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RINGKASAN

Masyarakat Indonesia sudah biasa menggunakan obat-obatan tradisional
yang umumnya berasal dari tumbuhan untuk mencegah dari serangan penyakit atau
mengobati penyakit. Aplikasi dari obat-obatan ini bisa dengan cara meminum
ekstrak air dari tanaman tersebut atau meletakkan bagian yang sudah ditumbuk
halus pada daerah di tubuh yang sakit. Kurangnya informasi ilmiah mengenai
komponen-kompenen kimia yang terdapat dalam tanaman untuk obat tradisional
mengakibatkan nilai ekonomi dari tanaman-tanaman ini sangat rendah. Selain itu
penggunaannya yang biasa menggunakan dosis sembarang bisa mengakibatkan
efek yang tidak diinginkan

Pencarian sumber obat dari alam amat memungkinkan di Indonesia yang kaya
akan keanekaragaman tumbuhan. Pemakaian bahan yang bersumber dari alam ini
memiliki resiko efek samping yang lebih ringan serta tingkat keamanan yang lebih
tinggi dibandingkan dengan obat sintetis yang berasal dari bahan kimia murni.
Beberapa dari tumbuhan tersebut mempunyai potensi untuk dikembangkan menjadi

sediaan fitofarmaka dan sebagai sumber obat yang baru.
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Tumbuhan bingkek merupakan salah satu tumbuhan merambat dari famili
Fabaceae yang terdapat di Indonesia. Tumbuhan ini terdistribusi dibeberapa
daerah, seperti Jawa, Bali, dan Sumatera. Tumbuhan ini juga ditemui di beberapa
negara seperti Philipina, Jepang, China hingga Afrika. Secara tradisional tumbuhan
ini telah banyak digunakan sebagai tumbuhan obat antara lain untuk mengobati
penyakit pityasis, sakit perut, pencuci rambut, memulihkan kondisi wanita yang
baru melahirkan, obat rematik, burut, pembengkakan pada usus, bahkan juga

digunakan sebagai racun ikan.

Banyaknya manfaat tumbuhan ini secara tradisional dimasyarakat
sayangnya tidak sejalan dengan banyaknya penelitian yang dilakukan terhadap
tumbuhan ini. Sedikitnya laporan hasil penelitian dan jurnal yang berkenaan
dengan tumbuhan ini semakin membuktikan bahwa baru sebagian kecil dari
kandungan tumbuhan ini yang pernah diteliti, oleh karena itu dirasa sangat
diperlukan untuk meneliti kandungan kimia yang terdapat pada tumbuhan ini.
penelitian yang dilakukan di Universitas Andalas tahun 2011 ini memfokuskan

penelitian pada biji tumbuhan bingkek

Untuk mendapatkan senyawa glikosida dari tumbuhan bingkek dilakukan
dengan merendam biji yang telah dihaluskan menggunakan metanol selama tiga
hari, ekstrak yang didapat kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator.
Selanjutnya, ekstrak metanol yang berwana coklat tua hasil rotary dilakukan
fraksinasi dengan pelarut n-heksan dan kemudian diteruskan menggunakan pelarut

etil asetat. Terbentuknya endapan berbentuk bubuk putih pada fraksi etil asetat
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setelah disimpan selama seminggu menjadikan penelitian ini difokuskan pada
fraksi etil asetat khususnya pemurnian bubuk putih tersebut.

Bubuk putih yang didapat selanjutnya dimurnikan dengan kromatografi
kolom dan rekristalisasi. Senyawa murni hasil isolasi setelah dianalisa dengan
kromatografi lapis tipis, dilakukan analisa lebih lanjut menggunakan kromatografi
gas, spektroskopi ultraviolet, spektroskopi infra merah dan spektroskopi magnetik
nuklir. Selanjutnya, dengan membandingkan data senyawa hasil isolasi dengan
literatur, maka senyawa yang didapatkan diusulkan dengan nama Phaseoloidin (2-

(B-D-glukopiranosiloksi) 5-hidroksi asam benzen asetat)
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I. PENDAHULUAN

1.1.  Latar Belakang

Alam telah memberikan keanekaragaman organisme yang luar biasa, selama
evolusi berlangsung beberapa milyar tahun yang lalu. Keanekaragaman organisme
tersebut terdiri dari 250.000 spesies tumbuhan, 30 juta spesies serangga dan 1,5
juta spesies jamur. Masing-masing organisme ini bersama-sama dalam berbagai
ekosistem, saling berinteraksi dengan berbagai cara sehingga dihasilkan senyawa
metabolit sekunder. Mengingat jumlah organisme yang ada dan tidak terbatasnya
interaksi yang mungkin terjadi, tidaklah mengherankan apabila metabolit
sekunder yang diproduksi oleh berbagai organisme ini sangat beranekaragam
jenisnya dan dalam jumlah yang besar (Achmad, 2006).

Masyarakat Indonesia sudah biasa menggunakan obat-obatan tradisional yang
umumnya berasal dari tumbuhan untuk mencegah dari serangan penyakit atau
mengobati penyakit. Aplikasi dari obat-obatan ini bisa dengan cara meminum
ekstrak air dari tanaman tersebut atau meletakkan bagian yang sudah ditumbuk
halus pada daerah di tubuh yang sakit. Kurangnya informasi ilmiah mengenai
komponen-kompenen kimia yang terdapat dalam tanaman untuk obat tradisional
mengakibatkan nilai ekonomi dari tanaman-tanaman ini sangat rendah. Selain itu
penggunaannya yang biasa menggunakan dosis sembarang bisa mengakibatkan
efek yang tidak diinginkan (Utami dan Robara, 2008).

Pencarian sumber obat dari alam amat memungkinkan di Indonesia yang kaya

akan keanekaragaman tumbuhan. Pemakaian bahan yang bersumber dari alam ini



memiliki resiko efek samping yang lebih ringan serta tingkat keamanan yang
lebih tinggi dibandingkan dengan obat sintetis yang berasal dari bahan kimia
murni. Beberapa dari tumbuhan tersebut mempunyai potensi untuk dikembangkan

menjadi sediaan fitofarmaka dan sebagai sumber obat yang baru.

Tumbuhan bingkek merupakan salah satu tumbuhan yang terdapat di
Indonesia. Tumbuhan ini terdistribusi dibeberapa daerah, seperti Bali, Jawa,
Sumatera, juga terdapat di Filipina, Jepang, India hingga ke Afrika. Tumbuhan ini
memiliki banyak khasiat. Secara tradisional, akarnya digunakan sebagai obat
murus darah dan panas perut. Banyaknya busa yang dihasilkan bisa digunakan
sebagai pencuci pakaian, pembersih rambut dan untuk mengobati penyakit
pityriasis, yaitu kudis yang terdapat pada bagian yang berambut terutama kepala.
Biji tumbuhan ini digunakan juga sebagai pencuci rambut, penyakit lambung dan
sebagai obat untuk memulihkan kondisi wanita yang baru melahirkan. Bagi
masyarakat Bali bijinya dijadikan sebagai makanan yakni dengan memanggang
kulit buahnya hingga pecah, selanjutnya biji tersebut direndam dalam air mengalir

salama 24 jam dan direbus kembali kemudian baru digunakan (Heyne, 1987).

Di negara Filipina, biji tumbuhan ini digunakan sebagai bahan pencuci
rambut, obat rematik. Sedangkan bagi masyarakat India biji tumbuhan ini
digunakan sebagai racun ikan (Barua, 1988). Masyarakat di bagian provinsi
Yunan, China menggunakan tumbuhan ini sebagai obat sakit perut dan burut (Hui,
2010). Protein yang dikandung tumbuhan ini dilaporkan sebagai anti-HIV. (Dong,

et. al., 2009)



Penelusuran literatur terhadap tumbuhan bingkek diketahui bahwa baru
sedikit penelitian yang pernah dilakukan terhadap tumbuhan ini, dan kandungan
- metabolit sekunder yang ditemukan baru terbatas pada beberapa senyawa saja.
Untuk negara Indonesia penulis belum menemukan adanya penelitian atau pun

literatur yang menunjukkan bahwa tumbuhan ini pernah diteliti di Indonesia.

1.2 Perumusan Masalah

Tumbuhan bingkek telah digunakan secara tradisional untuk pencegahan
dan penyembuhan terhadap berbagai penyakit, namun sampai saat ini baru sedikit
laporan tentang konstituen kimia yang terdapat pada tumbuhan ini. Untuk
penelitian di Indonesia, sampai sejauh ini belum ada penelitian atau laporan yang
menunjukkan bahwa tumbuhan ini pernah di teliti di Indonesia.

Dilain pihak penemuaan senyawa metabolit sekunder, baik senyawa baru
atau pun senyawa yang sudah dikenal dari famili Fabaceae juga merupakan suatu
tantangan bagi peneliti Kimia Organik Bahan Alam untuk menginventarisasi
kandungan kimia senyawa tersebut yang pada akhirnya bermanfaat untuk
perkembangan ilmu dan dapat digunakan sebagai struktur model dalam usaha
sintesis transformasi struktur menjadi senyawa yang bermanfaat bagi kehidupan
umat manusia.

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan struktur dari

glikosida yang didapat dari biji tumbuhan bingkek.
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1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat penelitian ini antara lain:
1. Dalam pengembangan ilmu, penelitian ini memberikan informasi ilmiah

tentang senyawa metabolit sekunder yang terdapat didalam biji tumbuhan
bingkek.

2. Dalam pembangunan, temuan penelitian berupa senyawa bioaktif dapat
dikembangkan menjadi senyawa medisinal sehingga akan membantu

pemerintah dalam peningkatan kesehatan masyarakat.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjaun Umum Botani Tumbuhan Bingkek

Tumbuhan bingkek dikenal juga dengan nama lainya yaitu: Cariyu
(Sunda), Bendoh (Jawa), Pikat (Bali), akar belerang (Malaysia), Gogo (Philipina)
dan Katengzi (China) adalah merupakan tumbuhan merambat dari famili
Fabaceae. Batangnya berkulit tebal, memiring dan biasanya memutar. Kulit
kayunya berwarna coklat gelap dan kasar. Diantara daunnya terdapat sulur yang

biasanya juga memutar.

Tumbuhan ini memiliki bunga dengan ukuran 2 sampai 3 milimeter dan
berwarna putih kekuningan, mempunyai buah seperti petai yang memiliki dan
berisikan biji 4-15 butir berukuran 3-5 cm berwarna merah hingga coklat tua.
Panjang buah dapat mencapai satu meter dan lebar buah 10 cm dengan bentuk

melengkung dan memilki batas antar biji (Heyne, 1987) (Gambar 1).

Gambar 1. Tumbuhan, buah dan biji bingkek




Klasifikasi tumbuhan bingkek menurut ST.Tomas Bean (1985), adalah

sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Fabales
Famili : Fabaceae
Subfamili : Mimosoideae
Genus : Entada
Spesies : Entada phaseoloides Merr

Tumbuhan ini mempunyai 7 spesies dan dijumpai tersebar secara luas di
berapa daerah didunia, yaitu: Entada abissynica, Entada Africana, Entada
chrysosthachys, Entada gigas, Entada phaseoloides, Entada polystachya, dan

Entada rhedii.

2.1.1 Kegunaan Tumbuhan Bingkek

Penelusuran literatur terhadap tumbuhan bingkek diketahui bahwa baru
sedikit penelitian yang pernah dilakukan terhadap tumbuhan ini. Kandungan
metabolit sekunder yang ditemukan baru terbatas pada beberapa senyawa saja.
Untuk negara Indonesia penulis belum menemukan adanya penelitian atau pun

literatur yang menunjukkan bahwa tumbuhan ini pernah diteliti di Indonesia

Luasnya penyebaran tumbuhan bingkek membuat tumbuhan ini secara
tradisional banyak digunakan. Di daerah China misalnya tumbuhan ini digunakan
oleh masyarakat diprovinsi bagian Yunan sebagai obat sakit perut dan burut (Hui,

2010). Bagi masyarkat Philipina tumbuhan ini digunakan sebagai sampo dan obat



rematik. Sedangkan masyarakat India menggunakan biji tumbuhan ini sebagai

racun ikan (Barua,1987).

Di Indonesia, khususnya di daerah Bali biji tumbuhan ini dijadikan
sebagai bahan makanan, prosesnya dilakukan dengan cara memanggang kulit
buahnya hingga pecah. Selanjutnya biji tersebut direndam dalam air mengalir
salama 24 jam dan direbus kembali kemudian baru gunakan sebagai bahan
makanan. Secara tradisional di Sumatera, akar tumbuhan ini digunakan pula
sebagai obat murus darah, dan panas perut. Banyaknya busa yang dihasilkan
oleh batang dan akar tumbuhan ini, membuatnya bisa digunakan sebagai pencuci
pakaian, pembersih rambut dan untuk mengobati penyakit pityriasis, yaitu kudis
yang terdapat pada bagian yang berambut, terutama kepala. Biji tumbuhan ini
digunakan juga sebagai pencuci rambut dan penyakit lambung. Di daerah Sunda,
biji tumbuhan ini digunakan sebagai obat untuk memulihkan kondisi wanita yang

baru melahirkan (Heyne, 1987).

Penelitian yang pernah melaporkan tentang tanaman atau genus tumbuhan ini
diantaranya adalah Barua, (1988) melakukan penelitian terhadap biji tumbuhan ini
di Calcuta, India dan menemukan adanya 2-(B-D-glukopiranosiloksi) 5-hidroksi
asam benzen asetat. Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Ikegami, (1987)

menemukan adanya senyawa entadamid A dan Entadamid B.

Dengan pertimbangan di atas, dapat diketahui bahwa masih amat sedikit
penelitian yang dilakukan terhadap tumbuhan ini, Khususnya pada biji. Sehingga
perlu dilakukan penelitian untuk mengungkapkan senyawa metabolit sekunder
yang terdapat pada tumbuhan tersebut, mengingat kegunaan tumbuhan ini amat

banyak di masyarakat.




2.1.2. Kegunaan Tumbuhan Genus Enfada

Genus Enfada tersebar luas di beberapa daerah didunia, dan masing-
masing dilaporkan mengandung senyawa aktif dan memiliki kegunaan tertentu.
Entada rheedii misalnya, banyak terdapat di daerah Afrika. Oleh masyarakat
Kamerun digunakan sebagai obat sakit perut. Penelitian yang dilakukan oleh
Nzoa. et all., (2010) melaporkan bahwa tumbuhan Entada rheedii ini mempunyai

biokativitas sebagai antiproliferatif dan antioksidan.

Berbeda dengan Entada rheedii, menurut Freiburghaus, (1998)
berdasarkan penelitian yang dilakukannya, Freiburghaus melaporkan bahwa
ekstrak akar tumbuhan Entada abyssinica yang difraksinasi dengan diklorometan
setelah dilakukan pengujian terhadap Trypanasoma brucei memberikan hasil yang
positif. Bagi masyarkat Uganda secara tradisional tumbuhan ini digunakan untuk
mengobati penyakit tidur, yaitu penyakit yang diakibatkan oleh Tripanasoma
brucei. Penelitian yang dilakukan oleh Olajide, er al., (2001) dari Universitas
Ibadan Nigeria ini melaporkan pula bahwa ekstrak metanol tumbuhan ini

mempunyai bioaktivitas sebagai anti inflamentori.

Entada africana merupakan tumbuhan yang banyak terdapat di Mali.
Tumbubhan ini oleh masyarakat setempat digunakan sebagai obat tradisional yaitu
anti racun, sebagai obat batuk, melawan penyakit bronkhitis, dan mencegah
infeksi. Akar tumbuhannya digunakan sebagai obat antisipilis dan antiseptik
sedangkan daunnya oleh masyarakat digunakan juga sebagai antiseptik, obat

rematik, obat penurun panas, dan juga digunakan sebagai pencegah infeksi kulit.




Penelitian yang dilakukan oleh Diallo, er al., (2001) menunjukkan
bahwa tumbuhan Entada africana memiliki efek sebagai anti bakteri, antivirus
dan anti hepatoksid. Cioffi, e al., (2006) melaporkan pula bahwa senyawa
triterpen saponin yang diisolasinya dari tumbuhan Entada africana mempuyai

efek sebagai antiproliferatif.

Entada pursathea merupakan salah satu tumbuhan yang banyak terdapat
di India. Penelitian yang dilakukan oleh Rao, dan Priya, (2008) melaporkan
bahwa tumbuhan ini secara tradisional oleh masyarakat India digunakan untuk
mengobati beberapa jenis penyakit, diantaranya: biji tumbuhan ini digunakan
sebagai obat alexiterik, narkotik, tonik, emetik, anthelmintik, antipiretik,
febrifuge, and hemorhoidal. Daunnya digunakan sebagai obat penyakit kulit,

akamya digunakan sebagai obat anti-epilepsi.
2.1.3. Kandungan Kimia Genus Entada

Penelitian terhadap biji tumbuhan bingkek menyebutkan bahwa tanaman
ini mengandung senyawa entadamid A-B-D-glukopiranosil-(1—>3)-B-D-

glukopiranosid. Strukturnya seperti digambarkan dibawah ini. Hui, et.al., (2010).
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Entadamid A-B-D-glukopiranosil-(1—>3)-B-D-glukopiranosid.
Ikegami, (1987) Melakukan penelitian terhadap biji tumbuhan bingkek

menemukan suatu senyawa yang diberinya nama entadamid A dan entadamid B.

Strukturnya seperti yang digambarkan dibawah ini.
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Entadamid B

Pada tahun (1988), Barua, juga pernah melaporkan bahwa beliau
menemukan senyawa phaseoloidin atau 2-(p-D-glukopiranosiloksi) 5-hidroksi

asam benzen asetat yang didapat dari biji bingkek.

OH
CHOH
HO o]
XL
CH,COOH

2-(B-D-glukopiranosiloksi) 5-hidroksi asam benzen asetat

Larsen, er all, (1973) melakukan penelitian pada biji tumbuhan dengan
genus yang sama yaitu Entada pursaetha, dan mendapatkan senyawa L-tirosin O-

glukosida dan dopamine-3-O-Glukosida

CHoCH(NH,)COOH

L-tirosin O-glukosida
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CHZCHaNH,
/

Dopamine-3-O-Glukosida

Olajide dan Alada, (1998) dari Universitas Ibadan Nigeria melakukan
penelitian terhadap Entada abissinica dan melaporkan bahwa ekstrak metanol
tumbuhan ini mempunyai khasiat sebagai anti-inflamentori. Freiburghaus, et al.,
(1998) melakukan penelitian terhadap tumbuhan Entada abissinica mendapatkan
senyawa kolavenol dan mempunyai biokativitas sebagai anti-Trypanosoma brucei

rhodesiense. Strukrurnya seperti dibawah ini.

kolavenol

Nzoa, er al., (2010) melakukan penelitian pada biji tumbuhan Enrada
rhedii mendapatkan senyawa reediinosid A dan B. Hasil penelitian yang
dilakukan menunjukkan bahwa senyawa yang ditemukan ini mempunyai

bioaktivitas sebagai antioksidan dan antipoliferatif.
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Rediinosid B
2.2. Glikosida
2.2.1 Pengertian Glikosida

Glikosida adalah senyawa yang terdiri atas gabungan dua bagian senyawa,
yaitu gula dan bukan gula. Keduanya dihubungkan oleh suatu bentuk ikatan
berupa jembatan oksigen (O — glikosida, dioscin), jembatan nitrogen (N-glikosida,

adenosine), jembatan sulfur (S-glikosida, sinigrin), maupun jembatan karbon (C-
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glikosida, barbaloin). Bagian gula biasa disebut glikon sedangkan bagian bukan
gula disebut sebagai aglikon atau genin. Apabila glikon dan aglikon saling terikat

maka senyawa ini disebut sebagai glikosida. (Boeckler, 2011)

2.2.2 Biosintesis glikosida

Apabila bagian aglikon dari suatu glikosida merupakan gula, maka
glikosida ini disebut hollosida, sedang kalau bukan gula disebut heterosida.
Pembicaraan tentang biosintesa dari heterosida umumnya terdiri dari dua bagian
yang penting, yang pertama adalah reaksi umum bagaimana bagian gula terikat
dengan bagian aglikon. Diperkirakan reaksi transfer ini sama pada semua sistem
biologik. Ini kemudian dilanjutkan dengan pembicaraan secara mendetail tentang

jalannya reaksi biosintesa untuk berbagai jenis aglikon yang akan menyusun glikosida.

Hasil-hasil penyelidikan telah menunjukkan bahwa jalan reaksi utama dari
pembentukan glikosida meliputi pemindahan (transfer) gugusan uridilil dari uridin
trifosfat kesuatu gula-I-fosfat. Enzim-enzim yang bertindak sebagai katalisator
pada reaksi ini adalah uridilil transferase (UTP) dan telah dapat diisolasi dari
binatang, tanaman dan mikroba. Sedang gula fosfatnya dapat berupa pentosa,
heksosa dan turunan gula lainnya. Pada tingkat reaksi berikutnya enzim yang
digunakan adalah glikolisis transferase (UDP), dimana terjadi pemindahan
(transfer) gula dari uridin difosfat kepada akseptor tertentu (aglikon) dan
membentuk glikosida

UT P + Gula-l-fosfat —» UDP gula + PP1

UDP - Gula + akseptor Akseptor ~ g—= gula + UDP (glikosida)
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Apabila glikosida telah terbentuk, maka suatu enzim lain akan bekerja
untuk memindahkan gula lain kepada bagian monosakarida sehingga terbentuk
bagian disakarida. Enzim serupa terdapat pula dalam tanaman yang mengandung
glikosida lainnya yang dapat membentuk bagian di-, tri- dan tetrasakarida dari

glikosidanya dengan reaksi yang sama.
2.2.3. Klasifikasi Glikosida
Klasifikasi glikosida adalah sebagai berikut:

1. Glikosida saponin, yaitu glikosida yang aglikonya berupa sapogenin.
Gliokosa saponin bisa berupa saponin streroid maupun saponin
triterpenoid.

2 Glikosa steroid, yaitu glikosa yang aglikonnya berupa steroid. Disebut
Jjuga glikosa jantung karena memiliki daya kerja yang kuat dan spesifik
terhadap otot jantung.

3. Glikosa antrakuinon, yaitu aglikonnya berupa antrakuinon. Glikosa ini
mudah terhidrolisis.

4. Glikosida sianopora, merupakan glikosa yang ketika dihidrolisis terurai
menghasilkan asam sianinda (HCN).

5 Glikosida isotiosianat, glikosida ini banyak terdapat pada famili crucifera.
Aglikonnya berupa isotiosianat.

6. Glikosida flavonol, glikosida ini merupakan senyawa yang sangat luas
penyebarannya didalam tanaman. Aglikonnya berupa senyawa flavonoid.

y i Glikosida Alkohol, yaitu glikosida yang aglikonnya selalu memilki gugus

hidroksi.




8. Glikosa aldehid, aglikonnya berupa suatu aldehid. Contoh senyawa ini
adalah salinigrin yang terdapat pada tumbuhan Salix discolor.

9. Glikosa lakton, yaitu glikosida yang mengikat senyawa kumarin (lakton).
Glikosida ini sangat jarang ditemukan.

10.  Glikosida fenol, yaitu aglikonnya berupa senyawa fenol. Contoh dari
senyawa ini adalah hesperidin yang terdapat pada buah jeruk. (Najib,
2007)

2.2.4. Fungsi Glikosida

Secara umum, glikosida digunakan sebagai bahan pengobatan.
Diantaranya adalah obat jantung, pencahar, pengiritasi lokal, analgesik dan
penurun tegangan permukaan. Glikosida digitalis misalnya berkhasiat sebagai
pencahar senna, glikosida dari gaulteria dapat menghasilkan metil salisilat yaitu

sebagai analgesik. (Pridham, et.al., 2000).
2.3. Metoda Isolasi Senyawa Bahan Alam
2.3.1. Metoda ekstraksi

Proses awal pembuatan ekstrak adalah tahapan pembuatan serbuk sampel
kering. Dari sampel kering dibuat serbuk dengan peralatan tertentu sampai derajat
kehalusan tertentu. Proses ini dapat mempengaruhi mutu ekstrak dengan dasar
semakin halus serbuk sampel maka proses ekstraksi semakin efektif karena luas

permukaannya (Parameter Standar Umum Ekstak Tumbuhan Obat, 2000).

Ekstraksi merupakan salah satu metoda penarikan yang digunakan untuk
menarik senyawa organik yang terkandung dalam suatu tumbuhan. Dalam

pemilihan pelarut untuk ekstraksi, pelarut tersebut harus dapat melarutkan
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senyawa organik yang terkandung dalam tumbuhan, mudah menguap (titik
didihnya rendah) dan tidak terjadi reaksi antara pelarut yang digunakan dengan
hasil isolasi yang akan dimurnikan. Sampel kering secara umum diekstraksi
dengan berbagai pelarut dari kepolaran rendah sampai kepolaran tinggi

(Parameter Standar Umum Ekstak Tumbuhan Obat, 2000).

Metoda ekstraksi banyak jenisnya, tergantung pada tekstur, kandungan air
bahan tumbuhan yang diekstraksi dan pada jenis senyawa yang diisolasi. Prosedur
klasik untuk memperoleh kandungan senyawa organik dari jaringan tumbuhan
kering adalah dengan ekstraksi berkesinambungan menggunakan sederetan
pelarut yang berbeda-beda. Proses ekstraksi dilakukan berulang-ulang dengan
pelarut yang berbeda atau resirkulasi cairan pelarut dan prosesnya tersusun
berturut beberapa kali. Pelarut yang digunakan dimulai dengan pelarut yang non-
polar kemudian dilanjutkan dengan pelarut yang lebih polar (Parameter Standar

Umum Ekstak Tumbuhan Obat, 2000).
2.3.2. Metoda kromatografi

Kromatografi merupakan teknik pemisahan yang paling populer untuk
pemurnian senyawa. Hampir setiap campuran kimia dapat dipisahkan dengan
metoda ini, mulai dari bobot yang paling besar sampai bobot yang paling kecil.
Pemisahan secara kromatografi berdasarkan beberapa kecenderungan sifat
fisiknya yaitu ; 1. kecenderungan molekul untuk larut dalam cairan (partisi).
2. kecenderungan molekul untuk melekat pada permukaan serbuk halus (adsorpsi,
penyerapan) dan 3. kecenderungan molekul lewat interpori (porositas) (Ahuja,

2003).
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Metoda kromatografi merupakan suatu teknik pemisahan secara fisika
yang menggunakan dua fasa yaitu fasa diam dan fasa gerak. Pemisahan ini terjadi
karena adanya perbedaan migrasi yang disebabkan oleh beda koefisien distribusi
dari masing-masing komponen. Salah satunya merupakan lapisan stasioner (fasa
diam) dengan permukaan yang luas dan fasa yang lain berupa zat alir (fluid) yang
mengalir lambat menembus sepanjang lapisan stasioner (Wixom dan Gehrke,

2010).
2.3.2.1. Kromatografi lapis tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) fase diamnya berupa lapisan dan fase
geraknya mengalir karena kerja kapiler. Dalam kajian analisis kualitatif,
kromatografi lapis tipis sangat umum digunakan dalam teknik analisis kimia,

antara lain yaitu:

1. Untuk identifikasi suatu senyawa.
2. Untuk mengetahui berapa banyak jenis senyawa dalam suatu campuran
(kemurnian).
3. Untuk mengetahui pelarut/perbandingan pelarut yang cocok untuk pemisahan
pada kromatografi kolom.
4. Untuk memonitor pemisahan pada kromatografi kolom.
5. Untuk uji kemurnian
Visualisasi untuk senyawa yang tidak berwarna harus dideteksi dengan
cara penyinaran lampu UV, dengan memasukkan ke dalam uap iodin, atau dengan
pereaksi penampak noda seperti Dregendorff. Noda yang didapat ditandai dengan

pensil untuk menentukan harga Rf yang berkisar 0-1. Harga Rf dapat dihitung
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dengan membandingkan jarak yang ditempuh komponen dengan jarak yang
ditempuh eluen (Ahuja, 2003).

2.3.2.2. Kromatografi kolom

Kromatografi kolom merupakan salah satu metoda kromatografi dengan
fasa gerak cair dan fasa diam padat. Pengunaan fasa gerak (eluen) disesuaikan

dengan kepolaran senyawa yang akan dipisahkan.

Fasa diam ditempatkan dalam tabung kaca berbentuk silinder, pada bagian
bawah tertutup dengan katup atau kran dan fasa gerak dibiarkan mengalir ke
bawah melaluinya karena gaya berat. Pada kondisi yang dipilih dengan baik,
eluen yang merupakan komponen campuran, turun berupa pita dengan laju yang
berlainan dan dengan demikian dipisahkan. Eluen biasanya dipisahkan dengan
cara membiarkannya mengalir keluar dari kolom dan mengumpulkannya sebagai

fraksi, seringkali dengan memakai pengumpul fraksi mekanis (Ahuja, 2003).

Untuk mengoptimalkan hasil pemisahan dapat pula menggunakan kolom
yang dilengkapi dengan aliran tekanan udara yang berasal dari aerator. Dalam hal
ini kolom sedikit diberi modifikasi yakni, ujung kolom dibagian atas diberi
penutup dan lubang saluran udara melalui pipa atau selang aerator. Tekanan udara
akan mempercepat proses elusi dalam kolom. Tekanan ini lebih menguntungkan
karena memisahkan dengan baik, tidak memakan waktu yang cukup lama, elusi
berjalan dengan baik jika dibandingkan dengan tanpa menggunakan tekanan udara

(Wixom dan Gehrke, 2010).
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2.3.2.3. Metoda rekristalisasi

Rekristalisai adalah metode yang paling penting untuk memurnikan dan
memisahkan senyawa padat. Untuk itu suatu pelarut yang sesuai dijenuhkan
dengan jalan pemanasan dengan senyawa padat yang akan dimurnikan, bagian
yang tidak larut disaring panas kemudian larutan didinginkan pelan-pelan, substan

biasanya dalam bentuk murni akan mengkristal.

Rekristalisasi dapat pula digunakan pelarut campuran. Zat padat akan
terlebih dahulu dilarutkan dalam sedikit pelarut yang paling mudah
melarutkannya lalu ditambahkan pelarut yang kedua yang tidak melarutkannya
sampai jenuh. Pelarut yang digunakan untuk rekristalisasi adalah yang tidak

melarutkan pada suhu kamar, tetapi larut bila dipanaskan.
2.4. Uji Kemurnian Senyawa Hasil Isolasi

Salah satu pengujian kemurnian senyawa hasil isolasi yaitu berdasarkan
titik leleh. Titik leleh merupakan temperatur keadaan suatu kristal mulai meleleh
sampai kristal meleleh seluruhnya. Menurut Sharp et al, (1989) kegunaan
penentuan titik leleh suatu senyawa adalah penentuan kemurnian. Pada penentuan
titik leleh suatu senyawa, bila harga yang diperoleh memiliki selisih angka yang
lebih kecil dari atau sama dengan 2°C, maka senyawa tersebut dapat dikatakan
memiliki kemurniaan yang baik, tetapi jika selisihnya lebih besar dari 2°C, maka
senyawa tersebut belum murni. Selain itu juga bisa dengan KLT yang bila

memberikan noda dengan berbagai eluen ini tanda sudah murni.
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2.5. Metoda Karakterisasi
2.5.1. Spektroskopi ultraviolet

Spektrum ultraviolet dan sinar tampak (UV-Vis) dari suatu senyawa
organik berhubungan dengan transisi elektron dari satu tingkat energi ke tingkat
energi yang lebih tinggi. Kegunaan lainnya adalah untuk mengetahui jumlah

ikatan rangkap yang terdapat didalam suatu molekul (Pavia, 2007).

Spektroskopi Uv-vis mengukur probabilitas dan energi eksitasi suatu
molekul dari keadaan elektronik dasar kesuatu keadaan eksitasi. Spektrum
absorbsi UV-vis suatu senyawa dapat memperlihatkan banyaknya pita serapan,
dengan Amas setiap pita berhubungan dengan energi yang diperlukan untuk

pembentukan keadaan tereksitasi (Kristanti, ef al., 2008).
2.5.2. Spektroskopi inframerah

Spektrofotometri inframerah lebih banyak digunakan untuk identifikasi
suatu senyawa melalui gugus fungsinya. Spektroskopi IR didasarkan pada
absorbsi radiasi elektromagnetik suatu zat pada daerah panjang gelombang 2- 15
mikron atau bilangan gelombang 4000 — 650 cm™. Molekul yang menyerab
radiasi elektromagnetik pada daerah ini akan mengalami vibrasi ulur (stretching
vibration) dan vibrasi tekuk (bending vibration). Untuk keperluan elusidasi
struktur maka daerah dengan bilangan gelombang 1400 — 4000 cm™ yang berada
dibagian kiri spektrum IR, merupakan daerah yang khusus berguna untuk
identifikasi gugus-gugus fungsional, yang merupakan absorbsi dari vibrasi ulur.
Selanjutnya daerah yang berada disebelah kanan bilangan gelombang 1400 cm™

sering kali sangat rumit karena pada daerah ini terjadi absorbsi dari vibrasi ulur
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dan vibrasi tekuk, namun setiap senyawa organik memiliki absorbsi yang

karakteristik pada daerah ini (Stuart, 2004).

Oleh karena itu bagian spektrum ini disebut daerah sidik jari (fingerprint
region), meskipun bagian kiri suatu spektrum nampaknya sama untuk senyawa-
senyawa yang mirip, daerah sidikjari haruslah cocok agar dapat disimpulkan

bahwa kedua senyawa tersebut sama.

2.5.3. Spektroskopi massa

Spektrofotometer massa adalah suatu metode identifikasi struktur molekul
senyawa berdasarkan massa. Spektrum massa merupakan rangkaian puncak-

puncak yang berbeda-beda tingginya (Khopkar, 2003).

Suatu titik permulaan yang ideal dalam analisis struktur organik,
penggunaan data spektroskopi massa adalah untuk menentukan massa suatu
molekul, memperoleh rumus molekul, dan mengetahui informasi dari struktur
dengan melihat pola fragmentasinya. Hal ini sangat mungkin karena
spektrofotometer massa memberikan seluruh isotop yang hadir pada suatu
senyawa untuk dapat diteliti secara bersamaan. Spektrofotometer massa memulai
analisis dengan cara mengionisasi suatu sampel dan ion yang dihasilkan
diceraikan, kemudian diplot sebagai perbandingan massa terhadap muatan (m/z)
versus kelimpahan relatif (relative abundance, %). Muatan ion-ion tunggal atau

ganda yang bermuatan positif maupun negatif dapat diamati (Pavia, 2007).

Intensitas dari puncak ion molekul tergantung pada kestabilan ion yang

terbentuk yang dipengaruhi oleh struktur molekul. Puncak yang paling tinggi dari
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spektrum massa disebut base peak. Setiap komponen memberikan rangkaian
fragmentasi yang spesifik yang biasa disebut pola fragmentasi dan berbentuk
deretan garis (Khopkar, 2003). Spektroskopi senyawa terpenoid dapat dilihat pada

gambar dibawah ini.
2.5.4. Spektroskopi resonansi magnetik inti (NMR)

Spektroskopi NMR merupakan teknik yang sangat populer di dalam
menentukan struktur senyawa organik. Spektroskopi NMR berhubungan dengan
sifat magnetik inti. Penentuan senyawa dengan menggunakan NMR akan
diperoleh gambaran perbedaan sifat magnet dari berbagai inti yang ada untuk

menduga letak inti tersebut dalam molekul (Pavia, 2007).

Spektrum normal NMR adalah pengumpulan dari satu atau lebih puncak
resonansi pada frekuensi berbeda. Chemical shifi atau pergeseran kimia
menunjukkan posisi frekuensi resonansi yang diamati pada inti spesifik
lingkungan struktur tunggal (Crews, 1998). Ada dua jenis spektroskopi NMR
yaitu '"H NMR dan C NMR. Salah satu bagian informasi yang penting pada
suatu spektrum 'H NMR adalah pergeseran kimia dari berbagai jenis proton di
dalam sampel. C NMR juga memberikan informasi struktur berdasarkan
pergeseran kimia dari bermacam-macam karbon pada suatu senyawa

(Mohrig et al., 2003).

2.5.5. Spektroskopi proton NMR ('"H-NMR)
Spektroskopi "H-NMR cukup banyak digunakan oleh kimiawan organik.
Spektroskopi ini didasarkan pada kenyataan bahwa setiap kelompok proton (H)

dalam molekul organik akan beresonansi pada frekuensi yang tidak identik atau
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beresonansi pada frekuensi spesifik. Hal ini disebabkan kelompok proton suatu
molekul organik dikelilingi elektron yang berbeda (lingkungan elektroniknya
berbeda). Makin besar kerapatan elektron yang mengelilingi inti maka makin
besar pula medan magnet yang digunakan. Karena setiap atom H (proton) suatu
molekul organik mempunyai lingkungan elektronik (kimia) yang berbeda maka
akan menyebabkan frekuensi resonansi yang berbeda (Pavia, 2007).

Pergeseran kimia, dilambangkan dengan 8, menyatakan seberapa jauh
(satuan ppm) proton tersebut digeser dari proton standar Tetrametilsilana (TMS)

(6= 0 ppm), terhadap frekuensi spektrometer yang digunakan. (Pavia, 2007).

2.5.6. Spektroskopi DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer)

Percobaan DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
dapat membedakan signal karbon metil, metilen, metin dan karbon quarterner.
Karbon metil dan metin menunjuk ke atas, karbon metilen ke bawah dan karbon
quarterner hilang.

Spektroskopi NMR DEPT memiliki 3 sub-spektrum yang berbeda: 45 MHz,
90 MHz dan 135 MHz. Pada DEPT-45 akan menunjukkan seluruh puncak atom
karbon yang mengemban proton (hidrogen). Pada DEPT-90, puncak yang
ditunjukkan hanya untuk atom karbon gugus metin (CH). Sementara pada DEPT-
135 karbon metin dan metil memberikan puncak keatas (positive peaks),

sedangkan karbon metilen puncaknya mengarah kebawah (Pavia et al, 2007).
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25.7 Spektroskopi HMBC ( 'H-"C Heteronuclear Multiple Bond

Connectivity)

HMBC merupakan salah satu jenis NMR dua dimensi yang digunakan
untuk pembuktian struktur molekul (struktur dua dimensi) senyawa. Melalui data
HMBC ini dapat diketahui kopling dengan jarak dua atau tiga ikatan sehingga
secara tidak langsung dapat digunakan untuk mengetahui karbon-karbon tetangga
yang memiliki jarak dua sampai tiga ikatan dengan suatu proton tertentu

(Mitchell, 2007).



IIIl. METODE PENELITIAN

3.1.  Alat dan Bahan
3.1.1. Alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain adalah sebagai
berikut : spektrofotometer UV-Visible merk Hitachi U-2001, spektrofotometer IR
merk Shimadzu type IR Prestige-21, Spektrofotometer NMR merk JEOL type
JNM-ECA 600 MHz (*C-NMR, 'H-NMR, DEPT dan HMBC), lampu ultraviolet
365 dan 254 mm, seperangkat alat destilasi. rotary evaporator, kolom
kromatografi, oven vakum, hot plate, fisher jhon melting point apparatus, dan
peralatan lainnya yang sesuai prosedur kerja.

3.1.2. Bahan yang digunakan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah pelarut teknis untuk
isolasi yaitu : metanol, n-heksan, etil asetat, natrium hidroksida, iodium,
kloroform, asam sulfat, asam asetat, asetat anhidrat, Pb (II) Asetat, kertas saring
whatman cat No. 1001 (125 mm), silika gel 60 (70-230) mesh utuk kolom

kromatografi dan plat kromatografi lapis tipis silika gel F-254.
3.1.3. Penyamplingan

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah biji tumbuhan bingkek
yang didapat dari hutan kecil Danau Pitir Kecamatan Kepenuhan Kabupaten
Rokan Hulu, Provinsi Riau sebanyak 5 kg. Pengidentifikasian tumbuhan

dilakukan di Herbarium Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas (ANDA).




3.1.4 Identifikasi tumbuhan

Tumbuhan yang digunakan pada peneltian dilakukan Identifikasi di
Herbarium Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Andalas Tercatat sebagai spesimen ANDA JM.001.
3.2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukankan di Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam
Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Andalas. Untuk perekaman spektrum UV dan Gas Kromatografi (GC) di lakukan
Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Andalas, pengukuran spektrum IR
dilakukan di Laboratoriun Kimia Universitas Andalas. NMR dilakukan di
University of Gifu, Jepang, penelitian ini dimulai bulan September 2010 sampai

April 2011.

3.3 Identifikasi Profil Fitokimia

3.3.1 Pengujian alkaloid

Pemeriksaan alkaloid, digunakan metoda Culvenor-Fizgerald dimana sampel
biji bingkek sebanyak 5 gram dirajang dan digerus dalam lumpang porselen.
Tambahkan 10 mL larutan kloroform amoniak 0,05 M, diaduk kemudian disaring.
Kedalam tabung reaksi tambahkan 1 mL asam sulfat 2 N, kocok selama 2 menit,
biarkan terbentuk dua lapisan, ambil lapisan asam tambahkan pereaksi Meyer,

Adanya alkaloid ditandai dengan terbentuknya kabut sampai endapan putih.




3.3.2 Pengujian flavonoid

Pemeriksaan flavonoid digunakan metoda Sianidin test, sebanyak 5 g
sampel biji bingkek yang sudah dihaluskan ditambah 25 mL metanol, kemudian
didihkan dan disaring selagi panas, tambahkan aquadest dan petroleum eter
dikocok dan di diamkan. Ambil lapisan metanol dan uapkan, setelah kering residu
dilarutkan dengan etilasetat dan disaring. Filtratnya diuapkan dan sisanya
dilarutkan dalam etanol, kemudian tambahkan asam klorida pekat dan beberapa
butir bubuk magnesium, terbentuknya warna orange sampai merah menunjukan

adanya flavonoid (kecuali untuk flavon).

3.3.3. Pengujian triterpenoid dan steroid

Pemeriksaan steroid dan terpenoid dilakukan dengan pereaksi
Liebermann—Burchard. Pemeriksaan dilakukan dengan cara mengambil lapisan
kloroform tambahkan norit dan disaring, hasil saringan ditampung pada plat tetes,
dibiarkan kering. Kemudian tambahkan satu-dua tetes asam anhidrida asetat,
diaduk dan tambahkan satu tetes asam sulfat pekat. Terbentuknya warna biru
menandakan adanya steroid dan timbulnya warna merah atau merah ungu
menandakan adanya triterpenoid.

3.3.4 Pengujian Fenolik

Pemeriksan fenolik dilakukan dengan peraksi FeCl;. Pemeriksan
dilakukan dengan cara ambil lapisan air masukkan ke dalam tabung reaksi kecil
dan tambahkan pereaksi FeCls, terbentuknya warna biru/ungu menandakan

adanya kandungan senyawa fenolik.
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3.3.5 Pengujian Saponin

Pemeriksaan dilakukan dengan cara mengambil lapisan air masukkan
kedalam tabung reaksi dan kocok kuat-kuat, biarkan 15 menit dan terbentuknya
busa yang tidak hilang dengan penambahan beberapa tetes HCl pekat

menunjukkan adanya saponin.

3.3.6 Pengujian Kumarin

Biji bingkek seberat 2-5 g dirajang halus dan diekstrak dengan pelarut
metanol. Hasil ekstrak ditotolkan pada batas bawah plat KLT dengan kapiler,
dibiarkan kering pada udara terbuka. Kemudian dielusi dalam bejana yang berisi
10 mL eluen etilasetat. Noda yang dihasilkan dimonitor dengan lampu UV
panjang gelombang 365 nm dan terlihat fluorisensi, kemudian noda pada KLT
tersebut disemprot dengan NaOH 1 % dan etanol: air (1:1) dimonitor kembali
dengan lampu UV maka terlihat fluorisensi yang semakin terang menunjukkan
adanya kumarin.

3.3.7. Pengujian Glikosida
3.3.7.1. Persiapan sampel

Sebanyak 5 g sampel yang dianalisa dihaluskan menjadi serbuk. Serbuk
yang didapat dilarutkan kedalam campuran (etanol 96% + 3 bagian air) maserasi
selama 30 menit, aduk dan saring. Filtrat yang didapat ditambahkan 12,5 mL air
dan 12,5 mL Pb(1l) asetat 0,4 M kocok, diamkan lalu saring. filtrat yang didapat

kemudian campurkan dengan larutan kloroform-isopropanol 3:2. Tambahkan




Na;SO4 anhidrat, lalu saring. Uapkan pada suhu tidak lebih dari 50 °C. sisa

larutan yang didapat kemudian dilarutkan dengan 5 ml metanol (A).
3.3.7.2. Uji identifikasi umum glikosida (Lieberman-burchard)

Uapkan sebanyak 1 mL larutan A diatas penangas air, sisa yang
didapatkan tambahkan asam asetat hidrat kemudian secara perlahan tambahkan
beberapa tetes asam sulfat pekat. Terbentuknya warna biru-merah menunjukkan

adanya glikosida.
3.3.7.3. Uji identifikasi glikosida dengan Kromatografi Lapis Tipis

Sebanyak 3 g sampel yang dianalisa dimaserasi menggunakan 5 mL
metanol, biarkan selama 5 menit, kemudian saring. Totolkan filtrat yang didapat
menggunakan pipa kapiler pada plat KLT, elusi dengan campuran benzen-etanol
7:3. Semprotkan plat KLT dengan anisaldehid-asam sulfat, panaskan pada suhu
110°C, amati dengan sinar UV 366 nm munculnya bercak biru menandakan
adanya glikosida (Jurnal Ilmiah Farmasi, 2010).

3.4. Ekstraksi

Biji tumbuhan bingkek dikupas dan dikeluarkan isinya, kemudian isi biji
tersebut dikering anginkan. Sebanyak 2.6 kg dimaserasi dengan 5 L metanol
selama 3 hari kemudian hasil maserasi disaring dan maserasi diulangi hingga lima
kali.

Setiap filtrat yang diperoleh diuapkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu 40-45°C, kemudian ditimbang dan ekstrak kental yang diperoleh

disimpan dalam lemari pendingin sampai penggunaan selanjutnya.
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Ekstrak metanol yang telah dikumpulkan dan ditimbang beratnya
selanjutnya difraksinasi menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. Pada
fraksinasi n-heksan, 400 g ekstrak metanol dimasukkan kedalam corong pisah
dan difraksinasi dengan 300 mL n-heksan, kemudian dikocok dan dibiarkan
selama 2 jam hingga membentuk 2 lapisan. Lapisan atas (n-heksan) berwana
bening dan lapisan bawah (metanol) berwarna coklat muda. Fraksinasi diulangi
hingga 5 kali, sehingga total volume n-heksan terpakai sebanyak 1,5 L.

Fraksinasi selanjutnya dilakukan dengan pelarut etil asetat dengan cara
yang sama dengan fraksinasi diatas. Setelah dibiarkan selama 4 jam lapisan etil
asetat dan metanol dipisahkan, lapisan etil asetat (atas) berwarna putih keruh.
Sedangkan lapisan metanol berwarna coklat muda. Proses fraksinasi dapat dilihat

pada Gambar 2 dibawah ini.

Gambar 2. Fraksinasi biji tumbuhan bingkek




Untuk mengetahui jumlah komponen yang ada dalam hasil ekstrak

dilakukan pemantauan dengan menggunakan kromatografi lapisan tipis. Melihat
analisa noda kumarin, maka plat kromatografi lapisan tipis disemprot dengan
larutan NaOH/KOH dalam metanol. Kemudian plat kromatografi lapisan tipis
tersebut disinari dengan lampu UV 365 nm atau bisa juga dengan menggunakan
uap I; atau dengan menggunakan amonia. Untuk senyawa triterpenoid/ steroid,
dapat dilakukan dengan menggunakan pereaksi Liberman-Burchard modifikasi,
asam sulfat 2N. Cara tersebut dilakukan berulang kali dengan memvariasikan
eluen n-heksan, etil asetat, dan metanol sehingga pada eluen tertentu terdapat

noda-noda yang terpisah dengan baik.
3.5. Pemisahan dengan Kromatografi Kolom

Sebanyak 0,618 g bubuk putih hasil fraksinasi etil asetat diberi silika gel
diaduk hingga kering dan merata. Kemudian bubuk sampel ini dimasukkan
kedalam kolom, selanjutnya pengelusian dapat dilakukan. Pola elusi yang
dilakukan adalah peningkatan kepolaran secara bertingkat menggunakan eluen
etil-metanol.

3.6. Pengujian hasil pemisahan dengan KLT

Hasil pemisahan secara kromatografi kolom selanjutnya dilakukan
pengujian dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Plat KLT diberikan batas atas
dan bawah, masing-masing 0,5 cm dari atas dan bawah plat. Masing-masing fraksi
ditotolkan pada plat KLT sesuai dengan nomor yang telah diberikan. Selanjutnya
dielusi sampai pada batas atas plat yang telah ditandai, kemudian plat diangkat.

Tandai noda yang dihasilkan dengan pensil yang dibantu melihatnya dengan



lampu UV atau pereaksi penampak noda. Noda yang memberikan Rf yang sama

bisa digabungkan menjadi satu fraksi.
3.7.  Rekristalisasi

Jika didapat komponen berupa padatan yang masih kotor maka dilakukan
rekristalisasi untuk menghilangkan pengotor sehingga didapatkan senyawa yang
murni. Cara melakukan rekristalisasi adalah dengan mencari pelarut untuk kristal
yang tidak larut pada suhu kamar, tetapi larut bila dipanaskan. Filtrat yang
didapat kemudian didinginkan sampai terbentuk kristal yang sempurna. Kristal
disaring dan dicuci dengan pelarut yang dingin dan dikeringkan. Kristal yang

telah direkristalisasi diuji kemurnian dengan KLT dan titih leleh.

3.8. Karakterisasi senyawa hasil isolasi
3.8.1. Pengukuran titik leleh

Alat yang digunakan adalah Fisher-Jhon Melting Point Aparatus. Kristal
yang diperiksa titik lelehnya dimasukkan kedalam pipa kapiler dan ditaruhkan
disamping pelat logam yang dipanaskan dengan listrik. Suhu dapat dibaca
melalui termometer yang dihubungkan dengan pelat logam. Suhu dinaikkan
dengan mengubah arus masuk kedalam pemanas. Kristal diamati melalui kaca
pembesar yang diterangi lampu, kemudian suhu dinaikkan perlahan. Pembacaan
titik leleh dilakukan pada saat kristal mulai dan habis meleleh. Senyawa yang

murni akan menunjukkan range titik leleh yang tajam (1-2°) pada saat meleleh.




3.8.2. Perekaman spektrum ultraviolet

Kira-kira 1 mg kristal dilarutkan kedalam 100 mL metanol. Alat
spektrometer diatur daerah serapannya antara 200-400 nm. Masukkan larutan
kristal dalam kuvet dan ukur serapannya dan tentukan serapan maksimumnya.
Lakukan pula dengan penambahan pereaksi geser yaitu larutan natrium
metoksida, aluminium klorida, asam borat dalam metanol dan sedikit kristal
natrium asetat. Masukkan larutan kristal kedalam cuvet dan tambahkan beberapa
pereaksi geser. Sedangkan untuk kristal natrium asetat tambahkan sedikit
kristalnya. Aduk larutan kristal sampai homogen dan tunggu kira-kira 5 menit.

Ukur serapan maksimum larutan kristal tersebut.

3.8.3. Karakterisasi menggunakan Gas Kromatografi (GC)

Kira-kira 1 mg kristal dilarutkan kedalam 100 mL metanol. Ukur
serapannya menggunakan spektrofotometer UV dan tentukan serapan
maksimumnya. Larutan yang telah ditentukan serapan maksimum dan
Absorbansinya kurang dari 2 diambil sebanyak 2 mikro liter dan disuntikkan
dedalam alat GC. Kenaikan temperatur diatur 2 °C tiap 1 menit selama 120 menit.
Data yang didapat dibandingkan dengan data base GC (Amorin, 2009).

3.8.4. Perekaman spektrum inframerah

Perekaman spektrum inframerah dilakukan dengan menggerus 1 mg
Kristal dengan 100 mg KBr kemudian dijadikan pellet dengan memberikan
tekanan tinggi. Pelet diletakkan pada alat spektrofotometer inframerah dan diukur

spektrumnya, Puncak-puncak dinyatakan dalam satuan cm™.




3.8.5. Perekaman spektrum resonansi magnetik inti
Spektrum resonansi magnetik inti direkam dengan alat spektroskopi JEOL
600 MHz JNM-ECA. Spektrum ini direckam dalam pelarut Metanol, Pergeseran

kimia dinyatakan dengan ppm dan konstanta kopling dalam Hertz.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Profil Fitokimia Biji Tumbuhan Bingkek

Hasil pengujian kandungan metabolit sekunder (alkaloid, flavonoid,

triterpen, steroid, fenolik, saponin dan kumarin dari isi biji tumbuhan bingkek

dapat dilihat pada Tabel 1, dibawah ini:

Tabel 1. Pengujian profil fitokimia biji bingkek

No | Metabolit Pereaksi Pengamatan Hasil
sekunder
1. | Alkaloid Mayer Terbentuk endapan putih (+)
2. | Flavonoid Sianidin test Tidak terbentuk larutan | (-)
orange-merah
3. | Steroid Lieberman-burchard | Tidak terbentuk larutan| (-)
biru
4. | Triterpenoid | Lieberman-burchard | Larutan merah-ungu (+)
5. | Fenolik FeCl; Larutan birw/ ungu (+)
6. | Saponin H,O Terbentuk busa (+)
7. | Kumarin NaOH/Etanol/Air Fluorisensi semakin terang | (+)
8. | Glikosida | Liberman-Burchard/ | Merah (+)
Anisaldehid-H,SO4 | Biru (+)

Uji fitokimia metabolit sekunder biji tumbuhan bingkek menunjukkan

hasil yang positif pada pengujian alkaloid, hal ini ditandai dengan terbentuknya

endapan putih. Hasil ini sama dengan yang pernah dilaporkan oleh Heyne, (1997)

Pada uji flavonoid tidak menghasilkan larutan berwarna orange-merah, demikian

juga pada uji steroid terbentuk larutan bening, Ini menunjukkan bahwa biji

tumbuhan ini tidak mengandung flavonoid, dan steroid.




Pada pengujian triterpenoid, fenolik dan kumarin menunjukkan hasil yang
positif. Ini ditandai dengan larutan merah-ungu setelah penambahan pereaksi
Libermann-Burchard, terbentuknya larutan biru/ungu setelah penambahan FeCls
menunjukkan hasil yang positif pada uji fenolik dan fluorisensi yang semakin

terang dengan penambahan NaOH menunjukkan hasil yang positif pula pada uji

- kumarin.

4.3. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Tumbuhan Bingkek

Biji tumbuhan bingkek sebanyak 5 kg dikupas dan dan dipisahkan antara
kulit dan isi bijinya. Dari pemisahan tersebut didapat sebanyak 2.6 kg biji. Isi biji
tersebut dihaluskan dengan cara di grinder dan dimaserasi menggunakan pelarut
metanol pada suhu kamar selama 3 x 24 jam dengan 5 kali pengulangan. Dari
hasil maserasi yang telah di pekatkan dengan rotari evaporator didapat ekstraknya

kental metanol sebanyak 930 g, 35,76 (%)
4.4. Fraksinasi Ekstrak Biji Bingkek

Sebanyak 400 g ekstrak kental metanol difraksinasi dengan menggunakan
pelarut n-heksan sejumlah 2 L, dan dilanjutkan dengan pelarut etil asetat sebanyak
2 L. dan didapat tiga fraksi, yaitu n-heksan, etil asetat, dan metanol. Karena fraksi
etil asetat menghasilkan endapan berupa bubuk-bubuk putih dan memberikan
pemisahan noda yang lebih baik dengan kromatografi lapis tipis maka penelitian

difokuskan pada fraksi etil asetat, khususnya pemurnian bubuk putih tersebut.




4.5. Pemurnian fraksi etil asetat Biji Bingkek menggunakan kromatografi

kolom

Hasil pemurnian 0,618 g bubuk putih setelah dipisahkan dengan
kromatografi kolom dan dilakukan rekristalisasi mengunakan n-heksan-metanol di
dapati bubuk putih yang murni sebanyak 78 mg dan setelah dilakukan uji titik
leleh terdekomposisi mulai jpada- suhu 202°C. Identifikasi dengan pereaksi
Liebermann-Burchard (LB) memberikan warna merah pada plat kromatografi
lapis tipis fasa normal (KLT) bila dilihat lampu UV 365 nm. Ini mengindikasikan
bahwa senyawa hasil isolasi adalah senyawa glikosida. Hasil monitoring
selanjutnya memberikan noda tunggal pada plat KLT berbagai komposisi eluen
yaitu Rf 0,11 (Etil asetat : Metanol (8:2 ) Rf 0,23 etil asetat : metanol (4:6), Rf
0,4 (Etil asetat : Metanol (5:5) Rf : 0,52 (Etil asetat : Metanol (6:4)), berdasarkan
hasil diatas, maka dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil isolasi relatif murni
dan siap untuk dilakukan pengukuran dengan spektroskopi. Profil KLT senyawa

hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 3 di bawah ini.
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Gambar 3. Profil KLT senyawa hasil isolasi dengan berbagai variasi eluen
setelah disemprotkan pereaksi Lieberman-Burchard (L.B)



4.6. Analisis Gas kromatografi senyawa senyawa hasil isolasi

Senyawa hasil isolasi dilakukan pengukuran menggunakan alat Gas
kromatografi (GC) dengan metanol sebagai pelarut. Hasil pengukuran didapat
adanya satu puncak tunggal yang tinggi pada waktu retensi 86,1 menit, ini
mengindikasikan bahwa senyawa hasil isolasi telah cukup murni. Hasil analisis

kromatografi gas dapat dilihat pada Gambar 4 dibawah ini.
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Gambar 4. Hasil pengujian kromatografi gas senyawa hasil isolasi
4.7. Elusidasi Struktur Senyawa Hasil Isolasi

Hasil pengukuran untuk elusidasi struktur senyawa hasil isolasi dilakukan
dengan menggunakan spektroskopi Ultraviolet (UV), Infra merah (IR), dan

Nuclear Magnetic Resonance ("H-NMR dan BC-MR).
4.7.1. Analisis spektrum ultraviolet

Data spektrum senyawa hasil isolasi menunjukkan adanya serapan pada
panjang gelombang (1) 202 dan 287 nm. Analisis spektrum Gambar dibawah ini

mengindikasikan bahwa senyawa hasil isolasi memiliki ikatan rangkap



berkonyugasi dari senyawa aromatik yang tersubsitusi. Spektrum UV senyawa

hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 5 dibawah ini.
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Gambar 5. Spektrum ultraviolet senyawa hasil isolasi
4.7.2. Analisis spektrum infra merah

Spektrum Infra merah (IR) senyawa hasil isolasi memperlihatkan serapan
melebar pada bilangan gelombang v .. 3405 dan 3359 cm™ ini mengindikasi
adanya gugus hidroksil (OH), pita serapan pada bilangan gelombang v ... 2925
cm” merupakan serapan C-H aromatik, pita serapan pada bilangan gelombang v
max 1684 cm™ merupakan serapan dari karbonil (C=0), sedangkan v n.. 1082
merupakan ciri khas ikatan C-O. Gambar spektrum infra merah mengindikasikan
bahwa senyawa hasil isolasi mengandung gugus karboksilat, senyawa aromatik,
dan eter. Spektrum senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 6 dibawah

ini.
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Gambar 6. Spektrum infra merah senyawa hasil isolasi
4.7. 3 Spektroskopi *C-NMR (“C- Nuclear Magnethic Resonance)

Data pergeseran kimia spektum C-NMR dan nilai pergeseran kimia dari
senyawa hasil isolasi menggunakan metanol sebagai pelarut pada frekwensi 150

Mhz dapat dilihat pada Gambar dibawah ini.
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Gambar 7. Spektrum “C-NMR senyawa hasil isolasi



Dari Gambar 7. diatas dapat dilihat bahwa senyawa hasil isolasi memiliki
14 puncak yang menunjukkan jumlah atom karbon sebanyak 14 buah. Munculnya
satu puncak pada § 172 menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi mengandung
gugus karboksilat. Hadirnya beberapa puncak pada pergeseran diatas 110
mengindikasikan adanya cincin karbon aromatik. Tidak adanya puncak dibawah &
30 meyakinkan bahwa senyawa ini tidak mengandung gugus R-CH;. Nilai

pergeseran kimianya dapat dilihat pada Tabel 2 dibawah ini.

Tabel 2. Spektra data '>*C-NMR senyawa hasil isolasi

Pergeseran Kimia (8¢
Nomor atom C Jenis pergeseran
Senyawa hasil isolasi
cr 103,37 -CH-O-
G2 .32 CH (glkosida)
s 76,77 CH (glikosida)
Cc4' 70,07 CH (glikosida)
Gs 76,61 -CH-0O-
Cé' 61,39 -CH;-
C1 152,52 C (aromatis)
2 126,33 CH (aromatis)
C3 117,32 C (aromatis)
C4 149,37 CH (aromatis)
C5 117,89 CH (aromatis)
C6 114,20 C (aromatis)
C7 35,29 -CH;-
C8 173,05 C (karboksilat)




Tabel 3. diatas menunjukkan nilai pergeseran kimia senyawa hasil isolasi.
Dari tabel tersebut dapat disimpulkan bahwa senyawa hasil isolasi terdiri dari
senyawa aromatis, glikosida dan gugus karboksilat. Nilai ini mendukung bahwa

senyawa hasil isolasi adalah phaseoloidin.

4.7.4 Spektroskopi DEPT (Distortionles Enhancement by Polarization

Transper)

Spektrum NMR karbon DEPT senyawa hasil isolasi dilakukan pada
frekwensi 45, 90 dan 135 MHz. Gambar spektrumnya dapat dilihat pada Gambar

8 dibawah ini.
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Gambar 8. Spektrum DEPT senyawa hasil isolasi




Data spektrum DEPT 45 MHz digunakan untuk menunjukkan jumlah

gugus CH, CH,, dan CHj; Spektrum DEPT 90 MHz digunakan untuk melihat
adanya gugus CH sedangkan data spektrum DEPT 135 dapat menunjukkan
jumlah atom primer (CH), sekunder (CH,), tersier (CHs) dan kwartener (C) Pada
gambar 8 spektrum DEPT 45 MHz diatas dapat dilihat 10 puncak. Sepuluh
tersebut adalah dua CH; dan delapan CH. dugaan ini dapat dibuktikan pula oleh
munculnya delapan puncak keatas pada spektrum DEPT 90 MHz yang mencirikan
ikatan CH dan munculnya puncak kebawah sebanyak dua puncak pada spektrum
DEPT 135 MHz yang mencirikan CH,. dari total jumlah atom C sebanyak 14
atom didapat kesimpulan bahwa CH berjumlah delapan, CH, ada dua puncak,
sedangkan CHj; tidak ada dan C ada empat atom. Nilai ini menunjukkan

karakteistik yang sama dengan kerangka struktur senyawa phaseoloidin.
4.7.4 Spektroskopi 'H-NMR ('H-Nuclear Magnetic Resonance)

Spektrum 'H-NMR berguna untuk menunjukkan signal proton yang
muncul pada pergeseran kimia tertentu. Karakterisasi spektrum 'H-NMR senyawa
hasil isolasi memperlihatkan pola yang spesifik, diantaranya adanya signal pada &
7,06, 6,65, dan 6,63, yang mencirikan adannya senyawa aromatik yang
tersubsutusi, munculnya & 3,28-3,37 yang menunjukkan 5 atom H dari H-2’,
3’,4°6’. Sedangkan yang mencirikan 2 proton pada H-7 dan H-5" muncul pada &
3,36 -3,85. Untuk proton glukosil muncul pada & 4,70. Data spektrum 'H-NMR

senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 9 dibawah ini.
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Gambar 9. Spektrum 'H-NMR senyawa hasil isolasi

Nilai pergeseran kimia senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 3
dibawabh ini

Tabel 3. Nilai pergeseran kimia spektrum 'H-NMR senyawa hasil isolasi

Atom H o, ppm

H-1' 4,70 (1H)
H-2'3'4.6' 3,28-3,37 (SH, m)
H-5",CH; benzilik 3,36-3,85 (3H, m)

H-glukosil 4,70 (1H,br)

H-1 subsitusi Aromatik 6,63 (1H),

H-2 subsitusi Aromatik 6,65 (1H,)

H-4 subsitusi Aromatik 7.06 (1H,)




4.7.5 Spektroskopi HMBC ('H-"C Heteronuclear Multiple Bond

Connectivity)

Spektrum HMBC berguna untuk memberikan informasi letak proton
terhadap karbon dengan mempelajari korelasi yang terjadi ( dua atau tiga ikatan)
antara proton dengan karbon sehingga dapat diketahui pola subsitusi struktur
senyawa. Dari spektrum HMBC senyawa hasil isolasi dapat dilihat adanya
korelasi antara dua proton (2H) pada H-7 dengan atom karbon pada posisi C-1,
C-2, C-3 dan C-8 (COOH), proton pada H-3 berkorelasi dengan C-7 (warna
merah). Korelasi proton H-1" juga terjadi dengan atom C-1 (warna biru). Pola
korelasi ini mendukung dengan pola korelasi HMBC senyawa phaseoloidin.

Spektrum HMBC senya hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 10 dibawah ini.
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Gambar 10. Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi



Masing-masing senyawa memiliki karakterisitk HMBC yang spesifik,
demikian halnya dengan senyawa hasil isolasi. Perbandingan nilai korelasi
HMBC senyawa hasil isolasi terhadap senyawa standar (phaseoloidin) disajikan

dalam lampiran 2.

Tabel 4. Korelasi HMBC senyawa hasil isolasi

Atom H Senyawa hasil isolasi
2 L
3 C-1 4957
5 C-3
6 C-1,2,4
7 C-1,2, 8
i C-1
2° -

Dari Tabel 5 dapat dilihat korelasi antara senyawa hasil isolasi. Analisis
sifat fisik dan elusidasi struktur baik spektroskopi UV, IR, "*C-NMR, 'H-NMR
senyawa hasil isolasi memiliki karakteristik yang hampir sama dengan senyawa
phaseoloidin (Lampiran 2) . Korelasi senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada

Gambar 11 dibawah ini.
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Gambar 11. Korelasi HMBC senyawa hasil isolasi
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Berdasarkan analisa data-data spektroskopi UV, IR, °C NMR, DEPT, ' H
NMR dan HMBC mendukung usulan senyawa hasil isolasi sebagai suatu
glikosida fenol yang dikenal dengan nama phaseoloidin [2-(B-D-
glukopiranosiloksi) 5-hidroksi asam benzen asetat] Gambar 12. Selanjutnya,
berdasarkan penelusuran literatur senyawa ini sudah pernah di temukan dari

tumbuhan yang sama di India.
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Gambarl2. Senyawa Phaseoloidin




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari penelitian yang dilakukan pada biji tumbuhan bingkek didapat
kesimpulan bahwa senyawa yang didapat berdasarkan data spektroskopi adalah

adalah phaseoloidin (2-(B-D-glukopiranosiloksi) 5-hidroksi asam benzen asetat).

OH
0]
OH

OH

OH
COOH

5.2 Saran

Beberapa saran untuk penelitian lanjutan diantaranya:

e Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada akar, batang, daun dan tumbuhan
untuk mengungkap kandungan kimia dari tumbuhan ini, mengingat baru
sedikit kandungan kimia tumbuhan ini yang baru dilaporkan.

e Senyawa phaseoloidin merupakan senyawa glikosida yang tidak sulit untuk
mengisolasinya, sehingga perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut tentang

manfaat senyawanya ini sebagai bahan obat-obatan.
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Lampiran 1. Skema kerja isolasi Senyawa dari isi biji tumbuhan bingkek (Entada
phaseoloides. Merr)

Biji Tumbuhan bingkek (Entada phasecloides MERR)

SKg

- Pisahkan kulit Biji dan
isinya

- Kering anginkan

- Haluskan Isi bijinya

v

Sampel Siap digunakan

25Kg
Maserasi dengan MeOH 3 x
24 jam
-  Lakukan hingga 5 x maserasi
L
Ekstrak Metanol

Ekstrak kasar

Fraksinasi dengan n Heksan dan

Etil Asetat
Fraksi n<Heksan
Pekatkan T = B e 5
Ekstrak Kental J_ L+; T PR ’ »-;‘:‘E_ﬁﬁf;'}\AN
Biarkan 1 minggul 1 ?ﬁi"«‘l JITAS AND A
Bubuk Putih (0,6 gr) - KLT

Kromatografi
kolom

Bubuk putih murni (78 mg)

Karakterisasi
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Lampiran 2. Perbandingan spektroskopi UV, IR, C-NMR, 'H-NMR dan
korelasi HMBC senyawa hasil isolasi terhadap senyawa standar

(Phaseoloidin)

Senyawa Hasil isolasi

| Senyawa standar (Phaseoloidin)

Serapan maksimum (Amaks) spektrum UV (nm)
223

(H-2°,3°4°6")3,28-3,37 (5H, m)
(H-1",CH;Benzil 3,36-3,85 (3H, m)

202
287 288
Bilangan gelombang v maks spektrum IR (cm™)
(OH) 3405, 3359 3464, 3372
(C-H Aro) 2925 2960
(COOH) 1684 1700
(C-0O gliko) 1082, 1044 1082, 1047
Data pergeseran kimia spektum “C-NMR (ppm)
(C-1) 103,37 103, 06
(C-2) 73,32 1352
(C-37) 76,77 76,96
(C4") 70,07 69.96
(C-5") 76,61 76,64
(C-6") 61,39 61,01
(c-1 152,52 152,17
(C-2) 126,33 126,04
(C-3) 117,32 117,15
(C4) 149,37 148,61
(C-5) 117,89 117,70
(C-6) 114,20 114,15
(C-7) 35,29 35,05
(C-8) 173,05 172,92
Data pergeseran kimia spektrum 'H-NMR (ppm)

H-T")  4,70(1H) 4,58 (1H)

3,28-3,36 (5H, m)
3,36-3,85 (3H,m)

(H-Gluko) 4,70 (1H,br) 4,70 (1H,br)

(H-1) 16,63 (1H), 6,66 (1H)

(H-3) 6,65 (1H,) 6,71 (1H)

(H-4) 7,06 (1H,) 7,06 (1H)
Data Korelasi HMBC

(H-2) B -

(H-3) C-1,4,5,7 C-1,2.4.5.7

(H-5) C-3 C-1,3,4

(H-6) C-1,2,4 C-1,2,4

(H-7) C-1,2, 8 C-1,2,3,8

(H-1) C-1 C-1

H2) - -

Keterangan: Senyawa standar yang digunakan merujuk pada Barua er,all (1988) Dai,

et.all.(1991) dan Sun Kim, et.all. (2004)




