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ABSTRAK

Masruroh, R.G. 2019. Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin Dalam Plat Dan
Larutan Berdasarkan Ekstraksi Ultrasonik Pada Daun Sirsak (Annona
Muricata L.). Skripsi. Program studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok
Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing Il: Ahmad Hanapi,S.Si,. M.Sc

e e
Kata Kunci : daun sirsak (Annona Muricata L.), Kestabilan larutan dan plat,
Asetogenin

Sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah jenis tanaman dari familia
Annonaceae yang mempunyai manfaat besar bagi kehidupan manusia. Beberapa
penelitian menyatakan bahwa daun sirsak mengandung senyawa asetogenin yang
mengandung banyak manfaat, melihat manfaatnya yang beragam maka diperlukan
uji kestabilan senyawa asetogenin pada sampel dan plat KLT. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui stabilitas profil ekstrak daun sirsak. Hal untuk
mengetahui batas lama waktu penyimpanan sampel dan plat KLT sehingga dapat
diketahui batas lama waktu asetogenin masih dapat diekstrak.

Uji kestabilan pada sampel dan plat KLT pada penelitian ini dilakukan
dengan cara mengektraksi daun sirsak menggunakan metode ekstraksi ultrasonik
menggunakan pelarut etanol selama 20 menit dengan frekuensi 42 Hz. Eluen yang
digunakan adalah perbandingan eluen etil asetat: n-heksana (4:6) sebagai fasa
gerak dan plat KLT yang digunakan adalah plat silika GFs4 sebagai fasa diam.
Variasi yang digunakan pada penelitian ini adalah variasi waktu yaitu pendiaman
pada sampel dan plat KLT selama 1, 2 dan 3 jam. Selanjutnya hasil terbaik akan
di KLTP yang kemudian diidentifikasi gugus fungsinya dengan spektrofotometer
FTIR.

Hasil terbaik pada uji stabilitas pada sampel dan plat KLT yaitu waktu
pada varisi 1 jam baik pada uji kestabilan sanpel maupun plat KLT, hasil terbaik
ini yang kemudian diidentifikasi spot yang diduga mengandung asetogenin
terbanyak serta dilakukannya identifikasi menggunakan FTIR. Hasil analisis FTIR
terhadap ekstrak daun sirsak pada noda ke 2 memberikan informasi dugaan isolat
asetogenin yang mengandung gugus spesifik berupa OH, C-H, C=0, C=C,dan C-
0.
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ABSTRACT

Masruroh, R.G. 2019. Stability Test for Asetogenin Compounds in Plates and
Solutions Based on Ultrasonic Extraction in Soursop Leaves (Annona
Muricata L.). Proposal. Department of Chemistry, Faculty of Science and
Technology, The State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Supervisor Il: Ahmad Hanapi, S.Si,.
M.Sc.

. ]
Keywords : Soursop Leaves (Annona muricata L.), stability test on the TLC
solution and plate, Asetogenin.

Soursop (Annona muricata L.) is a type of plant from the Annonaceae
family that has great benefits for human life. Several studies stated that soursop
leaves contain acetogenin compounds which contain many benefits, seeing the
various benefits, it is necessary to test the stability of acetogenin compounds on
samples and TLC plates. This study aims to determine the profile stability of
soursop leaf extract. This is to determine the length of time for storing samples
and TLC plates so that it can be seen that the time limit for acetogenin can still be
extracted.

The stability test on the TLC solution and plate in this study was carried
out by extracting soursop leaves using an ultrasonic extraction method using
ethanol for 20 minutes with a frequency of 42 Hz. The effluent used was the ratio
of ethyl acetate: n-hexane eluent (4: 6) as the mobile phase and the TLC plate
used was the silica GF,s4 plate as the stationary phase. The variation used in this
study is the time variation that is the replacing of TLC sampels and plates for 1, 2
and 3 hours. Furthermore, the best results will be in KLTP, which will then be
identified by the functional group by FTIR spectrophotometer.

The best results on the TLC plate and sampele stability test were 1 hour
variance, then identification of the spot suspected to contain the most asetogenin
and identification using FTIR. The results of FTIR analysis of the soursop leaf
extract on spot 2 provided information on suspicion that asetogenin isolates
contained specific groups in the form of OH, C-H, C=0, C=C, and C-O.

XV
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Asetogenin merupakan salah satu senyawa bioaktif yang memiliki banyak
manfaat diantaranya sebagai antikanker, antidefendant, antiinflamasi, obat-obatan
dan lain-lain. Asetogenin memiliki kemampuan sitotoksik yang dapat
menghambat dan menghentikan pertumbuhan sel kanker (Rachmani, 2012). Dan
kemampuan asetogenin lebih kuat 10.000 kali dibandingkan kemoterapi (Wijaya,
2012). Asetogenin dapat diperoleh dari beberapa sumber salah satunya tanaman
sirsak. Seluruh bagian pada tanaman sirsak mengandung senyawa aktif yang
bermanfaat untuk mengobati berbagai macam penyakit. Salah satunya daun sirsak,
daun sirsak merupakan bagian tanaman yang mengandung senyawa flavonoid,
tanin, fitosterol, kalsium oksalat, asetogenin, dan alkaloid. Antioksidan yang
terkandung dalam daun sirsak antara lain adalah vitamin C (Hidayat, 2008). Hal
ini sebagai mana disebutkan dalam Al-Qur’an Surah Asy-Su’ara [26] ayat 7 :

(V)8 35 I8 Em Ve T 28 (21 ) 1505 41

Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”

Pada Al-Qur’an Surah Asy-Su’ara [26] ayat 7 menjelaskan bahwa di bumi
telah Allah telah menciptakan bermacam-macam tumbuhan yang baik dan
memiliki banyak manfaat. Senyawa-senyawa tersebut, terutama asetogenin
memiliki kemampuan sitotoksik yang dapat menghambat dan menghentikan

pertumbuhan sel kanker. Namun, banyaknya kandungan variasi senyawa kimia



dalam suatu ekstrak tanaman obat (Fitokimia) merupakan faktor kesulitan dalam
menjamin keamanan dan pengendalian mutu dari tanaman obat tersebut.

Melihat manfaat dari senyawa asetogenin yang ada pada daun sirsak yang
sangat beragam maka diperlukan uji stabilitas senyawa asetogenin dalam daun
sirsak. Kandungan komponen kimia dalam daun sirsak dapat berbeda antar
individu tanaman dengan individu tanaman lainnya. Hal ini dapat disebabkan oleh
beberapa faktor, yaitu lingkungan tempat tumbuh tanaman, perlakuan pasca
panen, suhu, dan lain-lain (Liang et al, 2004). Berdasarkan hal tersebut,
diperlukan suatu metode analitik untuk evaluasi kualitas bahan baku maupun
produk obat herbal berbasis daun sirsak melalui komponen kimianya. Oleh karena
itu perlu dilakukan evaluasi komponen kimianya untuk kendali mutu daun sirsak
agar kualitas, khasiat, dan keamanannya terjamin. Validasi metode merupakan
bukti formal bahwa suatu metode sesuai untuk digunakan (Reich dan Anne,
2007). Pada penelitian ini kedepannya diharapkan dapat menjadi acuan untuk
validasi metode sehingga kedepannya metode yang dikembangkan dapat
digunakan dalam mengevaluasi kualitas dan stabilitas daun sirsak.

Senyawa asetogenin dalam daun sirsak dapat diperoleh melalui ekstraksi
ultrasonik. Ekstrasi untuk memperolen senyawa asetogenin dengan metode
uktrasonik merupakan cara yang lebih cepat dan efisien. Metode ultrasonik
menggunakan gelombang ultrasonik yaitu gelombang akustik dengan frekuensi
lebih besar dari 16-20 kHz. Salah satu kelebihan metode ekstraksi ultrasonik
adalah untuk mempercepat proses ekstraksi, dibandingkan dengan ekstraksi termal
atau ekstraksi konvensional, metode ultrasonik ini lebih aman, lebih singkat, dan

meningkatkan jumlah rendemen kasar. Hal ini disebabkan oleh getaran



gelombang yang diberikan pada sampel selama proses ekstraksi menimbulkan
gelembung-gelembung yang dapat memecah dinding sel sehingga dapat terekstrak
lebih banyak (Thompson, 1999). Ultrasonik juga dapat menurunkan suhu operasi
pada ekstrak yang tidak tahan panas, sehinga tepat untuk diterapkan pada
ekstraksi senyawa bioaktif tidak tahan panas (Zou, 2014). Hal ini sesuai dengan
penelitian Haijun (2010), yang menyatakan bahwa senyawa yang terdapat dalam
daun sirsak merupakan senyawa yang tidak tahan panas dan pada suhu >60°C
dapat mengalami perubahan struktur serta menghasilkan ekstrak yang rendah
dengan pelarut organik menggunakan metode ekstraksi lainnya.

Uji stabilitas senyawa asetogenin dalam daun sirsak dapat dilakukan
dengan media KLT. Hal ini karena kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam
suatu sampel dapat dianalisis metode analisis kromatografi seperti kromatografi
lapis tipis (KLT) (Martono et al. 2016). Hasil Analisis identifikasi kromatografi
lapis tipis (KLT) dapat memberikan data kongkrit yang berguna untuk
menunjukkan konsistensi dan stabilitas produk herbal (Mohammad et al. 2010).
Analisis ini juga mampu mengontrol stabilitas mutu karena mampu menunjukkan
komposisi komponen kimia secara menyeluruh serta konsentrasi relatifnya (Liang
et al. 2009). Menurut Reich dan Anne (2007), Sampel dikatakan stabil di dalam
larutan dan pada plat selama rentang waktu tertentu jika tidak ada perbedaan pada
tiap trek kromatogram.

Berdasarkan penelitian Effendi (2016), dilakukan uji kestabilan sampel
dan kestabilan plat KLT sampel meniran dengan variasi sampel segar dan
didiamkan selama 3 jam pada suhu ruang. Hasil penelitian menunjukkan tidak

adanya perbedaan jumlah, posisi, warna dan intensitas pita. Menurut penelitian



Jannah (2016), dilakukan uji kestabilan sampel dan kestabilan plat KLT pada
sampel batang dan daun brotowali dengan pereaksi asam sulfat dengan variasi
sampel segar dan didiamkan selama 3 jam pada suhu ruang. Hasil penelitian
menunjukkan tidak adanya perbedaan jumlah, posisi, warna dan intensitas pita.
Hal ini juga didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Yolanda (2017),
Ekstrak sebanyak 20 pL diaplikasikan 4 jalur. Ekstrak segar daun sidaguri
diaplikasikan pada jalur 1. Kemudian ekstrak tersebut disimpan dan plat
didiamkan selama tiga jam. Disiapkan juga ekstrak segar daun sidaguri yang
diaplikasikan pada jalur 2 segera sebelum elusi. Selanjutnya ekstrak yang telah
disimpan selama 3 jam diaplikasikan pada jalur 3 serta diaplikasikan pula ekstrak
segar daun sidaguri pada jalur 4 segera sebelum elusi. Berdasarkan hasil terlihat
bahwa spot berada pada satu garis diagonal persimpangan dua fase gerak. Hal ini
menunjukkan bahwa sampel dan plat KLT stabil.

Pentingnya mengetahui kestabilan senyawa dalam sampel adalah agar kita
mampu mengahui batas maksimal sampel dapat disimpan tanpa mempengaruhi
kandungan senyawa aktif di dalamnya. Pada penelitian ini akan dilakukan analisis
pendiaman pada plat silika dan ekstrak kasar daun sirsak selama 1 jam, 2 jam dan
3 jam yang sebelumnya telah di ekstraksi ultrasonik dengan pelarut yaitu etanol
dan rasio bahan : pelarut yang digunakan 1 :10 (Handayani, 2015). Identifikasi
yang digunakan untuk mengetahui pemisahan senyawa asetogenin dari daun
sirsak yaitu kromatografi lapis tipis (KLT) dengan eluen yang digunakan adalah
eluen etil asetat: n-heksana (4:6) serta diidentifikasi gugus fungsi asetogenin

menggunakan spektrofotometer FTIR.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dari penelitian
ini adalah :

1. Bagaimana hasil kromatogram KLT senyawa asetogenin dari daun sirsak
(Annona muricata Linn) setelah sampel dan plat KLT didiamkan
berdasarkan variasi lama pendiaman sampel dan plat KLT?

2. Bagaimana hasil identifikasi spektrofotometer FTIR kestabilan sampel dan
kestabilan plat KLT senyawa asetogenin pada daun sirsak (Annona muricata

Linn)?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka tujuan dari penelitian ini
adalah:

1. Untuk mengetahui hasil kromatogram KLT senyawa asetogenin dari daun
sirsak (Annona muricata Linn) setelah sampel dan plat KLT didiamkan
berdasarkan variasi lama pendiaman sampel dan plat KLT

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi spektrofotometer FTIR Kkestabilan
sampel dan kestabilan plat KLT senyawa asetogenin pada daun sirsak

(Annona muricata Linn)

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah :
1. Sampel yang digunakan adalah daun sirsak (Annona muricata Linn) yang

diambil di daerah Malang.



2. Metode ekstraksi yang digunakan adalah metode ekstraksi ultrasonik dengan
frekuensi 42 KHz pada suhu kamar.

3. Perbandingan berat : volume yaitu 1 : 10.

4. Variasi lama pendiaman pada plat silika dan ekstrak kasar daun sirsak adalah
selama 1 jam, 2 jam dan 3 jam.

5. Suhu yang digunakan untuk mendiamkan sampel adalah suhu ruang.

6. Pelarut yang digunakan adalah etanol.

7. Lama ekstraksi yang digunakan 20 menit.

8. Menggunakan metode kromatografi lapis tipis dengan eluen etil asetat: n-
heksana (4:6).

9. Identifikasi senyawa asetogenin dengan menggunakan spektrofotometer FTIR

10. Penelitian ini menggunakan one way anova

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi batas lama
sampel daun sirsak (Annona muricata Linn) yang diekstraksi dengan metode
ekstraksi ultrasonik dan kestabilan plat KLT dapat disimpan, sehingga
kedepannya tanaman obat dapat terkendali mutu kualitas dan keamanan

penggunaannya.
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2.1 Daun Sirsak

Daun sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah bagian tanaman dari
jenis familia Annonaceae yang mempunyai manfaat besar bagi kehidupan
manusia, daun sirsak banyak digunakan sebagai tanaman obat, karena memiliki
khasiat obat dan digunakan sebagai obat dalam penyembuhan maupun
pencegahan penyakit. Daun sirsak mengandung senyawa flavonoid, tanin,
fitosterol, kalsium oksalat, asetogenin, dan alkaloid (Hidayat, 2008). Tahun 1999,
dalam salah satu majalah "The Journal of Natural Products”, telah melaporkan
bahwa kandungan senyawa asetogenin pada daun sirsak (Annona muricata L.)
sangat berkhasiat sebagai antitumor. Tahun 2003, negara Taiwan juga melaporkan
bahwa kandungan asetogenin daun sirsak (Annona muricata L.) mengandung
sifat toksik yang tinggi terhadap sel kanker ovarium, serviks, dan sel kanker kulit
dengan dosis yang rendah. Senyawa asetogenin memiliki kemampuan sitotoksik
yang dapat menghambat dan menghentikan pertumbuhan sel kanker (Rachmani,
2012). Dan kemampuan asetogenin lebih kuat 10.000 kali dibandingkan

kemoterapi (Wijaya, 2012).

Gambar 2.1 Daun Sirsak



Morfologi dari daun sirsak adalah berbentuk bulat dan panjang, dengan
bentuk daun menyirip dengan ujung daun meruncing, permukaan daun mengkilap,
serta berwarna hijau muda sampai hijau tua (Sunarjono, 2005). Daun sirsak
berwarna hijau muda sampai hijau tua memiliki panjang 6-18 cm, lebar 3-7 cm,
bertekstur kasar, berbentuk bulat telur, ujungnya lancip pendek, daun bagian atas
mengkilap hijau dan gundul pucat kusam di bagian bawah daun, berbentuk lateral
saraf. Daun sirsak memiliki bau tajam menyengat dengan tangkai daun pendek
sekitar 3-10 mm (Radi, 1998). Menurut Zuhud (2011), daun sirsak yang dengan
kandungan antioksidan yang tinggi terdapat pada daun yang tumbuh pada urutan
ke-3 sampai ke-5 dari pangkal batang daun. Daun yang terlalu muda belum
banyak asetogenin yang terbentuk, sedangkan kadar asetogenin pada daun yang
terlalu tua sudah mulai rusak sehingga kadarnya berkurang. Pada tanaman sirsak
terdapat senyawa bioaktif seperti tanin, flavonoid, polifenol, asetogenin, dan
saponin banyak terdapat pada daun sirsak. Senyawa-senyawa tersebut terutama
senyawa asetogenin memiliki kemampuan sitotoksik yang dapat menghambat dan

menghentikan pertumbuhan sel kanker (Handayani,2016).

2.2 Ekstraksi Senyawa Asetogenin dalam Daun Sirsak dengan Metode
Ultrasonik

Annonaceous asetogenin merupakan kelompok dari produk alami
poliketida yang diisolasi dari tanaman famili Annonaceae. Sifat umum dari
molekul ini adalah berupa rantai panjang asam lemak sepanjang 35 atau 37 karbon

yang diakhiri y-lakton. Gambar struktur umumnya dapat dilihat pada gambar 2.2 :
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Gambar 2.2 Struktur asetogenin
Terdapat 18 asetogenin jenis pada daun sirsak. Asetogenin dari daun ini
telah diteliti memiliki sifat sitotoksik terhadap sel kanker yang telah teruji secara
in vitro. Selain itu asetogenin juga bersifat sebagai antitumor, antimikroba,
antiparasit, antimalaria, antimikroba, antivirus dan antifeedant (Kemenkes RI,
2011; Zuhud, 2011). Oleh karena itu daun sirsak terus diteliti dan diterapkan pada
berbagai pengobatan terutama di Indonesia (Retnani, 2011).

Tabel 2. 1 Jenis Annonaceous Asetogenin dalam Daun Sirsak
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(Sumber: Wijaya M, 2012)

Sifat fisika kimia zat aktif asetogenin yaitu memiliki nilai log P sebesar
7,71 yang menunjukkan bahwa asetogenin bersifat sedikit polar dan mudah larut
dalam pelarut organik. Struktur asetogenin akan berubah pada suhu di atas 60°C.
Oleh karena itu metode ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini adalah
metode ultrasonik. Prinsip dasar dari ekstraksi ultrasonik yaitu gelombang
ultrasonik yang merambat melalui medium yang dilewati akan mengalami
getaran. Getaran yang terjadi akan menimbulkan suatu gelembung yang dapat
memecah dinding sel suatu tanaman, sehingga senyawa pada tanaman dapat
terekstrak lebih banyak karena getaran yang diberikan pada proses ekstraksi
mengakibatkan pengadukan yang intensif antara bahan dan pelarut, sehingga
dapat mempercepat proses ekstraksi. Frekuensi dari ultrasonik yaitu antara 20 kHz

—500 MHz (Thompson, dkk , 1999).
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Menurut penelitian Handayani (2016) terhadap daun sirsak, menunjukkan
bahwa ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol selama 20 menit diperoleh
rendemen sebesar 11,72%. Kelebihan dari metode ekstraksi ultrasonik yaitu
proses ekstraksi berlangsung lebih cepat daripada metode ekstraksi konvensional
(Garcia dan Castro, 2004). Selain itu, metode ini lebih aman (Zou, dkk, 2014) dan
meningkatkan jumlah rendemen (Supardan, dkk, 2011), sedangkan menurut Fuadi
(2012) menyatakan bahwa pada penelitian ekstraksi ultrasonik sebagai alat bantu
ekstraksi oleoresin jahe menunjukkan bahwa proses ekstraksi menggunakan
ultrasonik menghasilkan rendemen sebesar 7,434% dalam waktu 4 jam,
sedangkan rendemen yang hampir sama diperoleh dalam waktu 7 jam untuk
ekstraksi Soxhlet, sehingga dapat disimpulkan bahwa metode ekstraksi
berbantuan ultrasonik memiliki efisiensi waktu hampir 50% dibandingkan

ekstraksi Soxhlet.

2.3 Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin dengan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT)

Struktur asetogenin akan berubah pada suhu di atas 60°C. Ketika berada
diatas suhu tersebut struktur asetogenin mengalami kerusakan (Haijun, 2010).
Untuk mengetahui kestabilan senyawa asetogenin pada daun sirsak dilakukan uji
pendiaman ekstrak kasar dan plat silika KLT. Kestabilan dapat didefinisikan
sebagai tolak ukur dimana suatu produk, sampel, atau larutan untuk bertahan
selama batas yang telah ditetapkan dan disimpan selama kurun waktu tertentu
tanpa adanya perubahan sifat dan karakteristik seperti saat dibuat pertama kali.

Pengukuran konsentrasi pada berbagai selang waktu memperlibatkan adanya
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kestabilan dan ketidakstabilan senyawa dari suatu larutan pada perubahan waktu
tertentu (Ansel, 1989). Uji stabilitas ada dua macam yaitu (Voight, 1994):
1. Uji stabilitas selama penyimpanan

Penyimpanan suatu larutan selama jangka waktu tertentu dengan kondisi

penyimpanan meliputi suhu, cahaya, udara dan kelembaban dalam suatu

ruangan atau lemari es dan dapat dikontrol kondisi larutannya.
2. Uji stabilitas dipercepat

Dilakukan pereaksian untuk dapat memepercepat reaksi suatu senyawa

dalam larutan terhadap kecepatan reaksi terhadap suhu penyimpanan.

Menurut Reich dan Anne (2007), sampel dikatakan stabil di dalam larutan
dan pada plat selama rentang waktu tertentu jika tidak ada perbedaan pada tiap
trek kromatogram. Stabilitas visualisasi kromatogram perlu untuk diperiksa
karena terdapatnya jeda waktu tunggu penyelesaian tahap kromatografi dan
deteksi/dokumentasi. Selain itu dalam penelitian ini tahap derifatisasi juga
termasuk bagian dari metode, sehingga akan menambah jeda waktu tunggu.
Dengan adanya jeda waktu tunggu, kromatogram dalam plat dapat berubah.

Uji stabilitas merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk
validasi metode. Validasi metode diantaranya terdiri dari uji stabilitas, presisi,
ketegaran dan spesifitas. Analisis validasi metode secara kualitatif dengan metode
KLT yaitu nilai Rf, pola noda/spot, dan warna zona pita (Reich dan Schibli,
2006). Stabilitas bertujuan untuk mengevaluasi atau mengkontrol kualitas dari
komponen atau senyawa aktif pada variasi waktu pendiaman tertentu. Uji
stabilitas pada sampel dan plat KLT bertujuan untuk mengkontrol Rf tiap spot

seiring bertambahnya waktu pendiaman pada pola kromatogramnya.
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Manfaat diketahuinya waktu kestabilan adalah kita mampu mengetahui
batas lama sampel dapat disimpan sehingga kedepannya dapat diaplikasikan untuk
melakukan validasi metode pada suatu produk sehingga pada lama penyimpanan
tertentu kandungan senyawa aktif di dalam sampel tidak akan rusak. Hal ini
sebagaimana dalam islam, aktifitas validasi metode yang kemudian kedepannya
akan menjadi manajemen mutu menurut Islam merupakan sesuatu yang berulang-
ulang, menyerupai lingkaran (siklus) atau berbentuk seperti lingkaran ulir atau
spiral maju kedepan yang selalu mengarah kepada perbaikan. Sebagaimana
penelitian ini, dilakukan beberapa parameter vyaitu variasi waktu untuk
mengetahui lama waktu kestabilan sampel dalam larutan dan plat KLT. Kejadian
ini dikemukakan ayat-ayat dalam Al Qur’an surat Al-Insyirah [94] ayat 5 sampali

7 yang berbunyi :

(V) Caiail Gl D8 136 (1) 1508 el 3z &) (0) 1558 yleall 3 (a
Artinya : Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan(5),
sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan(6), Maka apabila kamu telah
selesai (dari sesuatu urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan) yang
lain(7).

Pada ayat ke 5 dan 6 diulang perkataan “Sesudah Kesulitan Itu Ada
Kemudahan” ini berarti suatu siklus. Satu siklus dikerjakan dengan sungguh-
sungguh, kemudian dikerjakan pula siklus kedua dengan sungguh-sungguh (ayat
7). Pada ayat-ayat Al-Insyirah [94] diatas jelas terlihat penting melakukan
pekerjaan dengan berulang-ulang dan sungguh-sungguh, sehingga diperoleh hasil
yang lebih baik dari pengalaman pekerjaan pertama begitulah seterusnya. Artinya

untuk jenis produk tentu ketika didapatkan kesulitan, kemudian dilakukan

perbaikan dan dikerjakan dengan sungguh-sungguh maka akan diproleh hasil yang
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lebih baik begitulah seterusnya. Hasil perbaikan akan menghilangkan beban,
memberikan kemudahan, kelapangan dan meningkatkan nama karena pengalaman
dan pengetahuan yang diperoleh dari menyelesaikan kesulitan tersebut.

Hal ini juga sebagaimana yang terdapat didalam penelitian ini. Peneliti
melakukan penelitian dengan maksud kedepannya dapat memudahkan generasi
berikutnya untuk menggunakan hasil marker dari penelitian ini sehingga tidak lagi
ditemukan kesulitan. Hal ini juga tersirat dari ayat tersebut bahwasanya setelah
kita melalui kesulitan maka akan Allah SWT berikan kemudahan setelahnya.

Berdasarkan penelitian Effendi (2016), dilakukan uji kestabilan sampel
meniran dengan variasi sampel segar dan didiamkan selama 3 jam pada suhu
ruang. Hasil penelitian menunjukkan tidak adanya perbedaan jumlah, posisi,
warna dan intensitas pita. Hal ini di tunjukkan oleh gambar 2.3. Hal ini
menandakan bahwa sampel stabil selama tiga jam baik pada plat maupun di dalam

larutan.

A B C D

Gambar 2.3 Stabilitas sampel pada plat dan dalam larutan (a) sampel yang
diaplikasikan 3 jam sebelum kromatografi, (b) sampel yang
diaplikasikan sesaat sebelum kromatografi, (c) sampel yang
dideteksi 3 jam sebelum kromatografi (3 jam dalam larutan), (d)
sampel yang diaplikasikan sesaat sebelum kromatografi (identik
dengan b). Dokumentasi menggunakan reagen anisaldehida pada
sinar tampak. Fase gerak kloroform-diklorometana (9:1) (v/v).
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Menurut penelitian Jannah (2016), dilakukan uji kestabilan sampel batang
dan daun brotowali dengan pereaksi asam sulfat dengan variasi sampel segar dan
didiamkan selama 3 jam pada suhu ruang. Hasil penelitian menunjukkan tidak
adanya perbedaan jumlah, posisi, warna dan intensitas pita. Hal ini di tunjukkan
oleh gambar 2.4. Hal ini menandakan bahwa sampel stabil selama tiga jam baik

pada plat maupun di dalam larutan.

BDBDBDBD

Gambar 2.4 Stabilitas analit batang dan daun brotowali selama 3 jam dalam plat
dan dalam larutan visualisasi menggunakan sinar UV 366 nm dengan
pereaksi asam sulfat

Penelitian diatas didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Yolanda
(2017), Ekstrak sebanyak 20 uL diaplikasikan 4 jalur. Ekstrak segar daun sidaguri
diaplikasikan pada jalur 1. Kemudian ekstrak tersebut disimpan dan plat
didiamkan selama tiga jam. Disiapkan juga ekstrak segar daun sidaguri yang
diaplikasikan pada jalur 2 segera sebelum elusi. Selanjutnya ekstrak yang telah
disimpan selama 3 jam diaplikasikan pada jalur 3 serta diaplikasikan pula ekstrak
segar daun sidaguri pada jalur 4 segera sebelum elusi. Berdasarkan hasil terlihat
bahwa spot berada pada satu garis diagonal persimpangan dua fase gerak (Gambar

2.5). Hal ini menunjukkan bahwa sampel stabil.
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Gambar 2.5 Stabilitas sampel daun sidaguri selama 3 jam dalam plat dan dalam
larutan visualisasi menggunakan sinar UV 366 nm dengan pereaksi
asam sulfat. 1 (sampel 3 jam sebelum kromatografi), 2 (sampel segar
segera sebelum kromatografi), 3 (sampel 3 jam sebelum aplikasi
pada plat), dan 4 (sampel segar segera sebelum kromatografi).

Kandungan komponen kimia dalam suatu tanaman dapat berbeda antar
individu tanaman dengan individu tanaman lainnya. Hal ini dapat disebabkan oleh
beberapa faktor, yaitu lingkungan tempat tumbuh tanaman, perlakuan pasca
panen, suhu, dan lain-lain (Liang et al. 2004). Berdasarkan hal tersebut,
diperlukan suatu metode analitik untuk evaluasi kualitas bahan baku maupun
produk obat herbal berbasis daun sirsak melalui komponen kimianya. Oleh karena
itu perlu dilakukan evaluasi komponen kimianya untuk kendali mutu daun sirsak
agar kualitas, khasiat, dan keamanannya terjamin dengan menguji stabilitas
senyawa asetogenin dalam ekstrak kasar dan pada plat silika KLT. Stabilitas
sampel harus diperiksa sebelum kromatografi baik didalam larutan dan pada plat,
karena sampel harus stabil selama proses analisis (Koll et al, 2003). Kestabilan
penting pada KLT mengingat metode ini merupakan sistem terbuka. Keberadaan

sampel yang berada pada permukaan plat yang sangat adsorban dapat dipengaruhi
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oleh udara, cahaya, asap, debu, suhu dan faktor -faktor lain yang dapat merubah
sampel. Sampel dikatakan stabil didalam larutan dan pada plat selama rentang
waktu tertentu jika tidak ada perbedaan pada tiap trek kromatogram (Reich dan
Anne 2007)

Kendali mutu merupakan hal yang penting untuk menjaga identitas,
konsistensi, dan keaslian suatu tumbuhan obat seperti meniran (Herdiana 2010).
Salah satu cara yang dapat digunakan untuk hal tersebut yaitu dengan melakukan
evaluasi bahan baku tumbuhan obat melalui keberadaan senyawa kimianya
melalui pola spot menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT). Pola spot KLT
dari suatu tumbuhan dapat memberikan informasi mengenai komponen kimia
pada tumbuhan obat melalui pola kromatogramnya tanpa memerhatikan jenis
kandungan komponennya (Wiandanie 2010).

Menurut Wijaya (2012), asetogenin dapat dideteksi menggunakan cara
menyemprotkan pereaksi vanilin-sulfat pada spot KLT. Asetogenin akan
terdeteksi dengan warna kuning hingga olive setelah dipanaskan selama 5 menit.
Fungsi dari pemberian pereaksi ini adalah agar menegaskan bahwa pada ekstrak
kasar hasil ekstraksi daun sirsak dengan metode ultrasonik terdapat senyawa
asetogenin. Apabila terdapat spot berwarna kuning hingga olive, diduga kuat
bahwa senyawa asetogenin pada percobaan ini dikatakan stabil pada variasi waktu

tersebut.

2. 4 Identifikasi Senyawa Asetogenin Spektrofotometer FTIR
Identifikasi senyawa asetogenin lebih jauh, dapat digunakan

spektrofotometer inframerah yang mengukur serapan radiasi inframerah pada
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bilangan gelombang 4000-500 cm-'. Spektrofotometri inframerah dapat
digunakan untuk mendeteksi gugus fungsi senyawa dan menganalisis campuran.
Pada senyawa Asetogenin memiliki ciri khas berupa adanya gugus lakton pada
salah satu ujungnya sehingga karakterisasi menggunakan spektrofotometri IR
dapat membantu. Pada hasil Spektrofotometri IR yang ditunjukkan oleh Gambar
2.5, serapan pada 3400 cm-! cukup lebar yang menunjukkan adanya gugus O-H
alkohol, O-H alkohol memiliki ciri khas berupa bentuk serapan yang melebar
pada 3600-3300 cm-*. Serapan khas lainnya terdapat pada 2925 cm-' yang
menunjukkan adanya rantai C-H yang tidak simetris dan 2854 cm-' yang
menandakan adanya rantai menunjukkan adanya C-H simetris, kedua gugus yang
berdekatan tersebut menunjukkan vibrasi adanya rantai C-H sp3. Vibrasi pada
1460 cm-' merupakan vibrasi C-H bengkok berupa vibrasi guntingan (Pradana,
2015). Pada serapan 1741 cm-' mengindikasikan serapan dari gugus lakton,
serapan khas pada area tersebut berasal dari gugus C=0 pada y — butirolakton

(cincin yang beranggotakan lima) yang dimungkinkan lakton dari asetogenin.
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Gambar 2.6 Spektra FTIR Ekstrak Hasil Isolasi Daun Sirsak



20

Hasil penelitian Nurhayani (2016) pada gambar 2.6 :
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Gambar 2.7 Spektra FTIR Ekstrak Hasil Isolasi Daun Sirsak

Pada gambar diatas, menunjukkan adanya senyawa yang diduga adalah
asetogenin dalam sampel diantaranya tetrahydrofuran, lakton, ikatan karbon
alifatik, dan fenol. Dapat dilihat bahwa pada hasil analisis daun sirsak sebelum
dilakukan ekstraksi terdapat peak-peak tertentu mengandung beberapa gugus yang

menunjukkan adanya asetogenin pada bahan baku tersebut.



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Percobaan ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analisis program studi
Kimia fakultas Sains dan Teknologi UIN Maulana Malik lbrahim Malang.
Adapun pelaksanaannya dimulai pada bulan September 2019 sampai Desember

2019.

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, etanol, n-heksana, etil asetat, vanilin, asam sulfat

dan plat silika GgoF2s4

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian dilaksanakan dengan metode deskriptif kualitatif. Pertama
diambil daun sirsak sebanyak 1 kg dan dikeringanginkan kemudian dihaluskan.

Selanjutnya diayak dengan ayakan 80 mesh. Serbuk kasar yang diperoleh
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diekstraksi menggunakan alat ultrasonik dengan pelarut etanol dan lama ekstraksi
20 menit. Frekuensi alat ultrasonik yang digunakan yaitu 42 kHz pada suhu
kamar. Hasil ekstraksi yang diperoleh disaring dan filtrathnya merupakan ekstrak
kasar senyawa asetogenin. Larutan ekstrak kasar asetogenin kemudian didiamkan
dengan variasi lama waktu 1 jam, 2 jam, dan 3 jam, dan ada yang ditotolkan pada
plat KLT kemudian didiamkan dengan variasi lama waktu 1 jam, 2 jam, dan 3
jam. Ekstrak kasar asetogenin 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 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.

3.4 Tahap Penelitian
Penelitian ini dirancang dengan tahap sebagai berikut :
1. Preparasi sampel dan ekstraksi senyawa asetogenin dengan ultrasonik
2. Uji kestabilan senyawa asetogenin dalam sampel dan plat
3. Uji Kestabilan Senyawa asetogenin dalam Sampel dan Plat KLT dengan
Kromatografi Lapis Tipis Presentatif (KLTP)
4. Identifikasi senyawa asetogenin dengan spektrofotometer FTIR

5. Analisis data
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3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel dan Ekstraksi Senyawa Asetogenin dengan
Ultrasonik

Daun sirsak dipetik pada urutan daun ke 3 sampai ke 6 dari pucuk,
sebanyak 1 kg dibersihkan dari kotoran dengan dicuci. Kemudian daun dipotong
kecil- kecil dan dikeringanginkan. Setelah kering daun diblender hingga halus.
Serbuk daun yang didapatkan diayak dengan ayakan 80 mesh. Disimpan dalam
kantong plastik. Selanjutnya ekstraksi senyawa asetogenin dilakukan dengan
memanfaatkan gelombang ultrasonik dengan pelarut yaitu etanol serta lama
ekstraksi selama 20 menit. Ekstraksi dilakukan 3 kali pengulangan perlakuan.
Pertama, diambil 1 gram serbuk dan dilarutkan ke dalam 10 ml masing - masing
pelarut. Rasio bahan : pelarut yang digunakan 1 :10 (Handayani, 2016). Kemudian
diletakkan dalam botol ekstraksi dan diekstraksi dengan ultrasonik frekuensi 42
kHz pada suhu kamar dengan kondisi tertutup alumunium foil. Kemudian disaring

hasil ekstraksi sebagai ekstrak yang diduga mengandung senyawa asetogenin

3.5.2 Uji Kestabilan Asetogenin dalam Sampel
3.5.2.1 Persiapan Plat KLT

Pemisahan senyawa asetogenin menggunakan kromatografi lapis tipis
dengan plat silika GgoF254 Sebagai fasa diam dan eluen sebagai fasa gerak. Plat
yang digunakan berukuran 3x10 cm. Selanjutnya diberi batas atas dan bawah
masing- masing 1 cm dengan pensil. Setelah itu plat diaktivasi untuk

menghilangkan kadar air dengan oven selama 30 menit pada suhu 100-105°C.
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3.5.2.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Eluen yang digunakan adalah n-heksana : etil asetat dengan perbandingan
6 : 4 (Katrin, 2014). Dimasukkan komposisi eluen kedalam bejana pengembang
dan ditutup rapat untuk proses penjenuhan selama 1 jam. Penjenuhan dilakukan
sebelum elusi untuk menyamakan tekanan uap pada lingkungan dalam bejana
pengembang. Selanjutnya ekstrak kasar dilarutkan pada masing-masing variasi
pelarut etanol kemudian ditotolkan pada plat silika GeoF2s4 sebanyak 10 kali
totolan menggunakan pipa kapiler dan dikeringanginkan.
3.5.2.3 Proses Uji Kestabilan Senyawa dalam Sampel

Kestabilan asetogenin dalam sampel daun sirsak dilakukan dengan cara
mendiamkan sampel ekstrak kasar daun sirsak yang sudah di ekstraksi dengan
ultrasonik frekuensi 42 kHz pada suhu ruang dengan variasi lama waktu 1 jam, 2
jam, dan 3 jam. Ekstrak yang telah ditotolkan pada plat dielusi dengan eluen. Plat
kemudian dimasukkan pada bejana pengembang yang berisi eluen yang telah
dijenuhkan. Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga eluen telah mencapai
batas atas pensil plat. Plat dikeringkan dan siap diidentifikasi.
3.5.2.4 Identifikasi Noda

Identifikasi spot- spot yang terbentuk pada plat silika dilakukan dibawah
lampu sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm. Penampakan spot ditandai
dengan pensil. Setelah itu plat disemprot dengan reagen vanilin sulfat dan
dipanaskan pada suhu 70°C selama 5 menit, diukur Rf dari masing- masing spot

dan diamati warna spot yang dihasilkan.
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3.5.3 Uji Kestabilan Asetogenin dalam Plat KL T
3.5.3.1 Persiapan Plat KL T dan Uji kestabilan dalam plat

Pemisahan senyawa asetogenin menggunakan kromatografi lapis tipis
dengan plat silika GgoF254 Sebagai fasa diam dan eluen sebagai fasa gerak. Plat
yang digunakan berukuran 3x10 cm. Selanjutnya diberi batas atas dan bawah
masing- masing 1 cm dengan pensil. Setelah itu plat diaktivasi untuk
menghilangkan kadar air dengan oven selama 30 menit pada suhu 100-105°C.
Kestabilan asetogenin dalam plat KLT dilakukan dengan cara menotolkan sampel
ekstrak kasar daun sirsak yang sudah di ekstraksi dengan ultrasonik frekuensi 42
kHz pada plat KLT kemudian didiamkan dengan variasi lama waktu 1 jam, 2 jam,
dan 3 jam.
3.5.3.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Eluen yang digunakan adalah adalah n-heksana : etil asetat dengan
perbandingan 6 : 4 (Katrin, 2014). Dimasukkan komposisi eluen kedalam bejana
pengembang dan ditutup rapat untuk proses penjenuhan selama 1 jam. Penjenuhan
dilakukan sebelum elusi untuk menyamakan tekanan uap pada lingkungan dalam
bejana pengembang. Selanjutnya ekstrak kasar dilarutkan pada masing-masing
variasi pelarut etanol kemudian ditotolkan pada plat silika GgoF254 sebanyak 10
kali totolan menggunakan pipa kapiler dan dikeringanginkan.
3.5.3.3 Proses Uji Kestabilan Senyawa dalam Plat KLT

Ekstrak yang telah ditotolkan pada plat dielusi dengan eluen. Plat
kemudian dimasukkan pada bejana pengembang yang berisi eluen yang telah
dijenuhkan. Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga eluen telah mencapai

batas atas pensil plat. Plat dikeringkan dan siap diidentifikasi.
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3.5.3.4 Identifikasi Noda

Identifikasi spot- spot yang terbentuk pada plat silika dilakukan dibawah
lampu sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm. Penampakan spot ditandai
dengan pensil. Setelah itu plat disemprot dengan reagen vanilin sulfat dan
dipanaskan pada suhu 70°C selama 5 menit, diukur Rf dari masing- masing spot

dan diamati warna spot yang dihasilkan.

3.5.4 Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin dalam Sampel dan Plat KLT
dengan Kromatografi Lapis Tipis Presentatif (KLTP)

Hasil spot KLT terbaik diidentifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis
Presentatif (KLTP). Kromatografi Lapis Tipis Presentatif (KLTP) menggunakan
plat silika GgoF2s4 Sebagai fasa diam dan eluen sebagai fasa gerak. Plat yang
digunakan berukuran 3x10 cm. Selanjutnya diberi batas atas dan bawah masing-
masing 1 cm dengan pensil. Fasa gerak yang digunakan adalah adalah n-heksana :
etil asetat dengan perbandingan 6 : 4. Plat kemudian dimasukkan pada bejana
pengembang yang berisi eluen yang telah dijenuhkan. Ditutup rapat dan jangan
dipindahkan hingga eluen telah mencapai batas atas pensil plat. Plat dikeringkan
dan siap diidentifikasi noda menggunakan lampu sinar UV dengan panjang
gelombang 254 dan 366 nm. Penampakan spot ditandai dengan pensil. Setelah itu
plat disemprot dengan reagen vanilin sulfat dan dipanaskan pada suhu 70° selama
5 menit, diukur Rf dari masing- masing spot dan diamati warna spot yang

dihasilkan.
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3.5.5 Identifikasi Senyawa Asetogenin dengan Spektrofotometer FTIR

(Hayati, dkk., 2010)

Isolat pada plat KLT yang diduga senyawa asetogenin yang diperoleh dari
hasil KLTP diidentifikasi dengan spektroskopi FTIR. Pelarut pada filtrat
diuapkam dengan gas N,. Isolat dibentuk menjadi pelet dengan mencampurkan
isolat bersama KBr 0,2 gram, dan dianalisis dengan spektrofotometer FTIR pada

rentang bilangan gelombang 4000-400 cm™.

3.6 Analisis Data
3.6.1 Analisis Data dengan Kromatografi Lapis Tipis

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif berdasarkan pola
pemisahan pada masing-masing plat KLT dan penampakan noda pada
kromatogram dari variasi lama pendiaman sampel dan lama pendiaman plat KLT.
Sebagaimana pada tabel berikut :

Tabel 3.1 Analisis Data variasi lama pendiaman pada sampel

Lama Rf
pendiaman | Nomor noda Ul U2 U3 Rata-rata Rf
sampel

1jam

2 jam

3 jam

Tabel 3.2 Analisis Data variasi lama pendiaman plat KLT

Lama Rf
pendiaman | Nomor noda Ul U2 U3 Rata-rata Rf
plat KLT

1 jam

2 jam

3 jam
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3.6.2 Analisis Data dengan Spektrofotometer FTIR
Analisis data dilakukan dengan mengidentifikasi senyawa asetogenin yang
didukung dari hasil spektra FTIR yang menunjukkan gugus fungsi penyusun

senyawa tersebut.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun sirsak (Annona
muricata Linn.). Preparasi sampel pada penelitian ini bertujuan untuk mengubah
sampel daun menjadi serbuk sehingga dapat memperbesar luas permukaan dari
sampel. Semakin luas permukaan suatu sampel maka akan memperbesar kontak
antara pelarut dan sampel sehingga proses ekstraksi yang berlangsung akan lebih
cepat dan maksimal. Pencucian sampel bertujuan untuk menghilangkan pengotor
yang menempel pada sampel daun sirsak. Pengeringan dilakukan untuk
menghilangkan kadar air sehingga sampel dapat terhindar dari jamur dan mikroba.
Proses pengeringan pada penelitian ini menggunakan keringangin pada suhu
ruang agar senyawa yang terkandung dalam daun sirsak tidak rusak mengingat
bahwa asetogenin tidak dapat tahan terhadap suhu diatas 60°C. Hasil preparasi
sampel didapatkan serbuk berwarna hijau kecoklatan dengan bau khas daun

sirsak.

4.2 Ekstraksi Sampel Daun Sirsak dengan Metode Ultrasonik
Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu ekstraksi
ultrasonik. Ekstraksi ultrasonik pada penelitian ini dilakukan dengan melarutkan 1

gram sampel ke dalam 10 mL pelarut etanol. Ekstraksi dilakukan selama 20 menit
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pada frekuensi 42 Hz. Ektraksi ultrasonic dilakukan dengan tujuan memperoleh
ekstrak asetogenin lebih banyak dibandingkan metode lain.

Pelarut etanol memiliki kepolaran mendekati asetogenin yaitu semipolar.
Sehingga dimungkinkan asetogenin dapat terekstrak lebih ketika digunakan
pelarut etanol. Sebagaimana prinsip like dissolve like berarti suatu senyawa akan
larut pada pelarut yang sama sifat kepolarannya, senyawa polar larut pada pelarut
polar dan senyawa non polar larut pada senyawa non polar. Selain itu
Ranisaharivony (2015) melakukan penelitian pada biji sirsak dengan pelarut
etanol menghasilkan kadar asetogenin sebesar 4,2%. Penelitian Manarizky (2019)
menunjukkan hasil optimal berupa 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 dengan pelarut etanol selama didapatkan rendemen
sebesar yaitu 15,22 %. Oleh karena itu dipilih pelarut etanol untuk ekstraksi

ultrasonic sampel daun sirsak pada penelitian ini.

4.3. Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin dalam Sampel dan Plat KLT
dengan Kromatografi Lapis Tipis

Hasil ekstraksi ultrasonik tersebut kemudian dilakukan uji kestabilitas
senyawa asetogenin dalam sampel dan plat KLT dengan menggunakan
Kromatografi Lapis Tipis untuk mengetahui spot yang membentuk pola
pemisahan paling stabil. Pada penelitian ini dilakukan variasi pendiaman sampel
1, 2 dan 3 jam untuk mengetahui kestabilan senyawa asetogenin pada sampel dan

variasi 1, 2 dan 3 jam pendiaman pada plat KLT untuk mengetahui kestabilan
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senyawa asetogenin setelah dilakukan penotolan pada plat KLT. Validasi metode
dilakukan menggunakan teknik KLT karena teknik ini paling umum dilakukan
dalam berbagai analisis multikomponen tanaman obat di bidang farmasi selain itu
untuk mengetahui marker suatu senyawa metode KLT lebih sederhana,
efisien,lebih cepat, memiliki kepekaan tertentu dan preparasi sampel yang
sederhana. Urgensi dilakukan penelitian ini untuk memastikan stabilitas profil
kromatografi ekstrak kasar daun sirsak yang memungkinkan dapat digunakan
sebagai marker untuk membantu pembuatan produk yang konsisten.

Eluen yang digunakan pada penelitian ini adalah n-heksana : etil asetat
dengan perbandingan 6 : 4. Eluen n-heksana : etil asetat dengan perbandingan 6 :
4 telah dilakukan pada penelitian katrin (2014) dan Manarizky (2019)
menunjukkan pemisahan terbaik senyawa asetogenin. Berdasarkan komposisi, n-
heksana yang merupakan pelarut nonpolar lebih banyak sehingga eluen cenderung
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.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan jumlah, posisi,
warna, dan intensitas pita pada kromatogram yang menandakan bahwa sampel
stabil selama 1 jam baik pada plat KLT maupun didalam sampel. Menurut Reich
dan Anne (2007) suatu sampel dikatakan stabil dalam suatu sampel dan pada plat
KLT selama rentang waktu tertentu jika tidak ada perbedaan pada tiap trek
kromatogram. Kestabilan senyawa asetogenin ekstrak daun sirsak pada sampel

ditunjukkan pada Gambar 4.1. Noda-noda yang dihasilkan oleh pemisahan ekstrak
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kasar daun sirsak dianalisis noda pada kestabilannya ditunjukkan pada variasi uji

a b c

1 jam.
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Gambar 4.1 Hasil KLTA ekstrak kasar daun sirsak pada variasi waktu stabilitas

sampel 1 jam, 2 jam, dan 3 jam di bawah lampu UV 254 nm.
Keterangan: a. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan sampel 1jam

a’. Tlustrasi KLTA dengan waktu kestabilan sampel 1 jam

b. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan sampel 2 jam

b’. Tlustrasi KLTA dengan waktu kestabilan sampel 2 jam

c. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan sampel 3 jam

¢’. Tlustrasi KLTA dengan waktu kestabilan sampel 3 jam
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Tabel 4.1 Hasil Rf Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin ekstrak kasar daun sirsak

pada sampel
No Waktu stabilitas pada sampel
Noda U 1 jam 2 jam 3 jam

Ul 0,625 0,512 0,575

1 U2 0,625 0,500 0,575
U3 0,625 0,500 0,575
X 0,625 0,504 0,575
SD 0,000 0,007 0,000
Ul 0,700 0,638 0,712

9 U2 0,700 0,612 0,712
U3 0,725 0,638 0,712
X 0,708 0,629 0,712
SD 0,014 0,014 0,000
Ul 0,750 0,762 -

3 U2 0,750 0,738 -
U3 0,762 0,738 -
X 0,754 0,746 -
SD 0,007 0,014 -
Ul 0,812 0,812 0,825

4 U2 0,812 0,812 0,825
U3 0,825 0,812 0,812
X 0,817 0,812 0,821
SD 0,007 0,000 0,007
Ul 0,850 0,875 -

5 U2 0,850 0,875 -
U3 0,850 0,875 -
X 0,850 0,875 -
SD 0,000 0,000 -
Ul 0,900 0,912 -

6 U2 0,900 0,925 -
U3 0,900 0,925 -
X 0,900 0,921 -
SD 0,000 0,007 -
Ul 0,925 - 0,938

7 U2 0,925 - 0,938
U3 0,925 - 0,938
X 0,925 - 0,938
SD 0,000 - 0,000
Ul 0,950 - -

3 U2 0,950 - -
U3 0,962 - -
X 0,954 - -
SD 0,007

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



34

Tabel 4.2 Perbandingan intensitas warna noda hasil Rf Uji Kestabilan Senyawa
Asetogenin ekstrak kasar daun sirsak pada sampel

Noda Intensitas Warna

1 jam 2 jam 3 jam
1 * * *
2 *k*k **k* **k*
3 *% *% _
4 ** ** **
5 *% *% _
6 *x ** _
7 *% B *
8 * - -

Keterangan : * = Rendah, ** = Sedang, *** = Tinggi

Pada table 4.1 menunjukkan nilai Rf yang dihasilkan dalam variasi 1, 2
dan 3 jam uji kestabilan senyawa asetogenin pada sampel. Dari hasil penelitian uji
kestabilan senyawa asetogenin pada sampel dapat dilihat bahwa Rf stabil pada
variasi 1 jam. Selain itu intensitas warna pada spot KLT stabil pada variasi 1 jam.
Pada variasi 2 hingga 3 jam sudah terdapat perubahan Rf pada sampel dengan
adanya beberapa spot yang hilang serta terdapat perubahan intensitas warna pada
spot KLT dapat dilihat pada tabel 4.2. Pada tabel 4.2 jumlah noda menurun seiring
dengan bertambahnya variasi waktu stabilitas.

Pada variasi 2 jam spot ke 7 hilang namun pada variasi 3 jam pada spot ke
7 muncul lagi. Hal ini disebabkan oleh beberapa faktor salah satunya
kemungkinan adanya human eror yaitu perbedaan selang waktu selama proses uji
berlangsung. Selanjutnya dari data nilai Rf dapat diketahui nilai SD (Simpangan
Baku) untuk mengetahui kepresisian data, dari ketiga variasi waktu pada hasil
penelitian kurang dari 0.05 sebagaimana menurut Reich dan Schibli (2006)
sehingga kepresisian data pada penelitian ini dapat diterima. Syarat dari kestabilan

pada KLT adalah tidak adanya spot yang menghilang ataupun tidak adanya
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perubahan pada intensitas warna pada setiap noda dan profil pemisahannya
identic. Apabila terjadi spot yang hilang atau terdapat perubahan intensitas warna
pada selang waktu pendiaman, maka diindikasikan bahwa terdapat ketidakstabilan
pada sampel yang digunakan. Selanjutnya pada table 4.3 akan menunjukkan hasil
uji kestabilan pada sampel dengan variasi lama waktu pendiaman sampel selama 1

jam, 2 jam dan 3 jam.

1 Jam 2 Jam 3 Jam
e o o

e o o e o o o o o
o o o o o o
S o o e o e ® ¢ o
o o

::2 ® o o o o o

([ ] o o o
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Gambar 4.2 Hasil KLTA ekstrak kasar daun sirsak variasi waktu stabilitas pada

plat KLT 1 jam, 2 jam, dan 3 jam di bawah lampu UV 254 nm.
Keterangan: a. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 1ljam

a’. Ilustrasi KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 1 jam

b. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 2 jam

b’. Ilustrasi KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 2 jam

c. Hasil KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 3 jam

c¢’. Ilustrasi KLTA dengan waktu kestabilan plat KLT 3 jam

Tabel 4.3 Hasil Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin pada Plat KLT

No Waktu Stabilitas pada Plat
Noda U 1 jam 2 jam 3 jam
Ul 0,550 0,500 0,562
1 U2 0,550 0,500 0,538
U3 0,550 0,500 0,562
X 0,550 0,500 0,554
SD 0,000 0,000 0,014
Ul 0,675 0,625 0,675
9 U2 0,662 0,625 0,662
U3 0,675 0,625 0,675
X 0,671 0,625 0,671
SD 0,007 0,000 0,007
Ul 0,738 0,700 0,750
3 U2 0,738 0,700 0,725
U3 0,738 0,700 0,750
X 0,738 0,700 0,742
SD 0,000 0,000 0,014
Ul 0,788 0,762 0,788
4 U2 0,788 0,762 0,762
U3 0,788 0,762 0,788
X 0,788 0,762 0,779
SD 0,000 0,000 0,014
Ul 0,850 0,862 0,875
5 U2 0,850 0,862 0,875
U3 0,850 0,862 0,875
X 0,850 0,862 0,875
SD 0,000 0,000 0,000
Ul 0,900 0,912 -
6 U2 0,900 0,912 -
U3 0,900 0,912 -
X 0,900 0,912 -
SD 0,000 0,000 -
Ul 0,925 0,938 0,938
7 U2 0,925 0,938 0,938
U3 0,925 0,938 0,938
X 0,925 0,938 0,975
SD 0,000 0,000 0,022
3 Ul 0,962 - -
U2 0,962 - -
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U3 0,962 - -
X 0,962 - -
SD 0,000 - -

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

Tabel 4.4 Perbandingan intensitas warna noda hasil Rf Uji Kestabilan Senyawa

Asetogenin ekstrak kasar daun sirsak pada plat KLT

Intensitas Warna

Noda 1 jam 2 jam 3 jam
1 * * *
2 *k*k **k*k **k*k
3 ** ** **
4 ** ** **
5 ** ** **
6 ** *x _
7 ** ** *
8 * - -

Keterangan : * = Rendah, ** = Sedang, *** = Tinggi

Selain dilakukan uji kestabilan senyawa asetogenin ekstrak kasar daun
sirsak pada sampel pada penelitian ini juga dilakukan uji kestabilan senyawa
asetogenin ekstrak kasar daun sirsak pada plat KLT. Gambar 4.3 menunjukkan
noda-noda yang dihasilkan oleh pemisahan ekstrak kasar daun sirsak dianalisis
noda pada kestabilannya ditunjukkan pada variasi uji 1 jam. Gambar 4.3
menunjukkan nilai Rf yang dihasilkan dalam variasi 1, 2 dan 3 jam uji kestabilan
senyawa asetogenin pada plat KLT. Dari hasil penelitian uji kestabilan senyawa
asetogenin pada plat KLT dapat dilihat bahwa nilai Rf stabil pada variasi 1 jam.
Selain itu intensitas warna pada spot KLT stabil pada variasi 1 jam hal ini
ditunjukkan pada tabel 4.4. Pada variasi 2 hingga 3 jam sudah terdapat perubahan
Rf pada dengan adanya beberapa spot yang hilang serta terdapat perubahan
intensitas warna pada spot KLT. Selanjutnya dari data nilai Rf dapat diketahui
nilai SD (Simpangan Baku) untuk mengetahui kepresisian data, dari ketiga variasi

waktu pada hasil penelitian kurang dari 0.05 sebagaimana menurut Reich dan
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Schibli (2006) sehingga kepresisian data pada penelitian ini dapat diterima. Syarat
dari kestabilan pada KLT adalah tidak adanya spot yang menghilang ataupun
tidak adanya perubahan pada intensitas warna pada setiap noda dan profil
pemisahannya identik. Apabila terjadi spot yang hilang atau terdapat perubahan
intensitas warna pada selang waktu pendiaman, maka diindikasikan bahwa
terdapat ketidakstabilan pada sampel yang digunakan.

Berdasarkan Tabel 4.3 diperoleh nilai SD Rf kurang dari 0.05 sehingga
menurut Reich dan Schibli (2006) menyatakan apabila nilai SD kurang dari 0,05
maka kepresisian suatu noda dapat diterima, sehingga hasil presisi dari hasil
penelitian dapat diterima.

Dari hasil penelian uji kestabilan senyawa asetogenin baik pada sampel
dan plat KLT dapat dilihat bahwa spot stabil pada variasi 1 jam. Pada variasi 2
hingga 3 jam sudah terdapat perubahan spot pada plat KLT. Terdapat beberapa
spot noda yang hilang pada variasi 2 dan 3 jam sebagaimana yang ditunjukkan
pada tabel 4.1 dan tabel 4.3. Spot pada KLT yang hilang pada variasi waktu 2 dan
3 jam pada uji kestabilan sampel dan plat KLT disini menunjukkan bahwa
senyawa asetogenin tidak stabil pada variasi kurun waktu tersebut.

Pada Gambar 4.1 dan gambar 4.3 terjadi penaikan dan penurunan Rf yang
menunjukkan bahwa senyawa asetogenin lebih terabsorbsi ke fase diammnya
ataupun terlarut pada fase geraknya. Pemisahan suatu komponen dianggap jelas
ketika spot satu dengan spot yang lainnya memiliki jarak, sehingga dapat dihitung
resolusinya. Selain adanya penurunan dan kenaikan Rf, jumlah spot yang muncul

pada Gambar 4.1 dan gambar 4.3 mengalami pengurangan.
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Berkurangnya jumlah spot dapat terjadi karena ketidak kestabilan senyawa
pada waktu tertentu yang mengakibatkan bertambah atau berkurangnya senyawa
asetogenin. Nilai Rf pada Gambar 4.1 dan gambar 4.3 ditunjukkan pada Tabel 4.1
dan tabel 4.3. Setelah itu dilakukan penyemprotan reagen yang bertujuan untuk
mengetahui gugus dugaan noda asetogenin. Saat reagen disemprotkan dipanaskan
maka akan terjadi perubahan warna dibawah lampu UV 366 nm. Dugaan

reaksinya ditunjukkan pada Gambar 4.3.

o]

HHC_OD)LH + H,SO,4 +

Vanillin oo
OH OH
3234 o) g
Asetogenin
J/ Hjc"o i
Lr-
sl .
OH oH ©
OH
o A

Senyawa berwarna oranye
Gambar 4.3 Reaksi Asetogenin dan reagen vanillin-sulfat

Penyemprotan reagen dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui gugus
dugaan noda asetogenin. Hal ini dilakukan agar mengetahui bahwa pada ekstrak
kasar daun sirsak masih terdapat senyawa asetogenin. Ketika reagen disemprotkan
dan dipanaskan maka akan terjadi perubahan warna noda jika diamati di bawah
lampu UV 254 dan UV 366 nm.

Pada UV 254 nm akan nampak noda bercak hitam dan pada UV 366 nm
akan terdapat perubahan warna. Perubahan warna yaang terjadi pada pengamatan
dibawah lampu UV 366 nm adalah dari warna merah (sebelum disemprot reagen)

yang memiliki panjang gelombang lebih besar yaitu 470-500 nm menjadi warna
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oranye (setelah disemprot reagen) dengan panjang gelombang lebih kecil yaitu
440-470 nm atau mengalami pergeseran hipsokromik. Selanjutnya diperoleh satu
noda dugaan asetogenin yang dianalisis lebih lanjut dengan menggunakan

spektrofotometer FTIR. Hal ini dapat dilihat pada gambar 4.4

a b

Gambar 4.4 (a) hasil pengamatan sebelum disemprot reagent di bawah lampu UV

366 nm, (b) hasil pengamatan setelah disemprot reagent di bawah lampu UV 366

nm

Tabel 4.5 Hasil KLT pada ekstrak etanol daun sirsak
No. Warnaspotvisual ~ Warna spot dibawah lampu  Dugaan Senyawa

Spot mata UV 366 nm
1 Kuning Merah -
2 Hijau tua Jingga Kemerahan Asetogenin
3 Hijau muda Merah Asetogenin
4 Hijau muda Merah Asetogenin
5 Ungu muda Merah -
6 Ungu tua Biru muda -
7 Hijau muda Merah Asetogenin
8 Kuning Merah -

Tabel 4.5 merupakan hasil KLT pada ekstrak etanol daun sirsak. Menurut

Rupprecht (1990) asetogenin memiliki nilai Rf antara 0,2 hingga 0,7. Berdasarkan
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dari uraian hasil penelitian sebagaimana pada tabel 4.1, tabel 4.3, gambar 4. 1,
gamber 4.2, dan gambar 4.4 maka diambil noda ke 2 pada uji kestabilan terhadap
sampel dengan variasi 1 jam dan uji kestabilan terhadap plat dengan variasi 1 jam.
Rf yang diambil daripada penelitian ini untuk selanjutnya diuji dengan FTIR

adalah 0, 675 dan 0,7.

4.4. ldentifikasi senyawa asetogenin dengan spektrofotometer FTIR
Identifikasi senyawa asetogenin dapat menggunakan spektrofotometer
inframerah yang mengukur serapan radiasi inframerah pada bilangan gelombang
4000-500 cm™. Senyawa asetogenin memiliki ciri khas berupa adanya gugus
lakton pada salah satu ujungnya sehingga karakterisasi menggunakan
spektrofotometri IR dapat membantu. Hasil Spekrofotometer FTIR uji kestabilan

pada sampel ditunjukkan pada gambar 4.6

\7 Hasil FTIR kestabilan analatﬂle

—
[}

1650.787
1384.171

1558.235

Y9 Transmittan

3496,122
2853.528

1097.795

©
o
™
I
N
o
N

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 )
Wavenumber

Gambar 4.6 Hasil Spekrofotometer FTIR isolat senyawa asetogenin uji kestabilan

pada sampel
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Tabel 4.4 Interpretasi isolate dugaan senyawa asetogenin

Bilangan
Gelombang (cm™) Intensitas Jenis Vibrasi
Socrates (1994)
4000-3200 S OH stretching
2975-2950 m-s CHjs stretching asym
2930-2920 m-s CHjs stretching asym
2870-2840 M CHj stretching asym
acyclic
1745-1730 S C=0 stretching lacton
1680-1620 W C=C stretching
1600-1450 W C=C stretching
1480-1440 M CH, scissoring
1370-1160 S C-O stretching lacton
1325-1275 M CH, twisting
1125-1085 S C-O stretching
secondary alcohol
760-400 W C-O rocking
600-420 M C-H out of plane ring
bending

Berdasarkan hasil spectra yang ditunjukkan pada gambar uji kestabilan
pada sampel menghasilkan serapan pada 3496,122 cm™ dengan bentuk melebar
menunjukkan adanya serapan gugus O-H stretching Serapan khas lainnya terdapat
pada 2923,306 cm™ dan 2853,528 cm™ yang menunjukkan adanya serapan C-H
asimetris dan simetris yang merupakan vibrasi rantai C-H sp3. Adanya serapan
pada 2858 cm™ merupakan serapan CH, simetris asiklik. Diperkuat dengan
adanya serapan C=C pada 1650,787 cm™ dan 1558,238 cm™. Serapan 1461,796
cm™ merupakan serapan CH, scissoring. Selain itu juga adanya serapan stretching
ikatan C-O pada lakton berada pada serapan 1384,171 cm™. Adanya alkohol
sekunder ditandai dengan serapan C-O pada 1097,795. Serapan 667,757 cm™
merupakan serapan C-O rocking, sedangkan serapan pada 454,976 merupakan
serapan cincin C-H pada daerah out of plane. Selanjutnya pada gambar 4.5

Ditunjukkan hasil spektrofotometer FTIR uji kestabilan pada plat KLT
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— Hasil FTIR kestabilan plat KLT
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Gambar 4.7 Hasil Spekrofotometer FTIR isolat senyawa asetogenin uji kestabilan
pada Plat KLT

Berdasarkan hasil spectra yang ditunjukkan pada gambar uji kestabilan

pada sampel menghasilkan serapan pada 3479,569 cm_1 dengan bentuk melebar

menunjukkan adanya serapan gugus O-H stretching Serapan khas lainnya terdapat

pada 2923,944 cm_1 dan 2853,833 cm_1 yang menunjukkan adanya serapan C-H
asimetris dan simetris yang merupakan vibrasi rantai C-H sp3. Adanya serapan
pada 2858 cm_1 merupakan serapan CHz simetris asiklik. Diperkuat dengan
adanya serapan C=C pada 1649,940 cm_1 dan 1557,985 cm_l. Serapan 1460,427

cm ~ merupakan serapan CH, scissoring. Selain itu juga adanya serapan stretching

ikatan C-O pada lakton berada pada serapan 1384,009 cm™. Adanya alkohol
sekunder ditandai dengan serapan C-O pada 1097,641. Serapan 667,587 cm™

merupakan serapan C-O rocking.
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4.5. Kajian Hasil Penelitian dalam Prespektif Sains dan Islam

Pada penelitian ini mengkaji tentang stabilitas profil kromatografi ekstrak
kasar daun sirsak pada sampel dan plat KLT dengan variasi lama waktu tunggu 1
jam, 2 jam, dan 3 jam. Stabilitas suatu senyawa merupakan kemampuan
mempertahankan karakteristik dari senyawa tersebut jika terjadi gangguan oleh
faktor luar seperti udara, suhu, kelembaban, dan tempat penyimpanan yang mana
dapat merubah karakteristik senyawa tersebut. Al-Qur’an telah menjelaskan
mengenai kestabilan suatu peristiwa di alam semesta. Allah Subhanahu wata’ala

berfirman dalam surah Ar-Ra’d ayat 2 yang berbunyi:

385yl Gl HALGE a0l e (TR TS el ey il by g3l
O 05858 a0 AL a&lal V) O DRV 0T Ak A A

Artinya : “Allah-lah Yang meninggikan langit tanpa tiang (sebagaimana) yang
kamu lihat, kemudian Dia bersemayam di atas 'Arasy, dan menundukkan matahari
dan bulan. Masing-masing beredar hingga waktu yang ditentukan. Allah mengatur
urusan (makhluk-Nya), menjelaskan tanda-tanda (kebesaran-Nya), supaya kamu
meyakini pertemuan(mu) dengan Tuhanmu.”

Berdasarkan ayat berikut kita dapat mengetahui bahwa segala hal yang
Allah ciptakan memiliki manfaat, ketentuan dan berada pada suatu keteraturan.
Berdasarkan ayat tersebut, maka dapat menjadi dasar mengenai suatu keadaan
yang seimbang dan stabil terjadi di alam semesta ini. Segala sesuatu di muka bumi
ini tidak akan mencapai kondisi yang stabil tanpa izin Allah dan akan datang di
kondisi dan waktu yang tepat atau sesuai. Seperti halnya pada hasil penelitian
bahwa stabilitas profil kromatografi pada ekstrak daun sirsak dengan spot

senyawa dugaan asetogenin sebagai penciri akan memperoleh kestabilan pada

kondisi tertentu dan waktu tertentu. Dari beberapa parameter uji kestabilan baik



45

pada sampel maupun pada plat KLT dengan variasi lama waktu tunggu 1 jam, 2
jam, dan 3 jam menunjukan kestabilan yang baik masing-masing pada variasi 1

jam.
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PENUTUP

51 Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan :

1. Hasil pola pemisahan ekstrak asetogeenin menggunakan metode KLT
diproleh jumlah noda yang berbeda pada waktu stabilitas sampel yaitu 1
jam, 2 jam, dan 3 jam menghasilkan 8 noda, 6 noda, dan 4 noda.
Sedangkan untuk waktu stabilitas pada plat yaitu 1 jam, 2 jam dan 3 jam
menghasilkan 8 noda, 7 noda, dan 6 noda.

2. ldentifikasi senyawa asetogenin pada ekstrak kasar daun sirsak dilakukan
menggunakan instrumentasi FTIR yang menunjukkan bahwa hasil terbaik
pada waktu stabilitas sampel dan plat adalah 1 jam menghasilkan dugaan
isolate asetogenin yang mengandung gugus spesifik berupa serapan
stretching ikatan C-O pada lakton masing-masing berada pada serapan

1384,171 cm-* dan 1384,009 cm-1.

52  Saran
Uji stabilitas senyawa pada sampel maupun pada plat kedepannya dapat

menambahkan beberapa faktor seperti kelembapan/kejenuhan system, lama jeda
waktu dalam setiap proses uji, metode pengeringan, dan penyimpanan. Selain itu
untuk metode pengambilan data yang lebih baik kedepannya pada uji stabilitas
senyawa pada sampel maupun pada plat sebaiknya menggunakan Thin Layer

Chromatography (TLC) Scanner untuk memperoleh hasil lebih maksimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tahapan Penelitian

Daun Sirsak

-disaring

-diambil 1 kg kemudian dikeringkan dan
dihaluskan

-diayak dengan ayakan 80 mesh

-diekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol

Residu

Filtrat

Uji kestabilan pada
Plat KLT

Uji kestabilan
sampel (sampel)

-ditotolkan pada plat KLT

-didiamkan selama 1, 2
dan 3 jam sebagai uji
kestabilan

-dielusikan

-disemprot reagen
vanillin-asam sulfat

-dikeringkan 10 menit

- diidentifikasi dengan
Spektrofotometer FTIR

-didiamkan dalam larutan selama 1, 2
dan 3 jam sebagai uji kestabilan
-ditotolkan pada plat KLT
-dielusikan

-disemprot reagen vanillin-asam
sulfat

-dikeringkan 10 menit

-diidentifikasi dengan
Spektrofotometer FTIR

Hasil

Hasil




o1

Lampiran 2. Skema Kerja
1. Preparasi Sampel dan Ekstraksi Senyawa Asetogenin dengan

Ultrasonik

Daun Sirsak

-diambil 1 kg kemudian dikeringkan dan
dihaluskan

-diayak dengan ayakan 80 mesh

-diekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol selama
20 menit dengan perbandingan bahan : pelarut
(1:10) pada suhu kamar

-disaring (ditriplo)

Residu

Filtrat

2. Uji Kestabilan Asetogenin dalam Sampel (Larutan)

Ekstrak Kasar (filtrat)

-didiamkan pada suhu ruang dengan variasi lama
waktu 1, 2 dan 3 jam

-ditotolkan plat silika GF,s4 sebanyak 10 totolan
-dielusi dengan eluen eluen etil asetat: n-heksana
(4:6)

-dimasukkan kedalam bejana pengembang yang
telah dijenuhkan

-didiamkan hingga batas pensil yang ada di plat dan
dikeringkan

-diidentifikasi noda dengan cara disemprot reagen
vanilin sulfat

-dipanaskan pada suhu 70°C selama 5 menit
-diamati warna masing-masing spot dan diukur
Rfnya

Hasil




3. Uji Kestabilan Asetogenin dalam Plat KLT

Ekstrak kasar (filtrat)

-ditotolkan plat silika GF,s4 sebanyak 10 totolan
-didiamkan pada suhu ruang dengan variasi lama
waktu 1, 2 dan 3 jam

-dielusi dengan eluen etil asetat: n-heksana (4:6)
-dimasukkan kedalam bejana pengembang yang
telah dijenuhkan

-didiamkan hingga batas pensil yang ada di plat
-dikeringkan

-diidentifikasi noda dengan cara disemprot reagen
vanilin sulfat

-dipanaskan pada suhu 70°C selama 5 menit
-diamati warna masing-masing spot dan diukur
Rfnya

Hasil

4. Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin dalam Sampel dan Plat KLT
dengan Kromatografi Lapis Tipis Presentatif (KLTP)

Hasil KLT Terbaik Pada uji
Kestabilan Asetogenin dalam
Larutan dan Plat KLT
-ditotolkan plat silika GF,s4 sebanyak 10 totolan
-dielusi dengan eluen etil asetat: n-heksana (4:6)
-dimasukkan kedalam bejana pengembang yang

telah dijenuhkan

-didiamkan hingga batas pensil yang ada di plat
-dikeringkan

-diidentifikasi noda dengan cara disemprot reagen
vanilin sulfat

-dipanaskan pada suhu 70°C selama 5 menit
-diamati warna masing-masing spot dan diukur
Rfnya

Isolat Hasil KLTP
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5. ldentifikasi Senyawa Asetogenin dengan Spektrofotometer FTIR
(Hayati, dkk., 2010)

Isolat Hasil KLTP

-diuapkan pelarut pada filtrat dengan gas N,
-dibentuk pelet dengan mencampurkan dengan KBR
0,2 gram

-diidentifikasi dengan Spektrofotometer FTIR pada
rentang bilangan gelombang 4000-400 cm™

Hasil
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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

Lampiran 4 Perhitungan Nilai Rf

Jarak tempuh noda

Nilai Rf = jarak tempuh eluen
Hasil Nilai Rf Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin ekstrak daun sirsak pada
Plat
Nomor | Jarak Tempuh | Jarak Tempuh
Perlakuan Ulangan Noda Noda (cn?) Eluen (cnrw)) Rf
1 4,4 8 0,55
2 54 8 0,675
3 5,9 8 0,7375
4 6,3 8 0,7875
1 5 6,8 8 0,85
6 7,2 8 0,9
7 7,4 8 0,925
8 7,7 8 0,9625
1 4,4 8 0,55
2 53 8 0,6625
Pendiaman 1ljam 3 59 8 0,7375
4 6,3 8 0,7875
) 5 6,8 8 0,85
6 7,2 8 0,9
7 7,4 8 0,925
8 7,7 8 0,9625
1 4,4 8 0,55
2 54 8 0,675
3 3 5,9 8 0,7375
4 6,3 8 0,7875
5 6,8 8 0,85
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6 7,2 8 0,9
7 7,4 8 0,925
8 7,7 8 0,9625
1 4 8 0,5
2 5 8 0,625
3 5,6 8 0,7
4 6,1 8 0,7625
5 6,9 8 0,8625
6 7,3 8 0,9125
7 7,5 8 0,9375
1 4 8 0,5
2 5 8 0,625
Pendiaman 2jam 3 5,6 8 0,7
4 6,1 8 0,7625
5 6,9 8 0,8625
6 7,3 8 0,9125
7 7,5 8 0,9375
1 4 8 0,5
2 5 8 0,625
3 5,6 8 0,7
4 6,1 8 0,7625
5 6,9 8 0,8625
6 7,3 8 0,9125
7 7,5 8 0,9375
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Nomor | Jarak Tempuh | Jarak Tempuh

Perlakuan Ulangan Noda Noda (chF])) Eluen (crﬁ) Rf
1 4,5 8 0,5625

2 54 8 0,675

1 3 6 8 0,75
4 6,3 8 0,7875

5 7 8 0,875
6 7,5 8 0,9375
Pendiaman 3jam 1 4,3 8 0,5375
2 5,3 8 0,6625

5 3 5,8 8 0,725
4 6,1 8 0,7625

5 7 8 0,875
6 7,5 8 0,9375
3 1 4,5 8 0,5625

2 54 8 0,675

3 6 8 0,75
4 6,3 8 0,7875

5 7 8 0,875

6 7,3 8 0,975

Hasil Nilai Rf Uji Kestabilan Senyawa Asetogenin ekstrak daun sirsak pada
Sampel

Nomor | Jarak Tempuh | Jarak Tempuh

Perlakuan Ulangan Noda Noda (cn?) Eluen (crﬁ) Rf
1 5 8 0,625

2 5,6 8 0,7

3 6 8 0,75
4 6,5 8 0,8125

1 5 6,8 8 0,85

6 7,2 8 0,9

7 7,4 8 0,925

8 7,6 8 0,95

1 5 8 0,625

2 5,6 8 0,7

Pendiaman 1ljam 3 6 8 0,75
4 6,5 8 0,8125

5 5 6,8 8 0,85

6 7,2 8 0,9

7 7,4 8 0,925

8 7,6 8 0,95

1 5 8 0,625
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2 5,8 8 0,725
3 3 6,1 8 0,7625
4 6,6 8 0,825

5 6,8 8 0,85

6 7,4 8 0,925
7 7,5 8 0,9375
8 7,7 8 0,9625
1 4,1 8 0,5125
2 51 8 0,6375
1 3 6,1 8 0,7625
4 6,5 8 0,8125
5 6,9 8 0,8625
6 7,3 8 0,9125

1 4,0 8 0,5
2 4,9 8 0,6125
Pendiaman 2jam 5 3 59 8 0,7375
4 6,5 8 0,8125

5 7 8 0,875

6 7,4 8 0,925

1 4,0 8 0,5
2 51 8 0,6375
3 3 5,9 8 0,7375
4 6,5 8 0,8125

5 7 8 0,875

6 7,4 8 0,925

Nomor | Jarak Tempuh | Jarak Tempuh

Perlakuan Ulangan Noda Noda (cnrw)) Eluen (cnrw)) Rf
1 4,6 8 0,575
1 2 5,7 8 0,7125
3 6,6 8 0,825
4 7,5 8 0,9375
Pendiaman 3jam 1 4,6 8 0,575
9 2 5,7 8 0,7125
3 6,6 8 0,825
4 7,5 8 0,9375

1 4,6 8 0,575
2 57 8 0,7125
3 3 6,5 8 0,8125
4 7,5 8 0,9375
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Preparasi Sampel Daun Sirsak

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

Gambar 4. Serbuk sampel
daun sirsak

Ekstraksi Ultrasonik

Gambar 5. Ektraksi ultrasonik Gambar 6. Penyaringan Sampel

Gambar 7. Pendiaman
pada sampel



Kromatografi Lapis Tipis

Gambar 8 penotolan

Gambar 9 Proses elusi

Gambar 10 hasil KLT uji kestabilan pada sampel dan plat KLT
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Hasil KLTP tanpa sinar UV

Hasil KLTP di bawah sinar UV 366

Spektrogram FTIR pada Sampel
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Spektrogram FTIR pada Plat

74 RezhaPlat
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