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ABSTRACT

ldentification of chemical coumpound in Sirsak Leaves (Annona muricata Linn)

Sirsak leaves (Annana muricata) contein cytotoxie components agains various diseases. Cytoade
compounds are known a3 annonacecus acetogening. Annonaceous meelogening is o collection of bivactive
compourds in the leaves of sirsak are usefil ax anticancer, antimmor, antiviral, anti - inflammatory,
antidepressant, antidinbelic, anticonvulsant, antibacterial and lowering blood pressire. The purpose of this study
was 10 identify the chemical compounds contained of sirsak leaf. Research activities included the preparation of
crude drug powder sirsak leaves, the determination of the water content of crude drugs. exwraction of erude drugs
with ethanal solvents, xeparation of flavonaids wusing the technique of thin layer chromatogrophy (TLC),
Phytochemical tests on the criide drugs and extracts of ethanol and identification of chemical compoumds
separation resudis using UV spectrophoiometer tnstruments and FTIR specerophotometer The results showed
that the ethanol extract and crude drug powder of sirack leaves were positive contain alkalotdy, flavorsoids,
slerolds/witerpencids, tannins and saponing. TLC separation of the ethanol extract were observed uxing UV light
at A 254 nm produces 1 spot with a velue of retardation foctor ( Rf ) of 0.7 dark violet color, indicating e
presence of flavonoid compounds. The results of identification by UV spectrophotometer. absorption occured at
the maxtmum A 205 v, 260 nomy avd 380 mm, which indicated thet the compounds flavonols | 3 ~ OH - free )
FTIR spectroplotometer analysis showed the presence of fimetional growps — OH, C = C and C ~ O m the
benzene ring.

Keywords ©  Phytochemistry, orude drug powder, Armong mewricata Linn, UV spechtrophotometer, FTIR
specherophotometer

-

ABSTRAK

Duun sirsak mengandung komponen sitotoksik (zat racun) terhadap berbugar penyalkat. Senynwn
sitotoksik dikernl dengan istilsh unmonuceous seetogenins, Annonscsous seetogenins  memnpakan kumpulan
senyawa ioaktf di dalam daun sirsuk yang bermanfant sebagni antilanker, antitumor, antivirus, anti-inflamasi
antidepresi, antidiabetes, antikejmg, antibakten dan penmrun tekanan darah. Tujuan pensittan i adalah untuk
mengidentifikasi senyawa kimia yang terkandung dalam simplisis daun sirsak (dnmona mericans Lim.), Kegratan
penelitian meliputi perbustan serbuk simplisia daun sirsak, penetapan kadar air simplisia, ckstraksi simplisia
dengan etamol sertn pemusahan senyawa flavonod menggunakan teknik kromutografi lapis tipis (KLT), uit
fitokimin pads simplisia dan skstrk etanol, serta identifikas; senyawn fama hasil pemisahan menggunakan
instrumen spektrofotometer UV dan spektrofotometer FTIR. Berdasarkan hasi] penelitiun diketstnn bahwa sarbuk
sunplisin dan ckstrok etanol doun sirsak positif mengndimg senyawa alkaloid, Aavonold, sterold/triterpencad,
tamin dan saponin. Hesil permsahan KLT terhadap ekstrak etanol daun sirsak yang diomati menggunakan sinar
UV pada 2. 254 nm menghasilkan | spot dergan nilad retardasi faktor (Rf) sebesar 0,7 berwarma lembayung gelap,
memujuklan adanva senvawa {lavonoid. Hasil identifikast dengan spektrofotometer UV, tegadi scrapan pada 3
muksimal 205 nm, 260 mm dan 380 nm, vang yung menunjuken senyvews Quvonol (3 - OH bebas). Anulisis
spektrofotometer FTIR memmjukkan adanya gogus fungs — OH, C=C dan C - 0 pada cinan benzena

Kata kuna : fitokimia, simplisia, durona muricata Linn, spektrum UV, spektrum Infia Red.
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PENDAHULUAN

Metabolit sckunder yang
terkandung pada tanaman dapat berupa
senyawa kimia  alkaloid, flavonoid,
terpenoid dan steroid. Metabolit sekunder
pada tanaman diduga merupakan senyawa
bioaktif vang menyebabkan tanaman im
berkhasiat sebagai obat (Harborne, 1987).

Senyawa  bermanfaat  pada
tanaman sirsak bukan hanya terletak pada
buahnya. Hampir seluruh bagian pohon
sirsak memiliki khasiat yang luar biasa.
Bagian yang paling bermanfaat ada &
dalam daunnya. Daun sirsak mengandung
komponen sitotoksik (zat racun) terhadap
berbagai penyakil.  Senyawa  sitotoksik
lerscbut  akrab  disebul  annonaceous
acelogenins, Annonaceous uacetogenins
merupakan kumpulan senyawa bioaktif di
dalam daun sirsak yang bermanfaat
sechagai antikanker, anfitumor, antivirus,
anti-inflamasi, antidepresi, antidiabetes,
antikcjang.  antibakien dan  penurun
tekanan darah (Zuhud, 2011).

Hasil  penelitan  schelumnya
menyatakan  bahwa  daun  sirsak  juga
mengandung senyawa flavonoid, Isolasi
flavonoid  dilakukan dengan  metode
Charaux-Paris  yaitu  ekstraksi  bertahap
dengan menggunakan beberapa pelarut
yang berbeda kepolarannya, vaitu n-
heksana, kloroform, etil asetat dan n-
butanol. Dan fase — {ase ckstraksi yang
diperoleh, hanya fase etil asetat dan fase n-
butanol yang mengandung senyawa
flavonoid (Asih, 1992), Senvawa -
senyawa yang mempunyai potensi scbagai
antioksidan umumnya merupakan senyawa
favonoid, fenolat dan alkaloid. Senyawa
flavonoid  dan  polifenolat  bersifat
antioksidan,  antidiabetik,  antikanker,
antiseptik dan anti-inflamasi. sedangkan
senyawa  alkaloid mempunvan  sifat
antincoplastik  yang  juga  ampuh
menghambat pertumbuhan sel - sel kanker
(Sadewo, 2005),

Spektrofotometer UV dapat
digunakan untuk membantu
mengidentifikasi  jenis  flavonoid dan
menentukan pola oksigenast Di samping
itu. kedudukan gugus hidroksil fenol bebas
pada inti flavonoid dapat ditentukan

dengan menambahkan pereaksi diagnostik
ke dalam larutan cuplikan dan mengamati
pergeseran puncak serapan yang terjadi
Dengan demikian, secara ldak langsung
cara ini berguna untuk menentukan
kedudukan gula atau metal vang terikat
pada salah satu gugus hidroksi fenol
(Markham, 1988). Selain spektrofotometer
UV, spektrofotometer infra Red (IR) dapat
diginakan pula untuk mengidentifikasi
senvawa organik. Spektrum infra merah
dari secnyawa organik mempunyai sifat
fisik  yang  karakteristik  artinya
kemungkinan dua senyawa mempunyai
spektrum yang sama adalah kecil sckali
Spektrum  peresapan IR merupakan
perubahan simultan dari energi vibrasi dan
energi  rotasi  dan suatu  molekul
Kebanyakan molekul organik cukup besar
schingga spektrum peresapannya
kompleks.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengidentifikasi  senyawa  kimia  vang
terkandung dalam simplisia daun sirsak
(Annona muricata Linn.)

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat

Bahan vang digunakan antara lain

* daun sirsak (dmona nuricata Linn.) vang

berasal dari kebun budidaya Biofarmaka,
Institut Pertanian Bogor (IPB), etanol 95%,
heksana, HCL p.a., KOH flake, kloroform,
metanol, n-butanol, n-propanol.  asam
asetat, etil asetat, piridin, ammonia 25%,
HCl 37%, percaksi Dragendorf, percaksi
Licbermann-Buchard, serbuk magnesium,
amil alkohol. FeCly 1 Y& dictil cter,
lempeng kromatografi lapis tipis (KLT)
silika gel GF254 dan akuades.

Peralatan  vang  digunakan
adalah oven, blender, ayakan mesh 60,
timbangan analitik (Mettler Toledo
XS205 DU), rotary evaporator, corong
pisah, peralatan gelas, peralatan KLT,
lampu UV, Spektrofotometer UV 8453
merk Agilent, Spektrofotometer FTIR
portable merk Thermo Fisher.
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Prosedur Kerja
Preparasi Simplisia

Daun sirsak vang digunakan
berasal dari pohon sirsak yang pemah
berbuah agar kandungan zat Kimianya
lebih lengkap. Daun sirsak yang
diambil tidak terlalu muda atau tidak
terlalu tua, yaitu daun ke -4 danke - §
dari satu ranting (Zuhud. 2011).

Daun sirsak segar dibersihkan
dari kotoran — kotoran yang menempel,
dicuci dengan air hingga bersih,
kemudian ditiriskan untuk
membebaskan daun dari sisa air cucian.
Daun dikeringkan dengan bantuan sinar
matahari tetapi tidak secara langsung,
cukup dengan cara diangin — anginkan.
Selanjutnya daun sirsak kering digiling
schingga menjadi simplisia serbuk. lalu
diayak dengan mesh 60. Simplisia
disimpan dalam wadah bersih dan
ditutup (Depkes. 1985).

Penetapan Kadar Air Simplisia

Cawan porselin  kosong
dikeringkan pada suhu 105°C selama 1
jam. Kemudian didinginkan dalam
eksikator lalu ditimbang.  Sampel
sebanvak 2 g dimasukkan ke dalam
cawan dan ditimbang dan dicatat,
kemudian  cawan  berisi  sampel
dimasukkan ke dalam oven pada suhu
105 °C hingga mencapai bobot vang
konstan.  Kemudian  didinginkan,
dimasukkan dalam eksikator selama 15
menit dan ditimbang dengan teliti dan
dicatat. Kadar air dihitung. Kadar air
dilakukan triplo.

Kehilangan Bobot (g)
Kadar air (%) = < 100%
Bobot Centoh (g)

Ekstraksi Simplisia

Proses ckstraksi dilakukan dengan

metode  mascrasi.  Simplisia  serbuk

sebanyak 400 gram dimaserasi dengan
clanol 95%. Campuran smmplisia dan
pelarut direndam selama 6 jam dengan
sesckali  diaduk. kemudian dibiarkan
selama 24 jam pada suhu kamar. Setelah
proses mascrasi selesai campuran disaring
dengan kertas saring Whatman 42, lalu
filtrat disimpan pada wadah tertutup,
sedangkan ampas dimaserasi  kembali
dengan etanol 95% dengan prosedur vang
sama. Kemudian filtrat divapkan sampai
volumenya sisa 1/3 volume awal,

Uji Fitokimia

Sampel serbuk simplisia yang
digunakan pada uji fitokimia sebanyak 2
gram dan sampel ckstrak etanol sebanyak
0.2 gram.

A. Identifikasi Golongan Alkaloid

Sampel ditambahkan 5 ml
ammonia 25% lalu digerus dengan
lumpang.  Ditambahkan 20 ml
kloroform, digerus kembali, lalu
disaring. Filtrat dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan HC! 10%,
lalu dikocok. Diambil larutan bagian
atas (fasa kloroform), lalu ditambahkan
pereaksi Dragendorf. Apabila terbentuk
endapan merah bata dengan pereaksi
Dragendorf menunjukkan  adanya
senyawa golongan alkaloid.

B. Identifikasi Golongan Flavonoid

Sampel sebanyak 0,2 gram
ditambahkan 100 ml air panas,
dididihkan selama 3 menit. lalu
disaring dengan Kkertas saring (larutan
A). Secbanyak 5 ml larutan A
dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan  serbuk  magnesium
sebanyak 0,1 gram. 1 ml HCI pekat dan
5 ml amil alkohol, lalu dikocok dengan
kuat dan dibiarkan hingga memisah.
Terbentuknya wama merah, kuning
atau jingga pada lapisan amil alkohol
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menunjukkan adanya
golongan flavonoid.

senyawa

C. Identifikasi Golongan Saponin

Larutan A sebanyak 10 ml
dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dan dikocok dengan kuat selama 10
menit. Terbentuknya busa yang stabil
dalam tabung reaksi menunjukkan
adanya senyawa golongan saponin, bila
ditambahkan 1 tetes HCI 1%, busa
tetap stabil.

D. Identifikasi Golongan Tanin

Larutan A sebanyak 50 ml
dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100
ml, Jalu ditambahkan FeCly 1%,
Terbentuknya wama biru tua atau hijau

kehitaman  menunjukkan  adanya
senyawa golongan tanin,

F. Identifikasi Golongan Steroid
dan Triterpenoid

Sampel dimasukkan ke dalam
erlenmeyer tertutup asah, ditambahkan
20 ml dietileter, dimaserasi selama 2
jam lalu disaring. Sebanyak 5 ml filtrat
divapkan  dalam cawan  hingga
diperoleh residu, Inlu ditambahkan
pereaksi Liebermann-Buchard,
Terbentuknys wama merah atau hijau
menunjukkan adanya senvawa
golongan steroid atau triterpenoid.

F. Tdentifikusi
Flavonoid

Senyawa Kimin

Filtrat etanol 95% ditambahkan
heksana dengan perbandingan 1 @ 2.
Kemudian larutan tersebut  dickstraksi
dengan HCl 0,1 N schanyak 3 kali
menggunakan corong pisah. Lapisan HCI
dan lapisan heksana dipisahkan. Lapisan
heksana dickstrak dengan KOH 0,1 N
schanyak 3 kali. Lapisan KOII dan lapisan
heksana dipisahkan. Lapisan KOH lalu

dinetralkan dengan HCI 0,1 N, Lamtan mi
kemudian dickstrak dengan kloroform
sebanyak 3 kali lalu dipisahkan. Lapisan
Kloroform air diuji fitokimia. Lapisan
kloroform ini yang diduga mengandung
senyawa flavonoid. Lapisan kloroform lalu
ditotolkan pada plat kromatografi lapis
tipis silika gel Fase gerak yang optimal
dicari dengan menggunakan campuran
beberapa  pelarut. Fase gerak yang
digunakan yaitu n-heksana : n-propanol
(100 : 1); n-heksana : metanol (100 : 1); n-
butanol : asam asetat ; air (4 : 1 : 5) dan etil
asetat ; pindin : air : metanol (80 : 20 : 10 :
5). Fase gemak yang oplimal yailu n-
butanol : asam aselatair (4 : 1 : 5)
dicampur dalam corong pemisah, yang
dipakai fase atasnya dengan  wakiu
penjenuhan 17 jam. Noda pemisahan
dideteksi di bawah lampu UV 254 nm dan
diuapi dengan uap ammonia lal dideteksi
lagi di bawah lampu UV 254 nm. Noda
dengan Rf yang sama dikumpulkan
kemudian  dilarutkan  dengan  metanol
Masing — masing fraksi diidentifikasi
dengan Spektrofotometer UV dan FTIR.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penetapan Kadar Air Simplisia

Sampel yang digunakan pada
penelitian ini merupakan bahan yang
berasal dan tumbuh - tumbuhan, schingga
sampel mengandung ar dalam  jumlah
relatif tinggi. Oleh karena itu, penentuan
kadar air harus dilakukan, karena akan
mempengaruhi dava tahan bahan pangan
terhadap  aktivitas  atau  scrangan
mikroorganisme. Kadar air  ditetapkan
dengan cara gravimetri, vaitu diperolch
dengan cara menghitung bobot  bahan
schelum dan scsudah dikeringkan pada
temperatur di atas titik didih air, sehingga
diharapkan semua air akan menguap pada
suhu tersebut dan pada periode tertentu,
Air vang terkandung dalam serbuk daun
sirsak dihilangkan dengan pemanasan pada
suhu 105°C. Menurut Harjadi (1993),
air yang  terikat  sccara  fisik  dapat
dihilangkan dengan pemanasan pada suhu
100 — 105°C. Standar kadar air untuk
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simplisia adalah kurang dari 10 % (Depkes
RI, 1985). Kadar air rata-rata sampel
serbuk daun sirsak yang diperoleh pada
penclitian ini disajikan pada Tabel 4 yaitu
schesar 4,43 %.

Ekstraksi Simplisia

Simplisia daun sirsak dimaserasi
menggunakan pelarut etanol 95%. Proses
maserasi  merupakan metode  ckstraksi
vang paling sederhana dan peralatan yang
digunakan sederhana. Jika menggunakan
metode ekstraksi dengan suhu yang terlalu
tinggi, dikhawatirkan potensi senyawa
aktif akan rusak.

Pelarut efanol digunakan karena
ctanol merupakan pelarut yang baik.
memiliki sifat kepolaran yang moderat
dengan nilai indeks polaritas 24,30,
Setclah proses maserasi, filtrat etanol
dipckatkan sampai volumenya tersisa 1/3
volume awal dengan menggunakan alat

Tabel 1. Kadar Air Sampel Serbuk Daun Sirsak

rotary evaporator. Ekstrak etanol yang
dihasilkan scbanyak 350 ml.

Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan uji kimia
kualitatif yang dilakukan sebagmi  uji
pendahuuluan untuk mengetahui golongan
senyawa metabolit sekunder apa saja vang
terdapat pada suatu sampel, dalam hal ini
pada serbuk simplisia dan filtrat ctanol
95%. Pengujian ini dilakukan dengan
menggunakan  pereaksi  spesifik  untuk
setiap golongan senyawa yang akan diuji.
Up fitokimia i didasarkan  pada
identifikasi warna dan‘atau endapan vang
terbentuk. Uji fitokimia vang dilakukan
meliputi, identifikasi senyawa golongan
alkaloid, flavonoid, saponin. tanin, serta
steroid  dan tritarpenoid.  Uji fitokimia
dilakukan terhadap sampel serbuk daun
sirsak  dan  ckstrak  etanol. Hasil uji
fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Bobot cawan Bobot

Ulangan  yosong (Pg)  +sampel (g)

cawan Bobot awal

Bobot akhir  Kadar Air

®) (2) (%)

1 37,5587 39.5619

2 38,4634 40,4646

2,0032
20012

1,9124 4,53

1,9148 4,32

443

Tabel 2. Uji Fitokimia terhadap Serbuk Daun Sirsak dan Ekstrak Etanol

Golongan Senyawa
Metabolit Sekunder

Serbuk Daun Sirsak

Ekstrak Etanol

Alkaloid
Flavonoid
Sterowd/ Triterpenoid
Saponin
Tanin

|

o4+

Keterangan : = hasil uji positif
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Tabel 2 menunjukkan  bahwa
seluruh senyawa metabolit sekunder yang
ada dalam serbuk daun sirsak dan cksirak
ctanol. semuanya teridentifikasi positif
Hasil uji dapat dilihat pada Gambar 1.
Pada uji flavonoid simplisia dan ckstrak
ctanol menunjukan hasil yang positif, yaitu
terbentuknya wama kuning atau merah
pada lapisan amil alkohol. Hal ini
menunjukan bahwa sampel mengandung
flavonoid  (Harbomne,1987). Pada  uji
flavonoid dilakukan penambahan serbuk
Mg. HCI pekat dan  amil alkohol.
Magnesium mudah larut dalam suasana
asam dan menghasilkan kation bivalen
Mg** serta gas hidrogen. Adanya gas
hidrogen  dapat  dibuktikan  ketika
penambahan asam klorida pekat ke dalam
larutan dan serbuk magnesium, muncul
busa atau gelembung pada campuran. Hal

ini dapat dilihat dan persamaan reaksi
berikut :

Mg + 2H* —» Mg + H: ¢

lon magnesium ini akan berikatan
dengan senyawa flavonoid yang terdapat
pada ckstrak ctanol schingga muncul
larutan yang berwama. Persamaan reaksi
dari uji flavonoid tersebut ditunjukkan
pada Gambar 2.

Suatu flavonoid akan
menghasilkan garam benzopirilium yang
berwarna bila dircaksikan dengan asam
mineral dalam alkohol. Sebagai contoh
flavon atau flavonol dircaksikan dengan
asam mineral akan menghasilkan garam
flavilium atau antosianmidin yang berwarna.
Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada
Gambar 3.

(b)
Gambar 1. Hasil Uji Fitokimia pada Serbuk Daun Sirsak

(a)

Keterangan : (a) uji alkaloid
(b) uji flavonoid
(c) wji steroid/triterpenoid
{d) uji saponin
(e) uji tanin

(c) ~

L

(d) (e)

Gambar 2. Reaksi Identifikasi Flavonoid (Achmad, 1986)
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Tabel 2 menunjukkan bahwa
seluruh senyawa metabolit sekunder yang
ada dalam serbuk daun sirsak dan cksirak
ctanol. semuanya teridentifikasi positif
[lasil uji dapat dilihat pada Gambar 1.
Pada uji flavonoid simplisia dan ckstrak
ctanol menunjukan hasil yang positif, yaitu
terbentuknya wama kuning atau merah
pada lapisan amil alkohol. Hal ini
menunjukan bahwa sampel mengandung
flavonoid  (Harborne. 1987). Pada  uji
flavonoid dilakukan penambahan serbuk
Mg. HCl pekat dan  amil alkohol.
Magnesium mudah larut dalam suasana
asam dan menghasilkan kation bivalen
Mg** serta gas hidrogen. Adanya gas
hidrogen  dapat  dibuktikan  ketika
penambahan asam klorida pekat ke dalam
larutan dan serbuk magnesium, muncul
busa atau gelembung pada campuran. Hal

ini dapat dilihat dani persamaan reaksi
berikut :

Mg+ 2H* — Mg* + H: 1

lon magnesium ini akan berikatan
dengan senyvawa flavonoid yang terdapat
pada ckstrak ctanol schingga muncul
larutan yang berwama. Persamaan reaksi
dari uji flavonoid tersebut ditunjukkan
pada Gambar 2.

Suatu flavonoid akan
menghasilkan garam benzopirilium yang
berwarna bila direaksikan dengan asam
mineral dalam alkohol. Sebagai contoh
flavon atau flavonol dircaksikan dengan
asam mineral akan menghasilkan garam
flavilium atau antosianidin yang berwarna.
Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada
Gambar 3.

(b)
Gambar 1. Hasil Uji Fitokimia pada Serbuk Daun Sirsak

(a)

Keterangan : (a)
(b)
(c)
(d)
(e)

uji alkaloid

uji flavonoid

uji steroid/triterpenoid
uji saponin

uji tanin

(c) ~

5

(d)

Gambar 2. Reaksi Identifikasi Flavonoid (Achmad, 1986)
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Gambar 3, Reaksi Pembentukan Garam Flavilium (Achmad, 1986)

Identifikasi Senyawa Flavonoid

Filtrat ¢tanol ditambahkan heksana
lalu dickstrak dengan larutan HCI 0,1 N.
Pengekstrakan dengan HCl i bertujuan
untuk memisahkan senyawa bersifat basa
misalnya  alkaloid. Lapisan  heksana
dickstraksi dengan larutan KOH 0,1 N.
Pengekstrakan  dengan  KOH  bertujuan
untuk memisahkan senyawa yang bersifat
asam, vyang dalam hal ini senvawa
flavonoid. Senyawa netral seperti lipid
berada pada lapisan heksana. Lapisan
KOH dinetralkan dengan HCl  lalu
dickstrak dengan kloroform. Pada saat
pemisahan lapisan  kloroform, terdapat
endapan putih kental yang sulit disaring.
Hal ini karena masih adanya air yang
terdapat pada lapisan kloroform. Natrium
sulfat anhidrat ditambahkan ke dalamnya
sclama 24 jam agar dapat menarik atau
mengikat air vang ada pada lapisan
kloroform.  Sampel filtrat  kloroform
tersebut  diji flavonoid  dengan
penambahan serbuk Mg, HCI pekat dan
amil alkohol. Hasil yang diperoleh yaitu
lerbentuknya warna Kuning pada lapisan
amil alkohol. Hal ini menunjukkan bahwa
sampel mengandung  flavonoid.  Filtrat
kloroform imi  kemudian diidentifikasi
dengan teknik kromatografi lapis tipis
(KLT).

Analisis
(KLT)

Kromatografi Lapis Tipis

Pemisahan senyawa  flavonoid
dengan  teknik  KLT  menggunakan
beberapa eluen campuran diantaranya n-

heksana : n-propanol (100:1), n-heksana :
metanol (100 : 1), n-butanol : asam asetat :
air (4 : 1 : 5) dan etil asetat : pindin : air :
metanol (80 : 20 : 10 : §) (Markham, 1988).
Variasi cluen terscbut cukup mewakili
kepolaran dari setiop senyawa yang akan
dipisahkan, yaitu ada campuran variasi
yang berkecenderungan ke arah lebih polar
dan ada yang berkecenderungan ke arah
lebih nonpolar,

Plat KLT yang digunakan adalah
plat KLT silika gel GF254. Plat m
dilengkapi oleh indikator fluoresensi pada
smar UV  vang dipasang panjang
gelombang  emisi 254 nm  untuk
menampakkan  komponen  senyawanya
scbagai bercak vang gelap atau bercak
yang berfluoresensi terang pada dasar yang
berfluoresensi seragam. Eluen campuran n
butanol : asam asetat : awr (4 1 1 : 9)
mampu memberikan pemisahan yang baik
danpada campuran eluen yang lain. Hal
dapat dilihat dengan adanya noda yang
terpisuh  cukup  baik. Noda  terpisah
berdasarkan  kepolarannya. Noda vang
mempunyai RI lebih rendah cenderung
memiliki Kepolaran yang lebih  tinggi
karena lebih terdistribusi ke fase diam
yang bersifat polar, dibandingkan noda
yang mempunyai harga Rf lebih besar
karena terdistribusi ke fase gerak. Pada
percobaan noda yang dihasilkan hanya 1
buah dan memiliki nilai Rf sehesar 0.7.
Plat KLT diuapi dengan ammonia untuk
meningkatkan  kepekaan  deteksi  dan
menghasilkan  perubahan  wama  yang
berkaitan dengan senyawa flavonoid. Data
penampakan noda dari lapisan kloroform
hasil pemisahan dengan KLT disajikan
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pada Tabel 3. Adapun hasil KLT eluen n-
butanol : asam asetat : air (4 : 1 : 3) dan
jenis flavonoid yang mungkin disajikan
dalam Gambar 4 dan Tabel 4. Pada
Gambar 4 banyaknya noda tersebut adalah
ulangan  scbanyak 6 kali untuk
mendapatkan  jumlah  ckstrak  hasil
pemisahan yang cukup untuk analisis
berikutnya.

Identifikasi dengan Spektrofotometer
uv

Noda atau spot hasil KLT yang
dideteksi menggunakan sinar UV 254 nm
dan  penambahan  uwap  ammonia
menunjukkan adanya senyawa flavonoid.
Noda-noda tersebut dikerok dan dilarutkan
dalom  pelart  metanol,  kemudian
diidentifikasi menggunakan
spektrofotometer UV, FTIR. Hasil
spektrum UV dan hasil KLT dengan
pelarut metanol didapatkan 3 buah puncak
pada panjang gelombang 205 nm, 255 nm
dan 370 nm. Spektrum UV tersebut dapat
dilihat pada Gambar 5.

Berdasarkan Tabel 4 rentang
spektrum UV, pita II panjang gelombang
250 — 280nm dan pita 1 panjang
gelombang 350 — 385 nm, jenis
flavonoidnya adalah flavonol (3 - OH
bebas) (Markham, 1988). Senvawa -
senyawa  vang  mempunyai  sistem
konjugasi dapat menycrap sinar pada
dacrah UV, semakin panjang sistem
konjugasinya maka makin besar panjang
gelombang absorbsinya (Harbome, 1987).
Panjang gelombang 205 nm berasal dan

benzena. Benzena menyerap dengan kuat
pada panjang gelombang 184 nm, 202 nm
dan  mempunyai  sederet  panjang
gelombang absorpsi antara 230 - 270 nm
(Fessenden, 1982),

Identifikasi dengan Spektrofotometer
FTIR

Spektrofotometer FTIR digunakan
untuk menentukan gugus fungsi suatu
senyawa, lerutama senyawa organik. Hasil
identifikasi dengan menggunakan
spektrofotometer  FTIR didapatkan
spektrum yang disajikan pada Gambar 16,
Sctiap scrapan pada panjang gelombang
tertenty  menggambarkan adanya suatu
gugus fungsi spesifik. Spektrum terdin dan
pita — pila iframerah  yang dapat
dikelompokkan menurut  intensitasnya
vaitu kuat. medium dan lemah.

Pada Gambar 6 terlihat bahwa pita
lebar kuat pada puncak 3300 cm”
menunjukkan adanya gugus O — 1 pada
alkohol ikatan hidrogen dan fenol. Pada
pita 2850 — 2970 cm’ menunjukkan
adanya regang C H alifatik. Pada pita
1500-1600 em” memmjukkan adanya C=
C cncin aromatik. Adanya ulur C-O
ditunjukkan oleh serapan pada bilangan
gelombang 1050 em” (Khopkar, 1985).

" Analisis spektrofotometer FTIR

menunjukkan adanya gugus fungsi -OH, C
= C dan C-O pada cincin benzena.
Struktur flavonol juga mempunyai gugus
fungsi yang sama dengan hasil yang
didapat dan spcktrum FTIR.

Tabel 3. Data Penampakan Noda dari Lapisan Kloroform Hasil Pemisahan KLT

Menggunakan Lampu UV 254 nm
No. Variasi Komposisi Eluen T Keterangan
Noda
1 n-heksana ; n-propanol (100 : 1) . Tidak terpisah dengan baik
2 n-heksana : metanol (100 : 1) 2 Tidak terpisah dengan baik
,  t-butanol : asam asctat : air | Terpisah cukup baik
“ (4:1:5)
ctil asetat ; piridin © air : metanol (80 : 20 : Tidak terpisah dengan baik.
4 10:5) = spot panjang
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(a) (b) (c)

Gambar 4. Foto Plat Hasil KLT dengan Eluen n-Butanol : Asam asetat : Air (4 : 1 : 5)

Keterangan : (a) Hasil clusi sebelum divapi dengan wap ammonia
(b) Hasil pengamatan di bawah sinar UV A 254 nm scbelum di vapi dengan
uap ammonia
(¢) Hasil pengamatan di bawah sinar UV A 254 nm setelah  divapi dengan
uap ammonia

Tabel 4. Hasil KLT dengan Eluen n-Butanol : Asam asetat : Air (4 : 1 : 5) di bawah Sinar
UV % 254 nm dan Jenis Flavonoid vang Mungkin (Markham, 1988)

Wama noda di bawah
sinar UV ). 254 nm
Dengan
NH,

Wama noda
Rf  tanpa sinar UV
pada2 254nm  Tanpa NH,

Jenis flavonoid yang mungkin

a. Busanya flavon atau flavonol
tersulih pada 3-0 mempunyai
5-OH fetapi tanpa 4'-OH
bebas.

0.7 Kuning Lembayung Lembayung
Y kecoklatan gelap gelap

b. Beberapa 6- atau 8-OH flavon
dan flavonol tersulih pada 3-0
serta mengandung 5-OH.

c. Isoflavon, dilidro flavonol,
biflavonil, dan  beberapa
flavanon yang mengandung 5-
OH.

d. Khalkon yang mengandung 2'-
atau  6-OH  tetapt  tdak
mengandung 2- atau 4-OH
bebas.
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Gambar 6. Pola Spektrum Infra Red Sampel
Keterangan : garis hitam = spektrum sampel
garis merah = spcktrum hasil pencarian dari /ibrary
KESIMPULAN faktor (Rf) sebesar 0,7 berwama

Berdasarkan  hasil  penclitian
diketahui bahwa serbuk simplisia dan
ckstrak  etanol  daun  sisak  positif
mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
steroid/triterpenoid, tanin  dan  saponin.
Hasil pemisahan KLT terhadap ckstrak
etanol  daun  sirsak  yang  diamati
menggunakan sinar UV pada 2 254 nm
menghasilkan 1 spot dengan nilai retardasi

lembayung gelap, menunjukkan adanya
senvawa flavonoid. Hasil identifikasi
dengan  spektrofotometer UV, terjadi
serapan pada A maksimal 205 nm, 260 nm
dan 380 nm, yang yang menunjukan
senyawa [lavonol (3-OH bebas). Analisis
spektrofotometer  FTIR - menunjukkan
adanya gugus fungsi OH,C=CdanC O
pada cincin benzena.
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