BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Sampel, Bahan, dan Alat

3.1.1 Sampel
Sampel yang digunakan adalah akar Sidaguri yang diperoleh di sekitar

perumahan Bukit Kencana Jaya, Semarang.

3.1.2 Bahan
a. m-heksan (kualitas p.a dan teknis)
b. kloroform (kualitas p.a dan teknis)
c. efil asetat (kualitas p.a dan teknis)
d. metanol (kualitas p.a.)
e. aquades
f silika gel 60 G
g silika gel GF**
h. asam asetat aphidrid
i. asam suifat
j. ferri klorida
k. kalium iodida
1. merkuri klonda
m. asam klonida

n. serbuk magnesium
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0. natrium hidroksida
p. garam laut
q. telur Artemia salina

r. dimetil sulfoksida

3.1.3 Alat

Peralatan yang digunakan adalah peralatan laboratorium yang umum, serta
mikro pipet, satu set alat maserasi, evaporator putar merek Buchn, lampu UV
merk spekiroline, dan kromatografi kolom vakum. Identifikasi komponen

dilakukan dengan alat GC-MS merek Shimadzu tipe QP-5000.

3.2 Metode Kerja
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik jurusan Kimia MIPA
UNDIP Semarang. Analisis dengan GC-MS dilakukan di Laboratorium Kimia

Organik jurusan Kimia FMIPA UGM Yogyakarta.

3.2.1 Preparasi Sampel
Sampel berupa akar Sidaguri dibersihkan dan dikeringkan. Setelah kering,
akar tersebut dirajang tipis-tipis, kemudian diblender sampai diperoleh serbuk
kasar. Serbuk akar Sidaguri ditimbang sampai sebanyak kurang lebih 1 kg.
Serbuk akar Sidaguri dimaserasi dengan pelarut n-heksan berkualitas teknis.
Kemudian estrak yang diperoleh dipekatkan dengan evaporator putar. Langkah
selanjutnya yaitu uji golongan dan uji aktifitas terhadap ckstrak n—heksan. Uji

golongan yang dilakukan meliputi uji golongan alkaloid, flavonoid, steroid,
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triterpenoid, fenolik, kuinon, saponin, dan tanin. Sedangkan uji aktifitas yang

dilakukan mengacu pada metode Brine Shrimp Lethality.

3.2.2 Pembuatan Reagen

a. Pereaksi Mayer
Sebanyak 1,36 g merkuri klorida dilarutkan dalam 60 ml aquades dan
5 g KI dilarutkan dalam 10 ml aquades. Kedua larutan dicampur dan
diencerkan dengan aquades sampai 100 ml.

b. Larutan FeCl; 1%
Sebanyak 1 g FeCl; dilarutkan dalam aquades, ditambah sedikit asam
klorida pekat, kemudian diencerkan dengan aquades menjadi 100 ml.

c. H,SO,2N
Sebanyak 1 mL H,SO; pekat (18 M = 36 N) diencerkan dengan
aquades menjadi 18 mL.

d NaOHIN
Sebanyak 4 gram NaOH padat dilarutkan dalam 100 mL aquades.

e. HxSO4 10 % dalam metanol

Sebanyak 1mL H,SO, pekat dilarutkan dalam 9 mL metanol.

3.2.3 Uji Golongan
a. Alkaloid
Sampel (ekstrak n-heksan) dimasukkan ke dalam tabung reaksi,

kemudian ditambahkan beberapa tetes H,SO4 2 N dan pereaksi Mayer.
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Adanya alkaloid ditunjukkan dengan adanya kekeruhan atau endapan
putih.

b. Flavonoid
Pada sampel, ditambahkan serbuk magnesium dan beberapa tetes
asam klorida pekat. Adanya flavonoid ditunjukkan dengan adanya
perubahan warna menjadi merah.

c. Steroid/Triterpenoid
Sampel diuapkan dalam cawan penguap sampai kering, kemudian
ditambahkan beberapa tetes asam asetat anhidrat dan asam sulfat
pekat. Terbentuknya warna merah ungu menunjukkan adanya
triterpenoid dan terbentuknya warna biru menunjukkan adanya
steroid.

d. Saponin
Sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian dikocok
selama 1 menit. Terbentuknya busa yang stabil selama beberapa menit
menandakan adanya saponin.

e. Fenolik
Sampel diteteskan ke drupple plate, lalu ditambahkan pereaksi ferri
klorida 1%. Perubahan wamna larutan menjadi merah menandakan
adanya senyawa fenolik.

f. Tanin

Pada sampel, ditambahkan pereaksi ferri klorida 1%. Terbentuknya

warna hijau violet atau hitam menunjukkan adanya Tanin.
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g. Kuinon

Sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan
1 N NaOH. Perubahan wama larutan menjadi merah menandakan

adanya kuinon.

3.2.4 Uji Aktifitas

a.

Pembuatan air laut sintetis

Sebanyak 3,8 gram garam kasar dilarutkan dalam 100 mL aquades,
kemudian disaring.

Penetasan telur

Air laut sintetis vang sudah disiapkan, ditempatkan dalam tanki
kecil/tanki penetasan, kemudian telur Artemia salina dimasukkan ke
dalamnya dan dibiarkan selama 24 jam sampai telur tersebut menetas.
Pembuatan variasi konsentrast

Sebanyak 10 mg dari senyawa hasil isolasi dilarutkan dalam 1 ml
DMSO, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 10.000 ppm.
Dari larutan tersebut diambil 100 pL, 50ul, dan 10 pL. Kemudian
masing-masing diencerkan menjadi 10 mL dengan penambahan
larutan garam, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 100
ppm, 50 ppm, dan 10 ppm.

Penentuan LCso

Masing-masing larutan ditempatkan dalam botol vial, kemudian
diberi 10 Artemia salina. Setelah 24 jam diamati jumlah Arfemia

salina yang hidup dan yang mati. Sebagai standar digunakan larutan
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DMSO tanpa penambahan sampel. Uji aktifitas untuk masing-masing

konsentrasi diulangi sebanyak 3 kali (Dharma, 2001).

3.2.5 Pembuatan Kolom Kromatografi Kolom Vakum

Kolom kromatografi dengan diameter tertentu dicuci dan dibilas dengan air
bersih, kemudian dikeringkan dan diklem dengan posisi vertikal. Selanjutnya
dicuci dengan pelarut n-heksan berkualitas teknis. Sebagai adsorben digunakan
silika gel 60 G yang telah diaktifkan pada suhu 110° C dalam oven. Kemudian
silika gel 60 G dimasukkan ke dalam kolom kromatografi sedikit demi sedikit.
Selanjutnya kolom kromatografi divakum sambil dialiri pelarut. Hal ini dilakukan

berkali-kali sampai silika gel menjadi padat.

3.2.6 Pemisahan Senyawa

Untuk mengetahui jumiah komponen yang ada dalam ekstrak n-heksan akar
Sidaguri, dilakukan kromatografi lapis tipis. Sebagai fasa diam, digunakan silika
gel GF™* dan untuk fasa geraknya dipakai beberapa pelarut berkualitas p.a., yaitu
n-heksan, etil asetat, kloroform, metanol, dan campuran pelarut-pelarut tersebut
dengan berbagai perbandingan tertentu. Pemisahan terhadap ekstrak n-heksan akar
Sidaguri dilakukan dengan kromatografi kolom vakum menggunakan campuran
pelarut n-heksan, kloroform, dan etil asetat (4 : 2 : 1) berkualitas teknis sesuat
dengan hasil KLT. Hasil kromatografi kolom vakum yang mempunyai pola noda
sama digabung, kemudian diwji aktifitasnya dan dianalisis dengan KLT dengan
eluen campuran pelarut n-heksan, kloroform dan ctil asetat (4 : 2 : 1) berkualitas

p.a. Fraksi teraktif diekstraksi menggunakan campuran pelarut metanol dan
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n-heksan (1 : 1) berkualitas p.a. Pemisahan komponen fasa metanol dilakukan
dengan KLT preparatif menggunakan campuran pelarut kloroform dan etil asetat

(3 : 1) berkualitas p.a.

3.2.7 Analisis Senyawa Hasil Isolasi

Terhadap hasil preparatif dilakukan beberapa analisis. Analisis terhadap
komponen dilakukan dengan KLT dan uji golongan. Analisis struktur senyawa
hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan alat GC-MS merk Shimadzu tipe
QP-5000 dengan kondisi sebagai berikut:

Jenis pengion : EI (Elektron Impack)

Jenis kolom : CP Sil 5 CB (panjang 25 m)

Suhu kolom : 100 °C —270 °C (10 °C/5 menit)

Gas pembawa : Helium 12 Kpa

Model injektor: Spil 0,6:50 (suhu 280 °C)

Suhu detektor : 280 °C






