimssukkan herdalam 2 tsbung reaksi.Ke dalsm tsbung resksi
ini dimasukkan peresksi Meyver pada tabung sats  dan vang
lain ditasmbahksn peresksi Wsgner., Adsnyvs slkseloid  ini
ditandsi dendsn terbentuknva endspsn putih pads penambshan
rereshsl Meyer, endspan coklat pads pensmbshan peresksi
Wegner.

Dari hssil snalisis terhsdsp ekstrsk n-hekssns untnk
pendgudisn adanys slkaloid dengsn pereshsi Mever memberiksn
warna kuning muds, sedanghan_ pereaksi Wsgner mewberiksn
WARITLA cohlaF . Kedusnyz menunjukksn hssil negatif terhadsp

senvews slksloid.
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Pengujian Adanya Saponin
sampel 2 gram  dimasukkasn dalsm  tabung  reasksi. Air
ditambahkan sampai seluruh sampel terendaw air, kemudian
dididihkan selsms 2 - 3 menit dan didinginksn. Setelsh
dingin dikocok kust - huat. Adanys buih yang stshil selana
30 menit setelsh pengocokksn menunjukkan adanys ssponin.
.Analisis terhadap ehkstrak n~heksans menmaninkhlan
adanvyas buih stezbil vyang bertshan lebik dari . 30 menit
setelsh pengocokan. Hal ini wmembuktikan hssil posibif
terhadsp adsnys saponin.

Pengujian Adanya Senyawa Fenol

Sempel ditswmbah =2ir  kemudian dipanaskan hingga

mendidih. Alr rebusan dipipet, dimasukkan kedslam tabung

raghsi . Selanjutnys ditambal dengan  larutan FeClB 1% ke
dalsm Labung reaksi tadi. Adanys senvawas  fenol diftandai
dengan terjsdinys perubshsn warnz dari hijsn ssmpsi hitam.

Analisis terhadsp elstrak n-heksana memberikan wsrna
coklal wmuds, menunjukkan hasil negatif terhsdsp senvsws
fenol.

3.2.1.4., Pembuatan kromatografi kolom

Folom hromstograli dengan disneter tertentu
dicuci dengsn detergen, dibilss dengan  sir bersih,

dikeringhkan dsn diklem dengsn po=sisi vertiksal. Selanjutnyva

dicuci dengsn pelarnt n-heksens.
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Sebagai adsorben digunakan silika gel G 80 yang
diaktifkan pada suhu }IUOC dalam oven kemudian didinginkan
lalu dibuat bubur dengan pelarut n-heksana.

Bagian bawah kolom diberi kertas saring seswuail dengan
diameter kolom dan diisi dengan sedikit pelarut n-heksana,
kemudian bubur silika gel dimasukkan ke dalam kolom
sedikit demi sedikit sampai habis. Kolom dipenuhi dengan
pelarut, krén dibuka sehingga pelarut keluar. Hal ini
dilakukan berkali - kali sampai molekul silika gel

menjadi padat.

3.2.1.5. ¥solasi dan pemurnian kandungan kimia ekstrak

Ekstrak n-heksana ini dilakukan pemeriksaan dengan
Krﬁmatografi Lapis Tipis ( KLT ) dengan fasa diam =ilika
gel G 60, sedangkan fasa geraknya menggunakan pelarut
n-heksana, kloroform, dan etil asetat.

Ekstrak n-heksana dipekatkan hingga pekat sekali,
kemudian dilakukan kromatografi kolom. Sebagai pengelusi
digunakan pelarut n-heksana pada awal pengelusian,
dilanjutkan dengan menggunakan pelarut campuran
( N-heksana : Etil asetat ) berdasarkan kenaikan kepolaran
dalam 100 mlL campuran dimulai dari 5%, 10%, 20%,....100%
etil asetat.

Eluat hasil kromatografi ditampung dalam boteol -
botol berukuran 50 ml dan dilakukan analisis kualitatif
dengan kromatografi lapis tipis. Eluat-eluat dengan noda

gama dikumpulkan menjadi satu fraksi. Juga dilakukan
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uji Liebermann-Burchard, yand sebsgisn besar fraksi
memberikan hasil positif.

Dari hasil eveporasi Lerhadap fraksi-fraksi vyang
tertampuﬁg diperoleh bahwa fraksi ketiga men&njukkan
kristsl  vysangd lebih banyak dibandingkan .dengan
fraksi-fraksi lain vang memberikan hasil positif dengan
uji Liebe:mann—ﬂurchnrd

Dilpkuksn rekristalisasi terhadap fraksi ketiga ini
dengan menggunakan melanocl, Proses rekriﬂtalisqsi. ini
dilskukan berulang - ulang hindds diperoleb kri=tsl yang

murni.

3.2.1.6. Analisis hasil isolasi dengan kromatografi lapils
tipis serta uji titik leleh
Kristal vang dipercleh dilakukan analisis dengan
Kromatografi Lapis Tipis memberikan satu nodaj dengan
berbagai pelarut vyaitu n-heksana : etil asebtat ( 95 :5 )
n-hekean : etil asetat ( 5 : 1 ), n-heksan :  kloroform
¢ 1 :+ 1 ) dan metanol.

Sedanghsn pengujian titik leleh dendan menggunakan
"Fisher John Melting Point"”. {
3.2.1.7. Analisis spektrofotometri senyawa hasil isolasi

spektirofotometer ultra violet
Alat spektrofotometer ultra violet yang digunakan

“ Shimadzu UV - 365 " diperoleh penjasng gelombang ( > )

maksimum dslam pelsrut kloroform adslsh 238 nm.
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Spektirofotometer Infra Merah j

Alat spektrofotometer infrs mersh vang digunsakan
adalah " JASCO FT/IR - 5300 “dengan menggunakan pelet KBr.
Spektrum senyaws hasil rekristsalisesi dengan :metanol

2037 em™*; 2872 em '3 1736 om *; 1838 om ;1458 om’

nemberikan puncak-puncak pada bila ngan gdelombang ( v )

1!
1875 om™:1246 on ;1095 em ;1041 em ;1030 om ;983cm
920 em *; 887 cm '; 818 cm ©; B3 om 608 em Y 557 om *;

2

462 cmni.

Spektrometer Massa

Dilskuksn dengsn menggunskan alat spektromeler massa
“Shimadzu", memberiksn puncak-puncak fragmentssi massa
m/e : 468,453,408, 393, 365, 338, 287, 288, 271, 217, 203
189, 175






