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ABSTRAK

Khotimah, Khusnul. 2016. Skrining Fitokimia dan Identifikasi Metabolit
Sekunder Senyawa Karpain Pada Ekstrak Metanol Daun Carica
Pubescens Lenne & K. Koch dengan LC/MS (Liquid
Chromatograph-tandem Mass Spectrometry). Skripsi, Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan teknologi Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Dr. Eko Budi
Minarno, M.Pd. Pembimbing II: Ach. Nashichuddin, M.Ag.

Kata Kunci: Daun Carica pubescens Lenne & K. Koch, Skrining Fitokimia,
Metabolit Sekunder, Karpain.

Carica pubescens Lenne & K. Koch merupakan salah satu tanaman khas
dataran tinggi di Indonesia dengan kandungan vitamin C tinggi, bermanfaat dalam
meningkatkan kerja alat pencernaan, absorbsi nutrien, mengurangi stress
pencernaan, menjaga pH, menjaga kesehatan usus serta menyeimbangkan enzim-
enzim alami tubuh. Melihat besarnya potensi kandungan daun Carica pubescens
Lenne & K. Koch, maka perlu dilakukan pengembangan yang mengarah pada
perolehan dan identifikasi kandungan metabolit sekunder. Salah satu teknik yang
dapat dilakukan adalah skrining fitokimia.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hasil skrining fitokimia dan hasil
identifikasi senyawa karpain pada daun Carica pubescens Lenne & K. Koch.
Penelitian ini bersifat deskriptif kualitatif yang dilakukan dengan mengunakan
beberapa reagen, dengan jenis dan kadar yang disesuaikan dengan jenis uji
fitokimia. Tahapan Penelitian meliputi preparasi sampel, proses ekstraksi,
skrining fitokimia dan identifikasi senyawa karpain. Analisis data penelitian ini
berupa kualitatif. Data disajikan dalam bentuk table dan grafik, kemudian
dideskripsikan hasilnya. Sedangkan pada identifikasi metabolit sekunder senyawa
karpain data disajikan dalam bentuk kromatogram yang diderskripsikan dalam
TIC (Total Ion Chrismatogram) dan XIC (Extraid lon Chromatogram).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun Carica pubescens Lenne
& K. Koch positif mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, terpenoid dan tannin.
Adapun hasil identifikasi metabolit sekunder menunjukkan bahwa jenis alkaloid
yang terdapat pada daun tersebut adalah senyawa karpain dengan berat molekul
sebesar 479 Da.

viil



ABSTRACT

Khotimah, Khusnul. 2016. Screening and Identification of Metabolites Secondary
Phytochemicals Compounds Carpain In methanol extract of leaves of Carica
pubescens Lenne & K. Koch with LC / MS (Liquid Chromatography-tandem
Mass Spectrometry). Thesis, Department of Biology, Faculty of Science and
Technology of the State Islamic University (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor: Dr. Eko Budi Minarno, M.Pd. Supervisor II: Ach. Nashichuddin, M.Ag.

Keyword: Leaves of Carica pubescens Lenne & K. Koch, Phytochemical Screening, Secondary

Metabolites, Carpain

Carica pubescens Lenne & K. Koch is one of the typical highland crops in Indonesia with
high content of vitamin C, useful in improving the working digestive tract, absorption of
nutrients, reduce stress digestion, keeping the pH, maintaining intestinal health and balance the
body's natural enzymes , Given the scale of the potential content of the leaves of Carica
pubescens Lenne & K. Koch, it is necessary to the development leading to the acquisition and
identification of secondary metabolites content. One technique that can be done is a
phytochemical screening.

This study aims to determine the result of phytochemical screening and identification of
compounds carpain results on the leaves of Carica pubescens Lenne & K. Koch. This is a
descriptive qualitative research conducted by using several reagents, the type and content
tailored to the type of phytochemical test. Stages of study include sample preparation, extraction,
phytochemical screening and identification of compounds carpain. Analysis of the data is in the
form of qualitative research. The data is presented in tables and graphs, and then describing of
the results. While the identification of secondary metabolites of compounds carpain the data
presented in the form of chromatogram in TIC (fotal ion chrismatogram) and XIC (extraid ion
chromatogram).

The results showed that the leaf extract of Carica pubescens Lenne & K. Koch contained
alkaloids, flavonoids, saponins, terpenoids and tannins. While the identification of secondary
metabolites showed that the type of alkaloid contained in the leaves is carpain compounds with a
molecular weight of 479 Da.
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Phytochemicals Compounds Carpain In methanol extract of leaves of Carica
pubescens Lenne & K. Koch with LC / MS (Liquid Chromatography-tandem
Mass Spectrometry). Thesis, Department of Biology, Faculty of Science and
Technology of the State Islamic University (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor: Dr. Eko Budi Minarno, M.Pd. Supervisor II: Ach. Nashichuddin, M.Ag.

Keyword: Leaves of Carica pubescens Lenne & K. Koch, Phytochemical Screening, Secondary

Metabolites, Carpain

Carica pubescens Lenne & K. Koch is one of the typical highland crops in Indonesia with
high content of vitamin C, useful in improving the working digestive tract, absorption of
nutrients, reduce stress digestion, keeping the pH, maintaining intestinal health and balance the
body's natural enzymes , Given the scale of the potential content of the leaves of Carica
pubescens Lenne & K. Koch, it is necessary to the development leading to the acquisition and
identification of secondary metabolites content. One technique that can be done is a
phytochemical screening.

This study aims to determine the result of phytochemical screening and identification of
compounds carpain results on the leaves of Carica pubescens Lenne & K. Koch. This is a
descriptive qualitative research conducted by using several reagents, the type and content
tailored to the type of phytochemical test. Stages of study include sample preparation, extraction,
phytochemical screening and identification of compounds carpain. Analysis of the data is in the
form of qualitative research. The data is presented in tables and graphs, and then describing of
the results. While the identification of secondary metabolites of compounds carpain the data
presented in the form of chromatogram in TIC (fotal ion chrismatogram) and XIC (extraid ion
chromatogram).

The results showed that the leaf extract of Carica pubescens Lenne & K. Koch contained
alkaloids, flavonoids, saponins, terpenoids and tannins. While the identification of secondary
metabolites showed that the type of alkaloid contained in the leaves is carpain compounds with a
molecular weight of 479 Da.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Alam diciptakan bagi manusia dengan berbagai macam tanaman
berkhasiat obat, seperti alam Indonesia yang sebenarnya merupakan gudangnya
tanaman obat di dunia (Wijayakusuma, 2000). Hal ini juga disebutkan dalam Al-

Qur’an surat As-Syu’ara ayat 7 sebagai berikut :

z
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“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”.

Kata ila pada awal ayat ini “Awalam yara ila al-ardh/ apakah mereka tidak
memperhatikan bumi”, mengandung makna batas akhir. Makna batas akhir ini
mengajak manusia untuk memikirkan ciptaan Allah yang ada di bumi misalnya aneka
tanah, tumbuhan, dan aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuhan-tumbuhannya
(Shihab, 2002). Sesungguhnya pada tumbuhan benar-benar terdapat bukti bagi orang-
orang berakal atas kekuasaan penciptaanNya (Al-Maraghi, 2000). Berdasarkan ayat
tersebut, dapat dipahami bahwa terdapat perintah mengenai penelitian, eksplorasi dan
pemanfaatan ciptaan Allah, terutama tentang tumbuh-tumbuhan, karena dengan

menjalankan perintah tersebut manusia akan semakin memahami kebesaran dan



kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan tumbuhan-tumbuhan yang baik, sehingga
manusia dapat mengambil manfaat tumbuh-tumbuhan tersebut untuk kelangsungan
dan kesejahteraan hidupnya. Salah satunya dengan cara menggunakanya sebagai
tanaman obat.

Seiring dengan slogan back to nature, penggunaan obat tradisional
dikalangan masyarakat sebagai alternatif pengobatan semakin meningkat. WHO
menyatakan sekitar 80% penduduk di dunia menggunakan obat tradisional yang
berasal dari tanaman (Verma, et al., 2011). Pemanfaatan tanaman obat tersebut
meliputi pencegahan dan pengobatan suatu penyakit maupun pemeliharaan
kesehatan. Diantara jenis-jenis tumbuhan yang mulai banyak dikaji dan diteliti
tentang pemanfaatanya sebagai tanaman obat adalah Carica pubescens Lenne & K.
Koch. C. pubescens Lenne & K. Koch merupakan salah satu tanaman khas dataran
tinggi di Indonesia dengan kandungan vitamin C tinggi yang berpotensi sebagai
bahan alami dalam penyembuhan mukosa mulut (Laily, 2011).

Hasil penelitian Simirgiotis (2009) menunjukkan teridentifikasinya 19
senyawa fenol pada buah C. pubescens Lenne & K. Koch yang tumbuh di Chili.
Buah tanaman ini mengandung zat antioksidan yang mampu menangkal bahaya
radikal bebas dan mengandung enzim pencernaan yang meningkatkan kerja alat
pencernaan, absorbsi nutrien, mengurangi stress pencernaan, menjaga pH, menjaga
kesehatan usus serta menyeimbangkan enzim-enzim alami tubuh (Rock, 2009). C.
pubescens kaya akan vitamin C, serat, dan enzim papain sebagaimana terdapat pada

Carica papaya, membantu pencernaan, bermanfaat untuk lambung dan usus besar



(Hochman, 2007). Buah ini merupakan sumber kalsium, gula, vitamin A dan C
(Wikipedia, 2011)

C. pubescens mengandung flavanoid yang berfungsi: (1) Melancarkan
peredaran darah ke seluruh tubuh dan mencegah terjadinya penyumbatan pada
pembuluh darah, (2) Mengurangi kandungan kolesterol serta mengurangi penimbunan
lemak pada dinding pembuluh darah, (3) mengurangi resiko penyakit jantung
koroner, (4) Mengandung anti-inflamasi (anti-radang), (5) membantu mengurangi
rasa sakit jika terjadi perdarahan atau pembengkakan, dan (6) Berfungsi sebagai
antioksidan.

Carica pubescens Lenne & K. Koch adalah termasuk tumbuhan dalam famili
Caricaceae dan berada dalam satu genus dengan Carica papaya. Hasil diisolasi pada
Carica papaya menujukkan teridentifikasinya metabolit sekunder berupa enzim
papain, alkaloid, pseudokarpain, glikosid, karposid dan saponin. Alkaloid merupakan
salah satu jenis senyawa metabolit sekunder yang banyak mempunyai kegiatan
fisiologis dan digunakan secara luas dalam bidang pengobatan. Senyawa alkaloid
yang terkandung dalam suatu jenis tanaman dapat bersifat sebagai bioaktif penolak
(repellent) nyamuk (Tanaka J.C.A , 2006).

Menurut Kalie (2000), senyawa alkaloid yang terdapat dalam daun papaya
merupakan jenis alkaloid karpain. Karpain merupakan senyawa alkaloid bercincin
laktonat dengan tujuh kelompok rantai metilen. Karpain memiliki aktivitas sebagai
antibakteri yaitu penghambatan penyusunan peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga

lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian pada sel



bakteri (Juliantina, 2009). Ramsamawy dan Sirsi (2007) menyatakan bahwa jumlah
senyawa karpain dalam getah pepaya mencapai 0,4 % serta membuktikan bahwa
dosis 0,01 % karpain dalam ethanol dapat menghambat perkembangan lymphoid dan
lymphosis leukimia. Menurut Markham (1988), tumbuhan dengan famili yang sama
cenderung mempunyai kemiripan senyawa yang dikandungnya atau secara umum
mengandung konstituen karakteristik lain yang secara struktur terkait. Tumbuhan
yang memiliki kekerabatan secara taksonomi, memiliki kecenderungan untuk
mengandung senyawa yang berkaitan satu sama lain.

Sementara itu, dari C. pubescen Lenne & K. Koch pada penelitian sebelumnya
yang dilakukakan oleh Laily (2014), menyebutkan bahwa ekstrak etanol tanaman
tersebut positif memilki kandungan flavonoid, polifenol dan tannin serta terpenoid .
Sedangkan untuk alkaloid, saponin dan minyak atsiri hasilnya negatif. Menurut
Siedel (2008), pemilihan pelarut dan metode ekstraksi akan mempengaruhi hasil
kandungan senyawa metabolit sekunder yang dapat terekstraksi. Pemilihan
pelarut ekstraksi umumnya mengunakan prinsip like dissolves like, dimana
senyawa yang nonpolar akan larut dalam pelarut nonpolar sedangkan senyawa yang
polar akan larut pada pelarut polar.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian dengan judul Skrining
Fitokimia dan Identifikasi Metabolit Sekunder Senyawa Karpain pada Ekstrak
Metanol Daun Carica pubescens Lenne & K. Koch, dengan LC/MS (Liquid

Chromatograph-tandem Mass spectrometry) penting dilakukan.



1.2 Rumusan masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, dapat dirumuskan permasalahan sebagai
berikut:
1. Bagaimana hasil skrining fitokimia sampel daun C. pubescens Lenne & K. Koch?
2. Bagaimana hasil identifikasi metabolit sekunder senyawa karpain pada daun C.

pubescens Lenne & K. Koch?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Untuk mengetahui hasil skrining fitokimia daun C. pubescens Lenne & K. Koch.
2. Untuk mengetahui hasil identifikasi metabolit sekunder senyawa karpain pada daun

C. pubescens Lenne & K. Koch.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi
tentang C. pubescens Lenne & K. Koch berdasarkan skrining fitokimia dan
identifikasi senyawa karpain pada spesies yang tumbuh di Kawasan Bromo, Jawa
Timur sehingga dapat dijadikan sebagai dasar studi dalam pengembangan bidang

biologi, kimia, farmasi atau farmakologi.



1.5 Batasan Masalah

1.

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
Bagian tanaman C. pubescens Lenne & K. Koch yang digunakan adalah bagian daun
yang diambil dari Desa Nongkojajajar, Pasuruan yang berjarak sekitar = 20 Km dari

Gunung Bromo, Jawa Timur.

. Pelarut yang digunakan adalah metanol.

Skrinning fitokimia yang diujikan meliputi uji alkaloid, uji flavonoid, uji saponin, uji
fenol dan tannin, uji triterpenoid dan uji minyak atsiri, sedangkan uji lanjut hanya
dilakukan pada senyawa alkaloid yakni identifikasi metabolit sekunder senyawa

karpain.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.2 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Al-Qur’an

Al-Qur’an merupakan kitab suci umat Islam yang diturunkan oleh Allah SWT
melalui perantara Nabi Muhammad SAW. Al-Qur’an bagaikan miniatur alam raya
yang memuat segala disiplin ilmu, baik ilmu hukum sampai ilmu alam terkandung
dalam Al-Qur’an. Selain memuat segala disiplin ilmu fungsi dari Al-Qur’an adalah
sebagai petunjuk baik bagi orang yang bertagwa maupun bagi orang yang berakal
yang mau menggunakan akal pikirannya untuk mempelajari segala sesuatu yang telah
Allah ciptakan diseluruh jagad raya. Hal ini dijelskan Allah SWT dalam Al-Qur’an

surat Ali-‘Imran ayat 190 sebagai berikut:
_2% 2 a’;w el /g .a/ %o . - = .o/ ,i 9.0/ P ° ’./ . <

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam dan
siang terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah bagi orang yang berakal”(Q.S. Ali-
‘Imran:190).

Firman Allah dalam Ali-‘Imran ayat 190 tersebut menjelaskan bahwa Allah
mewajibkan kepada umatNya (manusia) supaya mempergunakan akal pikirannya
untuk memikirkan tentang kejadian langit dan bumi serta rahasia-rahasianya dan

manfaat-manfaat yang terkandung didalamnya yang menunjukkan pada ilmu yang

sempurna. Sebagaimana kata “Ulul albab” yang artinya adalah orang yang mau



menggunakan pikiranya, mengambil faedah darinya, hidayah darinya, dan
menggambarkan keagungan Allah dan mengingat Allah dalam setiap keadaan
(Shihab, 2002). Manusia dianjurkan dianjurkan untuk selalu memikiran tentang
kejadan dilangit dan di bumi, dalam hal ini dapat melalui pengadaan penelitian,
sehingga mereka dapat mengetahui kekuasaan Allah serta manfaat-manfaat dari
sesuatu yang diciptakan Allah baik yang berada di langit maupun di bumi.
Berdasarkan surat Ali Imran ayat 190 tersebut, Allah SWT juga
memerintahkan umat Islam untuk melihat, merenungkan tanda-tanda bahwa Allah
Maha Agung yang tampak dari ciptaanNya. Selain melihat dan merenungkan juga
memikirkan hikmah yang dapat diambil dari ciptaan Allah tersebut salah satunya
yaitu berupa tanaman yang baik dan beraneka ragam serta memiliki manfaat yang

sangat banyak. Sebagaimana Firman Allah dalam surat As-Syu’ara’ ayat 7:
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“Apakah mereka tidak memperhatikan bumi? Berapa banyak Kami tumbuhkan di
bumi itu aneka ragam tumbuhan yang baik?. Sesungguhnya pada yang demikian
itu benar-benar terdapat suatu tanda kekuasaan Allah. Dan kebanyakan mereka
tidak beriman”. (QS Al-Syu'ara’ [26]: 7-8)

Dalam ayat tersebut, Allah memperingatkan akan keagungan dan kekuasaan-

Nya, bahwa jika mereka melihat dengan hati dan mata mereka niscaya mereka

mengetahui bahwa Allah adalah yang berhak disembah, karena maha kuasa atas



segala sesuatu (Al-Qurthubi, 2009). “Dan apakah mereka tidak memperhatikan”
maksudnya tidak memikirkan tentang (bumi, berapakah banyaknya Kami tumbuhkan
di bumi itu) alangkah banyaknya (dari bermacam-macam tumbuh-tumbuhan yang
baik) jenisnya (Al-Mahali, 2008).

Kalimat, “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi....”, menurut Quthb
(2004), sebetulnya perkara itu tidak butuh kepada lebih daripada satu perhatian.
Sesunngguhnya metode Al-Qur’an dalam mendidik adalah menyatukan antara hati
dan fenomena-fenomena alam semesta. Ia menggugah indra yang keras dan pikiran
yang bodoh serta hati yang terkunci agar menyaksikan dan memperhatikan keindahan
dan keistimewaan ciptaan Allah yang yang terbesar disekitar manusia pada setiap
zaman dan tempat. [tu semua dimaksudkan agar alam semesta yang hidup ini berpadu
dengan hati yang hidup pula. Ia dapat menyaksikan Allah dalam keindahan dan
keistimewaan ciptaan-Nya. la dapat berhubungan dengan-Nya dalam setiap makhluk-
Nya.

Allah mengawasinya sehingga hambanya mampu merasakan keberadaan-Nya
dalam setiap waktu baik siang maupun malam hari. la merasakan bahwa dirinya
hanyalah salah satu dari hamba-hamba-Nya, selalu berhubungan dengan makhluk-
makhluknya dan selalu terikat dengan hukum yang mengatur mereka semua. la
memilki peran khusus dalam alam semesta ini, khususnya di muka bumi ini, dimana
Allah telah menjadikannya khalifah diatasnya, ” Berapakah banyak Kami tumbuhkan

di bumi itu aneka ragam tumbuhan yang baik?”, maksudnya tumbuh tumbuhan itu

mulia dengan segala kehidupan yang ada di dalamnya yang bersumber dari Allah
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Yang Maha Mulia . Ungkapan ini mengisyaratkan kepada jiwa untuk menerima dan
merespon ciptaan Allah dengan sikap yang memuliakan, memperhatikan dan
memperhitungkannya, bukan menghinakan, melalaikan, dan meremehkannya (Quthb,
2004).

Menurut Shihab (2006), kata “perhatikan” misalnya ketika Al-Quran
menguraikan as-samawat wal-ardh. Dalam Al-Quran surat Al-Baqarah ayat 164,
penjelasan ditutup dengan menyatakan, la ayatin ligaum(in) ya'qilun (sungguh
terdapat tanda-tanda bagi orang yang berakal). Sedangkan dalam Al-Quran surat
Ali-Tmran ayat 90, ketika menguraikan persoalan yang sama diakhiri dengan la
ayatin li-ulil albab (pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda bagi Ulil Albab
(orang-orang yang memiliki saripati segala sesuatu). Inilah antara lain fashilat
(penutup) ayat-ayat yang berbicaratentang alam raya, yang darinya dapat ditarik
kesan adanyaberagam tingkat dan manfaat yang seharusnya dapat diraih olehmereka
yang mempelajari fenomena alam: yatafakkarun (yang berpikir) (QS 10: 24)
ya'lamun (yang mengetahui) (QS 10: 5), yatazakkarun (yang mengambil pelajaran)
(QS 16: 13), ya'qilun (yang memahami) (QS 16: 12), yasma'un (yang mendengarkan)
(QS30: 23), yuginun (yang meyakini) (QS 45: 4), al-mu'minin (orang-orang yang
beriman) (QS 45: 3), al-'alimin (orang-orang yang mengetahui) (QS 30: 22).

Berdasarkan uraian tersebut sangat jelas bahwa segala sesuatu yang ada di

langit dan di bumi tidak diciptakan Allah SWT dengan sia-sia. Allah menciptakan

-

sesuatu karena ada tujuan. Dalam potongan ayat surat Ali-Imran ayat 19 ( G5



11

BU?_:!,\_; cals i ) dijelaskan bahwa Allah tidak menciptakan semuanya ini dengan

sia-sia, tetap dengan penuh kebenaran(Thabari, 2008).

Salah satu contoh ciptaan Allah SWT di bumi yang memilki banyak manfaat
adalah tumbuh-tumbuhan. Diantara manfaat tumbuhan yang beraneka ragam, salah
satunya digunakan sebagai obat untuk penyembuhan penyakit. Dalam hadits shohih,
terdapat banyak riwayat yang menanjurkan manusia untuk berobat, bahkan
menganjurkan kaum muslimin untuk untuk menjalani beberapa metode pengobatan
guna mengatasi berbagai masalah penyakit. Dari riwayat Imam Muslim dari Jabir bin
Abdillah dia berkata bahwa Nabi bersabda:

Ja5 58 & o0 173 153ea13) Cial 1361 62153 £13 ()

“Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan
penyakitnya maka dia akan sembuh dengan seizin Allah Subhanahu wa Ta’ala.”
(HR. Muslim)

Hadits tersebut menjelaskan bahwa disamping tawakal setiap orang harus
beriktiar untuk mencari obat ketika orang tersebut ditimpa suatu penyakit. Hal ini
dikarenaka Allah tidak akan menurunkan suatu penyakit melaikan Allah telah

menurunkan pula obatnya sebagaiman yang dijelaskan dalam hadits tersebut.
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2.2 Carica pubescens Lenne & K. Koch
2.2.1 Klasifikasi Carica pubescens Lenne & K. Koch

Berikut klasifikasi berdasarkan Cronquist (1981).

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Dillenidae

Ordo : Violales

Familia : Caricaceae

Genus : Carica

Spesies : Carica pubescens Lenne & K. Koch

2.2.2 Nama Daerah

Di Indonesia, Carica pubescens Lenne & K. Koch dikenal dengan nama
pepaya gunung atau pepaya mini (Hidayat, 2000). Di Dataran Tinggi Dieng, tanaman
ini dikenal dengan tiga nama, yaitu: kates, gandul, dan karika. Dalam bahasa Jawa,
kates dan gandul sama-sama berarti pepaya (C. papaya). Di Colombia, Bolivia dan
Peru, disebut mountain paw paw. Di Santiago, Chile, disebut Chilean papaya atau
mountain papaya, di Inggris disebut mountain papaya, di Perancis diseb ut papayer
de montagne, di Jerman disebut bergpapaya, dan di Spanyol disebut chamburu

chamburo chiluacan, papaya de tierra fria (Natural Resources Conservation Service,

2010).
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2.2.3 Deskripsi Morfologi

Carica pubescens Lenne & K. Koch merupakan pohon kecil atau perdu yang
tidak berkayu, mirip dengan C. papaya tetapi mempunyai cabang yang lebih banyak
dan ukuran semua bagian tanaman lebih kecil (Verhey & Coronel, 1997 dalam
Wikipedia, 2011). Tinggi rata-rata adalah 1-2 meter, bunga jantan memiliki tangkai
yang panjang hingga 15 cm dan bunga betina berukuran lebih besar dengan tangkai
yang keras dan pendek (Hidayat, 2001 dalam Wikipedia, 2011). Buahnya berbentuk
bulat telur dengan ukuran panjang 6-10 cm dan diameter 3-4 cm (Hidayat, 2001
dalam Wikipedia, 2011). Buah berdaging keras, berwarna kuning-jingga, berasa agak
asam tetapi berbau harum, di sekeliling rongga terdapat banyak biji yang terbungkus
oleh sarkotesta yang putih dan berair (Verhey & Coronel, 1997dalam Wikipedia,
2011). Buah yang belum matang memiliki kulit yang berwarna hijau gelap dan akan
berubah menjadi kuning setelah matang. Biji berwarna hitam dengan jumlah yang
banyak dan padat (Hidayat, 2001 dalam Wikipedia, 2011).

Daun C. pubescens Lenne & K. Koch merupakan daun tunggal yang
berkumpul pada ujung batang dan ujung cabang (Nurhayati, 2012). Bunga C.
pubescens merupakan bunga majemuk, dalam satu individu mempunyai tiga
macam bunga yaitu bunga jantan hanya mempunyai benang sari, bunga betina
hanya mempunyai putik dan bunga hermaprodit mempunyai benang sari dan
kepala putik. Buah C. pubescens Lenne & K. Koch memiliki panjang 7-10 cm
dengan diameter 4-9 cm, berdaging keras, berwarna kuning jingga, rasa agak

asam dan berbau harum. Bagian dalam daging buah carica terdapat rongga yang
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berisi banyak biji berwarna hitam, berbentuk bulat telur dan terbungkus oleh salut biji
berwarna putih berair (Hidayat, 2000).

Menurut Laily (2011), bahwa tanaman C. pubescens Lenne & K. Koch
cenderung bercabang-cabang. Percabangan muncul setelah batang utama dipangkas.
Satu pohon carica memiliki belasan cabang, semakin banyak cabang maka semakin
banyak buahnya, serta lingkar diameter batang dapat dua kali lebih besar, C.
pubescens termasuk ke dalam golongan tanaman berdaun tidak lengkap, yaitu
hanya terdiri dari tangkai dan helaian saja. Berdasarkan susunan tulang daunnya

termasuk ke dalam tipe daun menjari.

0

e e e

[

[4

w

A

Gambar 2.1 Morfologi Carica pubescens Lenne & K. Koch
(Sumber: Sekartaji, 2013)

2.2.4 Kandungan Kimia dan Pemanfaatan

Carica pubescens Lenne & K. Koch mempunyai banyak manfaat dalam
kehidupan sehari-hari. Hasil penelitian Simirgiotis (2009) menunjukkan
teridentifikasinya 19 senyawa fenol pada buah yang tumbuh di Chili. Buah tanaman

ini mengandung zat antioksidan yang mampu menangkal bahaya radikal bebas dan
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mengandung enzim pencernaan yang meningkatkan kerja alat pencernaan, absorbsi
nutrien, mengurangi stress pencernaan, menjaga pH, menjaga kesehatan usus serta
menyeimbangkan enzim-enzim alami tubuh (Rock, 2009). C. pubescens kaya akan
vitamin C, serat, dan enzim papain sebagaimana terdapat pada C. papaya, membantu
pencernaan, bermanfaat untuk lambung dan usus besar (Hochman, 2007). Buah ini
merupakan sumber kalsium, gula, vitamin A dan C (Hidayat, 2001 dalam Wikipedia,
2011).

C. pubescens Lenne & K. Koch mengandung banyak minyak atsiri dan
merupakan turunan dari asam lemak. Kebanyakan merupakan senyawa 3-
hidroksiester, yang juga ditemukan pada beberapa tanaman tropika lainnya seperti
nanas, mangga, gooseberry, tamarillo, dan sawo (Krajewski et al., 1997 dalam
Wikipedia, 2011). Minyak atsiri dari beberapa tanaman bersifat aktif biologis sebagai
antibakteri dan antijamur. Minyak atsiri pada umumnya dibagi menjadi dua
komponen yaitu golongan hidrokarbon dan golongan hidrokarbon teroksigenasi.
Senyawa-senyawa turunan hidrokarbon teroksigenasi (fenol) memiliki daya
antibakteri yang kuat (Parwata & Dewi, 2008). Getahnya mengandung papain yang
bersifat proteolitik (Hendro, 2005 dalam Wikipedia, 2011).

C. pubescens Lenne & K. Koch mengandung flavanoid yang berfungsi: (1)
Melancarkan peredaran darah ke seluruh tubuh dan mencegah terjadinya
penyumbatan pada pembuluh darah, (2) Mengurangi kandungan kolesterol serta
mengurangi penimbunan lemak pada dinding pembuluh darah, (3) mengurangi resiko

penyakit jantung koroner, (4) Mengandung anti-inflamasi (anti-radang), (5)
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membantu mengurangi rasa sakit jika terjadi perdarahan atau pembengkakan, dan (6)
Berfungsi sebagai antioksidan.

Buah C. pubescens Lenne & K. Koch dapat mempercepat pencernaan
karbohidrat dan lemak, menurunkan tekanan darah tinggi, memperlancarkan
buang air besar, menyembuhkan radang sendi, epilepsi dan kencing manis yang
muncul karena proses pencernaan makanan yang tidak sempurna. Biji dapat
dimanfaatkan untuk mengobati penyakit akibat cacing gelang, mengatasi
gangguan pencernaan, menyebabkan abortivum, dan mengobati penyakit kulit.
Getahnya dimanfaatkan sebagai obat luka bakar, jerawat, kutil, dan eksem.
Akarnya dimanfaatkan sebagai obat cacing kremi, obat batu ginjal, obat sakit
kandung kemih, obat encok, dan luka akibat gigitan ular berbisa. Daunnya
menyembuhkan penyakit akibat cacing kremi, menyembuhkan demam malaria,
beriberi, mengobati sariawan, sembelit, dan disentri amuba.

2.2.5 Daerah Persebaran

Wikipedia (2011) melaporkan bahwa Carica pubescens Lenne & K. Koch
diintroduksi ke Indonesia pada masa menjelang Perang Dunia II oleh pemerintah
kolonial Hindia Belanda, dan berhasil dikembangkan di Dataran Tinggi Dieng.
Tanaman ini merupakan tanaman yang berasal dari Amerika tropika tepatnya berasal
dari dataran tinggi Andes, Amerika Selatan. Natural Resources Conservation Service
(2010) juga menyebutkan persebaran Carica pubescens Lenne & K. Koch meliputi

wilayah Panama, Venezuela, Bolivia, Colombia, Ekuador, dan Peru.
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2.3 Ekstraksi Komponen Bioaktif

Ekstraksi merupakan proses penarikan atau pemisahan komponen atau
zat aktif suatu simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu. Proses ekstraksi
bertujuan untuk mendapatkan komponen-komponen bioaktif suatu bahan
(Harborne, 1987). Ada beberapa metode umum ekstraksi yang sering dilakukan,
yaitu ekstraksi dengan pelarut (maserasi), destilasi, supercritical fluid extraction
(SFE), pengepresan mekanik dan sublimasi (Gritter et al., 1991), serta secara
enzimatik (Taherzadeh and Karimi, 2007; Hammed et al., 2013).

Pemilihan pelarut yang sesuai merupakan faktor penting dalam proses
ekstraksi. Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang dapat menyari sebagian
besar metabolit sekunder yang diinginkan dalam simplisia (Depkes RI, 2008).
Metanol merupakan pelarut yang bersifat universal sehingga dapat melarutkan
analit yang bersifat polar dan nonpolar. Metanol dapat menarik alkaloid, steroid,
saponin, dan flavonoid dari tanaman (Thompson, 1985). Oleh karena itu pelarut
yang digunakan dalam proses ekstraksi pada penelitian ini adalah metanol

Ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam pelarut
saat ekstraksi. Senyawa polar hanya akan larut pada pelarut polar, seperti etanol,
metanol, butanol dan air. Senyawa non-polar juga hanya akan larut pada pelarut
non-polar, seperti eter, kloroform dan n-heksana (Gritter et al., 1991). Jenis dan
mutu pelarut yang digunakan menentukan keberhasilan proses ekstraksi. Pelarut
yang digunakan harus dapat melarutkan zat yang diinginkannya, mempunyai titik

didih yang rendah, murah, tidak toksik dan mudah terbakar (Harborne, 1987).
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Pelarut yang bersifat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid
kuartener, komponen fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino dan glikosida.
Pelarut semi polar mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid,
aglikon dan glikosida. Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia

seperti lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap (Harborne, 1987).

2.4 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan cara untuk mengidentifikasi bioaktif yang
belum tampak melalui suatu tes atau pemeriksaan yang dapat dengan cepat
memisahkan antara bahan alam yang memiliki kandungan fitokimia tertentu dengan
bahan alam yang tidak memiliki kandungan fitokimia tertentu. Skrining fitokimia
merupakan tahap pendahuluan dalam suatu penelitian fitokimia yang bertujuan untuk
memberikan gambaran tentang golongan senyawa yang terkandung dalam tanaman
yang sedang diteliti. Metode skrining fitokimia dilakukan dengan melihat reaksi
pengujian warna dengan menggunakan suatu pereaksi warna. Hal penting ang
berperan penting dalam skrining fitokimia adalah pemilihan pelarut dan metode
ekstraksi (Kristianti dkk., 2008). Skrining fitokimia serbuk simplisia dan sampel
dalam bentuk basah meliputi pemeriksaan kandungan senyawa alkaloida, flavonoida,
terpenoida/ steroida, tanin dan saponin menurut prosedur yang telah dilakukan oleh
Harbone (Harbone, 1987) dan Depkes (Depkes, 1995).

Fitokimia merupakan ilmu pengetahuan yang menguraikan aspek kimia

suatu tanaman. Kajian fitokimia meliputi uraian yang mencangkup aneka ragam
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senyawa organik yang dibentuk dan disimpan oleh organisme, yaitu struktur
kimianya, biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya secara
alamiah dan fungsi biologisnya, isolasi dan perbandingan komposisi senyawa
kimia dari bermacam-macam jenis tanaman (Harborne, 1987; Sirait, 2007).
Analisis fitokimia dilakukan untuk menentukan ciri komponen bioaktif suatu
ekstrak kasar y ang mempuny ai efek racun atau efek farmakologis lain y ang
bermanfaat bila diujikan dengan sistem biologi atau bioassay (Harborne, 1987).

Menurut Robinson (1991) alasan lain melakukan fitokimia adalah untuk
menentukan ciri senyawa aktif penyebab efek racun atau efek yang bermanfaat, yang
ditunjukan oleh ekstrak tumbuhan kasar bila diuji dengan sistem biologis.
Pemanfaatan prosedur fitokimia telah mempunyai peranan yang mapan dalam semua
cabang ilmu tumbuhan. Meskipun cara ini penting dalam semua telaah kimia dan
biokimia juga telah dimanfaatkan dalam kajian biologis.

Sejalan dengan hal tersebut, menurut Moelyono (1996) analisis fitokimia
merupakan bagian dari ilmu farmakognosi yang mempelajari metode atau cara
analisis kandungan kimia yang terdapat dalam tumbuhan atau hewan secara
keseluruhan atau bagian-bagiannya, termasuk cara isolasi atau pemisahannya.Pada
tahun terakhir ini fitokimia atau kimia tumbuhan telah berkembang menjadi satu
disiplin ilmu tersendiri, berada diantara kimia organik bahan alam dan biokimia
tumbuhan, serta berkaitan dengan keduanya. Bidang perhatiannya adalah aneka

ragam senyawa organik yang dibentuk dan ditimbun oleh tumbuhan, yaitu mengenai
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struktur kimianya, biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya
secara ilmiah dan fungsi biologisnya (Harborne, 1984).
2.5 Metabolit Sekunder

Metabolisme pada makhluk hidup dapat dibagi menjadi metabolisme primer
dan metabolisme sekunder. Metabolisme primer pada tumbuhan, seperti respirasi dan
fotosintesis, merupakan proses yang esensial bagi kehidupan tumbuhan. Tanpa
adanya metabolisme primer, metabolisme sekunder merupakan proses yang tidak
esensial bagi kehidupan organisme. Tidak ada atau hilangnya metabolit sekunder
tidak menyebabkan kematian secara langsung bagi tumbuhan, tapi dapat
menyebabkan berkurangnya ketahanan hidup tumbuhan secara tidak langsunng
(misalnya dari serangan herbivordan hama), ketahanan terhadap penyakit, estetika,
atau bahkan tidak memberikan efek sama sekali bagi tumbuhan tersebut
(Anggarwulan dan Solichatun, 2001).

Pada fase pertumbuhan, tumbuhan utamanya memproduksi metabolit primer,
sedangkan metabolit sekunder belum atau hanya sedikit diproduksi. Sedangkan
metabolisme sekunder terjadi pada saat sel yang lebih terspesialisasi (fase stasioner
(Najib, 2006). Metabolit sekunder yang terdapat pada bahan alam merupakan hasil
metabolit primer yang mengalami reaksi yang spesifik sehingga menghasilkan
senyawa-senyawa tertentu.

Metabolit sekunder merupakan produk metabolisme yang khas pada suatu
tanaman yang dihasilkan oleh suatu organ tapi tidak dimanfaatkan secara langsung

sebagai sumber energi bagi tanaman tersebut (Taiz dan Zeiger, 1998). Metabolit
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sekunder tanaman dihasilkan melalui reaksi metabolisme sekunder dari bahan organik
primer (karbohidrat, protein dan lemak) (Anggarwulan dan Solichatun, 2001).
Metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesis tanaman dan digolongkan
menjadi lima yaitu glikosida, terpenoid, fenol, flavonoid dan alkaloid (Vickery dan
Vickery, 1981). Gambar hubungan biosintesis metabolit primer menjadi metabolit

sekunder disajikan pada gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Bagan Hubungan Biosintesis Metabolit Primer Menjadi Metabolit
Sekunder (Sastrohamidjojo, 1996).

Metabolit sekunder disebut juga dengan fitoaleksin. Fitoaleksin didefinisikan

sebagai senyawa kimia yang mempunyai berat molekul rendah dan memiliki sifat
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antimikroba atau antiparasit. Senyawa ini diproduksi oleh tanaman pada waktu
mengalami infeksi atau cekaman (stress) lingkungan. Fitoaleksin merupakan senyawa
kimia yang berasal dari derivat flavonoid dan isoflavon, turunan sederhana dari
fenilpropanoid, dan derivat dari sesquiterpens. Fitoaleksin berasal dari biosintesis
metabolit primer yaitu seperti 6-methoxymellein dan sesquiterpens serta derivat dari
asam melonat dan asam mevalonat. Fitoaleksin dapat terjadi dari dua jalur yaitu jalur
asam mevalonat dan jalur biosintesa deoksiselulosa difosfat. Biosintesis fitoaleksin
menggunakan prekursor yang berasal dari jalur metabolit sekunder (Hammerschmidt,
1999 dalam Simanjuntak, 2002).
2.5.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan golongan fenol terbesar yang senyawa yang terdiri
dari C6-C3-C6 dan sering ditemukan diberbagai macam tumbuhan dalam bentuk
glikosida atau gugusan gula Dbersenyawa pada satu atau lebih grup
hidroksil fenolik (Sirait, 2007; Bhat et al., 2009). Flavonoid merupakan
golongan metabolit sekunder y ang disintesis dari asam piruvat melalui
metabolisme asam amino (Bhat et al., 2009). Flavonoid adalah seny awa fenol,
sehingga warnanya berubah bila ditambah basa atau amoniak. Terdapat sekitar
10 jenis flavonoid yaitu antosianin, proantosianidin, flavonol, flavon,
glikoflavon, biflavonil, khalkon, auron, flavanon, dan isoflavon (Harborne, 1987).

Pemeriksaan golongan flavonoid dapat dilakukan dengan uji warna yaitu
fitokimia untuk menentukan keberadaan senyawa golongan flavonoid dan uji adanya

senyawa polifenol. Uji keberadaan senyawa flavonoid dari dalam sampel digunakan
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uji Wilstatter, uji Bate-Smith, dan uji dengan NaOH 10%. Sedangkan uji adanya
senyawa polifenol dilakukan dengan larutan penambahan FeCI3 adapun uji tersebut
secara lengkap sebagai berikut (Achmad, 1986., Harbone, 1987)

Berikut penjelasan beberapa cara yang biasa ditempuh dalam skrining
fitokimia. Pemeriksaan golongan flavonoid dapat dilakukan dengan uji warna yaitu
fitokimia untuk menentukan keberadaan senyawa golongan flavonoid dan uji adanya
senyawa polifenol. Uji keberadaan senyawa flavonoid dari dalam sampel digunakan
uji Wilstatter, uji Bate-Smith, dan uji dengan NaOH 10%. Sedangkan uji adanya
senyawa polifenol dilakukan dengan larutan penambahan FeCl3 adapun uji tersebut
secara lengkap sebagai berikut (Achmad, 1986., Harbone, 1987):

1. Uji Wilstatter
Isolat ditambahakan 2-4 tetes HCl pekat dan 2-3 potong kecil logam Mg.
Perubahan warna terjadi diamati dari kuning tua menjadi orange (Achmad, 1986).
2. Uji Bate-Smith
Isolat ditambahkan HCI pekat lalu dipanaskan dengan waktu 15 menit di atas
penangas air. Reaksi positif jika memberikan warna merah (Achmad, 1986).
3. Uji dengan NaOH 10%
Isolat ditambahkan pereaksi NaOH 10% dan reaksi positif apabila terjadi
perubahan warna yang spesifik (Harbone, 1987).

4. Uji Golongan Polifenol
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Isolat ditambahkan larutan FeCl3 10% dalam akuades. Reaksi positif jika
memberikan warna hijau, merah, ungu, biru, atau hitam yang kuat (Harbone,
1987).

2.5.2 Tanin

Tanin merupakan senyawa umum yang terdapat dalam
tumbuhanberpembuluh, memiliki gugus fenol, memilki rasa sepat dan mampu
menyamakkulit karena kemampuannya menyambung silang protein. Jika bereaksi
denganprotein membentuk kopolimer mantap yang tidak larut dalam air. Tanin
secara kimia dikelompokkan menjadi dua golongan yaitu taninterkondensasi dan
tanin terhidrolisis. Tanin terkondensasi atau flavolan secara biosintesis dapat
dianggap terbentuk dengan cara kondensasi katekin tunggal yang membentuk
senyawa dimer dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Tanin terhidrolisis
mengandung ikatan ester yang dapat terhidrolisis jika dididihkan dalam asam
klorida encer (Harborne, 1987).

Uji tanin dilakukan dengan cara melarutkan ekstrak sampel kedalam metanol
sampai sampel terendam semuanya. Kemudian ditambahkan 2-3 tetes larutan
FeCI3 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan
atau hijau (Sangi et al., 2008).

2.5.3 Saponin

Saponin adalah glikosida triterpena dan sterol yang telah terdeteksi

dalam lebih dari 90 genus pada tumbuhan. Glikosida adalah suatu kompleks antara

gula pereduksi (glikon) dan bukan gula (aglikon). Banyak saponin yang
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mempunyai satuan gula sampai 5 dan komponen yang umum ialah asam
glukuronat. Adanya saponin dalam tumbuhan ditunjukkan dengan pembentukan
busa yang sewaktu mengekstraksi tumbuhan atau memekatkan ekstrak (Harborne,
1987).

Menurut Simes et al. (Sangi et al., 2008) uji saponin dilakukan dengan cara
memasukkan ekstrak sampel daun sebanyak 1 gram ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan akuades hingga seluruh sampel terendam, dididihkan
selama 2-3 menit, dan selanjutnya didinginkan, kemudian dikocok kuat-kuat. Hasil
positif ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang stabil.

2.5.4 Terpenoid

Terpenoid merupakan komponen-komponen tumbuhan yang mempunyai bau
dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan yang disebut minyak atsiri.
Minyak atsiri yang berasal dari bunga pada awalnya dikenal dari penentuan struktur
secara sederhana, yaitu dengan perbandingan atom hidrogen dan atom karbon dari
senyawa terpenoid yaitu 8:5 dan dengan perbandingan tersebut dapat dikatakan
bahwa senyawa tersebut adalah golongan terpenoid.

Terpen adalahsuatu senyawa yang tersusun atas isoprene CH2=C(CH3)-
CH=CH2 dan kerangka karbonnya dibangun oleh penyambungan dua atau lebih
satuan C5 ini. Terpenoid terdiri atas beberapa macam senyawa seperti monoterpen
dan seskuiterpen yang mudah menguap, diterpen yang sukar menguap, dan triterpen
dan sterol yang tidak menguap. Secara umum senyawa ini larut dalam lemak dan

terdapat dalam sitoplasma sel tumbuhan. Biasanya senyawa ini diekstraksi
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dengan menggunakan petroleum eter, eter, atau kloroform. Steroid merupakan
senyawa triterpen yang terdapat dalam bentuk glikosida (Harborne, 1987).

Uji triterpenoid dilakukan dengan cara melarutan uji sebanyak 2 mL
diuapkan. Residu yang diperoleh dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, lalu ditambah
dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Selanjutnya, campuran ini ditetesi dengan 2
mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung tersebut. Bila terbentuk warna hijau
kebiruan menunjukkan adanya sterol. Jika hasil yang diperoleh berupa cincin
kecokelatan atau violet pada perbatasan dua pelarut, menunjukkan adanya
triterpenoid (Jones and Kinghorn, 2006; Evans, 2009).

2.5.5 Minyak Atsiri

Minyak atsiri bukanlah senyawa murni akan tetapi merupakan campuran
senyawa organik yang kadang kala terdiri dari lebih besar dari 25 senyawa atau
komponen yang berlainan. Sebagian besar komponen minyak atsiri adalah senyawa
yang hanya mengandung karbon, dan hidrogen atau karbon, hidrogen dan oksigen
yang tidak bersifat aromatik yang secara umum disebut terpenoid. Minyak atsiri
adalah zat berbau yang terkandung dalam tanaman. Minyak ini disebut juga minyak
menguap, minyak eteris, minyak esensial karena pada suhu kamar mudah menguap.
Istilah esensial dipakai karena minyak atsiri mewakili bau dari tanaman asalnya
(Gunawan dan Mulyani, 2004).

Dalam keadaan segar dan murni, minyak atsiri umumnya tidak berwarna.
Namun, pada penyimpanan lama minyak atsiri dapat teroksidasi. Untuk

mencegahnya, minyak atsiri harus disimpan dalam bejana gelas yang berwarna gelap,
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diisi penuh, ditutup rapat, serta disimpan di tempat yang kering dan sejuk (Gunawan
& Mulyani, 2004). Uji fitokimia minyak atsiri dilakukan dengan cara melarutkan 1
mL larutan uji lalu diuapkan di atas cawan porselin hingga diperoleh residu. Hasil
positif minyak atsiri ditandai dengan bau khas yang dihasilkan oleh residu tersebut
(Gunawan dan Mulyani, 2004)

2.5.6 Alkaloid

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa yang tersebar luas hampir pada semua
jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom nitrogen yang
biasanya bersifat basa dan membentuk cincin heterosiklik (Harborne, 1984). Alkaloid
dapat ditemukan pada biji, daun, ranting dan kulit kayu dari tumbuh-tumbuhan.
Kadar alkaloid dari tumbuhan dapat mencapai 10-15%. Alkaloid kebanyakan bersifat
racun, tetapi ada pula yang sangat berguna dalam pengobatan. Alkaloid merupakan
senyawa tanpa warna, sering kali bersifat optik aktif, kebanyakan berbentuk kristal
tetapi hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotin) pada suhu kamar (Sabirin,
etal.,1994).

Garam alkaloid dan alkaloid bebas biasanya berupa senyawa padat, berbentuk
kristal tidak berwarna (berberina dan serpentina berwarna kuning). Alkaloid sering
kali optik aktif, dan biasanya hanya satu dari isomer optik yang dijumpai di alam,
meskipun dalam beberapa kasus dikenal campuran rasemat, dan pada kasus lain satu
tumbuhan mengandung satu isomer sementara tumbuhan lain mengandung

enantiomernya (Padmawinata, 1995).
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Ada juga alkaloid yang berbentuk cair, seperti konina, nikotina, dan higrina.
Sebagian besar alkaloid mempunyai rasa yang pahit. Alkaloid juga mempunyai sifat
farmakologi. Sebagai contoh, morfina sebagai pereda rasa sakit, reserfina sebagai
obat penenang, atrofina berfungsi sebagai antispamodia, kokain sebagai
anestetiklokal, dan strisina sebagai stimulan syaraf (Ikan, 1969).

Alkaloid telah dikenal selama bertahun-tahun dan telah menarik perhatian
terutama karena pengaruh fisiologinya terhadap mamalia dan pemakaiannya di
bidang farmasi, tetapi fungsinya dalam tumbuhan hampir sama sekali kabur.
Beberapa pendapat mengenai kemungkinan perannya dalam tumbuhan sebagai
berikut (Padmawinata, 1995):

1. Alkaloid berfungsi sebagai hasil buangan nitrogen seperti urea dan asam urat
dalam hewan (salah satu pendapat yang dikemukan pertama kali, sekarang tidak
dianut lagi).

2. Beberapa alkaloid mungkin bertindak sebagai tandon penyimpanan nitrogen
meskipun banyak alkaloid ditimbun dan tidak mengalami metabolisme lebih
lanjut meskipun sangat kekurangan nitrogen.

Suatu cara mengklasifikasi alkaloid adalah didasarkan pada jenis cincin
heterosiklik nitrogen yang terikat. Menurut klasifikasi ini alkaloid dibedakan
menjadi ; pirolidin (1), piperidin (2), isoquinolin (3), quinolin (4) dan indol
(5).Alkaloid pada umumnya berbentuk kristal yang tidak berwarna, ada juga yang
berbentuk cair seperti koniina (6), nikotin (7). Alkaloid yang berwarna sangat jarang

ditemukan misalnya berberina (8) berwarna kuning. Kebasaan alkaloid menyebabkan
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senyawa ini mudah terdekomposisi terutama oleh panas, sinar dan oksigen
membentuk N-oksida. Jaringan yang masih mengandung lemak, maka dilakukan
ekstraksi pendahuluan petroleum eter.

Uji alkaloid dilakukan dengan cara melarutan ekstrak uji sebanyak 2 mL
diuapkan di atas cawan porselin hingga di dapat residu. Residu kemudian dilarutkan
dengan 5 mL HCI 2 N. Larutan yang didapat kemudian dibagi ke dalam 3
tabung reaksi. Tabung pertama ditambahkan dengan HCl 2 N yang berfungsi
sebagai blanko. Tabung kedua ditambahkan pereaksi Dragendorff sebanyak 3
tetes dan tabung ketiga ditambahkan pereaksi Mayer sebanyak 3 tetes.
Terbentuknya endapan jingga pada tabung kedua dan endapan putih hingga
kekuningan pada tabung ketiga menunjukkan adanya alkaloid (Jones and
Kinghorn, 2006)

Sampel dikatakan mengandung alkaloid jika reaksi positif yang membentuk
endapan sekurang-kurangnya dua reaksi dari golongan reaksi pengendapan yang
dilakukan. Sebagian besar alkaloid tidak larut atau sedikit larut dalam air, tetapi
bereaksi dengan asam membentuk garam yang larut dalam air. Alkaloid bebas
biasanya larut dalam eter atau kloroform maupun pelarut nonpolar lainnya
kebanyakan berbentuk kristal, meskipun ada beberapa yang amorf dan hanya
sedikit yang berupa cairan pada suhu kamar. Garam alkaloid berbentuk kristal.

Alkaloid biasanya tidak berwarna dan memiliki rasa pahit (Setiawan, 2013).
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2.6 Karpain
Karpain merupakan senyawa alkaloid bercincin laktonat dengan tujuh kelompok
rantai metilen. Rumus struktur dari karpain adalah C,sHsoN,Oy4 terdiri dari dua

substituen identik yakni cincin piperidin berikatan dengan gugus ester.
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Gambar 2.3 Struktur karpain dan diastromer (Hegnauer,1964)

[CHaly

Dari hasil uji farmakologi, diketahui bahwa alkaloid karpain mempunyai aktivitas
sebagai anti amuba dan anti bakteri. Diketahui pula salah satu kandungan dari Carica
papaya, yaitu enzim papain bersifat antitumor. Namun, peran itu diemban oleh
kandungan senyawa karpain, alkaloid bercincin laktonat dengan 7 kelompok rantai
metilen. Dengan konfigurasi itu, tak hanya tumor dan penyakit kulit yang
disembuhkannya. Karpain juga ampuh menghambat kinerja  beberapa
mikroorganisme. Karpain mencerna protein mikroorganisme dan mengubahnya
menjadi senyawa turunan bernama pepton. Inang pun kekurangan makanan dan mati.
Itulah yang terjadi pada Mycobacterium tuberculosis, penyebab penyakit TBC, virus
disentri Komagome B III (Ichikawa), dan Typhoid bacilli, penyebab typus (Riata,

2013).
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Osato et al, menemukan bahwa getah dari lateks papaya bersifat bakteriostatik
terhadap B. Subtilis, Enterobacter cloacae, E. Coli, Salmonella typhy, Staphylococcus
aureus, dan Proteus vulgaris. Senyawa alkaloid yang terdapat pada daun pepaya
merupakan jenis alkaloid karpain yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri yaitu
penghambatan penyusunan peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding
sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian pada sel bakteri

(Juliantina, 2009).

2.7 LC-MS/MS (Liquid Chromatograph-tandem Mass Spectrometry)

LC-MS/MS adalah salah satu teknik kimia yang menggabungkan kemampuan
pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan kemampuan analisis spectrometer
massa. LC-MS/MS merupakan satu satunya teknik kromatografi cair dengan detektor
spectrometer massa. Kelebihan dari teknologi LC-MS/MS yaitu: hasil analisis yang
khas dan spesifik diperoleh dari penggunaan spectrometer massa sebagai detektor,
aplikasi yang luas dengan sistem yang praktis karena penerapan LC-MS/MS tidak
terbatas untuk molekul volatil (biasanya dengan berat molekul dibawah 500 Da),
mampu mengukur analit yang sangat polar, selain itu persiapan sampel cukup
sederhana tanpa adanya teknik derivatisasi pengujian yang berbeda dapat
dikembangkan dengan tingkat fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat.
Selain itu, sejumlah data kualitatif maupun kuantitatif dapat diperoleh. Hal ini
disebabkan seleksi ion yang sangat cepat dengan banyak parameter (Michael dan

Seger, 2008 dalam Ginting, 2012).
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Spektrometer massa bekerja dengan molekul pengion yang kemudian akan
memilah dan mengidentifikasi ion menurut massa, sesuai rasio fragmentasi molekul
(m/z). Dua komponen kunci dalam proses ini adalah sumber ion (ion source) yang
akan menghasilkan ion, dan analisis massa (mass analyzer) yang menyeleksi ion.
Sistem LC-MS/MS umumnya menggunakan beberapa jenis ion source dan mass
analyzer yang dapat disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang akan dianalisa

(Agilent Technologies, 2001 dalam Ginting, 2012).
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian deskriptif kualitatif untuk
mengetahui hasil skrining fitokimia dan identifikasi senyawa metabolit sekunder
karpain. Skrining fitokimia dilakukan dengan mengunakan beberapa reagen, dengan
jenis dan kadar yang disesuaikan dengan jenis uji fitokimia. Uji fitokimia yang
dilakukan meliputi: uji alkaloid, flavonoid, saponin, tannin, terpenoid, dan minyak
atsiri, sedangkan identifikasi terhadap senyawa karpain dilakukan menggunakan LC-

MS/MS (Liquid Chromatograph-tandem Mass Spectrometry).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2015 sampai dengan Desember
2015. Kegiatan pengambilan sampel Carica.pubescens Lenne & K. Koch dilakukan
di Kawasan Bromo, Dusun Nongko Jajar, Desa Wonosari, Kec. Tutur, Kab.
Pasuruan, Jawa Timur. Kegiatan skrining fitokimia dan uji kualitatif senyawa karpain
dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan dan Laboratorium Kimia Organik
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang, sedangkan untuk
identifikasi metabolit sekunder senyawa karpain dilaksanakan di Laboratorium

Jurusan Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang.
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3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan untuk pengambilan sampel daun C.pubescens Lenne &
K. Koch adalah kantong plastik, pisau, gunting, kertas label, dan alat tulis. Untuk
skrining fitokimia dan identifikasi metabolit sekunder senyawa karpain, alat yang
digunakan antara lain: penumbuk, oven, pipet tetes, pipet mikro, neraca elektrik,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, pengaduk kaca, spatula, cawan porselen, kertas
saring, corong kaca, toples maserasi, gelas ukur,sarung tangan, masker, hotplate,
rotary vacuum evaporator, kuvet dan LC-MS/MS (Liquid Chromatograph-tandem
Mass Spectrometry).
3.3.2 Bahan

Bahan utama berupa sampel daun C.pubescens Lenne & K. Koch. Bahan
untuk uji kandungan total alkaloid meliputi, methanol p.a, nitrogen p.a, HCI pekat,
bubuk Mg, pereaksi Mayer, pereaksi Dragendorf, amoniak, kloroform p.a, FeCls

10%, asam asetat, asam sulfat p.a, NaOH, acetonitril dan asam format.

3.4 Prosedur Penelitian
Setelah sampel diambil dari lapangan yaitu kawasan Bromo Jawa Timur, maka

selanjutnya dilakukan analisis di laboratorium.
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a. Preparasi Sampel
Sampel daun dicuci dan dikeringkan pada oven dengan menggunakan suhu 30°C

selama +7 hari.
b. Proses Ekstraksi

Sebanyak 150 gram serbuk simplisia daun pepaya (C. pubescens Lenne &
K. Koch) ditimbang kemudian dimaserasi dengan methanol 450 mL pada suhu
kamar selama satu hari, lalu disaring. Kemudian ampas diremaserasi dengan 450
mL metanol pada suhu kamar selama satu hari, lalu disaring. Filtrat yang
diperoleh kemudian diuapkan dengan vaccum rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak kental. Selanjutnya ekstrak dipekatkan dengan dinkubasi pada suhu 30°C
sampai pelarut habis menguap. Ekstrak yang diperoleh tersebut menjadi stok ekstrak
buah dan disimpan pada gelas ekstrak.Setelah didapatkan ekstrak kental, kemudian
ditimbang dengan timbangan analitik hasil rendemennya.
c. Skrining Fitokimia
1) Uji Alkaloid

Menyiapkan 4 gram ekstrak sampel yang telah dihaluskan kemudian
menambah dengan kloroform secukupnya dan menghaluskanya lagi. Selanjutnya
menambahkan 10 ml amoniak dan 10 ml kloroform kemudian menyaring larutan ke
dalam tabung reaksi lalu menambahkan asam sulfat 2N sebanyak 10 tetes ke dalam
filtrat. Selanjutnya mengocok filtrat dengan teratur, membiarkan beberapa lama

sampai terbentuk dua lapisan kemudian memindahkan lapisan atas ke dalam tiga
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tabung reaksi. Selanjutnya menganalisis ketiga larutan tersebut dianalisis dengan
pereaksi Mayer, Dragendorff, dan Wagner. Terbentuknya endapan menunjukkan
bahwa sampel tersebut mengandung alkaloid. Reaksi dengan pereaksi Mayer akan
terbentuk endapan putih, dengan pereaksi Dragendorff akan terbentuk endapan
merah jingga, dan dengan pereaksi Wagner akan terbentuk endapan merah
kecoklatan.
2) Uji Flavanoid
Melakukan Uji flavanoid dengan metode sebagai berikut. Ekstrak kental

methanol sebanyak 0,1 g dilarutkan dalam 10 ml metanol kemudian dibagi ke dalam
empat tabung reaksi. Tabung pertama digunakan sebagai tabung kontrol, tabung
kedua, ketiga, dan keempat berturut-turut ditambahkan NaOH, H2SO4 pekat, dan
serbuk Mg-HCl pekat. Warna pada masing-masing tabung dibandingkan dengan
tabung kontrol, jika terjadi perubahan warna maka positif mengandung flavonoid
(Harborne, 2008 dalam Taher, 2011).
3) Uji Saponin

Ektrak kental sebanyak 10 mL dikocok vertikal di dalam tabung reaksi selama
10 detik, kemudian dibiarkan selama 10 detik. Saponin ditunjukkan dengan
terbentuknya busa setinggi 1-10 cm yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit.
Pada penambahan 1 tetes HCl 2N busa tidak hilang (Depkes RI, 1995).

4) Uji Polifenol dan Tanin
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Ektrak kental sebanyak 1 mL direaksikan dengan larutan besi (III) klorida
10%, jika terjadi warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan adanya tanin
(Robinson, 1991).

5) Uji Minyak Atsiri

Dipipet 1 mL larutan uji lalu divapkan di atas cawan porselin hingga
diperoleh residu. Hasil positif minyak atsiri ditandai dengan bau khas yang
dihasilkan oleh residu tersebut (Gunawan dan Mulyani, 2004)
6) Uji Triterpenoid

Pemeriksaan  steroid dan ftriterpenoid dilakukan  dengan  reaksi
Liebermann-Burchard. Ektrak kental sebanyak 2 mL divapkan dalam cawan
penguap. Residu dilarutkan dengan 0,5 mL kloroform, kemudian ditambahkan
0,5 mL asam asetat anhidrat. Selanjutnya ditambahkan 2 mL asam sulfat pekat
melalui dinding tabung. Terbentuk cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan
larutan menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan bila muncul cincin biru
kehijauan menunjukkan adanya sterol (Ciulei, 1984).
d. Tahap Identifikasi Senyawa Karpain

Analisis karpain dilakukan dengan melarutkan 3 gr ekstrak kedalam 1 ml
NaOH, kemudian dipanaskan pada suhu 80° C selama 2 jam. Tambahkan HCL
kedalam larutan hinggn kondisi larutan netral (pH 7-8. ). Selanjutnya tambahkan
Acetonitril, kemudian disentrifige pada 4500 rpm selama 10 menit dan supernatan
disaring dengan filter 0,2 pum. Filtrat yang sudah siap selanjutnya dimasukkan

kedalam autosampler untuk dianalisis. Elusi gradient dilakukan dengan menggunakan
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linear gradient system pelarut yang terdiri dari pelarut A (air dengan 0,1% asam
format) dan pelarut (B) (asetonitril dengan 0,1% asam format). Kolom yang
digunakan Hypersil Gold dan suhu dipertahankan pada 40 °C dengan volume injeksi
2 um. Sampel dianalisis dengan MS/MS pada mode ESI (Elektro Spray lonization).
3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil skrining dibuat dalam bentuk table dan grafik,
kemudian dideskripsikan hasilnya. Sedangkan pada identifikasi metabolit sekunder
senyawa karpain data disajikan dalam bentuk kromatogram yang diderskripsikan

dalam TIC (Total ion chrismatogram) dan XIC (extraid ion chromatogram).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Skrining Fitokimia

Dari  hasil penelitian dapat dibuktikan adanya golongan senyawa
metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan triterpenoid.
Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak metanol dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil skrining fitokimia Daun Carica pubescens Lenne & K. Koch

Uji fitokimia Hasil Positif Menurut Pustaka Hasil
Terbentuk endapan jingga +
Alkaloid (Pereaksi DragendorfY)
Terbentuk endapan putih (Pereaksi Mayer) ++
Terbentuk endapan kuning (Pereaksi Wagner) ++
Flavonoid Terjadi perubahan warna dari tabung kontrol +
Saponin Ada busa yang bertahan + 10 menit setinggi ++
10 cm
Terpenoid Cincin kecoklatan atau violet ++
Tanin Terbentuk warna biru tua atau hitam kehijauan ++
Minyak atsiri Berbau khas dan tidak terdapat noda -
pada kertas saring

Keterangan: tanda ++: terkandung senyawa lebih banyak/warna pekat
tanda + : terkandung senyawa/warna muda
tanda - :tidak terkandung senyawa/tidak terbentuk warna
Hasil uji kualitatif melalui skrining fitokimia yang dilakikan oleh Laily
(2014), terhadap sampel C. pubescens Lenne & K. Koch yang tumbuh di kawasan

Cangar, Bromo, dan Dataran Tinggi Dieng menggunakan pelarut etanol

menunjukkan bahwa sampel tersebut positif memiliki kandungan flavanoid,

39
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polifenol dan tanin, serta triterpenoid. Senyawa fenolik, alkaloid, terpenoid,
saponin, resin, tannin dan protein memilki aktivitas sebagai antifungi (Abad, et al,
1995; Cowan, 1999). Sementara pada Carica papaya, Menurut Adachukwu et.al.
(2013), ekstrak etanol daun pepaya yang diambil dari daerah Enugu, Nigeria
mengandung metabolit sekunder alkaloid, tanin, flavonoid, saponin, dan glikosida.
Hal ni membuktikan bahwa secara garis besar Lenne & K. Koch dan Carica papaya
memilki kemiripin senyawa yang dikandungnya.

4.1 Flavonoid

Dari analisis ini diketahui bahwa sampel daun Carica pubescens Lenne & K.
Koch positif mengandung flavonoid. Hasil ini ditunjukkan dengan adanya perubahan
warna pada tabung kedua, ketiga dan keempat setelah pada masing masing tabung
tersebut diberi pereaksi NaOH, H2SO4 pekat, dan Mg-HCI, kemudian dibandingkan
dengan tabung pertama (kontrol). Hasil ini diperkuat oleh penelitian Laily (2014)
yang menunjukkan bahwa pada ekstrak etanol tanaman tersebut juga berhasil
teridentifikasi kandungan senyawa flavonoid.

Penambahan HCI pekat dalam uji falvonoid digunakan untuk menghidrolisis
flavonoid menjadi aglikonya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan
tergantikan oleh H' dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Glikosida berupa
gula yang biasa dijumpai yaitu glukosa, galaktosa dan raminosa. Reduksi dengan Mg
dan HCI pekat ini menghasilkan senyawa komplek yang berwarna merah atau jingga

pada flavonol, flavon, flavanonol dan xanton (Robinson, 1985). Menurut Robinson
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(1995), warna merah yang dihasilkan menandakan adanya flavonoid akibat dari
reduksi oleh asam klorida pekat dan magnesium.

Flavonoid sering menjadi senyawa pereduksi yang baik yang menghambat
banyak reaksi oksidasi, baik secara enzimatik maupun non enzimatik, sehingga
flavonoid merupakan suatu antioksidan yang berperan dalam penghambatan
pertumbuhan sel kanker (Lisdawati, 2002). Flavonoid mencakup banyak pigmen
yang paling umum dan terdapat pada seluruh dunia tumbuhan mulai dari fungus
sampai angiospermae. Pada tumbuhan tingkat tinggi, flavonoid terdapat baik dalam
bagian vegetatif maupun dalam bunga (Robinson, 1995). Flavonoid berupa
senyawa fenol, karena itu warnanya berubah bila ditambah basa atau amoniak,
sehingga flavonoid mudah dideteksi pada kromatogram atau dalam larutan
(Harborne, 1996). Warna merah pada uji flavonoid dikarenakan  terbentuknya

garam flavilium (Achmad, 1986) menurut reaksi berikut.
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Gambar 4.1. Reaksi terbentuknya garam flavilium
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4.1.1 Triterpenoid

Dari hasil analisis diketahui bahwa Carica pubescens Lenne & K. Koch
positif mengandung triterpenoid. Hasil ini ditandai dengan terbentuknya cincin
kecoklatan pada larutan uji setelah penambahan asam sulfat pekat sebanyak 2 ml
melalui dinding tabung. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa tanaman Carica
papaya mengandung metabolit sekunder triterpenoid. Senyawa tersebut memiliki
aktivitas sebagai antibakteri yaitu monoterpenoid linalool, diterpenoid, phytol,
triterpenoid saponin, triterpenoid glikosida (Marlinda, 2013).

Menurut Harborne (1987), Senyawa terpen umumnya merupakan senyawa
yang larut dalam lemak . Maka berdasarkan tingkat kelarutannya, dalam pengujian
golongan senyawa, terpen ditarik dengan eter. Namun dalam penelitian ini penarikan
senyawa terpen dilakukan penggunakan pelarut metanol. Hal ini karena metanol
merupakan pelarut yang bersifat universal sehingga dapat melarutkan analit yang
bersifat polar dan nonpolar. Metanol dapat menarik alkaloid, steroid, saponin, dan
flavonoid dari tanaman (Thompson, 1985).

Berbagai macam aktivitas fisiologis yang menarik ditunjukkan oeh
beberapa triterpenoid, dan senyawa ini merupakan komponen aktif dalam
tumbuhan obat yang telah digunakan untuk mengobati penyakit termasuk diabetes,
kerusakan hati, dan malaria. Beberapa senyawa mungkin mempunyai nilai
ekologi bagi tumbuhan yang mengandungnya karena senyawa ini dapat bekerja

sebagai insektisida atau antifungus (Robinson, 1995)
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4.1.2 Saponin

Dari hasil analisis diketahui bahwa sampel daun Carica pubescens Lenne &
K. Koch positif mengandung saponin yang ditandai dengan terbentuknya busa
setelah pengockan. Menurut Robinson (1995) senyawa yang memiliki gugus polar
dan nonpolar bersifat aktif permukaan sehingga saat saponin dikocok dengan air
dapat membentuk misel. Pada struktur misel, gugus polar menghadap ke luar
sedangkan gugus nonpolarnya menghadap ke dalam, keadaan inilah yang tampak
seperti busa. Sementara itu penelitian oleh Rahmawati (2014) menyatakan saponin
Carica papaya ditemukan pada sampel daun. Saponin adalah glikosida dalam
tanaman dan terdiri atas gugus sapogenin, heksosa, pentosa, atau unsur asam
uronat (Winarno, 1990).

Saponin diberikan nama demikian karena sifatnya yang menyerupai sabun
(bahasa Latin sapo berarti sabun). Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang
kuat menimbulkan busa jika dikocok dalam air, dan pada konsentrasi yang
rendah sering menyebabkan hemolisis sel darah merah (Robinson, 1995). Busa
yang ditimbulkan saponin dikarenakan adanya kombinasi struktur senyawa
penyusunnya yaitu rantai sapogenin non-polar dan rantai samping polar yang larut
dalam air (Kristianingsih, 2002). Widyasari (2008) menyatakan bahwa busa
yang timbul disebabkan saponin mengandung senyawa yang sebagian larut
dalam air(hidrofilik) dan senyawa yang larut dalam pelarut nonpolar

(hidrofobik) surfaktan yang dapat menurunkan tegangan permukaan.
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Dalam larutan yang sangat encer, saponin sangat beracun untuk ikan,
dan tumbuhan yang mengandung saponin telah digunakan sebagai racun ikan
selama beratus-ratus tahun. Beberapa saponin juga dapat bekerja sebagai
antimikroba. Pada beberapa tahun terakhir ini, saponin tertentu menjadi penting
karena dapat diperoleh dari beberapa tumbuhan dengan hasil yang baik, dan
digunakan sebagai bahan baku untuk sintesis hormon steroid yang digunakan
dalam bidang kesehatan (Robinson, 1995).

4.1.3 Tanin

Dari analisis yang telah dilakukan, diketahui bahwa sampel daun Carica
pubescens Lenne & K. Koch positif mengandung tanin. Hal ini diketahui dari
perubahan warna yang terjadi pada saat penambahan larutan FeCl; 1% yaitu
warna hijau kehitaman. Hasil ini diperkuat dengan penelitian Laily (2014), yang
menujukkan bahwa hasil identifikasi senyawa tannin pada ekstrak etanol tanaman
tersebut juga positif mengandung tannin.

Pada identifikasi tanin, perubahan warna disebabkan oleh reaksi
penambahan FeCl3 dengan salah satu gugus hidroksil yang ada pada senyawa tanin.
Penambahan FeCl3 menghasilkan warna hijau kehitaman yang menunjukkan
adanya tanin terkondensasi (Sangi dkk., 2008). Terbentuknya warna hijau kehitaman
atau biru tinta pada ekstrak setelah ditambahkan dengan FeCl; karena tannin akan

membentuk senyawa kompleks dengan FeCl; (Halimah, 2010)
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+ FeiOHl

Gambar 4. 2. Reaksi terbentuknya senyawa komplek dengan FeCl;

4.1.4 Minyak atsiri

Hasil pengujian menunjukkan bahwa sampel daun Carica pubescens Lenne &
K. Koch tidak mengandung senyawa minyak atsiri. Pada penelitian dimungkinkan
tidak mengandung minyak atsiri karena tidak diperoleh residu dengan bau yang khas
setelah larutan uji diuapkan pada cawan porselen. Selain itu, bau yang ditimbulkan
juga tidak tajam. Pada penelitian kemungkinan tidak teridentifikasinya minyat atsiri
karena pelarut yang digunkan bersifat polar yaitu metanol. Menurut Siedel (2008),
pemilihan pelarut dan metode ekstraksi akan mempengaruhi hasil kandungan
senyawa metabolit sekunder yang dapat terekstraksi. Pemilihan pelarut ekstraksi
umumnya mengunakan prinsip like dissolves like, dimana senyawa yang nonpolar
akan larut dalam pelarut nonpolar sedangkan senyawa yang polar akan larut pada
pelarut polar.

Pelarut yang bersifat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid
kuartener, komponen fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino dan glikosida.

Pelarut semi polar mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid,
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aglikon dan glikosida. Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia
seperti lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap (Harborne, 1987).
4.1.5 Alkaloid

Hasil uji fitokimia alkaloid menunjukkan bahwa sampel daun Carica
pubescens Lenne & K. Koch positif mengandung alkaloid. Hai ini dibuktikan
dengan terbentuknya endapan pada tabung reaksi setelah ditetesi pereaksi Wagner,
Meyer, dan Dragendorff yang menunjukkan bahwa sampel tersebut mengandung
alkaloid. Reaksi dengan pereaksi Mayer terbentuk endapan putih, dengan pereaksi
Dragendorft terbentuk endapan merah jingga, dan dengan pereaksi Wagner terbentuk
endapan merah kecoklatan.

Pada uji alkaloid dengan pereaksi Mayer, diperkirakan nitrogen pada alkaloid
akan bereaksi dengan ion logam K dari kalium tetraidomerkurat (II) membentuk
kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Svehla, 1990). Perkiraan reaksi yang

terjadi pada uji Mayer ditunjukkan pada gambar 4.1.

Hgll: + 2JKI —* Hgl. + 2ECI

Hgl, + 2KI = K;[Hgh]

Eealinm tetraodomeriosranIT)

o Kl —= [ [ ] s+ gy
s M o W= =
K-
Kalum-Alkalosd
endapan

Gambar 4.3 Perkiraan reaksi senyawa alkaloid dengan
reagen Mayer (Marlina, 2005)
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Hasil positif alkaloid pada uji wagner ditandai dengan terbentuknya endapan
coklat. Diperkirakan endapan tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada pembuatan
pereaksi Wagner, iodine bereaksi dengan ion I dari kalium iodide menghasilkan ion
I;" yang berwarna coklat. Pada uji wagner, ion logam K™ akan membentuk ikatan
kovalen koordinat dengan nitrogen pada alkaloid membentuk kompleks kalium-

alkaloid yang mengendap(svehla, 1990).

KBil, ==—= K’ + Bil,
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Gambar 4.4 Reaksi terbentuknya endapan bewarna coklat oleh reagen wagner
(Marlina, 2005)

Alkaloid umumnya berada dalam bentuk garamnya dan larut dalam air.
Melalui penarikan alkaloid dengan larutan asam, alkaloid dapat diidentifikasi
langsung dengan satu atau lebih pereaksi pengendap. Namun, senyawa alkaloid
dengan struktur nitrogen heterosiklik, amin oksida, dan alkaloid kuartener tidak dapat
terdeteksi dengan pereaksi pengendap. Hal ini akan menghasilkan negatif palsu pada

pengujian alkaloid dengan pereaksi pengendap (Farnsworth, 1966).
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4.2 Identifikasi Metabolit Sekunder Senyawa Karpain

Identifikasi metabolit sekunder senyawa karpain pada daun Carica pubescens
Lenne & K. Koch penelitian ini dilakukan secara kualitatif dan dianalisis
menggunakan metode LC-MS/MS  (Liquid Chromatograph-tandem  Mass
Spectrometry). Looi et al. (2013) menginformasikan bahwa LC-MS/MS adalah teknik
yang banyak digunakan untuk berbagai aplikasi yang memiliki sensitivitas dan
spesifisitas sangat tinggi. LC-MS/MS menggabungkan kemampuan pemisahan kimia
dari LC dengan kemampuan dari spektroskopi massa untuk menyeleksi temuan dan
mengkonfirmasi identitas molekuler. MS merupakan salah satu metode yang lebih
sensitif dan selektif untuk menganalisis molekuler, serta menyediakan informasi pada
berat molekul sebaik pada fragmentasi dari molekul analit.

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat diketahui bahwa senyawa karpain
berhasil diidentifikasi menggunakan LC-MS/MS. Karpain terdeteksi pada menit ke
2,68. Hasil pemisahan karpain dari sampel ekstrak Carica pubescens Lenne & Koch

disajikan pada gambar 4.2
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Hasil analisis karpain menggunakan LC-MS/MS menunjukkan bahwa pada
Carica pubescens Lenne & K. Koch terdapat senyawa karpain dengan berat molekul
479 Dalton. Hal ini ditunjukkan dengan adanya puncak yang tinggi pada setiap
fragmen (Lampiran 8). Pada fragmen 239.50.-240.50 puncak karpain muncul pada
menit ke 2.69.

Dari data tersebut, dapat disimpulkan bahwa jenis metabolit sekunder daun
Carica pubescens Lenne & K. Koch memilki kemiripan dengan metabolit sekunder
daun Carica papaya. Hal ini sesuai dengan teori Markham (1988), yang menyatakan
bahwa tumbuhan dengan famili yang sama cenderung mempunyai kemiripan

senyawa yang dikandungnya atau secara umum mengandung konstituen karakteristik



50

lain yang secara struktur terkait. Tumbuhan yang memiliki kekerabatan secara
taksonomi, memiliki kecenderungan untuk mengandung senyawa yang berkaitan satu
sama lain.

Menurut Setiawan ( 2013), alkaloid yang terdapat di dalam daun papaya
adalah alkaloid karpain. Alkaloid karpain termasuk dalam golongan alkaloid
piridina dan termasuk dalam kelompok alkaloid sejati. Untuk identifikasi alkaloid
dapat dilakukan dengan cara reaksi pengendapan dan reaksi warna. Rumus struktur
dari karpain adalah CygHsoN,O4 terdiri dari dua substituen identik yakni cincin
piperidin berikatan dengan gugus ester. Karpain (Suatu alkaloid) dan terpenoid yang
terkandung dalam pepaya mempunyai efek antimikroba dan efek antiprotozoa
(cowan, 1999).

Dari hasil uji farmakologi, diketahui bahwa alkaloid karpain mempunyai
aktivitas sebagai anti amuba dan anti bakteri. Diketahui pula salah satu kandungan
dari Carica papaya, yaitu enzim papain bersifat antitumor. Namun,peran itu diemban
oleh kandungan senyawa karpain, alkaloid bercincin laktonat dengan 7 kelompok
rantai metilen. Dengan konfigurasi itu, tak hanya tumor dan penyakit kulit yang
disembuhkannya. Karpain juga ampuh menghambat kinerja  beberapa
mikroorganisme. Karpain mencerna protein mikroorganisme dan mengubahnya
menjadi senyawa turunan bernama pepton. Inang pun kekurangan makanan dan mati.
Itulah yang terjadi pada Mycobacterium tuberculosis, penyebab penyakit TBC, virus
disentri Komagome B III (Ichikawa), dan Typhoid bacilli, penyebab typus. Osato et

al, menemukan bahwa getah dari lateks papaya bersifat bakteriostatik terhadap B.
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Subtilis, Enterobacter cloacae, E. Coli, Salmonella typhy, Staphylococcus aureus,
dan Proteus vulgaris. Senyawa alkaloid yang terdapat pada daun pepaya merupakan
jenis alkaloid karpain yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri yaitu penghambatan
penyusunan peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak

terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian pada sel bakteri (Juliantina, 2009).

4.3 Pemanfaatan Hasil Penelitian Tanaman Obat Dalam Perspektif Islam
Berdasarkan hasil pengujian beberapa kandungan metabolit sekunder sampel
daun Carica pubescens Lenne & K. Koch, hasil pengujian tersebut membuktikan
bahwa tumbuhan yang diciptakan Allah SWT memiliki banyak kandungan senyawa
kimia yang bermanfaat. Tanaman Carica pubescens Lenne & K. Koch merupkan
salah satu tanaman yang dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Hal ini telah dibuktikan
dengan hasil penelitian yang menunjukkan bahwa sampel daun tersebut positif
mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, terpenoid dan tannin. Selain itu
dari hasil identifikasi metabolit sekunder juga diketahui bahwa jenis alkaloid pada
tanaman ini adalah karpain. Karpain merupaka bioaktivitas yang dimilki tanaman
Carica pubescens Lenne & K. Koch dapat digunakan sebagai acuan bahwa tanaman
ini berpotensi di bidang farmakologi sebagai tanaman obat, sebagaimana Rasulullah
telah mengunakan tanaman-tanaman herbal sebagai obat.
Pemanfaatan tanaman Carica pubescens Lenne & K. Koch sebagai obat atau
antibakteri merupakan suatu upaya untuk mengikuti sunah Nabi. Kita dianjurkan

untuk mengamalkan pengobatan, sesuai dengan sabda Rasulullah SAW:
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Dari Usamah bin Syarik berkata, “ Bahwa saya pernah berada disisi
Rasulullah, lalu datang sekelompok arab badui. Mereka berkata,” wahai Rasulullah,
apakah kami bisa berobat? ’Nabi menjawab,” Wahai para hamba Allah carilah obat
karena sesungguhnya Allah tidak menciptakan suatu penyakit kecuali tanpa
menciptakan obatnya, selain satu penyakit saja. *“ Mereka bertanya: “Penyakit apa
itu?” Penyakit usia tua.” (HR. Ahmad)(Muhammad, 2007).

Rasulullah telah memberikan petunjuk tentang cara mengobati diri beliau
sendiri, keluarganya dan para sahabat yaitu menggunakan jenis obat yang tidak ada
campuran kimia. Pengobatan Nabi menggunakan tiga jenis obat yaitu obat alamiah,
obat ilahiyah dan kombinasi obat alamiah dan ilahiyah. Pengobatanya berdasarkan
wahyu Allah tentang apa yang bermanfaat dan tidak berbahaya, misalnya dengan
melakukan pengobatan dengan tumbuh-tumbuhan. Pemanfaatan tanaman sebagai
tanaman obat merupkan salah satu sarana untuk mengambil pelajaran dan
memikirkan tentang kekuasaan Allah dalam meneladani cara pengobatan Nabi.

Penjelasan hadits tersebut didukung oleh firman Allah dalam surat Asy-syu’ara

ayat 7:
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“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”.
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Kata zauj berarti pasangan. Pasangan yang dimaksud ayat ini adalah pasangan
tumbuh tumbuhan, kareana tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang terhampar di
bumi, dengan demikian ayat ini mengisyratkan bahwa tumbuh-tumbuhan memiliki
pasangan (benag sari dan putik) guna pertumbuhan dan perkembagannya. Kata karim
antara lain digunakan untuk menggambrkan segala sesuatu yang baik bagi setiap
objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang subur dan
bermanfaat. (Shihab, 2002). Berdasarkan firman Allah tersebut jelas bahwa Allah
menciptakan bumi yang ada didalamnya banyak terdapat tumbuhan yang baik, yang
dapat dimanfaatkan oleh makhluk hidup, diantara tumbuhan tersebut salah satunya
adalah tanaman Carica pubescens Lenne & K. Koch.

Menurut Shihab (2006), kata “perhatikan” misalnya ketika Al-Quran
menguraikan as-samawat wal-ardh. Dalam Al-Quran surat Al-Bagarah ayat 164,
penjelasan ditutup dengan menyatakan, la ayatin ligaum(in) ya'gilun (sungguh
terdapat tanda-tanda bagi orang yang berakal). Sedangkan dalam Al-Quran surat
Ali-Tmran ayat 90, ketika menguraikan persoalan yang sama diakhiri dengan la
ayatin li-ulil albab (pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda bagi Ulil Albab
(orang-orang yang memiliki saripati segala sesuatu). Inilah antara lain fashilat
(penutup) ayat-ayat yang berbicaratentang alam raya, yang darinya dapat ditarik
kesan adanyaberagam tingkat dan manfaat yang seharusnya dapat diraih olehmereka
yang mempelajari fenomena alam: yatafakkarun (yang berpikir) (QS 10: 24)
ya'lamun (yang mengetahui) (QS 10: 5), yatazakkarun (yang mengambil pelajaran)

(QS 16: 13), ya'qilun (yang memahami) (QS 16: 12), yasma'un (yang mendengarkan)
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(QS30: 23), yuginun (yang meyakini) (QS 45: 4), al-mu'minin (orang-orang yang
beriman) (QS 45: 3), al-'alimin (orang-orang yang mengetahui) (QS 30: 22).

Dari uraian ayat tersebut juga dapat dipahami bahwa segala sesuatu yang ada
di langit dan di bumi tidak diciptakan Allah SWT dengan sia-sia. Allah menciptakan
sesuatu karena ada tujuan. Sebagai mana yang dijelaskan dalam firman-Nya dalam

surat Ali-Imran ayat 19:
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Artinya: "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia

Ayat tersebut sagat jelas menegaskan bahwa segala sesuatu yang diciptakkan
Allah SWT pasti memiliki manfaat. Allah tidak menciptakan semuanya ini dengan
sia-sia, tetap dengan penuh kebenaran (Thabari, 2008). Hal ini merupakan suatu
anugerah yang sangat besar bagi manusia yang patut untuk dengan cara melestarikan
tumbuh-tumbuhan dengan baik dan memanfaatkannya secara produktif untuk
kemaslahatan umat.

Berkaitan dengan jenis dan ukuran atau massa kandungan suatu sesuatu
sebagaimana jenis metabolit sekunder dan massa molekul senyawa karpain daun
Carica pubescens Lenne & K. Koch dalam penelitian ini dalam penelitian Allah

SWT berfirman dalam Q.S Al Hijr ayat 21:
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“Dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahny, dan Kami
tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang tertentu” (Q.S Al Hijr: 21).

Firman Allah SWT dalam surat Al Hijr ayat 21 tersebut menjelaskan bahwa
sesungguhnya Allah SWT menciptakan segala sesuatu untuk kebutuhan hambanya-
Nya dengan manfaat dan kebutuhan tertentu. Menurut Musthafa (1974), sesuatu
apapun yang dimanfaatkan hamba-Nya itu tidak diberikan kecuali menurut ukuran
yang ditentukan dan didalamnya terdapat kecukupan bagi orang yang membutuhkan

dan rahmat bagi hamba-hamba Allah.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil analisis, maka diperoleh kesimpulan sebagai berikut.

. Hasil uji kualitatif melalui skrining fitokimia terhadap sampel Carica pubescens

Lenne & K. Koch menunjukkan bahwa sampel tersebut positif memiliki
kandungan alkaloid, flavanoid, saponin, polifenol dan tanin, serta triterpenoid dan

saponin

. Hasil identifikasi senyawa karpain menunjukkan bahwa jenis alkaloid pada Carica

pubescens Lenne & K. Koch merupakan senyawa karpain yang memiliki berat

molekul sebesar 479 Da.

5.2. Saran

1.

Berdasarkan hasil dari penelitian dapat dikemukakan saran sebagaiberikut:
Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai uji fitokimia dan identifikasi
metabolit sekunder pada daun Carica pubescenc Lenne & K.Koch menggunkan
berbagai macam pelarut.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai aktivitas antibakteri dari Carica
pubescenc Lenne & K.Koch tehadap beberapa jenis bakteri.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai pengaruh lingkungan terhadap

kualitas metabolit sekunder pada daun Carica pubescenc Lenne & K.Koch.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tanaman Carica pubascens Lenne & K.Koch di kawasan Bromo,
Jawa Timur




Lampiran 2. Kegiatan Harian

62

No. Hari, Jam, dan Tempat Kegiatan Hasil
Tanggal
1. Jum’at, 25 Nongko Jajar, Pengambilan sampel 1 Kg
September 2014 Pasuruan Karika(basah)
2. Senin, 28 September | Lab. Fisiologi Pencucian sampel dan
2014 Tumbuhan pengeringan
3. Rabo, Oktober 2015 | Lab. Fisiologi Penumbukan
Hewan
4. Jum’at, 9 Lab. Fisiologi Penumbukan dan 450 gr serbuk
Oktober2015 Tumbuhan pengayakan
5. Selasa, Lab. Fisiologi Maserasi tahap 1
13 Oktober 2015 Tumbuhan
6. Kamis, 15:21:10, Lab. Fisiologi Maserasi tahap 2
15 Oktober 2014 Tumbuhan
7. Jumat, 8:40:52, Lab. Fisiologi Penguapan pelarut pada
16 Oktober 2014 Hewan sampel dengan rotary
evaporator
8. Selasa, Lab. Fisiologi Pemekatan ekstrak
09:45:00 Tumbuhan dalam inkubator
20 Oktober 2014
0. Rabo, 21 Oktober Lab. Fisiologi Penimbangan ekstrak 16 gr ekstrak
2015 Tumbuhan kental kental
10. Kamis, 22 Oktober Lab. Fisiologi Uji Skrining Fitokimia | Tannin (+)
2015 Tumbuhan tahap 1
11. Jum’at, 23 Oktober | Lab. Fisiologi Uji Skrining Fitokimia | Saponin
2015 Tumbuhan tahap 2 (+),terpenoid(
+)
12. Senin, 26 Oktober Lab. Fisiologi Uji Skrining Fitokimia | Alkaloid(+),
2015 Tumbuhan tahap 3 minyak atsiri
)
13. Rabo, 28 oktober Lab. Fisiologi Uji Skrining Fitokimia | Flavonoid(+)
2015 Tumbuhan tahap 4
14. Minggu, 3 Januari Lab. Kimia Identifikasi senyawa Senyawa
2016 POLINEMA karpain karpain
dengan berat
molekul 479

Da




Lampiran 3. Alat-alat Penelitian

-

Gambar 1.GelasBeke

&
Gambar 2.Timbangan
Analitik

Gambar 3. Oven
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Gambar 5. Toples

Gambar 4.GelasUkur
W

Gambar 7. Vacum Pump

Gambar 8. Vacum Rotary
Evaporatory

Gambar 9. Cawan
Porselen




Gambar 10. Tabung |
Reaksi

Gambar 11. Sarung Tangan
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Gambar 12. Masker
Pengaman

Gambar 13. Tabung
Larutan Uji

Gambar 14. Pipet Tetes

(

W —— s —

Gambar 15. LC/MS

Lampiran 4. Bahan-bahan Penelitian

Gambar 1. Metanol p.a

Gambar 2. Klorofom

Gambar 3. HCI Pekat




Gambar 4. FeCls

Gambar 7. Asam Asetat

17

Gambar 10. Pereaksi

Wagner

65

Gambar 5. Serbuk Mg

£

Gambar 6. Asam Sulfat

Gambar 9. Dragendorf

i

Acetonitril

Asam format




Lmpiran S. Dokumentasi Langakh Kerja
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No

Keterangan

Pencucian sampel

Sampel diangin-awqnginkan

Pengovenan simplisia dengan
suhu 30°C

Penumbukan simplisia

Pengayakan simplisia
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Maserasi

Penyaringan

Penguapan ekstrak menggunakan
vacuum rotary evaporator

Pemekatan ekstrak dalam
incubator




10.

68

1.

Penimbangan ekstrak kental

12.

Uji fitokimia Tanin (Positif)

Uji fitokimia Saponin (Positif)




13.
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14.

Uji fitokimia Terpenoid (Positif)

15.

Uji fitokimia Minyak atsiri
(Negatif)

Uji fitokimia Alkaloid (Positif)




Instrument Method: srm_CARPAIN.meth

Accela
Creator: Quantum
Last modified: 1/3/2016 by Quantum
Summary: (none)
Accela AS Method:
Reservoir 1:
Reservoir 2:
Reservoir 3:
Reservoir 4:
Wash Bottle:
Injection volume (ul) 5.000
Flush volume(ul): 400
Flush/Wash source is bottle.
Needle height from bottom(mm): 2.000
Wash volume (ul): O
Flush speed (ul/s): 100.000
Post-Injection Valve switch time (min): 0.000
Syringe speed (ul/s): 8.000
Injection mode is partial loop

Tray temp control is off

Instrument Method

Column oven control is off

Sunday, January 03, 2016 12:20:49 PM
Sample Preparation:

Page 1 of 4



Instrument Method: srm_CARPAIN.meth

Indexl1:

Time
TF1:
TF2:
TF3:
TF4:

Timed Event:

(min): 0.000.
OffF.
Off.
OffF.
Off.

Accela

Instrument Method

Sunday, January 03, 2016 12:20:49 PM

Page 2 of 4



Instrument Method: srm_CARPAIN.meth

TSQ Quantum Instrument Method

Creator: Quantum Last modified: 1/3/2016 11:33:50 AM by Quantum

TSQ MS Method Settings:

Method Type: Regular Method
MS Run Time (min): 6.00

Segment 1
Duration (min) 6.00
Scan Events 1
Segment 1:

Tune Method E:\KALIAWAN\Analisa\methods\Phenolic Acid.TSQTune

Chrom filter: Not used

Q2 Gas Pressure: 1.0

Syringe Pump: OfF

Scan Events:

1: - ¢ SRM Micro Scans 1,
Parent Center width Time CE Q1 PW Q3 PW Tube Lens
479.000 240.000 0.100 0.050 35 0.70 0.70 Tuned Value
479.000 222.000 0.100 0.050 45 0.70 0.70 Tuned Value

Syringe pump not in use

Divert Valve: not used during run

Sunday, January 03, 2016 12:20:49 PM Page 3 of 4



Instrument Method: srm_CARPAIN.meth

Method creator: Quantum
Last modified: 1/3/2016 12:20:45 PM by Quantum
Instrument: Accela 1250 Pump

Common settings:

Pressure units: bar
Pressure stability: 10.00

Pump 1 settings:

Name: Pump 1

Comment:

Solvent A: 0.1% FA in Water

Solvent B: 0.1% FA in Acetonitrile
Solvent C:

Solvent D:

Start settings: Accela AS injection logic
Method finalizing: First line conditions
Operating mode: Low pressure (0..~7000 PSI)
Min pressure: 0.00

Max pressure: 1250.00

Pump 1 gradient table:

No. Time A% B% C% D% pl/min
0O 0.00 90.0 10.0 0.0 0.0 300.0
1 0.60 90.0 10.0 0.0 0.0 300.0
2 2.50 0.0 100.0 0.0 0.0 300.0
3 4.00 0.0 100.0 0.0 0.0 300.0
4 450 90.0 10.0 0.0 0.0 300.0
5 6.00 90.0 10.0 0.0 0.0 300.0

Sunday, January 03, 2016 12:20:49 PM

Page 4 of 4



E:\DATA RAW\2016\JAN_1\SRM_CARPAIN_INJ4

RT: 0.00 - 6.00 SM: 9G

268 269

NL:

5.68E3

TIC MS
SRM_CARPAIN_I
NJ4

NL:

5.33E3

m/z=
239.50-240.50 F:
- ¢ ESI SRM ms2
479.000 MS
SRM_CARPAIN_I
NJ4

100
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E:\DATA RAW\2016\JAN_1\SRM_CARPAIN_INJ5

RT: 0.00 - 6.00 SM: 9G

2.68 NL:
100 5.78E3
7] TIC MS
o 80— SRM_CARPAIN_|
e 7 NJ5
[} _
£ 60
o)
< 7
2 a0
kS ] 2.55
& . 2.43
20? 0.47 049 0.50 2'23’35’”' 3.76 3.95
o OAZWLM 212 " 425 4.46 4.84 5.11 547 582
2.68 NL:
100
] 269 5.52E3
7] m/z=
80— 239.50-240.50 F:
7] - ¢ ESI SRM ms2
] 479.000 MS
60— SRM_CARPAIN_|
] NJ5
407 3.33
°> 3.35
] 256/ | 2.74 |
20— 2.44
. 0.48 0.49 L1 223220 AW/A\ WS-M% 3.76 3.95 397
i - ) . n Wt A .
0 0.42 0.57 2.10 “ W - 4.25 469 511 5.47 5.82
e e e B B Y I B B B
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E:\DATA RAW\2016\JAN_1\SRM_CARPAIN_INJ4

RT: 0.00 - 6.00 SM: 9G

RT: 2.69 NL: 5.68E3
1007 TIC MS ICIS
7 SRM_CARPAIN_IN
o 80— Ja
g oU7
c _
© _|
£ 60
o)
< 7
2 a0
8
& _|
20 RT: 0.47
07 w .
NL: 5.33E3
100 _
i m/z=
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E:\DATA RAW\2016\JAN_1\SRM_CARPAIN_INJ5

RT: 0.00 -5.85 SM: 9G

RT: 2.68 NL: 5.78E3
1007 TIC MS ICIS
] SRM_CARPAIN_IN
o 80— J5
g oU7
c _
© _|
£ 60
o)
< 7
2 40
8
& _|
20 RT: 0.49
07 M .
NL: 5.52E3
100 _
i m/z=
] 239.50-240.50 F: -
80— ¢ ESI SRM ms2
] 479.000 MS ICIS
] SRM_CARPAIN_IN
60— J5
40-]
20—
0] RT: 0.48
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5

Time (min)
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