BAB III

METODCLOGI PENELITIAN

3.1 Sampel, Alat, Bahan

3.1.1 Sampel

Sampel berupa ranting pohon

daerah Pedalangan,

3.1.2 Alat-alat

bendo

Banyvumanik, Semarang.

diperoleh di

Alat - alat vang digunakan adalah sebagai berikut

Erlenmeyer
Gelas ukur
Pipet tetes
Tabung reaksi
Corong gelas
Pengaduk
Spatel

Botol gelas
Plat tetes
Pipa kapiler
Lumpang porselin
Blender
Chamber

Rertas saring Whatman
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- Neraca analitik

- "Rotary evaporato:“

- Perslatan pembuatan kromatografil lapis
(template tray, spreader, kaca 20 X 20 cm)

- Peralatan kromatografi kolom lengkap

- Oven

-~ Penangas

- Thermoline merk Fisher John

- Perslatan spektroskopi Ultra Violet Jjenis

UV 365

15

tipis

Shimadzn

— Perzlatan spektroskopi Infras Red Jjenis JASCO FT/IR

- 5300

- Perslatan Spektroskopi Massa Shimadzu

Bahan-bahan

Bahan-bahsn yang digunakan sdslsah
- Asam asetat anhidrid

- Aszm sulfat pekatb

- Amonium hidroksids

~ Feriklorida

- Kalium bikronmat

. = Asam klorida

- JTodium
- Kalium Iodid=s
~ Raksa(II)klorida

- Etanol teknis
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- Etancol p.s®

~ Metsanol p.a

- Kloroform p.a

- Etil asetat teknis

~ n-heksana teknis

- Aseton teknis

- Aseton p.s

- Aguades

- 8ilika gel G 80 (70-230 mesh)

- Silika gel GF,__ 60 (70-230 wmesh)

3.2 Meblode Ker ja

3.2.1 Di Laboratorium

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik
Jurusan Kimia FMIPA Universitas Diponegoro Semarang
sedangkan untuk ansalisis identifikasi senyawa dilskuksn di
Laboratorium Dasar Bersams Universitas Airlanggsa dan

Laboratorium Avilissi FMIPA Universitas Indonesia.

3.2.1.1 Persiapan sampel

Pada tahap ini ranting Artoecarpus elasticus

dikeringkan dan hkemudian dihaluskan dengsn blender sawmpsai

‘membentuk serbuk halus.
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3.2.1.2 Pembuatan pereaksi
Pereaksi yang dibuat untuk identifikasi golongan

senyawsa adalah sbb

-~ Pembuatan pereaksi Liebermann-Buchard
Terdiri dari asam asetat anhidrid dengan asam sulfat
pekat vang disimpan secara terpisah.

-~ Pembuatan pereaksi Wagner
Dalam 10 ml aquadest dilarutkan Iodium sebanyak 2,54
gram dan Kalium Iodida sebanyak 2 gram, kemudian larutan
ini diencerkan dengan aguadest sampai volume 100 ml.
Setelah disaring disimpan dalam botol gelap.

- Pembuatan pereaksi Mayer
Raksa(II)klorida sebanyak 1,38 gram dalam erlenmeyer 100
ml dan pada erlenmeyer lainnya dilarutkan pula & gram
kalium Iodida dalam aquadest 10 ml. Setelah itu larutan
tersebut dicampurkan lalu diencerkan sampai volume 100
nl dengan aquadest. Pereaksi ini kemudian disimpan dalam
botol gelap.

- Pembuatan sto4 2 N
Diencerkan 5,35 ml H, S0, pekat dalam labu takar 100 ml
dengan aquadest hingga tanda batas.

~ Pembuatan larutan FeCl3 1 %
Ditimbang 1 gram FeCl3 dan dilarutkan dengan aguadest

100 ml.
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3.2.1.3 Pembuatan kromatografi lapis tipis

Digunakan pelat kaca ukuran 20 x 20 cm, salsh satu
permuksannya dilapisi silika gel vyang dilarutkan dalam
sir dengsn perbandingan (1 1y. Plat kaca yang sudah
dilapisi diaktifkan dengan memanaskan dalam oven selama

1,5 jam pada suhu 110°C.

3.2.1.4 Pembuatan kromatografi kolom

Kolom kromatografi dengan diameter tertentu dicueil
untuk menghilangkan lemak apabila ada pads kolom dengan
merendam dalam kalium bikromat yang dicampur dengan 2asam
sulfat pekat beberapa Jam, lalu dicuci bersih dengan
detergen dan air suling dan kemudian dikeringkan. Sebsagal
adsorben digunakan silika gel G B0 yangd diasktifkan pada
suhun  110°C dalam oven lalu didinginkan dengan
mendiamkannys pada udara dan selanjutnya dibusat bubur
dengan pelarut n-heksana. Kolom kromatografl vang telah
bebas lemak diklem pada posisi wvertikal, bagian bawah
kolom dilapisi kapas atau glasswool. Kolom diisi dengan
pelarut sampal setengah, bubur silika gel dimasukkan ke
dalam kolom sedikit-sedikit sampai habis. Kolom dipenuhi
dengan pelarut lalu kran dibuka sehingga pelarut keluar.
Hal ini dilskuken berulang-nlsng sampai silika gel

menjadi padsat.




-

18

3.2.1.5 Pemeriksaan golongan senyawa

Pengujian adanya triterpenoid dan steroid

Sampel 50-100 gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kocok dengan kloroform selama 15 menit. Larutan hasil
ekstrak diambil 10 tetes dan ditempatkan pada plat
tetes dibiarkan sampai kering. Setelah itu 5 tetes asan
asetat anhidrid dan 1 tetes asam sulfat pekat
ditambahkan. Adsnya triterpencid ditandai perubsahan
warna merah ungu, sedangkan warna biru menunjukan

adanya steroid.

Pengujian alkaloid

.Sampel mula-mula Vdihaluskan' ditambahkan kloroform

secukupnya sambil tetap dihaluskan. Selanjutnya
ditambahkan amonium hidroksida dalam kloroform dan
dipisahkan dalam tabung reaksi sambil disaring. Hasil
saringan vang sada dalam tabung reaksi tersebut
ditambahkan dengan asam sulfat 2N sebanyak 10 tetes dan
wemudian dikocok. Cairan bagian atas vang merupakan
asam sulfat dan alkaloid diambil dengan pipet dimasukan

kedalam 2 tabung reaksi yang lain.Ke dalan kedua tabung

reaksi tersebut ditambshksn pereaksi Mayer dan Wagner.

Hasil positif jika diperoleh endapan, dengan pereaksi
Hayer menghasilkan endapan putih dan pereaksi Wagdner

menghasilkan endapan coklat.
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¢. Pengujian saponin
Dua gram sampel dimasukkan ke delam tabung reaksi. Air
ditambahkan sampai seluruhnya terendam air lalu didihkan
2-3 menit dan dinginkan, setelah dingin kocok kuat-kuat.
Adanya saponin ditunjukkan busa yang stabil selama 30

menit.

d. Pengujian fenol
Sampel ditambah aquadest kemudian dipanaskan hingga
mendidih, air rebusan dipipet dimasukan kedalam tabung
reaksi. Tambahkan larutan Fe013 1¥ ke dalam tabung
reaksi tersebut. Adanya senyawa fenol ditandai adanya

perubahan warna dari hijsu sampai hitam.

3.2.1.6 Pembuatan dan pemeriksaan ekstrak daril Adrtocarpus

elasticus

Sampel vang sudah berbentuk serbuk halus
diperlakukan proses maserasi yaitu dengan cara direndam
dalam pelarut organik (n-heksana) selama 3 x 24 Jjam. Hasil
ekstrak (berupa larutan berwarna kuning) ditampung dalan
botol dan kemudian diuapkan dengan menggunakan “rotary
evaporator” sampal volumenya seperlima dari volume awal.
Kemudian diuji dengsan menggunakan reagen
Liebermann-Buchard untuk mengetahui adanya golongan

senyawa triterpenoid dan stercid.
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Ekstrak vang telah diperoleh dianalisis lebih lanjut
dengan menggunakan kromatodrafi lapis tipis (EKLT) dengan
berbagai eluen yaitu n-heksana, kloroform, etil asetat dan
metanol. Pemilihan eluen ini diharapkan telah mewakill
tingkat-tingkat kepolaran. Untuk mengetahul adanya bercak
noda digunakan lampu Ultra violet, uap Iodium (I_,) atau
dengan cara disemprot dengdan pereaksi Liebermann-Buchard.
Pada uji kromatografi lepis tipis ini dapat digunsakan
kombinasi eluen n-heksana : etil asetat, atau n-heksana
vloroform dengan perbandingan tertentu, kemudian dipilih

mana yang memberikan pemisshan yang baik.

3.2.1.7 Isolasi dan Pemurnian Kandungan Senyawa dari
Ekstrak Artocarpus elasticus
Ekstrak yang diperoleh berupa cairan kental
berwarna kuning tua dan padatan. Kemudian padatan
dipisahkan dari larutannyasa. Dan selanjutnysa vang
dianalisis lebih lanjut adalah fraksi cairan.

Pemisahsn komponen dari fraksi cairan dilskukan
dengan menggunakan kromatografi kolom. Sampel sebanyak 10
gram dimasukan ke dsalam kromatografi kolom dengan
menggunakan fasa diam silika gel G 60 dan proses elusi
digunakan metode elusi gradien. Sanpel vang telah
dimasukkan dielusi dahulu dengan n—heksana- sehingga
diperoleh fraksi berupa pita-pita dan kemudian

diturunkan. Setelah itu dilakukan elusi dengan
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menaikkan kepolarannya dengan menambahkan etil asetat 1%
dan fraksi vyang keluar ditampung. Demikian seterusnysa
kepolaran dinaikkan 2%,3%,4% dan seterusnya.

Dari seluruh fraksi vyang diperoleh dilakukan uji
kromografi lapis tipis (ELT). Yang menghasilkan noda
dengan jumlah yang sama dan harga Rf sama dikumpulkan
dalam satu botol sehingga mewakili satu fraksi dan
kemudian pelarutnya diuapkan dengan menggunakan “rotary
evapotator” sehingda diperoleh fraksi yang kental.

Langkah selanjutnya adalah melakukan uji
Libermann-Buchard untuk mengetahui fraksi nana yang
positif mengandung triterpenoid.

Salah satu dari Fraksi vang positif terhadap
triterpenoid direkristalisasi dengan menggunakan metanol
panas sehingga diperoleh kristal putih kekuningan.
Rekristalisasi dilakukan 3 kali dan selanjutnya kembali
dilakukan uji KLT.

Untuk mendapatkan senyawa murni dilakukan juga metode
kromaﬁografi lapis tipis preparatif dengan fasar diam
berupa silika gel G 60 pada plat kaca 20 x 20 cm dengan
eluen n-heksana : etil asetat (13:1) sehingga diperoleh
pita-pita. Selanjutnya pita-pita dikerok, diekstraksi
dengan kloroform dan  disaring. Filtrat vyang diperoleh
ditampung dalam botol dan diuapkan. Kemudian dilakukan
rekristalisasi 3 kali menggunakan metanol panas. Kristsal
vang diperoleh dipisahkan dan diuji dengan kromatografi
lapis tipis dan Juga diuji dengan pereaksi

Liebermann-Buchard.
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3.1.2.8 Analisis hasil

- Uji kelarutan

Dilakukan uji kelarutan terhadsap kristal vang
diperoleh dan hasilnya adalah kristal 1l1srut sebagian
dalam n-heksana, larut baik dalam kloroform, larut

dalam aseton dan tidak larut dalam etanol dan metanol.

Analisis kemurnian
Dilakukan uji titik leleh menggunaksn “melting point

Fisher John"” diperoleh titik leleh 80-82°C.

Analisis spektra dengan spektrofotometri Ultra Violet

Dilakukan analisis dengsasn spektofotometer Ultra violet
Jenis Shimadzu UV-365 menghasilkan absorbsnsi maksimunm
pada panjang gelombang 240 nm yang menunjukkan transisi

. *
elektron dari n—1m .

Analisis spektra dengan spekirofotomeiri Infra merah
Dilakukan analisis spektra dari spektrofotometer Infra
merah jenls JASCO FT/IR -5300 dengan menggunakan pelet

Kalium bromida (KBr) dihasilkan puncak-puncsk pada

bilangan gelombang (5) sebagai berikut: 3431 com &

2920 cm ¥ , 2852 em L, 2361 em Y, 1736 om ), 1853

em Y, 1458 om !, 1375 om ! , 1246 em ), 1041 en~l, 984

em ™, 876 em 1, 738 em 1,715 cn”t, 669 cm™l, 600 om L,
469 om .
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- Analisis spektra darl Spektroskopl Massa

Dilakukan analisis Spektoskopi Massa Jenis Shimadzu
menghasilkan puncak-puncak fragmentasi pada m/e 468
(0,4%), 453 (0,2%), 410 (4%), 408 (1%), 394 (1,7%), 393
(0,8%), 365 (0,3%), 338 (0,3%), 287 (0,1%), 286 (0,3%),
271 (0,2%), 203 (5,2%).






