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ABSTRAK

Manarizki, W. A. 2019. Metode Optimasi Pemisahan Senyawa Asetogenin
pada Sirsak Secara Kromatografi Lapis Tipis Berdasarkan Jenis
Pelarut dan Lama Ekstraksi Ultrasonik. Skripsi. Jurusan Kimia,
Fakultas Sains dan Tekhnologi. Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah Hayati, M.Si, Pembimbing
I1: Ahmad Hanapi, S.Si, M.Sc, Konsultan: Rachmawati Ningsih, M.Si

Kata Kunci : Daun Sirsak, asetogenin, ekstraksi ultrasonik, KLT, FTIR

Sirsak (Annona muricata Linn.) merupakan keluarga Annonaceae yang
tumbuh di daerah tropis yang bermanfaat dalam bidang farmakologi sebagai
antikanker. Daun sirsak mengandung senyawa asetogenin Yyang dapat
menghambat pertumbuhan sel kanker. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pola pemisahan senyawa asetogenin ekstrak daun sirsak secara
kromatografi lapis tipis (KLT) berdasarkan jenis pelarut dan lama ekstraksi.

Ekstraksi senyawa asetogenin dilakukan secara ultrasonik dengan variasi
pelarut antara lain metanol, etanol, dan etil asetat serta variasi waktu ekstraksi 10
menit, 20 menit, dan 30 menit. Pemisahan senyawa asetogenin menggunakan
eluen etil asetat: n-heksana (4:6). ldentifikasi gugus fungsi hasil KLT terbaik
menggunakan FTIR.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa randemen terbesar diperoleh dari
pelarut etanol. Hasil uji KLT diperoleh jumlah noda dugaan asetogenin sama yaitu
satu noda pada masing-masing variasi pelarut. Selain itu uji KLT menunjukkan
bahwa pemisahan terbaik dengan intensitas warna tertinggi dan resolusi terbesar
adalah pada pelarut etanol dengan lama ekstraksi 10 menit. Hasil identifikasi
isolat dugaan asetogenin dengan FTIR menunjukkan gugus fungsi berupa OH,
C-H, C=0, C=C,dan C-O.
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ABSTRACT

Manarizki, W. A. 2018. Optimization Separation of Acetogenin Compounds in
Soursop Leaves by Thin Layer Chromatography Based on Types of
Solvents and Extraction Time of Ultrasonic. Chemistry Department,
Faculty of Science and Technology. Islamic State University Maulana
Malik Ibrahim Malang. Supervisor | : Elok Kamilah Hayati, M.SI,
Supervisor Il: Ahmad Hanapi, S.Si, M.Sc, Consultant : Rachmawati
Ningsih, M.Si

Keywords : Soursop leaves, acetogenin, ultrasonic extraction, TLC, FTIR

Soursop (Annona muricata Linn.) is a family of Annonaceae that grows in
the tropics which is beneficial in pharmacology as an anticancer. Soursop leaves
contain acetogenin compounds that can inhibit the growth of cancer cells. The
purpose of this study was to determine the pattern of separation of acetogenin
compounds in soursop leaf extract by thin layer chromatography (TLC) based on
the type of solvent and extraction time of ultrasonic.

The extraction of acetogenin compounds by ultrasonic with various
solvents including methanol, ethanol, and ethyl acetate as well as variations in
extraction time of 10 minutes, 20 minutes and 30 minutes. Separation of the
acetogenin compound using eluent are ethyl acetate: n-hexane eluent (4: 6).
Identification of the functional groups of the best TLC results using FTIR.

The results showed that the biggest yield was obtained from ethanol
solvents. TLC test results obtained the same number of suspected acetogenin spot,
there was one spot on each variation of the solvent. In addition, the TLC test
showed that the best separation with the highest color intensity and the greatest
resolution was in ethanol solvent with extraction time of 10 minutes. The results
of identification of suspected acetogenin isolates with FTIR showed functional
groups in the form of OH, C-H, C=0, C=C, and C-O.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sirsak (Annona muricata Linn.) merupakan sumber senyawa asetogenin
yang berperan sebagai antikanker (Alali, 1990; Katrin, 2010; Sumantri, 2014,
Handayani, 2014; Nasifah, 2017). Senyawa tersebut memiliki aktivitas
penghambat terhadap sel kanker T-47D dengan nilai ICso sebesar 67,343 pg/mL
(Lilbaig, 2017). Selain sebagai antikanker, asetogenin juga bermanfaat sebagai
antibakteri, antioksidan (Ranisaharivony, 2016), dan antitumor (Alali, 1990).
Berbagai manfaat tersebut membuktikan bahwa Allah SWT menciptakan
tumbuhan dengan berbagai kebaikan atau manfaat di dalamnya sesuai dengan

firman Allah SWT dalam al-Qur’an Surat Asy-Syuara’ ayat 7:

z

EYBES 25 o 0 s G 8 o3 ) 15

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”.
Asetogenin pada daun sirsak dapat diperoleh dengan metode ekstraksi
konvensional atau penarikan senyawa dengan suatu pelarut dalam jangka waktu
tertentu (Ranisaharivony, 2015; Vinothini dan Rani Growther, 2016 dan Katrin,
dkk, 2014). Namun ekstraksi maserasi memiliki kekurangan karena waktu
ekstraksi cukup lama, membutuhkan banyak pelarut serta hasil ekstrak kurang
optimal (Handayani, 2016). Optimasi ekstraksi daun sirsak dapat dilakukan

dengan metode ekstraksi ultrasonik.
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Ekstraksi ultrasonik menggunakan gelombang akustik dengan frekuensi
lebih Dbesar dari 16-20 kHz. Kelebihan metode ultrasonik adalah dapat
mengekstrak lebih cepat daripada metode konvensional (Zou, dkk, 2014;
Handayani, 2016) dan memiliki efisiensi waktu ekstraksi hampir 50% daripada
ekstraksi soxlet (Fuadi, 2012), memenggunakan sedikit pelarut, dan meningkatkan
jumlah randemen (Handayani, 2016). Oleh karena itu, metode ekstraksi ultrasonik
dipilih sebagai metode untuk memisahkan asetogenin pada daun sirsak.

Faktor yang dapat mempengaruhi jumlah dan senyawa yang diekstrak
adalah jenis pelarut (Williams, 1981). Berdasarkan penelitian terdahulu, Vinothini
dan Rani Growther (2016) mengisolasi dan mengidentifikasi daun sirsak (Annona
muricata) menunjukkan bahwa pelarut etanol dapat mengekstrak asetogenin dan
Ranisaharivony (2015) mendapatkan ekstrak asetogenin dengan kadar sebesar
4,2%. Selain pelarut etanol, asetogenin juga dapat diekstrak dengan menggunakan
pelarut metanol (Kadarani, 2015; Laboureur, 2017) dan etil asetat (Souza, 2007,
Katrin, 2014).

Faktor lain yang dapat mempengaruhi hasil ekstraksi metode ultrasonik
adalah lama ekstraksi. Menurut penelitian terdahulu tentang ekstraksi bahan alam
diantaranya yaitu Rahayu, dkk (2013), Rahmawati dan Widya (2013), dan Adila
(2012) dengan menggunakan ekstraksi ultrasonik didapatkan hasil randemen
terbesar pada lama ekstraksi 10 menit. Selain itu, lama ekstraksi 20 menit
(Handayani, 2016; Ardianti dan Joni, 2014) dan 30 menit (Rafsanjani, 2015;
Sasongko,dkk., 2017; dan Yuswi, 2017) juga menghasilkan hasil terbaik pada

proses ekstraksi.
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Setelah proses ekstraksi, ekstrak yang didapat akan dilakukan pemisahan
senyawa yang didapat dengan menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Kelebihan dari metode KLT yaitu dapat memisahkan senyawa dengan
efisien dan efektif (Rajsekhar, 2016) serta hanya memerlukan pelarut dan cuplikan
dalam jumlah sedikit (Septyaningsih, 2010). Salah satu faktor terpenting yaitu
pemilihan dan komposisi eluen yang digunakan.

Komposisi eluen pemisahan senyawa asetogenin dengan KLT pada
penelitian ini menggunakan komposisi eluen menurut Katrin (2013) n-heksana :
etil asetat dengan perbandingan 6 : 4. Noda yang terbentuk disemprot dengan
reagen. Noda yang menghasilkan hasil positif asetogenin kemudian diidentifikasi
menggunakan spektrofotometer FTIR. Hasil FTIR diperkirakan memiliki gugus
fungsi dan untuk memperkirakan senyawa yang didapat merupakan asetogenin.

Berdasarkan pemaparan diatas, pada penelitian ini akan dilakukan
optimasi pemisahan menggunakan ekstraksi dengan metode ultrasonik untuk
mengekstrak senyawa asetogenin pada daun sirsak menggunakan pelarut berupa
metanol, etanol, dan etil asetat serta variasi lama ekstraksi yaitu 10, 20 dan 30
menit. Identifikasi yang digunakan untuk mengetahui pemisahan senyawa
asetogenin dari daun sirsak yaitu kromatografi lapis tipis (KLT) dengan eluen
yang digunakan menurut Katrin (2013) yaitu n-heksana : etil asetat dengan
perbandingan 6 : 4. Identifikasi gugus fungsi asetogenin menggunakan

spektrofotometer FTIR.



1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pola pemisahan kromatografi lapis tipis senyawa asetogenin
ekstrak daun sirsak (Annona muricata Linn) berdasarkan jenis pelarut dan
lama ekstraksi?

2. Bagaimana hasil identifikasi FTIR senyawa asetogenin ekstrak daun sirsak
(Annona muricata Linn.)?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian yang akan dilaksanakan adalah:

1.

Untuk mengetahui pola pemisahan kromatografi lapis tipis senyawa
asetogenin ekstrak daun sirsak (Annona muricata Linn) berdasarkan jenis
pelarut dan lama ekstraksi

Untuk mengetahui hasil identifikasi FTIR senyawa asetogenin daun daun

sirsak (Annona muricata Linn.).

1.4 Batasan Masalah

Agar pembahasan tidak menyimpang, maka penulis menentukan batasan masalah

sebagai berikut:

1.

Sampel yang dilakukan penelitian adalah tumbuhan sirsak diambil bagian
daun ke 3 sampai ke 6 yang diambil dari alam daerah Plaosan, Malang Jawa
Timur.

Metode ekstraksi yang digunakan adalah metode ekstraksi ultrasonik dengan

frekuensi 42 kHz pada suhu ruang (27°C).



3. Perbandingan rasio bahan : pelarut yaitu 1 : 10

4. Pelarut yang digunakan adalah metanol, etanol,dan etil asetat.

5. Variasi lama ekstraksi yang digunakan adalah 10, 20 dan 30 menit.

6. Optimasi pemisahan senyawa asetogenin pada daun sirsak dilakukan dengan
metode kromatografi lapis tipis (KLT) dengan eluen n-heksana :etil asetat
dengan perbandingan (6:4)

7. Reagen penyemprot yang digunakan yaitu reagen vanilin-asam sulfat.

8. Identifikasi senyawa asetogenin dengan menggunakan spektrofotometer

FTIR.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini dapat memberikan informasi bahwa metode optimal
mengekstrak senyawa aktif yang berpotensi sebagai antikanker pada daun sirsak
yaitu asetogenin melalui metode ekstraksi ultrasonik. Selain itu, penelitian yang
dilakukan ini dapat memberikan informasi bahwa daun sirsak (Annona muricata
Linn.) dapat digunakan sebagai tanaman obat herbal dan membantu

pengembangan penelitian selanjutnya.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Sirsak (Annona muricata Linn.)

Sirsak (Annona muricata Linn) merupakan keluarga Annonaceae yang
tumbuh didaerah tropis (Handayani, 2016). Sirsak memiliki daun memanjang
berbentuk bulat telur terbalik, ujung meruncing pendek dan permukaan daun
mengkilap. Klasifikasi ilmiah atau taksonomi tanaman sirsak adalah sebagai

berikut (Sunarjono, 2005) :

Kingdom : Plantae (tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (tumbuhan berpembuluh)
Divisi : Spermatophyta (menghasilkan biji)

Sub divisi : Angiospermae (tumbuhan berbunga)
Kelas : Dicotyledonae (berkeping dua/dikotil)
Ordo : Polycarpiceae

Familia : Annonaceae

Genus : Annona

Spesies : Annona muricata Linn.

Gambar 2.1 Tumbuhan Sirsak (Mardiana dan Juwita, 2012)

Manusia diberikan akal untuk berfikir agar dapat menjalankan amanah

untuk senatiasa beribadah kepada-Nya. Manusia hendaknya berfikir dan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



7
menyadari bahwa Allah-lah yang menumbuhkan berbagai macam tumbuhan.
Allah SWT berfirman dalam al-Qur’an surat Al-Waaqi’ah ayat 64 sebagai berikut.

{reposi 2 8 Bk o8

Artinya: “Kamukah yang menumbuhkan atau Kamikah yang menumbuhkannya?”

Tumbuhan yang Allah ciptakan mengandung senyawa tertentu, seperti
daun sirsak mengandung senyawa bioaktif berupa asetogenin, tanin, flavonoid,
kuinon, steroid, triterpenoid, dan saponin (Handayani, 2016; febriani, 2015) serta
mengandung vitamin (A, B dan C) (Mangan, 2009). Senyawa aktif pada daun
sirsak umumnya digunakan sebagai pertahanan diri dari lingkungan dan makhluk
hidup disekelilingnya. Hal ini menjadikan senyawa aktif bersifat toksik bagi

makhluk hidup lainnya (Salempa dan Muharram, 2010).

2.2 Ekstraksi Senyawa Asetogenin dengan Metode Ultrasonik

Asetogenin merupakan senyawa poliketida atau turunan dari asam lemak
yang memiliki gugus hidroksil, asetil karbonil, dua rantai propanol, cincin 1-3
tetrahidrofuran (THF) dan memiliki struktur 35 hingga 37 rantai karbon tidak
bercabang yang terikat pada gugus 5-metil-2-furanon. Menurut Alali (1990), jika
terdapat struktur identik maka C-35 lebih polar daripada senyawa C-37. Senyawa
asetogenin yang mengandung gugus hidroksil, dua mengapit cincin furan dan satu
di dalam rantai hidrokarbon panjang memiliki sifat cenderung non polar yang
memberikan aktivitas paling kuat. Sedangkan menurut Koul (2016) semakin
banyak gugus hidroksil yang tersubtitusi pada molekul asetogenin akan

meningkatkan kepolarannya dan sebaliknya. Molekul asetogenin yang memiliki
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tiga gugus hidroksil akan memiliki tingkat kepolaran lebih rendah dengan
aktivitas lebih kuat daripada molekul yang memiliki empat gugus hidroksil.

Struktur umum asetogenin dapat dilihat pada Gambar 2.2

HO OH

X=0H,H

Gambar 2.2 Struktur asetogenin (Gorman, 2006)

Asetogenin memiliki manfaat penting dalam bidang farmakologi yaitu
kemampuan sitotoksik terutama dapat menghambat pertumbuhan sel kanker
(Mardiana, 2011; Handayani, 2016) misalnya sel kanker payudara T-47D.
Penelitian yang telah dilakukan oleh Lilbaiq (2017) membuktikan bahwa ekstrak
daun sirsak memiliki aktivitas penghambat sel kanker payudara T-47D dengan
nilai 1Cso sebesar 67,343 pg/mL. Asetogenin tidak menyerang sel-sel normal
(Katrin, 2014). Asetogenin menyerang sel kanker dengan cara menghambat
produksi ATPnya dengan masuk dan menempel pada dinding sel dan merusak
ATPnya. Produksi ATP pada sel kanker terhambat dan lama kelamaan akan mati
(Sumantri, 2014). Proses penyembuhan kanker tersebut karena Allah yang
menyembuhkan, sesuai dengan ayat dalam al-Qur’an pada surat Asy-Syuara' ayat
80, Allah berfirman:

() Zo 388 S 13

yang artinya : "dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku,"
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Salah satu metode untuk mendapatkan asetogenin yaitu dengan ekstraksi
ultrasonik. Proses penarikan senyawa ke dalam pelarut tertentu dengan
memanfaatkan getaran dari gelombang ultrasonik. Getaran yang terjadi akan
membuat pengadukan yang intensif terhadap proses ekstraksi yaitu mempermudah
proses lisis dinding sel pada daun sirsak sehingga dapat meningkatkan efektivitas
proses ekstraksi dan senyawa kimia khususnya asetogenin pada daun akan mudah
terlarut dalam pelarut (Ashley, dkk., 2001). Kelebihan menggunakan metode
ultrasonik adalah proses ekstraksi akan berjalan lebih cepat, suhu dapat diatur
sesuai kebutuhan dan meningkatkan jumlah randemen kasar (Handayani, 2016).
Penelitian yang telah dilakukan oleh Safitri (2018) membuktikan bahwa ekstraksi
ultrasonik dapat meningkatkan randemen kasar anting - anting yaitu 9,442%
dalam waktu 20 menit menggunakan suhu ruang dibandingkan metode maserasi
24 jam yang dilakukan oleh Rosyidah (2016) yang menghasilkan randemen
4,012%. Terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi hasil ekstraksi
ultrasonik yaitu jenis pelarut yang digunakan dan lama ekstraksi.

Jenis pelarut yang dipilih harus dapat mengekstrak komponen zat dalam
sampel sebanyak — banyaknya. Pemilihan pelarut harus diperhatikan untuk
ekstraksi yaitu ketersediaan, harga, toksisitas, bersifat tidak mudah terbakar, titik
kritis dan tekanan kritis lebih rendah (Williams, 1981). Daya kelarutan suatu
bahan terhadap pelarut tergantung pada tingkat kepolaran pelarut terhadap bahan
tersebut. Pelarut polar sering digunakan dalam proses isolasi senyawa organik
bahan alam karena dapat melarutkan seluruh senyawa metabolit sekunder (Lenny,

2006; Ranisaharivony, 2015) sehingga optimasi ekstraksi daun sirsak dapat
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menggunakan pelarut polar. Variasi pelarut pada penelitian ini yaitu metanol,
etanol dan etil asetat.

Berdasarkan hasil penelitian terdahulu tentang ekstraksi beberapa bagian
tumbuhan anggota genus Annona dengan menggunakan metode maserasi bahwa
metanol, etanol dan etil asetat dapat mengekstrak senyawa asetogenin pada buah,
daun, dan biji sirsak yang dibuktikan dengan hasil positif fitokimia dengan
menggunakan reagen kedde yang ditandai dengan warna merah muda setelah
penyemprotan (Laboureur, 2017; Katrin, dkk., 2014; Vinothini dan Rani, 2016;
Ranisaharivony, 2015; dan Souza, dkk., 2007). Didukung oleh penelitian yang
telah dilakukan Kadarani (2015) yang membuktikan bahwa kadar asetogenin pada
kulit buah srikaya dengan pelarut metanol sebesar 32158,97 ppm. Sedangkan
Ranisaharivony (2015) membuktikan bahwa kadar asetogenin pada biji sirsak
dengan pelarut etanol sebesar 4,2%.

Pada faktor pelarut, salah satu hal yang perlu diperhatikan yaitu komposisi
sampel dibanding pelarut. Digunakan perbandingan berat sampel : volume pelarut
(1:10) karena berdasarkan Ardianti dan Kusnadi (2014) yang melakukan ekstraksi
dari daun berunuk menggunakan metode ultrasonik dengan variasi perbandingan
bahan : pelarut (1:9, 1:10 dan 1:11) didapatkan perlakuan terbaik pada
perbandingan 1:10. Dikuatkan oleh Handayani (2016) yang melakukan ekstraksi
daun sirsak dengan variasi perbandingan bahan : pelarut (1:5, 1:10 dan 1:15)
menunjukkan hasil terbaik pada perbandingan 1:10.

Selain pelarut, faktor lain yang dapat mempengaruhi hasil ekstraksi
ultrasonik yaitu lama ekstraksi optimal. Lama ekstraksi yang optimal adalah

ketika pelarut jenuh yaitu tidak mampu mengekstrak sampel kembali (Savova,
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dkk, 2007; Indrayani, 2006). Optimasi lama ekstraksi dilakukan untuk mengetahui
waktu ekstraksi optimum untuk menghasilkan ekstrak daun sirsak dengan
randemen tertinggi. Menurut Diantika, dkk (2014), menyatakan bahwa semakin
lama waktu ekstraksi meningkatkan waktu kontak pelarut bersentuhan dengan
bahan sehingga hasilnya akan bertambah sampai titik jenuh sehingga jumlah
randemen akan berbanding lurus dengan lama ekstraksi.

Lama ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu 10, 20 dan 30
menit. Menit tersebut menghasilkan randemen tertinggi dalam beberapa penelitian
tentang ekstraksi bahan alam menggunakan metode ultrasonik. Pada lama
ekstraksi 10 menit dengan sampel kaktus pir menghasilkan randemen 78%
(Ortega dan Nelly, 2017), sampel kulit jeruk bali menghasilkan randemen
17,854% (Rahmawati dan Widya, 2013), dan sampel porang menghasilkan
randemen 96,1% (Rahayu, dkk., 2013). Sedangkan pada lama ekstraksi 20 menit
dengan sampel daun berunuk menghasilkan randemen 26.24% (Ardianti dan joni,
2014), sampel kulit jeruk purut menghasilkan randemen 11.7303% (Susilo, dkk.,
2016) dan sampel daun sirsak menghasilkan randemen 11,72% (Handayani,
2016). Lama ekstraksi 30 menit juga dapat menghasilkan randemen tertinggi
sampel kulit jeruk bali dengan randemen 7,42% dan sampel bawang dayak dengan

randemen 7,83% (Yuswi, 2017; Sasongko, dkk., 2017).

2.3 Pemisahan Senyawa Asetogenin Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan metode pemisahan yang
menggunakan dua fasa yaitu fasa gerak atau eluen dan fasa diam atau plat silika

yang memiliki polaritas yang berbeda (Sastrohamidjojo, 1996). Fasa diam
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berfungsi sebagai pengadsorb, penyangga atau lapisan zat cair. Sedangkan fasa
gerak berupa eluen yang sesuai untuk memisahkan komponen senyawa yang
diinginkan (Gritter, dkk, 1991).

Fase diam menggunakan plat Fzs4 dan eluen yang digunakan untuk
memisahkan senyawa asetogenin pada penelitian ini berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan Ranisaharivony (2015) pada daun sirsak yaitu menggunakan n-
heksana : etil asetat dengan perbandingan 6 : 4 menunjukkan bahwa senyawa
asetogenin dapat terpisah dengan baik. Pemisalahan dikatakan baik apabila
menghasilkan noda yang tidak berekor dan pemisahan nodanya jelas (Rohman
dan Gandjar, 2007).

Nilai Rf menunjukkan identitas masing- masing komponen atau bersifat
karakteristik. Nilai Rf merupakan perbandingan jarak tempuh solut dengan jarak

tempuh eluen. Nilai Rf ditunjukkan pada Persamaan 2.1 (Yazid, 2005).

IGidoR f LuefEniit toiroi g NN S— (2.1)

jarak tempuh pelarut

Komponen yang memiliki kepolaran mendekati fasa gerak dan lebih besar
dari fasa diam akan bergerak lebih cepat dari komponen yang mempunyai sifat
sebaliknya (Sastrohamidjojo, 1996). Eluen yang digunakan pada penelitian ini
adalah non polar, dilihat dari komposisi n-heksana yang bersifat nonpolar lebih
banyak daripada etil asetat. Oleh karena itu, sifat asetogenin yang semipolar
hingga nonpolar cenderung berinteraksi dengan eluen dan sedikit berinteraksi
dengan plat silika. Tingkat kemampuan pemisahan suatu komponen dapat
diketahui berdasarkan nilai koefisien distribusi (KD = Cs/Cm) yang dipengaruhi
oleh tingkat kepolaran fase diam, fase gerak dan kecepatan alir. Menurut

Rupprecht (1990) asetogenin memiliki nilai Rf antara 0,2 hingga 0,7.
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Pemisahan dengan kromatografi lapis tipis menggunakan pereaksi
penyemprot atau indikator berfluoresensi untuk membantu menampakkan noda
berpendar pada lapisan yang telah terelusi. Indikator fluoresensi merupakan
senyawa memancarkan sinar tampak jika dikenai sinar yang memiliki panjang
gelombang tertentu, seperti sinar UV. Beberapa senyawa organik dapat dengan
mudah bersinar dan berfluoresensi pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm
(Gritter, 1991). Penampakan warna tersebut disebabkan oleh interaksi antara sinar
UV dengan gugus kromofor yang terikat pada auksokrom noda. Fluoresensi
cahaya yang tampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan oleh noda akibat
elektron tereksitasi dari keadaan dasar menuju keadaan tereksitasi kemudian
kembali disertai pelepasan energi (Sudjaji, 1988). Penelitian ini menggunakan
sinar UV dengan panjang gelombang 366 nm karena menurut penelitian
sebelumnya yang dilakukan Mukharomah (2019), bahwa asetogenin dapat
berpendar pada panjang gelombang tersebut dan mengalami pemadaman pada 254
nm.

Penampakan asetogenin dapat dilihat setelah disemprot reagen. Penelitian
ini menggunakan reagen vanilin sulfat berdasarkan penelitian Ranisaharivony
(2015), dimana reagen akan berinteraksi dengan gugus fenol pada senyawa
asetogenin dan dengan pemanasan dalam waktu tertentu sehingga akan
menghasilkan noda berwarna kuning. Suhu pemanasan yang digunakan adalah
70°C selama 10 menit karena didasarkan pada Picman, dkk., (1980) suhu dan
waktu tersebut optimum untuk menampakkan bercak setelah penyemprotan
reagen vanilin sulfat, bercak yang akan terbentuk berwarna kuning hingga ungu

tua.
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Noda yang terbentuk dari hasil pemisahan diamati menggunakan lampu

UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Pada panjang gelombang 254
nm warna noda akan tampak bercak hitam karena pada panjang gelombang
tersebut plat silika akan berfluorosensi, sedangkan pada panjang gelombang 366
nm plat silika mengalami pemadaman sedangkan noda yang terbentuk akan
mengalami fluorosensi akibat adanya interaksi antara sinar UV dengan gugus
kromofor yang terikat pada auksokrom pada noda tersebut. Fluorosensi
merupakan emisi cahaya yang terbentuk akibat elektron tereksitasi dari keadaan
dasar ke keadaan tereksitasi. Elektron selanjutnya akan kembali lagi ke keadaan
dasar dengan energi emisi yang berbeda, sehingga menyebabkan perbedaan warna

noda yang dihasilkan (Zahro,2011).

2.4 ldentifikasi dengan Spektrofotometer FTIR

Fourier Transform Infra-Red (FTIR) memiliki daerah serapan pada daerah
inframerah dan berkaitan dengan vibrasi molekul yang bersifat karakteristik
(Panji, 2012). Senyawa asetogenin merupakan senyawa dengan rantai karbon 35-
37 dan memiliki ciri khas yaitu gugus lakton pada salah satu ujung rantainya
sehingga identifikasi menggunakan FTIR dapat membantu. Lakton memiliki
serapan pada bilangan gelombang antara 1740- 1760 (Chang, dkk., 1998).

Berdasarkan penelitian Mulyawati, dkk., (2010) yang mengidentifikasi
gugus pada biji sirsak menggunakan Spektrofotometer FTIR membuktikan adanya
serapan pada bilangan gelombang 1732,1 cm™ yang dimungkinkan milik C=0
dari gugus lakton. Sedangkan Mulia, dkk. (2013) menyatakan bahwa asetogenin

dapat dikenali lewat absorbansi dari vy-lakton. Pada penelitiannya yaitu
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mengidentifikasi asetogenin dari daun sirsak pada fraksi metanol dan isolat
terakhir setelah difraksinasi sebanyak tiga kali, didapatkan serapan gugus C=0
dari gugus lakton secara berturut-turut 1750,49 cm™ dan 1750,6 cm™.

Dikuatkan oleh Pradana, dkk. (2015) yang juga menyatakan bahwa
asetogenin dapat diidentifikasi melalui gugus lakton yang dimiliki. Berdasarkan
analisis spektrofotometer inframerah dari hasil isolat asetogenin murni didapatkan

spektrogram sebagai berikut :
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Gambar 2.3 Spektrogram FTIR asetogenin (Pradana, dkk., 2015)

Berdasarkan spektogram FTIR yang ditunjukkan oleh Gambar 2.3
menunjukkan puncak- puncak vibrasi dengan serapan pada panjang gelombang
3400 cm™ yang merupakan serapan dari vibrasi O-H Alkohol. Serapan C-H
alifatik asimetri dan simetri ditunjukkan pada panjang gelombang 2925 cm™ dan
2854 cm*. Pada serapan 1741 cm™ merupakan serapan dari gugus lakton yang

berasal dari gugus C=0 yang dimungkinkan dari asetogenin dengan bentuk
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serapan tajam dan intensitas kuat. Adanya gugus lakton diperkuat dengan adanya
serapan pada 1076 cm* sebagai C-O dengan bentuk serapan tumpul dan intensitas
sedang, dan ikatan rangkap dua C=C di tunjukkan pada serapan 1652 cm™ dengan
bentuk serapan tumpul dan intensitas rendah (Pradana, dkk., 2015).

Astirin, dkk. (2015) juga melakukan identifikasi isolat aktif daun sirsak
yang diduga sebagai asetogenin menunjukkan adanya serapan C=0 lakton dengan
bentuk serapan tajam dan intensitas sedang. Spektogram ditampilkan pada

Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Spektrogram FTIR asetogenin (Astirin, dkk., 2015)
Berdasarkan spektogram FTIR yang ditunjukkan oleh Gambar 2.4
menunjukkan puncak- puncak vibrasi dengan serapan pada panjang gelombang
3397,76 cm™ yang merupakan serapan dari vibrasi O-H Alkohol. Serapan C-H
alifatik asimetri dan simetri ditunjukkan pada panjang gelombang 2928,07 cm
dan 2851,88 cm™. Pada serapan 1743,72 cm™ merupakan serapan dari gugus

lakton yang berasal dari gugus C=0 yang dimungkinkan dari asetogenin dengan
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bentuk serapan tajam dan intensitas kuat. Adanya gugus lakton diperkuat dengan
adanya serapan pada 1375,30 cm™ sebagai serapan karboksilat dengan bentuk
serapan tumpul dan intensitas kuat, dan ikatan rangkap dua C=C di tunjukkan
pada serapan 1614,49 cm™ dengan bentuk serapan tumpul dan intensitas rendah

(Astirin, dkk., 2015).
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Gambar 2.5 Spektogram isolat fraksi metanol (Mukharomah, 2019)

Berdasarkan spektogram yang ditunjukkan oleh Gambar 2.5 merupakan
hasil FTIR isolat asetogenin pada fraksi metanol menunjukkan puncak vibrasi
dengan serapan pada panjang gelombang 3460,469 cm™ dengan bentuk melebar
merupakan serapan gugus -OH alkohol, Csp3-H tidak simetris pada panjang
gelombang 2925,581 cm™ dan Csp®-H simetris pada panjang gelombang 2854,172
cmL. Serapan asetogenin ditunjukkan oleh gugus penyusun lakton. Pada serapan
1737,893 cm™? merupakan serapan C=0 lakton. Selain itu pada panjang
gelombang 1384,579 cm™ dan 1104,356 cm™ berturut-turut merupakan serapan

C=C dan C-O.



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan
Percobaan ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analisis jurusan Kimia
fakultas Sains dan Tekhnologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Adapun

pelaksanaannya dimulai pada bulan Januari 2019 sampai Agustus 20109.

3.2 Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Alat yang digunakan yaitu ayakan 80 mesh, neraca analitik, alat ekstraksi
ultrasonik, seperangkat alat gelas, pipet ukur, bola hisap, kertas saring, corong
gelas, bejana pengembang, loyang, oven, pipa kapiler, vortex, lampu UV 254 dan
366 nm dan spektrofotometer FT-IR.
3.2.2 Bahan

Bahan untuk ekstraksi meliputi daun sirsak yang diperoleh dari alam
daerah Arjosari, Kota Malang, metanol, etanol, dan etil asetat, plat silika GFzsa,

diklorometana, vanilin, asam sulfat, dan asam asetat.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan dengan metode deskriptif kualitatif. Pertama
diambil daun sirsak dan dikeringanginkan kemudian dihaluskan. Selanjutnya
diayak dengan ayakan 80 mesh. Serbuk kasar yang diperoleh diekstraksi

menggunakan alat ultrasonik dengan variasi pelarut metanol, etanol, dan etil asetat
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serta variasi lama ekstraksi 10, 20, dan 30 menit. Frekuensi alat ultrasonik yang
digunakan yaitu 42 kHz pada suhu kamar. Hasil ekstraksi yang diperoleh disaring
dan filtratnya merupakan ekstrak kasar daun sirsak. Ekstrak kasar daun sirsak
dipisahkan menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) sehingga
diperoleh sejumlah noda dan nilai Rf dari setiap noda. Setelah plat silika dielusi,
kemudian disemprot dengan reagen vanillin-asam sulfat serta dipanaskan plat
selama 10 menit untuk menampilkan noda senyawa asetogenin. Selanjutnya
diidentifikasi gugus fungsi senyawa asetogenin dengan menggunakan instrumen
spektrofotometer FTIR dan dilakukan analisis data. Penelitian ini dilakukan
dengan pengulangan sebanyak tiga kali.

Rancangan Acak Kelompok (RAK) yang dilakukan pada penelitian ini
memiliki dua faktor, yaitu pelarut (S) terdiri dari metanol, etanol dan etil asetat
dan lama ekstraksi (T) terdiri dari 10 menit, 20 menit dan 30 menit yang disajikan

pada Tabel 3.1 berikut.

Tabel 3.1 Variasi faktor pelarut dan lama ekstraksi ultrasonik

-
T1 T2 T3

S
S1 S1T1 S1T2 S1T3
S2 S2T1 S2T2 S2T3
S3 S3T1 S3T2 S3T3
Keterangan :
S1 : Pelarut metanol
S2 : Pelarut etanol
S3 : Pelarut etil asetat

T1 : Lama ekstraksi 10 menit
T2 : Lama ekstraksi 20 menit
T3 : Lama ekstraksi 30 menit
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3.4 Tahap Penelitian
Penelitian ini dirancang dengan tahap sebagai berikut
1. Preparasi sampel
2. Ekstraksi senyawa asetogenin dengan ultrasonik
3. Pemisahan senyawa asetogenin dengan kromatografi lapis tipis
4. Identifikasi senyawa asetogenin dengan spektrofotometer FTIR

5. Analisis data

3.5 Cara Kerja
3.5.1 Preparasi Sampel (Handayani, 2016)

Daun sirsak dipetik pada urutan daun ke 3 sampai ke 6 dari pucuk,
sebanyak 1 kg dibersihkan dari kotoran dengan dicuci. Daun dipotong kecil- kecil
dan dkeringanginkan. Setelah kering daun diblender hingga halus. Serbuk yang

didapatkan diayak dengan ayakan 80 mesh. Disimpan dalam kantong plastik.

3.5.2 Ekstraksi Senyawa Asetogenin dengan Ultrasonik

Ekstraksi senyawa asetogenin dilakukan dengan memanfaatkan gelombang
ultrasonik dengan variasi pelrut yaitu metanol, etanol, dan etil asetat serta variasi
lama ekstraksi selama 10, 20, dan 30 menit. Ekstraksi dilakukan 3 Kkali
pengulangan setiap perlakuan. 1 gram serbuk dilarutkan ke dalam 10 ml masing -
masing pelarut. Rasio bahan : pelarut yang digunakan 1 :10 (Handayani, 2015;
Ardianti dan Joni, 2014). Ekstaksi dilakukan dengan ultrasonik frekuensi 42 kHz
pada suhu kamar. Ekstrak disaring ke dalam vial bersih. Hasil ekstrak yang

diperoleh diduga mengandung asetogenin, disebut ekstak kasar asetogenin. Pada
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tahap ini, dihasilkan 9 jenis ekstrak pada pelarut : lama ekstraksi yaitu metanol 10
menit, metanol 20 menit, metanol 30 menit, etanol 10 menit, etanol 20 menit,
etanol 30 menit, etil asetat 10 menit, etil asetat 20 menit, dan etil asetat 30
menit.
3.5.3 Preparasi Plat KLT sebelum digunakan

Plat silika GFzs4 20 x 20 cm dipotong sesuai kebutuhan. Plat ditandai
garis awal dan akhir menggunakan pensil dengan jarak 1 cm dari tepi plat. Plat
diaktivasi dalam oven pada suhu 100°C selama 30 menit.
3.5.4 Penjenuhan Eluen

Eluen yang digunakan adalah n-heksana: etil asetat dengan perbandingan
6:4 (Katrin, 2013). 6 mL n-heksana dan 4 mL etil asetat dimasukkan bejana
pengembang dan ditutup rapat untuk proses penjenuhan selama 1 jam. Penjenuhan
dilakukan sebelum elusi untuk menyamakan tekanan uap pada lingkungan dalam
bejana pengembang
3.5.5 Pembuatan Reagen Vanilin - Asam Sulfat

Vanilin 0,5 gram dilarutkan dalam 85 ml metanol, 10 ml asam asetat dan 5
ml asam sulfat.Saat pelarutan, larutan dikondisikan dalam suhu rendah dengan
dimasukkan ke dalam ice bath.
3.5.6 Optimasi Pemisahan Senyawa Asetogenin Daun Sirsak Dengan

Kromatografi Lapis Tipis

Ekstrak kasar asetogenin dengan perlakuan (pelarut dan lama ekstraksi)
sama ditotolkan pada plat berukuran 3x10. Selanjutnya plat diletakkan pada
bejana pengembang yang berisi eluen yang telah dijenuhkan. Ditutup rapat dan

plat dikembangkan hingga eluen telah mencapai tanda batas atas plat dengan
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tinggi 8 cm dari posisi totolan ekstrak. Plat didokumentasi sebelum dan sesudah
diidentifikasi di bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm.
Ditandai spot yang terbentuk dengan pensil. Nilai Rf pada masing-masing spot
dihitung kemudian ditentukan rerata dan simpangan bakunya. Hasil dapat diterima
jika dihasilkan spot identik pada warna, jumlah, dan perbedaan nilai Rf tidak
lebih dari 0,05. Ditentukan pola pemisahan terbaik dari ekstak kasar asetogenin.
3.5.7 Identifikasi Senyawa Asetogenin dengan Spektrofotometer FTIR

(Hayati, dkk., 2010)

Plat 10x10 cm diberi garis dengan jarak 1 cm dari tepi atas dan bawah.
Ekstrak hasil terbaik KLTA ditotolkan sepanjang 10 cm lalu dikembangkan dalam
bejana pengembang sampai eluen mencapai tanda batas atas. Didokumentasi
sebelum dan sesudah disemprot reagen. Dipotong plat hasil elusi 0,5:10 cm untuk
mengidentifikasi keberadaan spot asetogenin. Potongan disemprot dengan reagen
dan dipanaskan pada suhu 70° selama 5 menit. Spot asetogenin ditandai dengan
perubahan warna spot pada UV3ss dari merah menjadi jingga.

Noda yang diduga senyawa asetogenin hasil pemisahan KLTP dikerok
dan dilarutkan dalam pelarut terbaik hasil KLTA. Selanjutnya disentrifuge hingga
semua senyawa terlarut ditandai dengan warna silika menjadi putih. Didiamkan
hasil sentrifuge agar silika mengendap keseluruhan. Fitrat yang diperoleh
divapkan pelarutnya dengan gas N sehingga terbentuk isolat kering Isolat
dibentuk menjadi pelet dengan mencampurkan isolat bersama KBr dan dianalisis
dengan spektrofotometer FTIR pada rentang bilangan gelombang 4000-400 cm'.
Diidentifikasi hasil FTIR senyawa dugaan asetogenin melalui gugus fungsi

penyusun senyawa isolat.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun sirsak (Annona
muricata Linn.) sebanyak 500 gram. Preparasi sampel bertujuan untuk mengubah
sampel daun menjadi serbuk agar memperbesar luas permukaan. Semakin luas
permukaan sampel akan memperbesar kontak antara pelarut dan sampel sehingga
proses ekstraksi berlangsung lebih cepat dan maksimal. Pencucian sampel
bertujuan untuk menghilangkan pengotor yang menempel pada daun sirsak.
Pengeringan dilakukan agar menghilangkan kadar air sehingga sampel terhindar
dari mikroba, proses pengeringan menggunakan keringangin pada suhu ruang agar
senyawa yang terkandung dalam daun sirsak tidak rusak. Hasil preparasi sampel

didapatkan serbuk berwarna hijau kecoklatan sebanyak 50 gram.

4.2 Ekstraksi Ultrasonik Daun Sirsak

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu ekstraksi
ultrasonik. Perbedaan konsentrasi di dalam dan di luar sel menyebabkan
terjadinya proses pelarutan. Pelarut akan menembus dinding sel dan memasuki
rongga sel yang mengandung larutan pekat yaitu asetogenin dan senyawa aktif
lainnya sehingga akan terdesak keluar sel dan larut dalam pelarut. Proses ini
terjadi secara berkelanjutan sampai terjadi kesetimbangan konsentrasi antara
larutan di dalam dan di luar sel. Sedangkan, energi gelombang ultrasonik

merambat melalui media, yaitu air menyebabkan terbentuk gelembung yang
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menghasilkan getaran. Getaran yang timbul akan membuat kontak antara sampel
dan pelarut lebih intensif sehingga mempermudah proses pelarutan berlangsung.
Hal ini menyebabkan senyawa aktif, khususnya asetogenin pada sampel akan
mudah larut dalam pelarut (Ashley, dkk, 2001).

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini yaitu metanol, etanol dan etil
asetat. Metanol merupakan pelarut polar yang umum digunakan untuk
mengekstrak senyawa aktif atau metabolit sekunder yang sebagian besar masih
berikatan dengan gula yang bersifat polar. Penelitian terdahulu yang telah
dilakukan Kadarani (2015) berhasil memperoleh kadar asetogenin pada buah
srikaya dengan pelarut metanol sebesar 32158,9 ppm. Etanol dan etil asetat
memiliki  kepolaran mendekati asetogenin yaitu semipolar. Sehingga
dimungkinkan asetogenin dapat terekstrak lebih dikeduanya. Selain itu
Ranisaharivony (2015) melakukan penelitian pada biji sirsak dengan pelarut
etanol menghasilkan kadar asetogenin sebesar 4,2%. Serta ekstrak etil asetat
menghasilkan hasil positif asetogenin pada uji fitokimia (Katrin, 2013).
Sedangkan pengamatan pada lama ekstraksi 10 menit, 20 menit, dan 30 menit
bertujuan untuk mengetahui lama ekstraksi yang mampu menghasilkan rendemen
terbanyak. Pada tahap ini, dihasilkan 9 jenis ekstrak dengan masing-masing
ekstrak terdiri dari tiga pengulangan. Hasil rerata rendemen yang diperoleh
ditampilkan pada Tabel 4.1 (perhitungan dapat dilihat pada lampiran 4).

Tabel 4.1 Hasil rerata rendemen ekstrak kasar daun sirsak

Pelarut - Lama Ekstr.a ki — Rerata
10 menit 20 menit 30 menit

Metanol 2,70 % 2,96 % 319% 2,95%

Etanol 3,03 % 3,39 % 3,09% 3,17%

Etil Asetat 1,51 % 1,41 % 1,04% 132%
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Ekstraksi ultrasonik pada penelitian ini dilakukan dengan melarutkan 0,5
gram sampel ke dalam 5 mL masing-masing pelarut dan diekstraksi sesuai variasi
lama ekstraksi. Berdasarkan Tabel 4.1, hasil rendemen terbesar berada pada
pelarut etanol dengan lama ekstraksi 20 menit yaitu 3,39 %. Hasil rendemen yang
diperoleh berbeda dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Mukharomah (2019) yang melakukan ekstraksi maserasi 60 gram sampel ke
dalam 400 mL pelarut etanol selama 24 jam dengan pengulangan sebanyak tiga
kali yaitu 15,22 %. Perbedaan ini disebabkan penggunaan jumlah pelarut dan lama
ekstraksi yang berbeda. Volume pelarut dan lamanya perendaman berbanding
lurus dengan rendemen yang diperoleh (Hermawan dan Leksono, 2013).
Handayani, dkk. (2014) menyatakan bahwa volume pelarut yang besar akan
membuat kontak sampel dan pelarut lebih besar sehingga memudahkan proses
pecahnya dinding sel. Senyawa terekstrak lebih banyak dan dihasilkan rendemen
yang maksimal. Sedangkan lama waktu ekstraksi menandakan lama waktu kontak
antara pelarut dan bahan, semakin lama waktu kontak maka rendemen yang
dihasilkan akan bertambah sampai titik jenuh (Diantika, 2014).

Daya melarutkan yang tinggi juga berhubungan dengan kepolaran pelarut
dan senyawa yang diekstrak. Hasil rendemen pada Tabel 4.1 menunjukkan bahwa
metanol dan etanol memiliki rendemen yang lebih besar dibanding etil asetat. Hal
ini disebabkan karena metanol dan etanol memiliki gugus hidroksil yang bersifat
polar. Senyawa asetogenin yang mengandung gugus hidroksil akan berikatan
hidrogen dengan kedua pelarut tersebut. Selain itu, banyaknya metabolit sekunder
pada daun sirsak yang berikatan dengan gugus gula (glikosida) yang bersifat polar

juga akan terlarut pada metanol dan etanol. Beberapa aglikon yang ditemukan
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dalam daun sirsak yaitu asam fenolat dan asam ferulat dengan glikon berupa
glukosa, saponin dengan glikon sapogenin serta flavonoid dengan glikon O-
glikosil (Puspitasari, dkk., 2016). Selain itu keduanya juga memiliki gugus alifatik
yang dapat melarutkan senyawa non polar sehingga didapatkan rendemen lebih
besar. Sedangkan pada pelarut etil asetat memiliki rendemen terendah karena sifat
etil asetat semipolar, maka hanya senyawa yang memiliki kepolaran sama yang
akan terekstrak ke dalam pelarut ini sesuai prinsip like dissolve like, rendahnya
rendemen menunjukkan jumlah senyawa yang bersifat semipolar pada daun sirsak
memiliki komposisi yang lebih sedikit daripada senyawa yang bersifat polar.

Faktor lain yang mempengaruhi hasil ekstraksi yaitu lama ekstraksi. Hasil
rendemen pada pelarut metanol meningkat hingga menit ke-30. Lama waktu
ekstraksi berbanding lurus dengan intensitas kontak antara sampel dan pelarut
sehingga hasil akan bertambah sampai titik kesetimbangan larutan di dalam dan di
luar sel terjadi. Sedangkan pada pelarut etanol rendemen meningkat hingga menit
ke-20 dan mengalami penurunan rendemen pada menit ke-30. Diduga pada
pelarut etanol, menit ke-20 merupakan lama ekstraksi optimum untuk proses
pecahnya dinding sel dan untuk terjadinya kesetimbangan larutan di dalam dan di
luar sel sehingga pada menit ke-30 mulai ada kerusakan senyawa yang
mempengaruhi turunnya rendemen.

Serta pada pelarut etil asetat, rendemen semakin menurun seiring
bertambahnya lama ekstraksi. Diduga penurunan rendemen disebabkan oleh
pelarut yang menguap. Energi getaran atau energi gerak yang timbul dari
rambatan energi ultrasonik melalui media air mengakibatkan gesekan antarsampel

dan antara sampel dengan pelarut sehingga dimungkinkan energi tersebut berubah
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menjadi energi panas dan menguapkan pelarut. Rendahnya titik didih etil asetat
yaitu 77°C mempermudah penguapan ketika proses ekstraksi serta proses
pemisahan ekstrak dengan residu daun sirsak.

Selanjutnya kesembilan jenis ekstrak tersebut dilakukan optimasi
pemisahan dengan menggunakan plat KLT untuk mengetahui ekstrak yang

memiliki pola pemisahan terbaik.

4.3 Optimasi Pemisahan Senyawa Asetogenin Daun Sirsak dengan
Kromatografi Lapis Tipis

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pola pemisahan terbaik dari
senyawa Yyang terdapat dalam ekstrak daun sirsak dengan menggunakan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Parameter pemisahan dalam penelitian ini
adalah jumlah noda, intensitas warna, presisi dan resolusi noda pada plat KLT
yang diamati dengan lampu UV 366 nm.

Saat penyinaran lampu UV, diperoleh beberapa noda dengan nilai Rf yang
berbeda. Noda dengan nilai Rf yang rendah bersifat lebih polar dibanding dengan
nilai Rf tinggi sehingga senyawa yang memiliki nilai Rf rendah menandakan
koefisien distribusinya besar akibat senyawa tertahan lebih kuat pada fase diam
(polar) daripada fase geraknya (non polar). Jadi diasumsikan untuk Cstationer >
Cmobile, dan sebaliknya. Komponen suatu senyawa akan terdistribusi dalam
kesetimbangan dua fase. Masing-masing senyawa akan terpisah sesuai
kemampuannya terhadap dua fase. Eluen atau fase gerak menggunakan campuran
n-heksana : etil asetat dengan perbandingan (6:4). Berdasarkan komposisi, n-

heksana yang merupakan pelarut nonpolar lebih banyak sehingga eluen cenderung
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nonpolar. Asetogenin yang sifatnya semi polar akan berinteraksi dengan kedua
fase yaitu fase diam dan fase geraknya, sehingga dimungkinkan senyawa
asetogenin akan menghasilkan noda pada bagian tengah plat KLT. Perbandingan

hasil pola pemisahan berdasarkan variasi pelarut dapat digambarkan pada Grafik

4.1 berikut
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Grafik 4.1 Grafik pengaruh variasi pelarut terhadap nilai rerata Rf

Berdasarkan Grafik 4.1 dapat diketahui bahwa semakin rendah tingkat
kepolaran suatu pelarut maka semakin banyak pemisahan yang terjadi dibuktikan
dengan semakin banyak noda yang terbentuk. Ekstrak etanol dan etil asetat
menghasilkan jumlah noda yang lebih banyak yaitu 7 noda dibanding metanol
yaitu 6 noda. Hal ini menunjukkan bahwa banyak senyawa pada daun sirsak
memiliki kepolaran mendekati kepolaran etanol dan etil asetat.

Besar nilai Rf sesuai dengan kedekatan kepolaran komponen terhadap
kedua fase. Sastrohamidjojo (1996) menyatakan bahwa komponen yang memiliki
kepolaran mendekati fasa gerak akan bergerak lebih cepat dari komponen yang
memiliki kepolaran mendekati fasa diam. Dari ketiga ekstrak tersebut, ekstrak etil

asetat memiliki nilai Rf paling tinggi. Hal ini disebabkan ekstrak etil asetat
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memiliki tingkat kepolaran mendekati kepolaran eluen, ekstrak akan lebih
terdistribusi pada fasa gerak daripada fasa diam (Cmobile > Cstationer) Sehingga Rf
yang dihasilkan akan lebih tinggi. Hasil pola pemisahan pada penelitian ini akan
dijabarkan lebih lanjut sebagai berikut.

4.3.1 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Daun Sirsak dengan

Pelarut Metanol

C

Gambar 4.1 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak daun sirsak (Annona muricata
L.) pada sinar tampak dan di bawah lampu UV 366 nm menggunakan
pelarut metanol dengan lama ekstraksi 10 menit (A), 20 menit (B), dan
30 menit (C)

Tabel 4.2 Perbandingan intensitas warna ekstrak metanol dengan berbagai variasi
lama ekstraksi di bawah lampu UV 366 nm

Intensitas warna

Noda - - — Warna
10 Menit 20 Menit 30 Menit

1 - - S Merah
2 +++ ++ ++ Merah
3 +++ ++ ++ Merah
4 +++ ++ ++ Merah
5 + ++ ++ Merah
6 +++ +++ +++ Biru

Keterangan: + = rendah, ++ = sedang, +++ = tinggi

Diketahui berdasarkan Gambar 4.1 dan Tabel 4.2, dari ketiga macam
ekstrak yang diuji yaitu ekstrak metanol 10 menit, ekstrak metanol 20 menit, dan

ekstrak metanol 30 menit menghasilkan pola pemisahan dengan jumlah noda yang
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sama yaitu enam noda (1, 2, 3, 4, 5, dan 6) sehingga diduga senyawa yang
terpisah adalah sama. Intensitas noda 2, noda 3,dan 4 pada ekstrak metanol 10
menit tampak lebih tinggi dari kedua ekstrak lain, sedangkan noda 5 intensitasnya
tampak lebih rendah. Perbedaan intensitas tersebut dimungkinkan karena
perbedaan interaksi radiasi elektromagnetik terhadap materi. Cahaya inframerah
yang mengenai molekul senyawa dalam noda akan diserap dan dipantulkan sesuai
kemampuan masing-masing noda yang terbentuk sehingga dihasilkan intensitas

warna yang berbeda (Wulandari, 2011).

Tabel 4.3 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut metanol dan eluen n-heksana:
etil asetat (6:4)

Lama
Ekstraksi nrg)(;ggr il Reraéa[)Rf + Resolusi
(menit) Ul U2 U3
1 0425 0412 0425 0,421+ 0,007
2 0519 0512 0,525 0,519+ 0,006 0,958
omen 3 0588 0581 0588 05850004 ggﬁ
4 065 0,638 0644 0,644+ 0,006 0,625
5 0712 0,706 0712 0,710 0,004 0668
6 0781 0,781 0,781 0,781+ 0
1 0431 0419 0419 0,423+ 0,007
2 0531 0525 0,531 0,529 + 0,004 0,739
romeyy 3 0606 0594 0600 06000006 g’jié
4 0669 0662 0,662 0,665z 0,004 0,439
5 0731 0,719 0725 0,725 0,006 0373
6 0,788 0,788 0,788 0,788 % 0
1 0412 0412 0419 0,415 0,004
2 0525 0519 0525 0,523 0,004 0,836
omemt 3 0594 0588 06 0,59 0,006 8:2;;‘
4 065 0638 065 0,646 0,007 0478
5 0719 0,700 0712 0,710 0,009 0.368

6 0,775 0,769 0,775 0,773 +0,004

Keterangan : Ul=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3,

Lama ekstraksi 10 menit dan 20 menit memiliki nilai rerata Rf pada noda

pertama hingga keenam mengalami kenaikan dan penurunan pada menit ke-30.



31
Hal ini disebabkan proses penotolan masing-masing lama ekstraksi dilakukan
pada hari yang berbeda sehingga menyebabkan gangguan yang dapat
mempengaruhi sistem yang mengakibatkan Rf yang dihasilkan tidak stabil.
Beberapa faktor lingkungan yang dapat mempengaruhi sistem misalnya
perubahan suhu udara, cahaya, dan kelembababan (Sastrohamidjojo, 1996).

Presisi antar noda dapat diketahui melalui nilai SD (simpangan baku) Rf
noda yang dihasilkan. Presisi semakin baik jika pola garis pita senyawa yang
sama antar ekstrak yang terlihat mendekati garis lurus. Syarat dapat diterimanya
SD Rf kurang dari 0,02 (Reich dan Schibli, 2006). Berdasarkan Tabel 4.3
diperoleh nilai SD Rf antar ulangan antara 0,004 — 0,009. Sedangkan nilai presisi
antar lama ekstraksi didapatkan antara 0,004 — 0,011 (Lampiran 4). Dapat
disimpulkan bahwa noda pemisahan yang dihasilkan telah memenuhi syarat
presisi.

Selain nilai Rf, pola pemisahan terbaik juga bisa dilihat dari nilai resolusi.
Berdasarkan Tabel 4.3, dapat diketahui bahwa ekstrak metanol 10 menit memiliki
nilai resolusi lebih tinggi dibanding ekstrak metanol 20 menit dan 30 menit. Hal
tersebut juga dibuktikan oleh rerata resolusi pola pemisahan hasil KLT pelarut
metanol pada variasi lama ekstraksi 10 menit yaitu 0,678 yang lebih besar dari
rerata resolusi ekstrak metanol 20 menit dan 30 menit secara berturut-turut sebesar
0,496 dan 0,520 (Lampiran 7).

Perbedaan nilai resolusi disebabkan faktor lingkungan karena setiap lama
ekstraksi dilakukan pada hari yang berbeda dan faktor proses penotolan yang tidak
sama karena diameter berbanding lurus dengan nilai resolusi. Semakin besar

diameter maka semakin kecil nilai resolusi. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
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ekstrak pelarut metanol pada lama ekstraksi 10 menit menghasilkan pemisahan
yang lebih baik dibanding ekstrak pelarut metanol 20 menit dan 30 menit. Secara
teoritis pemisahan dua komponen senyawa dapat dijelaskan melalui resolusi
antara noda pada kromatogram, yang dapat diperoleh dengan membandingkan
jarak antar noda dengan lebar masing-masing noda. Jarak antar noda dihitung dari

titik tengah masing-masing noda. Jika diilustrasikan sebagai berikut.

; d
p Resolusi = WWIVz
<
- Keterangan :
W1 %}] d = jarak antar noda 1 dan 2
<> W1 = diameter noda 1
‘ W2 = diameter noda 2

4.3.2 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Daun Sirsak dengan
Pelarut Etanol

y ]
D E F

Gambar 4.2 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak daun sirsak (Annona muricata
L.) pada sinar tampak dan di bawah lampu UV 366 nm
menggunakan pelarut etanol dengan lama ekstraksi 10 menit (D), 20
menit (E), dan 30 menit (F)

Tabel 4.4 Perbandingan intensitas warna ekstrak etanol dengan berbagai variasi
lama ekstraksi di bawah lampu UV 366 nm
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Intensitas warna

Noda - - — Warna
10 Menit 20 Menit 30 Menit

1 + + + Merah
2 +++ +++ +++ Merah
3 +++ +++ +++ Merah
4 +++ ++ ++ Merah
5 +++ ++ ++ Merah
6 +++ 4+ +++ Biru
7 4+ +++ +++ Merah

Keterangan: + = rendah, ++ = sedang, +++ =tinggi

Hasil pemisahan KLT ekstrak kasar daun sirsak dengan pelarut etanol
berupa gambar KLT, intensitas warna, nilai Rf dan resolusi disajikan dalam
Gambar 4.2, Tabel 4.4, dan Tabel 4.5. Berdasarkan hasil penelitian pada ekstrak
etanol 10 menit, ekstrak etanol 20 menit, dan ekstrak etanol 30 menit
menghasilkan jumlah noda yang sama vyaitu tujuh noda (1,2,3,4,5,6, dan 7),
sehingga diduga senyawa yang berhasil terpisah adalah sama. Berdasarkan Tabel
4.4, intensitas warna noda 1,2,3,6, dan 7 tampak sama, namun kejelasan noda 2
dan 3 pada pelarut metanol 30 menit tampak lebih rendah. Intensitas dan kejelasan
noda 4, dan noda 5 pada ekstrak etanol 10 menit tampak lebih tinggi dari kedua
ekstrak lain. Perbedaan kemampuan interaksi noda senyawa terhadap radiasi
elektromagnetik (REM) dimungkinkan sebagai penyebab perbedaan intensitas
noda. REM berupa sinar UV yang dipancarkan mengenai molekul senyawa pada
noda, sehingga cahaya akan diserap dan elektron akan tereksitasi dari keadaan
dasar menuju keadaan tereksitasi kemudian kembali menuju keadaan dasar

dengan memancarkan emisi energi yang berbeda-beda (Wulandari, 2011).

Tabel 4.5 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol dan eluen n-heksana :
etil asetat (6:4)

Lama nomor Rf
Ekstraksi  noda Ul u2 u3

Rerata Rf £+ SD  Resolusi
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(menit)
1 0425 0425 0425  0425%0
2 0538 0531 0538 0535 0,004 822(7)
3 0606 0606 0606 0606 +0 o
lomenit 4 0662 0656 0656 06580004 ¢
5 0719 0712 0712 0715 £0004 (4o
6 0775 0775 0775 0775 +0 0510
7 0844 0838 0838 0840 +0,004
1 0425 0425 0,425 0,425+ 0 508
2 0525 0525 0525 0,525 + 0 0 eos
3 0,6 0.6 0.6 0.6+0 S
0menit 4 0656 065 0656 06540004 oo
5 0719 0712 0719 0717+0004 o
6 0781 0781 0781 0,781 +0 0 1
7 0844 0844 0844  0844+0 ’
1 0419 0419 0419 0,419 + 0 o0
2 0525 0525 0525 0,525 + 0 R
3 0588 0588 0588 0,588 + 0 Yy
30 menit 4 o Mol W oS 0,65 % 0 Y
5 0712 0712 0712 0,712 0 y
A N2 VoA 1 0,775 + 0 ye
7 0838 0831 0838 08350004 ’

Keterangan : Ul=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3

Presisi noda dapat diketahui melalui SD nilai Rf noda yang dihasilkan.

Berdasarkan Tabel 4.5 diperoleh nilai SD Rf antar ulangan adalah 0 — 0,004 dan

antar lama ekstraksi antara 0,002 — 0,010 (Lampiran 4). Reich dan Schibli (2006)

menyatakan apabila nilai SD kurang dari 0,02 maka kepresisian suatu noda dapat

diterima, sehingga hasil presisi dari hasil penelitian dapat diterima.

Berdasarkan Tabel 4.5, nilai resolusi tertinggi diperoleh pada ekstrak

etanol 10 menit. Sedangkan rerata resolusi pola pemisahan hasil KLT berdasarkan

variasi lama ekstraksi ekstrak etanol 10 menit, 20 menit, dan 30 menit berturut-

turut sebesar 0,574; 0,567; dan 0,529 (Lampiran 7). Perbedaan nilai resolusi

disebabkan faktor lingkungan karena setiap variasi lama ekstraksi dilakukan pada

hari yang berbeda dan faktor proses penotolan yang tidak sama. Semakin besar
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nilai resolusi maka semakin baik pola pemisahannya. Oleh karena itu, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol pada lama ekstraksi 10 menit menghasilkan
pemisahan yang lebih baik dibanding dari lama ekstraksi 20 menit dan 30 menit.

4.3.3 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Daun Sirsak dengan

Pelarut Etil Asetat
F I
H ’ I

Gambar 4.3 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak daun sirsak (Annona muricata
L.) pada sinar tampak dan di bawah lampu UV 366 nm
menggunakan pelarut etil asetat dengan lama ekstraksi 10 menit (G),
20 menit (H), dan 30 menit (1)

G

Tabel 4.6 Perbandingan intensitas warna ekstrak etil asetat dengan berbagai
variasi lama ekstraksi di bawah lampu UV 366 nm

Intensitas warna

Noda . : - Warna
10 Menit 20 Menit 30 Menit

1 + + + Merah
2 +++ +++ +++ Merah
3 ++ +++ ++ Merah
4 +++ ++ +++ Merah
5 ++ ++ ++ Merah
6 +++ +++ +++ Biru
7 +++ +++ +++ Merah

Keterangan: + = rendah, ++ = sedang, +++ = tinggi

Diketahui berdasarkan Gambar 4.3 dan Tabel 4.6, pola pemisahan dari
ketiga macam ekstrak yang diuji yaitu ekstrak etil asetat 10 menit, ekstrak etil

asetat 20 menit, dan ekstrak etil asetat 30 menit menghasilkan kromatogram
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dengan jumlah noda yang sama yaitu tujuh noda sehingga diduga senyawa yang

terpisah adalah sama. Intensitas warna 1,2,5,6, dan 7 tampak sama. Intensitas noda

3 ekstrak etil asetat 10 menit dan intensitas noda 4 ekstrak etil asetat 20 tampak

lebih rendah dari ekstrak lain akibat perbedaan kemampuan interaksi noda

senyawa terhadap REM (Wulandari, 2011).

Tabel 4.7 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etil asetat dan eluen n-
heksana: etil asetat (6:4)

Lama . homor Rf
Ekstra_kS| noda Ul U2 U3 Rerata Rf = SD Rerata
(menit)
1 0419 0,419 0,419 0,419+ 0
2 0519 0519 0,519 0,519+ 0 0,943
3 0,631 0631 0,638 0,633 +0,004 0,720
10menit 4 0712 0712 0712  0712+0 8:;‘;%
5 0,775 0,775 0,775 0,775+ 0 0377
6 0,838 0844 0844 0842+0004 0484
7 0919 00919 0,919 0,919+ 0
1 0419 0411 0411 0,414+ 0,004
2 0519 0513 0506 0,513 +0,006 0,836
3 0,638 0,646 0,633 0,639 + 0,006 0,801
20menit 4 0712 0709 0709 0,710 + 0,002 8:;‘22
5 0,775 0,766 0,766 0,769 + 0,005 0365
6 0,844 0835 0835 0,838 +0,005 0416
7 0919 0905 0,905 0,910 + 0,008
1 0,440 0,434 0434 0,436 + 0,004
2 0528 0528 0534 0,530 + 0,004 0,550
3 0,654 0648 0648 0650+0,004 0277
30 menit 4 0717 0,717 0,717 0,717 + 0 8:2;;
5 0,786 0,780 0,786 0,784 + 0,004 0254
6 0,843 0,843 0,843 0,843+ 0 0.386
7 0,018 0,918 0,918 0,918 + 0

Keterangan : Ul=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3

Presisi noda dapat diketahui melalui SD nilai Rf noda yang dihasilkan.

Berdasarkan Tabel 4.7 dan Lampiran 4 diperoleh nilai SD Rf antar ulangan adalah
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0 — 0,008 dan nilai SD Rf antar lama ekstraksi adalah 0,002 — 0,012. Reich dan
Schibli (2006) menyatakan apabila nilai SD kurang dari 0,02 maka kepresisian
suatu noda dapat diterima, sehingga hasil presisi dari hasil penelitian dapat
diterima.

Berdasarkan Tabel 4.7, nilai resolusi tertinggi diperoleh pada ekstrak
etanol 10 menit. Sedangkan rerata resolusi pola pemisahan hasil KLT berdasarkan
variasi lama ekstraksi ekstrak etil asetat 10 menit, 20 menit, dan 30 menit
berturut-turut sebesar 0,555; 0,525; dan 0,414 (Lampiran 7). Perbedaan nilai
resolusi disebabkan faktor lingkungan karena setiap variasi lama ekstraksi
dilakukan pada hari yang berbeda dan faktor proses penotolan yang tidak sama.
Semakin besar nilai resolusi maka semakin baik pola pemisahannya. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa ekstrak pelarut etil asetat pada lama ekstraksi 10 menit
menghasilkan pemisahan yang lebih baik dibanding ekstrak pelarut etanol 20
menit dan 30 menit.

4.3.4 Perbandingan Hasil Terbaik Antar Pelarut

Berdasarkan uraian pada sub bab 4.3.1, 4.3.2,dan 4.3.3, hasil terbaik pada

masing-masing pelarut disajikan pada Tabel 4.8 berikut.

Tabel 4.8 Perbandingan parameter antar hasil terbaik berbagai pelarut

Ekstrak
Parameter Metanol Etanol Etil Asetat
10 menit 10 menit 10 menit
Jumiah noda 6 Noda 7 Noda 7 Noda
SD Rf antar ulangan 0-0,007 0-0,004 0-0,004
Resolusi 0,678 0,574 0,555

Berdasarkan Tabel 4.8, jika dibandingkan hasil terbaik antar pelarut,

ekstrak metanol 10 menit menghasilkan jumlah noda yang lebih sedikit
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dibandingkan ekstrak etanol 10 menit dan ekstrak etil asetat 10 menit, sehingga
dapat disimpulkan metanol kurang baik pola pemisahannya. Pemisahan yang baik
yaitu pemisahan yang menghasilkan noda dengan jumlah banyak. Jumlah noda
menunjukkan banyaknya senyawa yang berhasil diekstrak dan dipisahkan.

Rentang SD Rf metanol 10 menit, etanol 10 menit, dan etil asetat 10 menit
secara berturut yaitu 0 — 0,007; 0 — 0,004; dan 0 — 0,004 (Lampiran 6). Rentang
nilai SD Rf antar ulangan etanol dan etil asetat 10 menit lebih rendah
dibandingkan ekstrak metanol dan etil asetat. Semakin rendah nilai SD maka
presisi noda semakin baik karena pola garis senyawa yang terbentuk mendekati
garis lurus. Sedangkan resolusi ekstrak metanol 10 menit, ekstrak etanol 10 menit,
dan ekstrak etil asetat 10 menit secara berturut-turut 0,678; 0,574; dan 0,555.
Resolusi ekstrak metanol lebih besar dibandingkan kedua ekstrak lainnya.
Semakin besar resolusi yang dihasilkan maka semakin baik suatu pemisahan.
Oleh karena perbandingan beberapa parameter tersebut, dapat disimpulkan ekstrak
yang memiliki pemisahan terbaik yaitu ekstrak etanol 10 menit. Selanjutnya
ketiga ekstrak tersebut diidentifikasi gugus penyusun asetogenin dengan

menggunakan FTIR.

4.4 Identifikasi Senyawa Asetogenin

Proses identifikasi senyawa asetogenin dilakukan dalam dua tahap,
identifikasi awal dengan reagen vanilin-asam sulfat. Noda yang mengindikasikan
asetogenin ditandai dengan perubahan warna. Kemudian dilanjutkan pada uji
kedua yaitu identifikasi menggunakan FTIR

4.4.1 Identifikasi Senyawa Asetogenin dengan Reagen Vanilin - Asam Sulfat
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Masing-masing ekstrak hasil terbaik pada proses KLT berdasarkan variasi
pelarut yaitu ekstrak metanol 10 menit, ekstrak etanol 10 menit, dan ekstrak etil
asetat 10 menit yang telah dielusi, dilakukan penyemprotan reagen yang bertujuan
untuk mengetahui gugus dugaan noda asetogenin. Saat reagen disemprotkan dan
dipanaskan maka akan terjadi perubahan warna noda jika diamati di bawah lampu
UVzes. Perubahan warna terjadi dari warna merah yang memiliki panjang
gelombang lebih besar yaitu 470-500 nm menjadi warna oranye dengan panjang
gelombang lebih kecil yaitu 440-470 nm atau mengalami pergeseran hipsokromik.

Dugaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.4.

O
H3C—O: : | \ + HS0, +
H

o ..
vanilin
(e)
OH OH R
3234 o S
Asetogenin
l/ H3C/O i
I
¢} +

OH OH ©

OH
0 X

Senyawa berwarna oranye

Gambar 4.4 Dugaan reaksi asetogenin dan reagen vanilin-asam sulfat

Diperoleh satu noda dugaan asetogenin yang telah diisolasi pada setiap
ekstrak metanol, etanol dan etil asetat dengan nilai Rf secara berturut- turut 0,46;
0,56; dan 0,53 (Lampiran 8) yang disebut sebagai isolat. Isolat dikeringkan dan
dideteksi lebih lanjut dengan menggunakan spektrofotometer FTIR.

4.4.2 1dentifikasi Senyawa Asetogenin dengan Spektrofotometer FTIR
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Asetogenin memiliki ciri khas berupa gugus lakton pada salah satu

ujungnya sehingga identifikasi dengan spektrofotometer FTIR dapat membantu.

Hasil spektrofotometer FTIR ditampilkan pada Gambar 4.5 berikut.

2500

2000

A

1500

1000 500

Gambar 4.5 Spektrogram hasil FTIR isolat dugaan asetogenin masing-masing

pelarut

Tabel 4.9 Interpretasi isolat dugaan asetogenin

Bilangan Gelombang (cm™)

Intensitas Isolat Isolat Isolat etil

Socrates I |
(1994) Socrates metano_ etano _ asetat.
(1994) 10 menit 10 menit 10 menit
4000-3200 S 3450,706 3449,816  3457,156
2975-2950 m-s 2957,79 2958,882 2953,01
2930-2920 m-s 2927,926 2928,596  2925,228
2870-2840 m 2862,045 2858,882  2860,427
1745-1730 S 1734,002 1731,81 1732,133
1680-1620 w - 1650,417 1650,796
1600-1450 w 1564,759 1541,661 1541,72
1480-1440 m - 1459,924 1461,86
1370-1160 S - 1384,037 1383,221
1325-1275 m - 1280,991 1283,239
1125-1085 S 1125,123 1119,705  1125,707
760-400 w 619,999 668,81 668,036
600-420 m 457,546 537,444 549,862

Jenis Vibrasi

OH stretching
CHjs stretching asym
CHjs stretching sym
CH; stretching sym

acyclic
C=0 stretching lacton

C=C stretching

C=C stretching

CHj scissoring
C-O stretcing lacton

CHj twisting

C-O stretching
secondary alcohol

C-O rocking

C-H out of plane ring
bending
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Keterangan: w, weak; m, medium; s, strong

Berdasarkan hasil spektra yang ditunjukkan oleh Gambar 4.5, isolat pada
pelarut metanol dengan lama ekstraksi 10 menit menghasilkan serapan pada
3450,706 cm™ dengan bentuk melebar menunjukkan serapan gugus O-H
stretching, O-H alkohol memiliki ciri khas serapan melebar pada 3500-3400 cm™.
Serapan khas lainnya terdapat pada 2957,790 dan 2927,926 cm™ vyang

menunjukkan adanya serapan C-H asimetris dan simetris yang merupakan vibrasi
rantai C-H sp®. Serapan 1734,002 cm™ menunjukkan serapan dari gugus lakton,

serapan khas pada area tersebut berasal dari gugus C=0 stretching lakton yang
diduga berupa lakton dari asetogenin. Hal ini di perkuat dengan adanya serapan
C=C pada 1564,759 cm™ dimana lakton memiliki ikatan rangkap dua dengan
serapan berada pada daerah 1600-1450 cm™. Selain itu adanya alkohol sekunder

pada struktur asetogenin ditandai adanya serapan C-O pada 1125,123 cm™.

Sedangkan isolat pada pelarut etanol dengan lama ekstraksi 10 menit
menghasilkan serapan pada 3449,816 cm™ dengan bentuk melebar menunjukkan
adanya serapan gugus O-H stretching Serapan khas lainnya terdapat pada
2958,882 cm™? dan 2928596 cm™® yang menunjukkan adanya serapan C-H
asimetris dan simetris yang merupakan vibrasi rantai C-H sp®. Adanya serapan
pada 2858 cm™ merupakan serapan CH: simetris asiklik. Adanya senyawa lakton
ditunjukkan oleh serapan pada 1731,810 cm™? yang merupakan serapan C=0
stretching lakton asetogenin. Diperkuat dengan adanya serapan C=C pada
1650,417 cm™ dan 1541,661 cm™. Serapan 1459,924 cm™ merupakan serapan
CH> scissoring. Selain itu juga adanya serapan stretching ikatan C-O pada lakton

berada pada serapan 1384,037 cm™ dan serapan CH: twisting pada panjang
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gelombang 1280,991 cm™. Adanya alkohol sekunder ditandai dengan serapan C-O
pada 1119,705. Serapan 668,810 cm™ merupakan serapan C-O rocking, sedangkan

serapan pada 537,444 merupakan serapan cincin C-H pada daerah out of plane.

Sedangkan isolat pada pelarut etil asetat dengan lama ekstraksi 10 menit
menghasilkan serapan pada 3457,156 cm™ dengan bentuk melebar menunjukkan
adanya serapan gugus O-H stretching. Serapan khas lainnya terdapat pada
2953,010 cm™ dan 2925,228 cm™ yang menunjukkan adanya serapan C-H yaitu
vibrasi rantai C-H sp®. Adanya serapan pada 2860,427 cm™ merupakan serapan
CH, simetris. Pada serapan 1732,211 cm™ menunjukkan serapan dari C=0
stretching lakton, yang diperkuat dengan adanya serapan C=C pada 1650,796 cm™
dan 1541,720 cm™. Serapan 1461,860 cm™ merupakan serapan CH, scissoring.
Selain itu juga adanya serapan stretching ikatan C-O pada panjang gelombang
1383,221 cm™ dan serapan CH; twisting pada 1283,239 cm™. Adanya alkohol
sekunder ditandai oleh serapan C-O pada 1125,707 cm™ Serapan 668,036 cm
diduga merupakan serapan C-O rocking, sedangkan serapan pada 549,862 cm
merupakan serapan cincin C-H pada daerah out of plane. Hasil terbaik
ditunjukkan oleh isolat pada pelarut etanol dengan lama ekstraksi 10 menit karena
memiliki intensitas serapan pada spektrum IR lebih tajam daripada kedua isolat

yang lain.
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4.5 Integrasi Hasil Penelitian dengan al-Qur’an
Hasil penelitian pemisahan KLT ekstrak kasar daun sirsak dengan variasi
pelarut metanol, etanol dan etil asetat serta lama ekstraksi 10 menit, 20 menit, dan
30 menit menghasilkan pola dan jumlah noda yang sama sehingga diduga
senyawa yang berhasil terpisah adalah sama dan presisi. Presisi noda dapat
diketahui melalui simpangan baku atau Standart Deviation (SD) nilai Rf noda
yang dihasilkan. Didapatkan nilai SD Rf hasil penelitian adalah 0 - 0,011. Reich
dan Schibli (2006) menyatakan apabila nilai SD kurang dari 0,02 maka
kepresisian suatu noda dapat diterima, sehingga hasil presisi dari hasil penelitian

dapat diterima.

Presisi merupakan derajat kepastian hasil suatu pengukuran yang dapat
menunjukkan seberapa dekat hasil pengukuran satu dengan yang lain. Al-Qur’an
telah menerangkan mengenai presisi suatu peristiwa pada QS. Yasiin ayat 40,

Allah berfirman,

o

AB 3 5 LD Sl g oYy xE 4% O d ak o saih Y

SR

Artinya : “Tidaklah mungkin bagi matahari mendapatkan bulan dan malam pun
tidak mendahului siang. Dan masing-masing beredar pada garis edarnya.”

Menurut tafsir Ibnu Katsir pada kalimat yang artinya “dan masing-masing

beredar pada garis edarnya” dijabarkan bahwa segala sesuatu tidak akan terjadi

kecuali pada waktu (kondisi) yang telah Allah tentukan. Sedangkan menurut tafsir

Quraisy Shihab, ayat tersebut menunjukkan bahwa betapa takdir Allah sangat

presisi (teliti) dan konsisten. Berdasarkan kedua tafsir tersebut menandakan
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bahwa segala sesuatu tidak akan mencapai kepresisiannya kecuali pada kondisi
yang tepat sebagaimana matahari tidak akan berjalan pada orbital bulan. Demikian
pula senyawa analit pada proses pemisahan yang dilakukan secara KLT dapat
memperoleh kepresisian terbaik pada kondisi yang tepat.

Salah satu senyawa dari pemisahan KLT ekstrak daun sirsak sebagai fokus
penelitian ini yaitu senyawa asetogenin. Asetogenin bermanfaat sebagai sebagai
antikanker, antibakteri, antioksidan dan antitumor (Alali, 1990; Ranisaharivony,
2016). Penciptaan tumbuhan sirsak membuktikan bahwa Allah Maha Pemurah
telah menciptakan obat atas sakit yang diderita manusia akibat perbuatannya

sendiri. Dalam al-Qur’an surat Ali-‘Imron ayat 191, Allah berfirman :

5 23V St sl 3 095G55 1ass S5 155855 L B S35T5 2l

€)1 P 0 Cie e Sbsa Jbp 1is ety
Artinya: “(Ulul Albab yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri
dan duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau
menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka pelihara kami dari
siksa neraka.”

Berdasarkan ayat tersebut, sebagai generasi ulul albab hendaknya Kita
memupuk rasa ingin tahu atas kebesaran ilmu Allah. Menjadi hamba-Nya yang
senantiasa berfikir bahwa segala sesuatu yang Allah ciptakan tidaklah sia-sia.
Berfikir dengan melakukan penelitian dan pengembangan ilmu pengetahuan

sehingga diperoleh pengetahuan baru seperti daun sirsak yang telah banyak diteliti

memiliki peran penting dibidang kesehatan.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Hasil pemisahan dengan kromatografi lapis tipis pada ekstrak daun sirsak
(Annona muricata Linn) berdasarkan jenis pelarut dan lama ekstraksi
menghasilkan pola pemisahan senyawa asetogenin terbaik pada pelarut etanol
dengan lama ekstraksi 10 menit.

2. Hasil identifikasi FTIR isolat dari ekstrak daun sirsak (Annona muricata
Linn) menghasilkan serapan gugus fungsi OH, CHs, CH2, C=0 lakton, C=C

dan C-O yang sesuai dengan serapan asetogenin.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan optimasi suhu ekstraksi agar diperoleh rendemen lebih
maksimal.

2. Perlu dilakukan identifikasi intensitas warna dengan menggunakan KLT
scanner agar memperoleh data 3D sehingga dihasilkan pembacaan warna

lebih akurat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Daun Sirsak (Annona muricata

Preparasi Sampel

Ekstraksi Ultrasonik berdasarkan variasi pelarut (metanol,
etanol dan etil asetat) dan lama ekstraksi (10,20, dan 30 menit)

Disaring hasil ekstraksi

Ekstrak kasa

r asetogenin

Pemisahan dengan KLT

Identifikasi dengan FTIR

Ampas
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Lampiran 2. Diagram Alir

3.5.2 Preparasi Sampel

Daun sirsak

dipetik daun urutan daun ke 3 sampai ke 6 dari pucuk
ditimbang 1 kg

dibersihkan dari kotoran dengan dicuci

dipotong kecil- kecil

dikeringanginkan

diblender hingga halus

Serbuk

diayak dengan ayakan 80 mesh

disimpan dalam kantong plastik

Hasil

3.5.3 Ekstraksi Senyawa Acetogenin dengan Ultrasonik Variasi Lama

Ekstraksi dan Variasi Pelarut

Serbuk

ditimbang 1 gram

diletakkan dalam botol kaca

ditambah pelarut 10 ml metanol

diekstraksi dengan ultrasonik frekuensi 42 kHz pada suhu kamar dengan
variasi lama ekstraksi 10, 20, dan 30 menit..

disaring hasil ekstraksi sebagai ekstrak kasar senyawa asetogenin
dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali setiap perlakuan

dilakukan perlakuan yang sama pada pelarut metanol dan etil asetat

Hasil
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3.5.4 ldentifikasi Ekstrak Kasar Acetogenin Daun Sirsak dengan
Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)
3.1  Persiapan Plat KLT

Plat silika GF2s4
- Dipotong dengan ukuran 3x10 cm

- diberi batas atas dan bawah masing- masing 1 cm dengan pensil

- diaktivasi dengan dioven selama 30 menit pada suhu 100-105°C.

Hasil

3.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Bejana Pengembang
- Ditambahkan diklorometana 19,5 mL

- Ditambahkan metanol 0,5 mL

- Ditutup rapat untuk penjenuhan

- Dijenuhkan selama 1 jam

Hasil

3.3 Proses Elusi

Ekstrak kasar Acetogenin

- ditotolkan pada plat silika GF2s4 sebanyak 7 kali

- dikeringanginkan

- dimasukkan plat ke dalam bejana pengembang yang berisi eluen

- ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga eluen telah mencapai batas

- Plat dikeringkan

Hasil
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3.5.,5 ldentifikasi Ekstrak Kasar Acetogenin Daun Sirsak dengan
Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP)
4.1 Persiapan Plat KLT

Plat silika GF2s4
- Dipotong dengan ukuran 3x10 cm

- diberi batas atas dan bawah masing- masing 1 cm dengan pensil

- diaktivasi dengan dioven selama 30 menit pada suhu 100-105°C.

Hasil

4.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Bejana Pengembang
- Ditambahkan diklorometana 19,5 mL

- Ditambahkan metanol 0,5 mL

- Ditutup rapat untuk penjenuhan

- Dijenuhkan selama 1 jam

Hasil

4.3 Proses Elusi

Ekstrak kasar Acetogenin

- ditotolkan pada plat silika GF2s4 sebanyak 7 kali

- dikeringanginkan

- dimasukkan plat ke dalam bejana pengembang yang berisi eluen

- ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga eluen telah mencapai batas

- Plat dikeringkan

Hasil
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Identifikasi Noda

Plat hasil elusi

Diidentifikasi spot pada plat silika dibawah lampu sinar UV dengan
panjang gelombang 254 dan 366 nm

Ditandai penampakan spot dengan pensil

Disemprot plat dengan reagen vanilin sulfat

dipanaskan pada suhu 70° selama 5 menit

diukur Rf dari masing- masing spot

diamati warna spot yang dihasilkan

Hasil

3.5.6 Identifikasi Senyawa Acetogenin dengan Spektrofotometer FTIR

Isolat hasil ekstraksi

aibuat pelet KBT

diteteskan pada pelet KBr

dikeringkan pelet

dianalisis dengan spektrofotometer inframerah pada rentang bilangan

gelombang 4000-400 cm'.

Hasil




Lampiran 3. Pembuatan Reagen

Komposisi :
- Vanilin 0,5 gram
- Asam Sulfat 5 mL
- Asam Asetat 10 mL
- Metanol 85 mL

Cara Pembuatan :
Dicampurkan seluruh bahan dalam penangas dingin

Cara Penggunaan :
Setelah penyemprotan pada plat, dipanaskan pada oven dengan suhu 70°C
selama 10 menit
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Lampiran 4. Perhitungan Berat Ekstrak
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Berat Ekstrak : Berat (Vial + Ekstrak) — Berat Vial Kosong

4.1 Hasil Berat Ekstrak Metanol pada Daun Sirsak

Perlakuan | Ulanaan Berat Vial + Berat Vial Berat Ekstrak

g Ekstrak (gram) | Kosong (gram) (gram)

M | 1 8,7039 8,6907 0,0132

etano 2 95264 9,5125 0,0139
10 menit

3 9,7477 9,7343 0,0134

f I ah 9,9088 9,8942 0,0146

ol 2 9.7574 97422 0,0152
20 menit

3 9,9099 9,8952 0,0147

” I | 9,8422 9,8266 0,0156

iy 2 10,0218 10,0041 0,0177
30 menit

3 9,8109 9,7963 0,0146

4.2 Hasil Berat Ekstrak Etanol pada Daun Sirsak

Perlakuan | Ulangan Berat Vial + Berat Vial Berat Ekstrak
Ekstrak (gram) | Kosong (gram) (gram)
1 9,5704 9,5545 0,0159
Et;”e?]'i tlo 2 11,7331 11,7173 0,0158
3 8,7297 8,7159 0,0138
1 9,8086 9,7904 0,0182
Et;”e‘;'i \ 2 9,6585 9,6418 0,0167
3 9,7418 9,7259 0,0159
1 8,8096 8,7923 0,0173
sanol 30 |, 8,7678 8,7518 0,016
3 8,1336 8,1206 0,013
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4.3 Hasil Berat Ekstrak Etil Asetat pada Daun Sirsak
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Perlakuan | Ulanaan Berat Vial + Berat Vial Berat Ekstrak

g Ekstrak (gram) | Kosong (gram) (gram)

Etil 1 9,5909 9,583 0,0079

ul Asetat = 10,2477 10,2398 0,0079
10 menit

3 10,041 10,0342 0,0068

Etil A 1 9,8953 9,89 0,0053

tl Asetat 9.4765 9.4691 0,0074
20 menit

3 9,5034 9,4949 0,0085

Eil A 1 7,7581 7,7526 0,0055

Hl AL 10,0349 10,0287 0,0062
30 menit

3 9,8859 9,882 0,0039




Lampiran 5. Perhitungan Rendemen

Rendemen:

Berat Ekstrak

Berat Sampel Serbuk

X 100%

5.1 Hasil Rendemen Ekstrak Metanol pada Daun Sirsak

59

Berat | Rerata | Berat Rendemen Rerata
Perlakuan | Ulangan | ekstrak | Berat | serbuk
(%) Rendemen
(gram) | ekstrak | (gram)
Metanol 1 0,0132 0,5 2,64
10 menit 2 0,0139 | 0,0135 0,5 2,78 2,70
3 0,0134 0,5 2,68
o 1 0,0146 0,5 2,92
2oen?::it 2 00152 | 00148 | 05 3,04 297
3 0,0147 0,5 2,94
Metanol 1 0,0156 0,5 312
30e rﬁgﬁt 2 00177 | 0,016 | 05 3,54 3.19
3 0,0146 0,5 2,92
5.2 Hasil Rendemen Ekstrak Etanol pada Daun Sirsak
Berat | Rerata | Berat Rendemen Rerata
Perlakuan | Ulangan | ekstrak | Berat | serbuk
(%) Rendemen
(gram) | ekstrak | (gram)
c G 1 0,0159 0,5 3,18
tri”e%it 2 00158 | 0,0151 | 05 316 3.03
3 0,0138 0,5 2,76
c | 1 0,0182 0,5 3,64
t;”e%it 2 00167 | 0,0169 | 05 334 339
3 0,0159 0,5 3,18
. 130 1 0,0173 0,5 3,46
tanol 2 0,016 | 0,0154 | 0,5 3,2 3,09
menit
3 0,013 0,5 2,6




5.3 Hasil Rendemen Ekstrak Etil Asetat pada Daun Sirsak
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Berat

Rerata

Berat

Perlakuan | Ulangan | ekstrak | Berat | serbuk Rendemen | _Rerata
(%) Rendemen
(gram) | ekstrak | (gram)
Etil A 1 0,0079 0,5 1,58
til Asetat = 0,0079 | 0,0075 | 05 1,58 1,51
10 menit
3 0,0068 0,5 1,36
Etil A 1 0,0053 0,5 1,06
til Asetat 0,0074 | 0,0071 | 05 1.48 1,41
20 menit
3 0,0085 0,5 1,7
Etil A 1 0,0055 0,5 1,1
til Asetat 2 0,0062 | 0,0052 | 05 124 1,04
30 menit
3 0,0039 0,5 0,78
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Lampiran 6. Perhitungan Nilai Rf

o Jarak tempuh noda
Nilai Rf =

Jarak tempuh eluen

6.1 Hasil Nilai Rf pada Ekstrak Metanol

Nomor | Jarak Tempuh | Jarak Tempuh

Perlakuan Ulangan Noda Noda (crrF:) Eluen (crg) Rf
1 34 8 0,425
2 4,15 8 0,519
1 3 4,7 8 0,588
4 5,2 8 0,650
5 5,7 8 0,713
6 6,25 8 0,781
1 3,8 8 0,413
2 4,1 8 0,513
Metanol 10 5 3 4,65 8 0,581
Menit 4 51 8 0,638
5 5,65 8 0,706
6 6,25 8 0,781
1 3,4 8 0,425
2 4,2 8 0,525
3 3 4,7 8 0,588
4 NS 8 0,644
3, 5,7 8 0,713
6 6,25 8 0,781
L 3,45 8 0,431
2 4,25 8 0,531
1 3 4,85 8 0,606
4 5,35 8 0,669
5 5,85 8 0,731
6 6,3 8 0,788
il 3,35 8 0,419
2 4,2 8 0,525
Metanol 20 9 3 4,75 8 0,594
Menit 4 53 8 0,663
5 5,75 8 0,719
6 6,3 8 0,788
1 3,35 8 0,419
2 4,25 8 0,531
3 3 4,8 8 0,600
4 5,3 8 0,663
5 5,8 8 0,725
6 6,3 8 0,788




62

1 3,3 8 0,413
2 4,2 8 0,525
1 3 4,75 8 0,594
4 5,2 8 0,650
5 5,75 8 0,719
6 6,2 8 0,775
1 3,3 8 0,413
2 4,15 8 0,519
Metanol 30 5 3 4,7 8 0,588
Menit 4 51 8 0,638
5 5,6 8 0,700
6 6,15 8 0,769
1 38D 8 0,419
2 4,2 8 0,525
3 8 4,8 8 0,600
4 52 8 0,650
5 57 8 0,713
6 6,2 8 0,775
6.2 Hasil Nilai Rf pada Ekstrak Etanol
Jarak
Perlakuan Ulangan e Tempuh g Semin Rf
Noda Eluen
Noda

i 3,4 8 0,425
2 4,3 8 0,538
£ 4,85 8 0,606
1 4 5,3 8 0,663
5 HF 8 0,719
6 6,2 8 0,775
7 6,75 8 0,844
1 3,4 8 0,425
2 4,25 8 0,531
Etanol 10 3 4,85 8 0,606
menit 2 4 5,25 8 0,656
5 5,7 8 0,713
6 6,2 8 0,775
7 6,7 8 0,838
1 3,4 8 0,425
2 4,3 8 0,538
3 3 4,85 8 0,606
4 5,25 8 0,656
5 5,7 8 0,713
6 6,2 8 0,775
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7 6,7 8 0,838
1 3.4 8 0,425
2 42 8 0,525
3 48 8 0,600
4 5,25 8 0,656
5 5,75 8 0,719
6 6,25 8 0,781
7 6.75 8 0,844
1 3.4 8 0,425
2 42 8 0,525
3 48 8 0,600

Em‘;'i tzo 4 5,2 8 0,650
5 5,7 8 0,713
6 6.25 8 0,781
7 6.75 8 0,844
1 3.4 8 0,425
2 42 8 0,525
3 48 8 0,600
4 5.25 8 0,656
5 5.75 8 0,719
6 6.25 8 0,781
7 6.75 8 0,344
1 3,35 8 0,419
2 42 8 0,525
3 47 8 0,588
4 5.2 8 0,650
5 5.7 8 0,713
6 6.2 8 0,775
7 6.7 8 0,338
1 3.35 8 0,419
2 42 8 0,525
3 47 8 0,588

Etr"’r‘]r;'i t?,o 4 5.2 8 0,650
5 57 8 0,713
6 6.2 8 0,775
7 6,65 8 0,831
1 3,35 8 0,419
2 42 8 0,525
3 4,7 8 0,588
4 5,2 8 0,650
5 5,7 8 0,713
6 6,2 8 0,775
7 6,7 8 0,838




6.3 Hasil Nilai Rf pada Ekstrak Etil Asetat
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Jarak

Nomor Jarak Tempuh
Perlakuan Ulangan Noda Tempuh Eluen P Rf
Noda
1 3,35 8 0,419
2 4,15 8 0,519
3 5,05 8 0,631
1 4 5,7 8 0,713
5 6,2 8 0,775
6 6,7 8 0,838
7 7,35 8 0,919
1 3,35 8 0,419
2 4,15 8 0,519
. 3 5,05 8 0,631
Etil Aset_at 10 5 4 5.7 3 0.713
menit
5 6,2 8 0,775
6 6,75 8 0,844
7 7,35 8 0,919
1 35 8 0,419
2 4,15 8 0,519
3 51 8 0,638
3 4 5,7 8 0,713
5 6,2 8 0,775
6 6,75 8 0,844
i .85 8 0,919
1 3,25 7,9 0,411
4 4,05 79 0,513
3 5,1 7,9 0,646
1 4 5,6 79 0,709
5 6,05 7,9 0,766
6 6,6 7,9 0,835
7 7,15 79 0,905
1 3,25 7,9 0,411
Etil Asetat 20 2 4 7,9 0,506
menit 3 5 7,9 0,633
2 4 5,6 79 0,709
5 6,05 7,9 0,766
6 6,6 7,9 0,835
7 7,15 79 0,905
1 3,25 7,9 0,411
3 2 4,05 79 0,513
3 51 7,9 0,646
4 5,55 7,9 0,703
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5 6,05 7,9 0,766

6 6,6 79 0,835

7 7,15 79 0,905

1 35 7,95 0,440

2 4,2 7,95 0,528

3 5,2 7,95 0,654

1 4 5,7 7,95 0,717
5 6,25 7,95 0,786

6 6,7 7,95 0,843

7 73 7,95 0,918

il 3,45 7,95 0,434

2 4,2 7,95 0,528

_ 3 5,15 7,95 0,648
Etil QZEE?t 30 5 4 5,7 7,95 0,717
5 6,2 7,95 0,780

6 6,7 7,95 0,843

7 7.3 7,95 0,918

1 3,45 7,95 0,434

2 4,25 7,95 0,535

3 3 ILdf 7,95 0,648

3 4 5,7 7,95 0,717
5 6,25 7,95 0,786

6 6,7 7,95 0,843

7 7.3 7,95 0,918

6.4 Hasil Nilai Rerata Rf dan SD Antarulangan Dalam Pelarut Metanol

i . | nomor Rf Rerata Rerata
E(ﬁgsils "' noda U1 U2 U3 Rf Sy SD Rf
1 0,425 | 0,4125 | 0,425 0,421 0,007
2 0,51875 | 0,5125 | 0,525 0,519 0,006
Metano_l 3 0,5875 | 0,58125 | 0,5875 | 0,585 0,004 0.004
10 menit 4 0,65 0,6375 | 0,64375 | 0,644 0,006 ’
5 0,7125 | 0,70625 | 0,7125 | 0,710 0,004
6 0,78125 | 0,78125 | 0,78125 | 0,781 0,000
1 0,43125 | 0,41875 | 0,41875 | 0,423 0,007
2 0,53125| 0,525 |0,53125| 0,529 0,004
Metano_l 3 0,60625 | 0,59375 0,6 0,600 0,006 0.004
20 menit 4 0,66875 | 0,6625 | 0,6625 | 0,665 0,004 ’
5 0,73125 | 0,71875 | 0,725 0,725 0,006
6 0,7875 | 0,7875 | 0,7875 | 0,788 0,000
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Metanol
30 menit

1 0,4125 | 0,4125 | 0,41875| 0,415 | 0,004
2 0,525 |0,51875| 0,525 | 0,523 | 0,004
3 0,59375 | 0,5875 0,6 0,594 | 0,006
4 0,65 0,6375 0,65 0,646 | 0,007
5 0,71875 0,7 0,7125 | 0,710 | 0,010
6 0,775 |0,76875| 0,775 | 0,773 | 0,004

0,006

6.5 Hasil Nilai Rerata Rf dan SD Antarulangan Dalam Pelarut Etanol

Lama_ nomor R Rerata Rerata
E(‘;ns’terr?i‘:;' noda | UL U2 U3 re | SPRTI gp

1 0,425 | 0425 | 0,425 | 0,425 | 0,000

2 0538 | 0531 | 0538 | 0535 | 0,004

3 0,606 | 0,606 | 0,606 | 0,606 | 0,000
Et,"\"/l”eor:itlo 4 0,663 | 0656 | 0,656 | 0,658 | 0,004 | 0,002

5 0,719 | 0,713 | 0,713 | 0,715 | 0,004

6 0,775 | 0775 | 0,775 | 0,775 | 0,000

7 0,844 | 0838 | 0,838 | 0,840 | 0,004

1 0425 | 0425 | 0,425 | 0,425 | 0,000

2 0525 | 0525 | 0525 | 0,525 | 0,000

3 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,000
Etl"\"/l”eor:itzo 4 0,656 | 0650 | 0,656 | 0,654 | 0,004 | 0,001

5 0,719 | 0,713 | 0,719 | 0,717 | 0,004

6 0,781 | 0781 | 0,781 | 0,781 | 0,000

7 0,844 | 0844 | 0,844 | 0844 | 0,000

1 0,419 | 0419 | 0419 | 0419 | 0,000

2 0525 | 0525 | 0,525 | 0,525 | 0,000

3 0,588 | 05588 | 0,588 | 0,588 | 0,000
Etlf‘/l”eon'ifo 4 0,650 | 0,650 | 0,650 | 0,650 | 0,000 | 0,001

5 0,713 | 0,713 | 0,713 | 0,713 | 0,000

6 0,775 | 0775 | 0,775 | 0,775 | 0,000

7 0,838 | 0831 | 0,838 | 0,835 | 0,004
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6.6 Hasil Nilai Rerata Rf dan SD Antarulangan Dalam Pelarut Etil Asetat

Lama

Rf

.| nomor Rerata
E(I:r?gr?ii:)ﬂ noda Ul U2 U3 Rf SD Rf | Rerata SD
1 | 0419 | 0419 | 0,419 | 0419 | 0,000
2 | 0519 | 0519 | 0,519 | 0519 | 0,000
_ 3 | 0631 | 0631 | 0,638 | 0,633 | 0,004
Eltg rﬁ;ﬁﬁ‘t 4 | 0713 | 0713 | 0713 | 0,713 | 0,000 | 0,001
5 | 0775 | 0775 | 0,775 | 0.775 | 0,000
6 | 0838 | 0844 | 0,844 | 0,842 | 0,004
7 | 0919 | 0919 | 0,019 | 0,919 | 0,000
1 | 0419 | 0411 | 0411 | 0,414 | 0,004
2 | 0519 | 0513 | 0,506 | 0513 | 0,006
_ 3 | 0638 | 0646 | 0,633 | 0,639 | 0,006
Eztg QZ‘;E‘? 4 | 0713 | 0,709 | 0,709 | 0,710 | 0,002 | 0,005
5 | 0775 | 0,766 | 0,766 | 0,769 | 0,005
6 | 0844 | 0835 | 0,835 | 0,838 | 0,005
7 | 0919 | 0905 | 0,905 | 0,910 | 0,008
1 | 0440 | 0434 | 0434 | 0436 | 0,004
2 | 0528 | 0528 | 0,535 | 0530 | 0,004
_ 3 | 0654 | 0648 | 0,648 | 0,650 | 0,004
E3t(')' rﬁ:ﬁﬁ‘t 4 | 0717 | 0717 | 0717 | 0,717 | 0,000 | 0,002
5 | 0786 | 0,780 | 0,786 | 0.784 | 0,004
6 | 0843 | 0843 | 0,843 | 0,843 | 0,000
7 | 0918 | 0918 | 0,18 | 0,918 | 0,000




Lampiran 7. Perhitungan SD Antar Lama Ekstraksi
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Rerata Rf SD Antar Rerata SD
Pelarut | Noda 10 20 30 Lama Antar Lama
Menit | Menit | Menit Ekstraksi Ekstraksi

1 0,421 0,423 0,415 0,004
2 0,519 0,529 0,523 0,005
3 0,585 0,600 0,594 0,007

Metanol "0 644 | 0665 | 0,646 0,011 0.007
5 0,710 0,725 0,710 0,008
6 0,781 0,788 0,773 0,007
1 0,425 0,425 0,419 0,004
2 0,535 0,525 0,525 0,006
3 0,606 0,600 0,588 0,010

Etanol 4 0,658 0,654 0,650 0,004 0,005
5 0,715 0,717 0,713 0,002
6 0,775 0,781 0,775 0,004
7 0,840 0,844 0,835 0,004
1 0,419 0,414 0,436 0,012
2 0,519 0,513 0,530 0,009
Etil 3 0,633 | 0,639 | 0,650 0,008

Asetat 4 0,713 0,710 0,717 0,004 0,007
5 0,775 0,769 0,784 0,008
6 0,842 0,838 0,843 0,002
7 0,919 0,910 0,918 0,005




Lampiran 8. Perhitungan Resolusi
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Resolusi = d
(W1 + W2)V2
Keterangan :
d = jarak antar noda 1 dan lainnya
W1 = Lebar (diameter) noda 1
W?2 = Lebar (diameter) noda 2
8.1 Perhitungan Resolusi Pelarut Metanol
Perlakuan | Ulangan | Resolusi d W1 | W2 \2 (W{//;N 2) Hasil Rzgcr)?fjasi
1 075| 02 | 03 | 1,414 | 0,707 | 1,061
2 055| 03 | 02 | 1,414 | 0,707 | 0,778
1 3 05|02 | 04| 1414 | 0849 | 0,589
4 05|04 | 02 | 1,414 | 0849 | 0,589
5 055| 02 | 04 | 1,414 | 0,849 | 0,648
1 08 [025| 04 | 1,414 | 0919 | 0,870
2 055| 04 |025]| 1,414 | 0919 | 0,598
EETE R 3 | 045|025 04 | 1414 | 0919 | 0490 | 0678
4 055| 04 | 02 | 1,414 | 0,849 | 0,648
5 06 | 02| 04 | 1,414 | 0849 | 0,707
1 08 | 02| 04 | 1,414 | 0849 | 0,943
2 05 | 04 | 03| 1414 | 099 | 0505
3 3 045| 03 | 04 | 1,414 | 0,990 | 0,455
4 055| 04 | 02 | 1,414 | 0849 | 0,648
5 055| 02 | 04 | 1,414 | 0849 | 0,648
1 08 | 0,4 | 045 1,414 | 1,202 | 0,666
2 06 |045| 04 | 1,414 | 1,202 | 0,499
1 3 05 |04 | 04 | 1,414 | 1131 | 0442
Metanol 4 05 | 04 |034]| 1,414 | 1,047 | 0,478
20 menit 5 045|034 | 06 | 1,414 | 1329 | 0,339 0,496
1 085(035| 04 | 1,414 | 1,061 | 0,801
2 2 055| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,486
3 055| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,486
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4 045| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,398

5 055| 04 | 06 | 1,414 | 1,414 | 0,389

1 09 | 04 | 045 1,414 | 1,202 | 0,749

2 055|045| 04 | 1,414 | 1,202 | 0,458

3 3 05 | 04 |045]| 1,414 | 1,202 | 0,416

4 05 [045|035| 1,414 | 1,131 | 0,442

5 05 [035|055]| 1,414 | 1,273 | 0,393

1 09 [035]| 04 | 1,414 | 1,061 | 0,849

2 055| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,486

1 3 045| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,398

4 055| 04 | 04 | 1,414 | 1,131 | 0,486

5 045| 04 | 06 | 1,414 | 1,414 | 0,318

1 085| 03 | 04 | 1,414 | 0,990 | 0,859

2 055| 04 | 03 | 1,414 | 0,990 | 0,556
g{')e,\tj‘gﬁi't 2 3 04 | 03 ]035| 1414 | 0919 | 0435 | 0,520

4 05 [035]035]| 1,414 | 0,990 | 0,505

5 055(035|055| 1,414 | 1,273 | 0,432

1 085(035| 04 | 1,414 | 1,061 | 0,801

2 06 | 04 | 04 | 1414 | 1,131 | 0,530

3 3 04 | 04 | 04 | 1,414 | 1131 | 0,354

4 05 |04 | 04 | 1,414 | 1131 | 0442

5 05 | 04 | 06 | 1,414 | 1414 | 0,354

8.2 Perhitungan Resolusi Pelarut Etanol

Perlakuan | Ulangan | Resolusi d W1 | W2 \2 (W{//;NZ) Hasil RFégtr)EIILasi

1 09 [025| 04 | 1,414 | 0919 | 0,979

2 055| 04 0351414 | 1061 |0,519

3 045|035 |0,35 | 1,414 | 0,990 | 0,455

! 4 045|035 03 | 1,414 | 0,919 | 0,490

5 045| 03 | 045 | 1414 | 1061 | 0,424

6 055|045 | 03 | 1,414 | 1061 |0519

Etanol 1 085| 02 | 04 | 1,414 | 0,849 | 1,002
10 Menit 2 06 | 04 | 03 | 1,414 | 0,990 | 0,606 0,574

) 3 04 | 03 (035| 1414 | 0919 |0435

4 045|035| 03 | 1,414 | 0919 | 0,490

5 05 | 03 |045]| 1,414 | 1,061 | 0,471

6 05 |045|025| 1,414 | 0,990 | 0,505

1 09 [025| 04 | 1,414 | 0919 | 0,979

3 2 055| 04 | 03 | 1,414 | 0,990 | 0,556
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3 04 | 03 (0351414 | 0919 |0435
4 045(035| 03 | 1,414 | 0919 | 0,490
5 05 | 03 |045| 1,414 | 1061 |0,471
6 05 | 045|025 | 1,414 | 0,990 | 0,505
1 08 | 03 |04 |1414| 099 |0,808
2 06 | 04 | 03 | 1414 | 0,99 | 0,606
3 045| 03 | 0,35 1414 | 0919 | 0,490
4 0,5 [ 035|025 1414 | 0849 | 0,589
5 05 [025| 05 | 1,414 | 1061 | 0,471
6 05|05 |03 |1414 | 1131 |0,442
1 08 | 03 | 04 | 1414 | 0,990 | 0,808
2 06 | 04 | 03 | 1,414 | 0,990 | 0,606
Etanol 20 3 04 | 03 [035| 1414 | 0919 | 0,435 0567
Menit 4 05 (035|025 1414 | 0849 | 0,589 ‘
5 055(025| 05 | 1,414 | 1,061 | 0519
6 05|05 |03 |1414| 1131 |0,442
1 08 | 03 | 04 | 1414 | 099 | 0,808
2 06 | 04 | 03 | 1414 | 0,990 | 0,606
3 045| 03 | 0,35 1,414 | 0919 | 0,490
4 05 [ 035|025 1414 | 0849 | 0,589
5 05 (025| 05 | 1,414 | 1061 |0,471
6 05|05 |03 |1414 | 1131 |0,442
1 085| 03 | 04 | 1,414 | 0,99 | 0,859
2 05| 04 [035| 1414 | 1061 |0,471
3 05 [035| 04 | 1,414 | 1061 |0,471
4 05|04 | 03 |1414 | 0990 | 0,505
5 05|03 |05 |1414 | 1131 |0,442
6 05|05 |03 |1414 | 1131 |0,442
1 085| 03 | 04 | 1,414 | 0,99 | 0,859
2 05 | 04 [035| 1414 | 1061 |0471
Etanol 30 3 05 (035 | 04 | 1,414 | 1061 |0471
Menit 4 05| 04 | 03 | 1414 | 0990 | 0,505 0,529
5 05|03 |05 1414 | 1131 |0,442
6 045| 05 | 03 | 1,414 | 1,131 | 0,398
1 085| 03 | 04 | 1,414 | 0,990 | 0,859
2 05 | 04 [035| 1414 | 1061 |0,471
3 05 [035| 04 | 1,414 | 1061 |0,471
4 05 | 04 | 03 |1414| 099 | 0505
5 05|03 |05 |1414 | 1131 |0,442
6 05|05 |03 |1414 | 1131 |0,442




8.3 Perhitungan Resolusi Pelarut Etil Asetat
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Perlakuan | Ulangan | Resolusi | d | W1 | W2 | 2 (W{//;N 2) | Hasil Rigcry?tii

1 08 | 02 | 04 | 1414 | 0849 |0,943

2 09 | 04| 05 |1414 | 1273 |0,707

3 065 | 05 | 045 | 1,414 | 1,344 | 0,484

! 4 05 |045| 06 | 1,414 | 1,485 |0,337

5 05 | 06 | 04 | 1,414 | 1414 |0,354

6 065| 04 | 05 | 1,414 | 1,273 | 0511

1 08 | 02 | 04 | 1,414 | 0,849 | 0,943

2 09 | 04 | 05 | 1,414 | 1273 |0,707

Etil 3 065 | 05 | 045 | 1,414 | 1344 | 0,484
Asetat 10 2 0,555

Menit 4 05 |045| 06 | 1,414 | 1,485 | 0,337

5 055| 06 | 04 | 1,414 | 1,414 | 0,389

6 06 | 04 | 05 | 1414 | 1273 |0471

1 08 | 02| 04 |1414| 0849 |[0,943

2 095| 04 | 05 | 1,414 | 1,273 | 0,746

3 06 | 05 |045| 1,414 | 1,344 |0447

: 4 05 |045| 06 | 1,414 | 1485 |0,337

5 055| 06 | 04 | 1,414 | 1,414 | 0,389

6 06 | 04 | 05 | 1,414 | 1,273 | 0471

1 08 | 03| 04 |1414| 099 |0,808

2 105| 04 | 05 | 1,414 | 1,273 | 0,825

3 05 | 05 035 1,414 | 1,202 | 0,416

; 4 045|035 06 | 1,414 | 1,344 |0,335

5 055| 06 | 05 | 1,414 | 1556 | 0,354

6 055| 05 | 05 | 1,414 | 1,414 | 0,389

1 075| 03 | 04 | 1,414 | 0990 | 0,758

2 1 | 04 |045| 1414 | 1,202 | 0,832

Etil 3 06 |045(035| 1,414 | 1,131 | 0,530
Asetat 20 2 0,525

Menit 4 045|035 | 06 | 1,414 | 1,344 | 0,335

5 055| 06 | 05 | 1,414 | 1556 | 0,354

6 055| 05 | 05 | 1,414 | 1,414 | 0,389

1 08 | 03 | 04 | 1,414 | 0,990 | 0,808

2 105| 04 | 05 | 1,414 | 1,273 | 0,825

5 3 045 | 05 | 035 1,414 | 1,202 | 0,374

4 05 (035 06 | 1,414 | 1,344 | 0,372

5 055| 06 | 05 | 1,414 | 1,556 | 0,354

6 055| 05 | 05 | 1,414 | 1,414 | 0,389
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Etil
Asetat 30
Menit

1 0704 | 06 | 1414 1,414 0,495
2 1 06 | 06 | 1,414 1,697 0,589
3 05|06 | 04 | 1414 1,414 0,354
4 055| 04 | 0,7 | 1,414 1,556 0,354
5 045| 0,7 | 0,6 | 1,414 1,838 0,245
6 06 | 06 | 05| 1414 1,556 0,386
1 0,75| 04 | 0,5 | 1,414 1,273 0,589
2 095| 05 | 06 | 1,414 1,556 0,611
3 055| 06 | 04 | 1,414 1,414 0,389
4 05 | 04 | 07 | 1,414 1,556 0,321
5 05 | 07 | 06 | 1,414 1,838 0,272
6 06 | 06 | 05 | 1,414 1,556 0,386
t 08 | 04 | 06 | 1,414 1,414 0,566
2 09 | 06 | 06 | 1,414 1,697 0,530
3 055| 06 | 04 | 1,414 1,414 0,389
4 055| 04 | 0,7 | 1,414 1,556 0,354
5 045 | 0,7 | 06 | 1,414 1,838 0,245
6 06 | 06 | 05 | 1,414 1,556 0,386

0,414
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Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian

9.1 Preparasi Sampel Daun Sirsak

Gambar 1. Daun sirsak Gambar 2. Pencucian daun Gambar 3. Pemotongan
sirsak daun sirsak

&

[
Gambar 4. Daun sirsak Gambar 5. Serbuk sampel

dikeringkan

9.2 Ekstraksi Ultrasonik

Gambar 6. Penimbangan Gambar 7. Serbuk
~ serbuk ) ~dilarutkan

Gambar 9. Filtrat ekstrak kasar daun sirsak
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9.3 Kromatografi Lapis Tipis

e — o

Gambar 10. Pejenuhan Gambar 11. Penotolan Gambar 12. Proses elu;i )
eluen
Gambar 13. Hasil KLT Gambar 14. Hasil KLT di
tanpa lampu UV bawah lampu UV 366 nm

9.4 Proses ldentifikasi FTIR

s
g

Gambar 15. Penotolan Gambar 16. Elusi Gambar 17. Hasil elusi

tanpa lampu UV

Gambar 18. Hasil elusi di
bawah lampu UV 366 nm
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9.5 KLT

9.5.1 KLT Metanol

[N T X
[ NI X

30 Menit

20 Menit

10 Menit

9.5.2 KLT Etanol

30 Menit

00000
00000

20 Menit

10 Menit

9.5.3 KLT Etil Asetat

30 Menit

20 Menit

10 Menit
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9.6 KLTP

9.6.1 KLTP Metanol

Hasil KLTP tanpa sinar UV Hasil KLTP di bawah sinar UV 366

Warna noda di bawah lampu UV

Nilai Vr\1/§(rjr;a pada 366 nm *Rf Referensi
i 0,20-0,70
None Rf tanpa dsizgrer!u:gt setelah disemprot ( )
lampu UV reaggn reagen
1 0,35  kuning merah Merah -
2 0,42 Hijau merah Merah -
Hijau !
3 0,46  kebiruan TEg Jingga i
Hijau
4 0,64 | Kebirtan merah Merah -
5 0,66 - merah Merah -
6 0,69 - merah Merah -
/ 0,74 Hijau biru Biru -
*Rupprecht,dkk (1990)

Keterangan : (+) mengandung senyawa asetogenin; (-) tidak mengandung senyawa asetogenin

9.6.2 KLTP Etanol

Hasil KLTP tanpa sinar UV Hasil KLTP di bawah sinar UV 366
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. Warnanoda Warna noda di bawah lampu UV pada “Rf
Nilai 366 nm .
Noda Rf tanpa lampu sebelum setelah disemprot Referensi
uv . Prot - (0,20-0,70)
disemprot reagen reagen
1 0,34 kuning merah merah -
2 0,47 hijau merah merah -
hijau ..
3 0,56 kebiruan merah jingga +
hijau
4 0,60 kebiruan merah merah -
5 0,70 - merah merah -
6 0,74 - merah merah -
7 0,79 hijau biru biru -
8 0,84 - merah merah -
*Rupprecht,dkk (1990)
Keterangan : (+) mengandung senyawa asetogenin; (-) tidak mengandung senyawa asetogenin
9.6.3 KL TP Etil Asetat
|
|
) Hasil KLTP tanpa sinar UV Hasil KLTP di bawah sinar UV 366
Warna noda di bawah lampu UV
*
Noda MlE el AL sebelumpada S RefeF:t]acnsi
Rf tanpa lampu UV disemprot setelah disemprot (0,20-0,70)
reagen
reagen
1 0,34 kuning merah merah -
2 0,44 hijau merah merah -
3 0,53 hijau kebiruan merah jingga +
4 0,59 hijau kebiruan merah merah -
5 0,69 - merah Merah -
6 0,72 - merah Merah -
7 0,76 hijau biru Biru -
8 0,83 - merah Merah -
*Rupprecht,dkk (1990)

Keterangan : (+) mengandung senyawa asetogenin; (-) tidak mengandung senyawa asetogenin
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9.7 Hasil FTIR
9.7.1 Spektrogram FTIR Metanol

Transi

baviah metanal assto

14168055 63047

3|0 B0 M0 PO 00 280 2600 240 200 00 800 10D (400 1200 000 @0 60 4
Wanerumbar

9.7.2 Spektrogram FTIR Etanol

STransmitance

asstogenin bawah

B3
&7}
B
o
B45
[

1200991 61728

2956857 16,863
2920598 20453

araanan 12741

pre 5 gy gy ) =
300 300 3400 20 300 J0 B0 0 400 200 x00 1800 1620 1400 1200 1000 a0 60 4

Wiaverumber

9.7.3 Spektrogram FTIR Etil Asetat

STransminance

a bawiah il asetat aseto

2026 228 46,068

3
2457.156 332058

3200 3800 340 3200 3000 2200 2600 240 2200 2000 1200 1600 140 1200 1000 a0 B0 4
Waverwmber
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