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ABSTRAK

Fiddini, Istigomah. 2021. Isolasi dan Identifikasi Senyawa Steroid dari Fraksi
Diklorometana Ekstrak Batang Songga (Strychnos lucida). Tugas Akhir,
program studi Sarjana Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pembimbing: (1) apt. Uswatun Khasanah, S.Farm.,M. Farm. (2) apt. Bachtiar Rifai
Pratita Ihsan, S. Farm., M. Farm.

Indonesia merupakan negara dengan keanekaragaman hayati yang melimpah,
terdapat sedikitnya 30.000 jenis tumbuhan obat di Indonesia (Kemendag, 2009). Salah
satunya adalah tanaman songga (Strychnos lucida) yang secara empiris digunakan sebagai
obat malaria olen masyarakat NTB dan Bali (Setiawan, 2014). Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa serbuk kayu songga mengandung flavonoid, alkaloid, triterpenoid,
steroid, tannin, dan hidrokuinon (Syafii, 2016). Tujuan penelitian ini adalah mengisolasi dan
mengidentifikasi senyawa steroid dari batang songga (Strychnos lucida). Simplisia batang
songga diekstraksi dengan etanol 80% dan diekstraksi cair-cair dengan pelarut
dikloromeana, etil asetat, dan n-butanol. Fraksi diklorometana diisolasi lebih lanjut dengan
metode kromatografi cair vakum dan kromatografi kolom. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
dilakukan setelah setiap prosedur isolasi untuk skrining metabolit sekunder dari setiap
subfraksi. ldentifikasi dilakukan dengan instrumen spektrofotometri UV-Vis, spektroskopi
FTIR (Fourier Transform Infra Red) , dan LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectroscopy/Mass Spectroscopy). Hasil analisis isolat dengan HPLC menunjukkan bahwa
waktu retensi peak terluas adalah 1.675 menit dengan panjang gelombang maksimum 202.6
nm. Hasil analisis dengan FTIR menunjukkan isolat mengandung gugus penyusun steroid
pada 2924.21", 2855.73", dan 720". Analisis dengan LC-MS/MS menyatakan isolat
mengandung senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione pada menit ke-9.98 yang merupakan

steroid golongan stigmastan.

Kata kunci: Batang songga (Strychnos lucida), steroid, HPLC, FTIR, LC-MS/MS, stigmast-4-
ene-3,6-dione.
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ABSTRACT

Fiddini, Istigomah. 2021. Isolation and Identification of Steroids in Dichloromethane
Fraction from Strycnos lucida wood extract. Final Project, Bachelor of
Pharmacy, Medical Faculty, Brawijaya University. Supervisors: (1) apt. Uswatun
Khasanah, S.Farm.,M. Farm. (2) apt. Bachtiar Rifai Pratita lhsan, S. Farm., M.

Farm.

Indonesia is a country with abundant natural resources, one of them is Strychnos
lucida. In Bali and West Nusa Tenggara, Strychnos lucida has been used empirically as a
medication for malaria. Previous research stated that the sawdust of Strychnos
lucida contains flavonoids, alkaloids, terpenoids, steroids, tannins, and hydroquinones. The
purpose of this research is to isolate and identify steroids from the wood of Strychnos lucida.
Simplicia of Strychnos lucida’s wood was extracted with ethanol 80% and separated into four
fractions; dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol, and water with liquid-liquid extraction
method. Dichloromethane fraction was selected to be isolated with vacuum liquid
chromatography and column chromatography. After each step of isolation, Thin Layer
Chromatography (TLC) was performed to screen the secondary metabolites contain in every
subfraction. The isolate obtained then identified with UV-Vis spectrophotometry, FTIR
(Fourier Transform Infra-Red) spectroscopy, and LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectroscopy/Mass Spectroscopy). UV-Vis spectrophotometry result showed that the isolate
has a maximum wavelength of 284 nm. FTIR spectroscopy result showed that the isolate
has the functional groups of steroid at 2924.21-1, 2855.73-1, dan 720-1. Analysis with LC-
MS/MS stated that the isolate contains a steroid from the stigmastane group, stigmast-4-

ene-3,6-dione at minutes 9.98.

Keywords: Strychnos lucida wood, steroids, spectrophotometer UV-Vis, FTIR, LC-MS/MS,

stigmast-4-ene-3,6-dione.

Vii



DAFTAR ISI

A B S T R AK L e e ettt e et a et e e naa s Vi
AB ST R A C T ettt e ettt ettt e e e et e e et e e et et e e bbb e e Vil
DAFTAR IS ettt e ettt e e et e e e e et e e e e eba e e e eaa e e aeaba e e e eeeaeas viii
DARTARYFABEh vvaraitae. Brawiiava. ... Renasitorny Linivaersitas Broavwiiava... Xi
DAFTAR GAMBAR ..o e et ettt e et e e e et e e eaaa s Xil
DAFTAR LAMPIRAN L e e ettt e e et e e ea s Xiv
BAB | PENDAHULUAN ...t ettt e e et e e e et e e e e abn e e e etaa s 1
1.1  Latar Belakang Masalah ..............ouiiiiiiiiiiiiiiiii et e e 1

1 2citdRumusan/Masglah. Rrawiigva ... Renasifary- Liniversitas Rrawiiava. .. 3
D3SItaNjuan Peréltian s. Drawlijaya..... . saeDQOSIIoN. Universiias. rawilaya... 3
e O U 1TV o 6 410 o R 3
1.3.2  TUJUAN KNUSUS....ceiiiiiiiiiiiiiiieet ettt ettt ettt ettt r et e e e e e e aaeeeeeeeeees 4

1.4  Manfaat PENEIILIAN ..........ooiviiiiieiie et s e ae s 4
14.1 Manfaat AKAdEMIK ........coooieeii e 4
1,42  Manfaat PrakliS..........oeiei i a e 4
BAB I L Y S R R AT L LN EIRIGR Fiar g e . 6
2.1 Tinjauan Tanaman SONQUOA. ......ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ittt ettt ettt ettt e e 6
2.1 1 KIASITIKASI .ttt ettt e e e e e e e e e e ns 6
21t rNameaDaeiahae. Rrowiisve -----Renosiiary-Lniversitas - Braviiays .- 7
2313 MNHabitaversiias. Drawijaya.... . =eposiory. Universiias. .crawiiaya. .. 7
221040 Morfolagt! 2ltee 20 aWiidya | IASRMRIWLY YUV EIRLGe RIAWIAY4... 7
2.1.5 Kandungan Metabolit SEKUNAEN .........ccccoiiiiiiiiiiiii e 8
2.1.6  AKLIVItAS FArMAKOIOGH .. .uuuueriiieiiiiiiiiiiiiiiisiiiieiiiibieie bbb sensssesesnnsennnees 9
2.2 Tinjauan Golongan Steroid ...........cooiiiiiiiiiiii e 10
2.2.1 DefiniSi dan STIUKLUT .......uuueiiiitiittititiieieisiie bbb aessaassensssenasessssnnesenes 10
P A  F- T 116 T Y (=7 ] [ TR 11
P A RS Y= Lo 11 IS ] (=] o] [0 SRR 11
2.2.2.2 GlIKOSIAA JANTUNG ..o oot 12
2.2.2.3 ASaM EMPEAU ..o aaaae 12

2.2 2[4 Withasteroid:. .o oo DG O LN G LS LA AL A 13
2.2.2.5 Steroid AIKaIOId. ... 13

2.2.3 Aktivitas Farmakologi StEroid .............ceeiiiiei i 14



2.2.4 Pemisahan dan [dentiflkasi STEroid ........coveu it eaaees 15

2.3 TiINJAUAN EKSITAKSI ...uiicieiieeeicci i 15
2.3.1 DefiniSi EKSIIak ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.3.2 MetOAE EKSIIAKSI. c..ceiiiiiiiiiiiei ettt e e 15

232, ) Maserasii we - Rrmnsiimvia - Renmeitnms- Fnivareita e Rravikea a - 16
28122 Petkalasiitas. Brawiiava-----Repository- Liniversitas Brawiiava- 16
PRIA3\Refliksalian. RIAWIAYA.... .RERASIQIN. LOIVEIRIGS. RIAWIA YA, 16
2.3. 2.4 SOXNIEL ... e e et aaaaeeaaae 16
2.3.2.5 DIOBSHi cuvtuuuiieiee ittt e e et a e e e e e e e b e eaaeaaarne 17
2.3.2.8 INFUS eeeitiiie et e et e e e e e bar e e e e e eannes 17
282/ Delkokrsiias. Brawiiava.....Renositorv. Universitas Brawiiava. 17
2.3.3 Faktor yang Memengaruhi EKStraksi............ccccoeio 17

2.4 Metode PeMISANAN. .........uuiiiiiiiiiii et e e 19
2.4.1 EKSErAKSI CAIr-Calil .....uuuuuuueueeneiiiiiiisiseiisieesesiaesesiessiessssessseesssssssesssssesssseseesnesenenees 19
2.4.2 Kromatografi LapiS TiPiS (KLT) .....uuuuuuuruunnuununnnunnnnnennnuennnsnnennnsnnnsnnnsnssnnnssnesennnenen 19
2.4.3 Kromatografi KOIOM ........uuiiiiii i 20
2.4.5 Kromatografi Cair Vakum (KCV) .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiiieeiesnieneieeinenniees 21

P28 T [0 [T 111 1= T PP PP PPPPPPPPPPPPUR 22
2.5.1 SPEKIrOfOtOMELIT UV-VIS.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiese e eeeeeesenneeenee 22
2.5.2 Fourier Transform Infrared (FTIR) SPECIIOSCOPY ...ueviieeiieiiriiiiieieeeeeereiriiiiaeeeeeaas 25
2.5.3 Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy/Mass Spectroscopy (LC-MS/MS).. 27

BAB 1l KERANGKA KONSEP PENELITIAN....coou et 34

3.1 Kerangka KONSEP .....ccooiiiiiiiiiii 34

BAB IV METODE PENELITIAN ...ttt e et e et e e e e e e e e eea s 36

4.1 Rancangan Penelitian..............oe oot e e e e e e e e aanes 36

4.2  POPUIASH AN SAMIPE . ....eetiiiiiiiitiieieitisitiabsaaesbaaeeesaesseeeeesaasssesasbataeesseeesesbaessssaenebasaens 36
4210 Populasi QISHAS. RiaWlaYa. SEROQSIQLY. LOIVESHGS DIaWaya., 36
B2 2 S D e 36

4.3 Variabel PENEIIIAN. .........uu it 36
4.3.1Variabel BEDAS.........couuuiiiiiiie i e aane 36
43t Maridbel/Ferikalis. Brawiiava -----Renoasitory. Liniversilas Brawiigva. 36

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian...............oueiiiiieiiiiiiiiei e eeseeenenneneees 37
4.4.1 LoKaSi PENEILIAN ........ouieiii e e e a e e aaaae 37
4.4.2 WaKEU PENEIITIAN ... 37

4.5 Bahan dan Alat/InStrumen Penelitian ...........oooeiuuviirieiciiiniiiiiie e 37
4.5.1 Bahan Penelitian .......cccoiii i it 37



4.5.2 Alat/INSIrUMEN PENEIHLIAIN . .covieieeee et e s 37

4.6  Definisi Istilah/Operasional...............uuiiiii i e e 37
4.7 ProsSedur PENEIILIAN ..........u ittt eeenesnnnbnnnsnnee 38

A 7.1 EKSETAKSI .eeeiiiiiiiiite etttk e et a e e 38
4.7.2 EKSraKST CaUr-Cail ....ioiiiiiiiesiieee e 39
4.7.3 Kromatografi Cair Kolom Vakum DCM ........cccoiiiiiiiiiiiiie e 39
4.7.4 Kromatografi KOIOM ... e e e 40
4.7.5 Identifikasi GOlONGAN SENYAWE ........ccoeiiieieeee e 41
85 T T (N PP OTTPTUTTP TP PUPPPPTRPRPPPIN 41

4rnftB. - Jdestilikasi SURKE s it o r e - R it g+ Inivarc it e R rasiia - 41
4.7.6.1 SpeKtrofotometri UV-VIS ..o 41
456 2WFTIR SN AS, RLAWHE YA, NEROSIQLY. VNV ELSIAS RIAWHA VA, 42
4.T7.6.3LC-MS/IMS ... 42

A.7.7  ANAISIS DALA ......eeeeieeiiiiiiieeiee ettt b e 42
BAB V HASIL ..ottt r e ar s 43
5.1  Hasil Pembuatan EKSIrak ..........cccuuuiiiiiiiiiiiiiii et 43
5.2 Hasil EKStraksi Cair-Cail ..........ccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 44
5.3  Hasil Pemisahan dengan Kromatografi Cair Vakum (KCV) ...l 46
5.4  Hasil Pemisahan dengan Kromatografi Kolom Lambat ............cccccvvvvviiiiiiiiinnnnnnn. 47
5.5  Hasil Identifikasi Golongan dengan Kromatografi Lapis TipiS.........ccccevvevvvviiiineennn. 49
586sitdiasil SpektinosUvis. Brawiiava ... Repository.- Universitas -Brawiiava. 50
5.7  Hasil Identifikasi dengan FTIR ..o 51
5.8  Hasil Identifikasi dengan LC-MS/MS ... 52
BAB VI PEMBAHASAN. ..ottt ettt e et e e e et a e e e ta e e e e et s aaeeea s 55
6.1  Pembahasan Hasil PENELIAN ............ouiiiiiiiiiiiieieieeeiriie s 55
6.2 Implikasi Penelitian ... 62
6.3  Keterbatasan Penelitian ... 62
BAB 7 PENUTURP . ... et e et e et e et e e et e e e eens 62
A% R == 1 1.4 010 = o 62
Y- | - | o PP 62
RDARFTARPUSTAKA raitas. Brawtiava.... Ranasitons Univarsilas. Brawiiava. 63



REPOSITORY.UB.ACID

UNIVERSITAS

#® BRAWIJAYA

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
<
=
<
oc
o

REPOSITORY.UB.ACID

UNIVERSITAS

% BRAWIJAYA

DAFTAR TABEL
Tabel 2.1 Hasil analisis fitokimia serbuk kayu songgga..........cccoueeeeieieeeiieeeeeeeeeee e, 9
Tabel 2. 2 Aktivitas farmakologi Steroid............oooiiiiiiiiiiii e 14
Tabel 5. 1 Hasil proses ekstraksi Cair-Calil ............uuiiiieeiiiiiimiiiiiieeee e st ee e e e s searain e eeeas 44
Tabel 5. 2 Interpretasi KLT hasil ekstraksi Cair-Cair............oooouuiiiiiiiieiiiiiiiiieeee e 46
Tabel 5.3 Interpretasi KLT gabungan hasil KCV..........cooiiiiiiiiiiiiiccices e 47
Tabel 5.4 Interpretasi KLT gabungan hasil kromarografi kolom..............ccccoeeiiieiiin. 49
Tabel 5.5 Interpretasi spektra IR subfraksi D5.1........cooiiiiiiiiiiiie i 52
Tabel 5. 6 Hasil analisis MS/MS Subfraksi D5.7 ..........cuciiiiiiiiiiiiiiiie e 53
Tabel 5. 7 Fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-di0Ne ...............ccciiiiiieeeniiiiiiiiiniee e, 54
Tabel 6. 1 Kemiripan Spektra IR hasil dengan literatur................eeeeveieiniiiiiiiiiieeee e 58
Tabel 6.2 Fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione .............cccceeveiiiii, 60
Xi



DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.1 (A) Pohon; (B) Buah; (C) Daun tanaman SONQQa........cccceverrrrueeieeeerererniinnseaaanens 6
Gambar 2.2 Struktur dasar (1) dan penomoran karbon pada steroid (2) ................coeeeeen. 11
Gambar 2.3 Struktur SAponin STEIOIA ........ceiiii i 11
Gambar 2.4 Struktur kardenolida dan bufadianolida ... 12
Gambar 2.5 Struktur ASAmM EMPEAU .....ccooiiiiiiiee i 13
Gambar 2.6 Struktur WiIthaferin A ..o 13
Gambar 2.7 SruKtur SOIASOTIN ... 14
Gambar 2.8 Pelarut yang Dapat Digunakan untuk EKStraksi.............ccccevvvvviiiiieeeeeceeviiinnnnnn. 18
Gambar 2.9 Proses Pemisahan pada Kromatografi Kolom .............cccoeiiiii, 21
Gambar 2.10 Hukum Beer — Penyerapan Radi@Si............cccevveviiuiiiniieeeiiieiiiiiiie e eee e 23
Gambar 2.11 Spektrum UV digitoXIgENIN ...........ooiiiiiiiiiiie i 24
Gambar 2.12 Spektrum UV KOIESIEIOL ... ..o 24
Gambar 2.13 Skema Interferometer pada Spektrometer FTIR .............cccooiiiiein i, 25
Gambar 2.14 Spektra IR 5-hydroxy-5a-cholestan-6-0ne ............ccooiieiiviiiiiiiiiiiie e, 27
Gambar 2.15 KOMPONEN MS.... ... it e e e e et a e e e e e e e easaaaianans 28
Gambar 2. 16 Prinsip MS/MS ... it 29
Gambar 5. 1 Skema Hasil Penelitian. ... 43
Gambar 5. 2 Ekstrak Etanol Simplisia Batang Songga (Strychnos lucida)...............ccccc....... 43
Gambar 5.3 Hasil €KSIrakSi CaIM-CaN.......ccoeieeiiieeieei e 44
Gambar 5.4 Profil KLT hasil ECC setelah disemprot HySO410%......ccoviviiiiiieiiiiiiiiinnnnn. 45
Gambar 5.5 Profil KLT gabungan hasil KCV setelah disemprot H,SO4 10% .......cc.cccvvvvnnnnn. 47
Gambar 5.6 Profil KLT subfraksi D5.1 sebelum disemprot Liebermann-Burchard............ 50
Gambar 5.7 Spektrum UV iSOIat D5.1 ......uuiiiiiiiiieiiiiiiis i e e 50
Gambar 5.8 Panjang gelombang maksimum isolat D5.1 ..., 51
Gambar 5.9 Spektra IR iS0lat D5.1......coiiiuiii i 51

Xii


file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117688
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117689
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117690
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117691
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117692
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117693
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117694
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117695
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117696
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117697
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117698
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117699
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117700
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117701
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117702
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74117703
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901554
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901555
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901556
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901557
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901558
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901559
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901560
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901561
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901562

_REPOSITORY.UB.ACHD |

Gambar 5. 10 Kromatogram [S0Olat D5.7 .........ccoiiiiiiiiiiii et 52
Gambar 5.11 Spektra massa iSolat D5.7........c..uuiiiiiiiiiiiiiiie e 53
< Gambar 6. 1 Struktur senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione ...........cc.oooovviiiiiiiiiiinn e, 59
S
< Gambar 6. 2 Jalur fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione...........ccccceeveeeeeiveiinnnnnnn. 60
V) —
é ; Gambar 6. 3 Pola Fragmentasi stigmast-4-ene-3,6-dione pada isolat D5.7........................ 61
e
w <
=
2
>0
o]
C4
S|
=4
S
<
b .
5=
(%)
o
w <
= 0e
<
>0
ol
g
3|
g
&
<L
S
<L
2 -
7S
%)
&
& <L
>
S0e
S0
- Xiii
N\



file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901563
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74901564
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74116455
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74116456
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74116457

REPOSITORYV.UBACID

UNIVERSITAS

#® BRAWIJAYA

_REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<L
<
=
<
oc
(28]

REPOSITORY.UB.ACID

UNIVERSITAS

% BRAWIJAYA

Lampiran 1.
Lampiran 2.
Lampiran 3.
Lampiran 4.
Lampiran 5.
Lampiran 6.
Lampiran 7.
Lampiran 8.

Lampiran 9.

DAFTAR LAMPIRAN

Surat Determinasi Tanaman Songga (Strychnos lucida) ............ooeeeveveeieeennn. 67
Pembuatan Reagen Penampak NOda .............cccoiiiiiiiiiiiiiii e 68
Foto Hasil Optimasi FASE Gerak..........uuuuuuuuuuumimuurriieimniiiiiniinsnisnnnessmsnnianersnne 69
Foto KLT hasil Kromatografi Cair Vakum............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiecce e 71
Foto KLT hasil Kromatografi Kolom Lambat .............cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeniiins 73
Nilai Rf hasil kolom lambat D5..........ccooiiiiiiiiiiicee e 75
Hasil identifikasi dengan FTIR ..........uuuiiiiieiiiiiieiiieesieeiesiaesiaenenneennessasnenneen. 77
Hasil identifikasi dengan LC-MS/MS............uuuuuuuuimmmmmuieiiiiiieenenenirmnneenennnn. 78

Detail instrumen dan sistem running LC-MS/MS .........cccooiiiiiiiiiiiiiii e 85

Xiv


file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920054
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920056
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920057
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920058
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920060
file:///C:/Users/asus/Documents/cool/SKRIPSI/Naskah%20TA%20Istiqomah%20Fiddini.docx%23_Toc74920061

BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Sejak zaman kuno, bahan alam terutama tumbuhan, hewan, dan mineral telah
banyak digunakan untuk mengobati banyak penyakit (Calixto, 2019). Sumber bahan
alam memiliki keragaman struktur kimia yang sangat luas, yang disertai dengan
kemampuannya untuk mengubah fungsi biologis tubuh manusia menyebabkan bahan
alam mendapat perhatian yang cukup besar dalam pengembangan obat. Berdasarkan
survei lisan yang dilakukan di berbagai belahan dunia, banyak tanaman obat yang
secara empiris telah digunakan oleh manusia untuk mengatasi berbagai penyakit
(Koparde, 2019). Tanaman obat penting dalam penemuan obat karena mengandung
sejumlah besar unsur kimia yang aktif secara biologis. Selama bertahun-tahun, uji klinis
telah dilakukan pada berbagai tanaman obat dan sering kali ada korelasi antara
penggunaan empiris tanaman obat dan aktivitas biologis dari unsur kimianya (Giang,
2018).

Keberadaan tanaman obat di bumi sangat melimpah, dan setiap tanaman
diidentifikasi dengan molekul bioaktif dan sifat terapeutiknya sendiri. Diperkirakan
hampir 75.000 spesies tumbuhan tingkat tinggi ada di bumi, dan hanya 1 sampai 5%
yang telah dipelajari secara ilmiah dan diketahui memiliki nilai terapeutik (Koparde,
2019). Di Indonesia telah ditemukan sedikitnya 30.000 jenis tumbuhan obat (Kemendag,
2009). Selain itu, penggunaan tanaman obat telah tertanam dalam budaya bangsa
sejak berabad-abad lalu. Sebagai negara degan keanekaragaman hayati yang tinggi,
Indonesia dianugerahi kekayaan sumber daya alam termasuk material tanaman obat
sebagai aset nasional yang perlu digali, diteliti dikembangkan dan dioptimalkan

pemanfaatannya (Sholikhah, 2016).



Salah satu tanaman obat yang dapat diteliti lebih lanjut adalah tanaman songga.
Secara empiris, batang songga yang dipreparasi dengan cara direbus, satu gelas air
rebusan diminum tiga kali sehari digunakan sebagai obat malaria oleh masyarakat Hu'u,
Kabupaten Dompu, NTB (Setiawan, 2014). Selain itu, masyarakat juga memanfaatkan
hampir semua bagian tanaman songga untuk berbagai penyakit seperti sakit gigi atau
gigi berlubang, usus buntu, diare, pegal linu, dan juga sebagai obat luka luar (Hasan,
2011). Kayu songga disebutkan mengandung glikosida bisirdoid, lingustrinosida, dan
alkaloid loganin; loganetin, dan asam loganan (Setiawan, 2014). Serbuk kayu tanaman
songga terdeteksi mengandung kelompok senyawa flavonoid, alkaloid, triterpenoid,
steroid, tannin dan hidrokuinon (Syafii, 2016).

Steroid telah diketahui memiliki banyak aktivitas farmakologi yang berbeda-beda,
seperti aktivitas anti-inflamasi (kortikosteroid), hormon seks (progesteron dan estrogen),
dan steroid jantung (digoxin dan digitoxin) (Patel S. S., 2015). Steroid tanaman memiliki
berbagai efek terapetik seperti penurunan kadar kolesterol darah hingga 15%,
mencegah kanker (Sultan, 2015), growth-promoting phytohormone, imunosupresif,
hepatoprotektif, antibakteri, antihelmintik, dan aktivitas kardiotonik (Patel S. S., 2015).
Penelitian telah menunjukkan bahwa steroid juga dapat mempengaruhi ekspresi gen,
translasi, dan aktivitas enzim (Neilsen, 2014). Brassinolide telah terbukti dapat
mempengaruhi proses pemanjangan sel, pembelahan sel, dan represi gen yang
mengatur stress (Sultan, 2015).

Salah satu golongan steroid yang terkandung dalam tanaman songga (Strychnos
lucida) adalah steroid saponin (Gusmailina, 2015). Saponin steroid adalah steroid
dengan jumlah atom karbon 27 (C27) yang mengalami modifikasi pada rantai
sampingnya dan menghasilkan spiroketal (Dewick, 2002). Saponin steroid memiliki
beberapa aktivitas farmakologi, diantaranya antitumor, antibakteri, antifungi, antivirus,
antiinflamasi, antioksidan, antihiperlipidemia dan efek hipoglikemia (Chen F.-F. Z.-W.-F.,
2016). Pada penelitian lain terhadap tanaman dalam genus yang sama dengan

Strychnos lucida, yaitu Strychnos potatorum menunjukkan bahwa ekstrak akar, kulit



kayu, dan biji Strychnos potatorum mengandung sterol yang diperkirakan adalah
sitosterol, stigmasterol, dan campsterol (Mallikharjuna, 2007).

Berdasarkan penelitian sebelumnya mengenai tanaman songga menyatakan
bahwa tanaman songga mengandung senyawa metabolit sekunder golongan steroid.
Senyawa golongan teroid memiliki beberapa aktivitas farmakologi yang bermanfaat
dalam pengobatan, maka dilakukan isolasi steroid dari eksrak batang songga. Untuk
mendapatkan senyawa murni dari sampel tanaman, strategi pemurnian selalu terdiri
dari beberapa prosedur yaitu ekstraksi, prepurifikasi, dan kemudian satu atau beberapa
langkah kromatografi (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001). Metode isolasi yang dipilih
adalah metode maserasi karena tidak menggunakan panas sehingga tidak merusak
metabolit yang terkandung di dalamnya dan relatif cepat (Depkes RI, 2000).

Setelah ekstraksi, langkah selanjutnya yaitu partisi dengan dua pelarut yang tidak
dapat larut (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001). Pada langkah ketiga, prosedur
kromatografi mulai digunakan. Selanjutnya, KLT dapat dilakukan untuk memeriksan
kemurnian senyawa atau sebagai langkah pemurnian tambahan (Dinan, Harmatha, &
Lafont, 2001). Isolat yang diperoleh kemudian dapat diprediksi strukturnya berdasarkan

spektra UV, LC-MS/MS, dan FTIR.

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana struktur kimia senyawa steroid yang diisolasi dari fraksi diklorometana

ekstrak batang songga?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk memperoleh informasi prediksi

struktur isolat dari fraksi diklorometana ekstrak batang songga (Strychnos lucida).
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1.3.2

Tujuan Khusus

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah untuk memperoleh informasi prediksi

struktur isolat steroid dari fraksi diklorometana ekstrak batang songga (Strychnos lucida)

berdasarkan data spektra UV, LC-MS/MS, dan FTIR.

1.4 Manfaat Penelitian

141

1.4.2

Manfaat Akademik

Hasil dari penelitian ini dapat dijadikan acuan dasar serta refrensi dalam
pengembangan ilmu pengetahuan dan penelitian-penelitian kedepannya terkait
isolasi dan identifikasi isolat fraksi diklorometana ekstrak batang tanaman songga

(Strychnos lucida).

Manfaat Praktis

Hasil dari penelitian ini dapat memperluas wawasan pembaca dan
masyarakat umum tentang kandungan dan aktivitas tanaman songga (Strychnos
lucida). Hal ini diharapkan dapat meningkatkan pengetahuan seputar potensi

tanaman songga (Strychnos lucida).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Tanaman Songga

2.1.1 Klasifikasi

Kingdom

Subkingdom

Super Divisi

Divisi

Kelas

Sub Kelas

Ordo

Famili

Genus

Spesies

: Plantae (Tumbuhan)

: Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

: Spermatophyta (Menghasilkan biji)

: Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)

: Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil)

: Asteridae

: Gentianales

: Loganiaceae

: Strychnos

: Strychnos lucida Blume

Gambar 2.1 (A) Pohon; (B) Buah; (C)
Daun tanaman songga

(Setiawan, 2014)



2.1.2

2.1.3

214

Nama Daerah

Tanaman dengan nama latin Strychnos lucida dikenal dengan nama bidara
laut. Selain itu tanaman ini memiliki beberapa nama, di Bima dan Dompu (NTB)
dikenal dengan nama kayu songga, sedangkan di Bali lebih dikenal dengan sebutan

kayu pait (Setiawan, 2014).

Habitat

Tanaman songga pada umumnya dapat tumbuh di dataran sampai dengan
perbukitan dengan kemiringan lereng mulai dari landai hingga curam. Batuan
permukaan pada habitat bidara laut relatif sedikit. Pada umumnya tekstur tanah pada
habitat songga agak kasar, termasuk dalam kelas tekstur lempung-lempung berpasir.
Kelas tekstur ini didominasi oleh komponen pasir dengan struktur granuler. Tanah
jenis tersebut memiliki laju peresapan air yang baik, kapasitas penyimpanan air
rendah, kandungan unsur hara cenderung rendah, namun sistem perakaran dan
permeabilitasnya cukup baik (Setiawan, 2014).

Berdasarkan sifat kimia tanah, tanah tempat tumbuh tanaman songga
memiliki pH agak asam (5,5-6,5) dan netral (6,6—7,5) dengan pH terendah 5,9 dan
tertinggi 7,5. Tanaman songga tetap mampu beradaptasi dan tumbuh pada tanah-

tanah dengan kandungan bahan organic (C, N, P) yang variatif (Setiawan, 2014).

Morfologi

Songga merupakan tanaman berjenis perdu dengan diameter rata-rata
mencapai 15 — 20 cm. Tinggi pohon songga dapat mencapai 50 cm dan memiliki
banyak tonggak dan batang. Buahnya seperti buah jeruk dimana biji songga berada
di dalamnya. Besar buah songga rata-rata seukuran kelereng. Dalam kondisi masih
mentah buah songga berwarna hijau, dan ketika sudah masak berwarna kuning.
Dalam satu buah songga, bijinya dapat mencapai 2 — 3 biji. Biji songga memiliki

ukuran sebesar kancing baju berukuran kecil dengan diameter mencapai 2,5 — 4 mm



(Hasan, 2011). Kayu songga berwarna kuning pucat, keras, dan kuat. Daunnya
mempunyai ukuran sekitar 2,6 — 6,1 cm x 1,7 — 3,7 cm dan bagian bawah daun pada
umumnya mempunyai warna yang lebih pucat daripada bagian atasnya. Bunga
mempunyai kelopak antara 1 — 1,3 mm, sedangkan mahkotanya mempunyai panjang
10 — 15 mm, dan tabungnya sekitar 7 — 12 mm. Pada umumnya, tabung kelopak
lebih panjang dari lobusnya (Heyne, 1987). Simplisia kayu songga berupa serutan
kayu yang kasar, berwarna coklat di bagian luar dan bagian dalam berwarna putih

kecoklatan, tidak berbau, dan rasa pahit (Kemenkes RI, 2017).

2.1.5 Kandungan Metabolit Sekunder

Berdasarkan Farmakope Herbal Indonesia (2017), kayu songga mengandung
senyawa alkaloid brusin tidak kurang dari 0,1%. Kayu songga mengandung striknin
dan brusin, serta ester asam kuinat yaitu 4-0-(3,5-dimetoksi-4-hidroksibensoil) kuinat
loganin, mangan dan silikat. Striknin dan brusin merupakan senyawa utama yang
dapat ditemukan pada bagian biji, daun kulit kayu, dan seluruh bagian tanaman.
Songga diketahui mengandung alkaloid indol alkaloid lainnya seperti a kolubirin, 8
kolubirin, ikajin, fomisin, novasin, N-oksistriknin, dan pseudistriknin dengan total
kandungan alkaloid sebesar 1,8-5,3%. Kayu songga disebutkan juga mengandung
glikosida bisirdoid, lingustrinosida, dan alkaloid loganin; loganetin, dan asam loganan

(Setiawan, 2014).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Syafii, et al (2016), analisis fitokimia
secara kualitatif menunjukkan bahwa kelompok senyawa yang terdeteksi pada
serbuk kayu songga antara lain flavonoid, alkaloid, triterpenoid, steroid, tanin, dan

hidrokuinon.



Tabel 2.1 Hasil analisis fitokimia serbuk kayu songgga

Kelompok Senyawa Hasil
Flavonoid +
Alkaloid ++
Triterpenoid +++
Steroid +
Saponin 1
Tanin ++
Hidrokuinon ++

Keterangan : (-): tidak terdeteksi; (+): positif; (++): positif kuat; (+++): positif sangat kuat

(Syafii, 2016)

Salah satu golongan steroid yang terkandung dalam tanaman songga
(Strychnos lucida) adalah steroid saponin (Gusmailina, 2015). Saponin steroid
adalah steroid dengan jumlah atom karbon 27 (C27) yang mengalami modifikasi
pada rantai sampingnya dan menghasilkan spiroketal (Dewick, 2002). Pada
penelitian lain terhadap tanaman dalam genus yang sama dengan Strychnos lucida,
yaitu Strychnos potatorum menunjukkan bahwa ekstrak akar, kulit kayu, dan biji
Strychnos potatorum mengandung sterol yang diperkirakan adalah sitosterol,

stigmasterol, dan campsterol (Mallikharjuna, 2007).

2.1.6 Aktivitas Farmakologi

Secara empiris, batang songga yang dipreparasi dengan cara direbus, satu
gelas air rebusan diminum tiga kali sehari digunakan sebagai obat malaria oleh

masyarakat Hu’'u, Kabupaten Dompu, NTB (Setiawan, 2014).
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Hasil pengujian aktivitas antimalaria secara in vitro menunjukkan bahwa
ekstrak n-heksana, etil asetat, dan etanol kayu songga mampu menghambat
pertumbuhan P. falciparum (Syafii, 2016). Ekstrak metanol batang songga memiliki
aktivitas antibakteri; dalam konsentrasi 25, 50, 75, dan 100% mampu menghambat
pertumbuhan Klinis bakteri S. aureus, K.pneumoniae, dan E. coli dengan kategori
sedang, lemah, serta sedang dan lemah, dan terjadi peningkatan besar daya hambat
bakteri seiring dengan besarnya konsentrasi ekstrak (Kurniawan, 2018).

Menurut Gusmailina (2015), salah satu golongan steroid yang terkandung
dalam tanaman songga (Strychnos lucida) adalah steroid saponin, yang memiliki
aktivitas antitumor, antibakteri, antifungi, antivirus, antiinflamasi, antioksidan,
antihiperlipidemia dan efek hipoglikemia (Chen F.-F. Z.-W.-F., 2016). Selain itu,
penelitian lain terhadap tanaman Strychnos potatorum menunjukkan bahwa ekstrak
akar, kulit kayu, dan biji Strychnos potatorum mengandung sterol yang diperkirakan
adalah sitosterol, stigmasterol, dan campesterol (Mallikharjuna, 2007). Sitosterol
diketahui memiliki aktivitas antioksidan, antimikroba, angiogenik, imunomodulator,
antidiabetes, antiinflamasi, antikanker, dan antinosiseptif tanpa toksisitas yang mayor
(Sayeed, 2016). Menurut Kaur (2019), stigmasterol memiliki beberapa aktivitas yaitu
aktivitas  antiosteoartritis, antitumor, antiinflamasi,  antihiperkolesterolemia,

antioksidan, antimutagenik, dan hipoglikemik.

2.2 Tinjauan Golongan Steroid
2.2.1 Definisi dan Struktur

Steroid merupakan modifikasi dari triterpenoid yang memiliki cincin tetrasiklik
dari lanosterol (Dewick, 2002). Semua steroid berasal dari kolesterol dengan
kerangka dasar siklopentano perhidrofenantrena yang terdiri dari gabungan 3 cincin
sikloheksana dan 1 cincin siklopentana dengan 17 atom karbon (C). Biasanya

terdapat gugus metil pada C10 & C13 dan sebagian besar rantai samping alkil
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terdapat pada C17 (Sultan, 2015). Di antara steroid tanaman, dapat ditemukan
senyawa nonpolar, polar atau bahkan yang sangat polar (larut dalam air) (Dinan,

Harmatha, & Lafont, 2001).

Gambar 2.2 Struktur dasar (1) dan penomoran karbon pada steroid (2)

(Sultan, 2015)

2.2.2 Klasifikasi Steroid

Sedikit variasi dalam kerangka dasar steroid atau adanya kelompok

fungsional menghasilkan berbagai klasifikasi steroid (Sultan, 2015), antara lain:

2.2.2.1 Saponin Steroid

Saponin steroid banyak banyak ditemukan pada tumbuhan monokatil,
khususnya Dioscoreaceae (misalnya Dioscorea), Agavaceae (mis. Agave, Yucca)
dan Liliaceae (mis. Smilax,Trillium). Saponin steroid adalah steroid dengan jumlah
atom karbon 27 (C27) yang mengalami modifikasi pada rantai sampingnya dan
menghasilkan spiroketal. Semua saponin steroid memiliki konfigurasi pusat spiro

yang sama Yyaitu pada C22 (Dewick, 2002).

HO

diosgenin
Gambar 2.3 Struktur Saponin Steroid

(Dewick, 2002)
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2.2.2.2 Glikosida Jantung

Banyak tumbuhan diketahui mengandung jantung dan telah lama digunakan
sebagai racun panah (misalnya Strophanthus) atau sebagai obat jantung
(misalnya Digitalis). Glikosida jantung digunakan untuk memperkuat jantung yang
lemah dan memungkinkannya berfungsi lebih efisien, meskipun dosisnya harus
dikontrol dengan sangat hati-hati karena indeks terapinya yang sangat sempit
(Dewick, 2002).

Aktivitas terapeutik glikosida jantung tergantung pada struktur aglikon yang
dimilikinya. Ada dua jenis aglikon yang dikenali, yaitu kardenolida (mis: digitoxigenin)
dari Digitalis purpurea yang merupakan senyawa C23, dan bufadianolida (mis:
hellebrigenin) dari Helleborus niger, yang merupakan senyawa C24. Pada
kardenolida dan bufadianolida terdapat gugus lakton tak jenuh pada C17 dengan -

turutjumlah atom karbon 5 dan 6 berturut (Dewick, 2002).

cardenolide - digitoxigenin bufadienolide - hellebrigenin

Gambar 2.4 Struktur kardenolida dan bufadianolida

(Dewick, 2002)

2.2.2.3 Asam Empedu

Asam empedu adalah asam steroid C24 dalam bentuk garam empedu yang
disekresikan ke dalam usus untuk mengemulsi dan mencerna lemak. Proses
pembentukan asam empedu berperan dalam menurunkan kolesterol yang diserap
dari makanan. Asam empedu terbentuk di hati degan oksidasi tiga karbon pada
rantai samping dari kolesterol. Karakeristik asam empedu yaitu memiliki 3 gugus

hidroksil pada kerangka steroid dan 1 gugus karboksil pada C24 (Dewick, 2002).
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CO.H

cholic acid

Gambar 2.5 Struktur Asam Empedu

(Dewick, 2002)

2.2.2.4 Withasteroid
Withasteroid merupakan steroid C28 yang memiliki gugus lakton pada C22

dan C26 dan sejumlah gugus fungsi yang mengandung oksigen (mis:hidroksil,
karboksil). Pada withasteroid, rantai sampingnya tertaut pada C17 dari kerangka

steroid (Patel S. S., 2015).

Withaferin A

Gambar 2.6 Struktur Withaferin A
(Patel S. S., 2015)

2.2.2.5 Steroid Alkaloid
Steroid alkaloid merupakan jenis steroid dimana atom nitrogen terintegrasi ke

dalam cincin atau sebagai substituen dari kerangka steroid (Patel S. S., 2015).
Steroid alkaloid biasanya terdapat pada tanaman Solanaceae (mis: Solanum
mammosum), yaitu solasodin yang digunakan sebagai bahan baku pembuatan

kontrasepsi oral (Endarini, 2016).
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Gambar 2.7 Struktur Solasodin

2.2.3 Aktivitas Farmakologi Steroid

Steroid merupakan kelompok metabolit sekunder yang memiliki

keanekaragaman dalam struktur dan fungsi biologisnya yang telah terbukti memiliki

berbagai macam aktivitas farmakologi, antara lain menurunkan kadar kolesterol,

mencegah kanker

(Sultan, 2015), sebagai growth-promoting phytohormone,

imunosupresif, hepatoprotektif, antibakteri, antihelmintik, dan aktivitas kardiotonik

(Patel S. S., 2015). Selain itu steroid juga dapat mempengaruhi ekspresi gen,

translasi, dan aktivitas enzim (Neilsen, 2014).

Tabel 2. 2 Aktivitas farmakologi steroid

Jenis steroid

Aktivitas farmakologi

Brassinosteroid

Growth-promoting phytohormone

Bufadianolida

Kardiotonik; meningkatkan kekuatan kontraksi jantung

Kardenolida

Kardiotonik, antibakteri

Kukurbitasin

Antitumor, antimikroba, hepatoprotektif, antiinflamasi

Saponin steroid

Antifungi, hormon seks, antitusif

Alkaloid steroid

Antiinflamasi, hormon seks

Withasteroid

Diare, demam rematik, antitumor, imunosupresif,

hepatoprotektif

(Patel S. S., 2015)
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2.2.4 Pemisahan dan ldentifikasi Steroid

Steroid dapat dipisahkan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
dengan fase diam silika dan fase gerak kloroform:etanol:air (188:12:1) yang
kemudian dideteksi di bawah sinar UV 254 dan 366 nm (Bhawani, 2010). Beberapa
jenis steroid dapat dipisahkan menggunakan kromatografi kolom atau Kromatografi
Lapis Tipis Preparatif (KLTP) dengan adsorben alumina dan eluen berupa campuran
sikloheksana-etil asetat atau campuran metilen diklorida-aseton (Endarini, 2016).
Identifikasi steroid dapat menggunakan penampak noda Liebermann-Burchard yang
dibuat dengan cara menyampurkan 5 ml asetat anhidrida dan 5 ml asam sulfat pekat
ditambahkan dengan hati-hati ke dalam 50 ml etanol absolut, sambil didinginkan
dalam es. Plat yang telah disemprot kemudian dipanaskan pada suhu 100°C selama
5-10 menit dan diamati di bawah sinar UV 365 nm (Wagner H. a., 1996). Sampel
yang jika diamati di bawah sinar UV 365 nm menunjukkan warna biru
mengindikasikan bahwa sampel tersebut positif mengandung steroid (Hidayah,

2016).

2.3 Tinjauan Ekstraksi

23.1

232

Definisi Ekstrak

Dalam Farmakope Indonesia edisi 5, ekstrak didefinisikan sebagai sediaan
pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau
hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hamper semua
pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian
hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Kemenkes RI, 2014).

Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan
menggunakan pelarut yang sesuai (Abubakar & Haque, 2020). Menurut Depkes RI,

ekstraksi dengan menggunakan pelarut dibedakan menjadi 2 cara, yaitu cara dingin
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yang terdiri atas maserasi dan perkolasi serta cara panas yang terdiri atas refluks,

soxhlet, digesti, infus, dan dekok (Depkes RI, 2000).

2.3.2.1 Maserasi
Metode ini dilakukan dengan memasukkan simplisia dan pelarut yang sesuai

ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu ruang. Pengadukan secara
berkala dapat mempercepat proses ekstraksi. Setelah proses ekstraksi, pelarut
dipisahkan dari sampel dengan penyaringan atau dekantasi (Abubakar & Haque,

2020).

2.3.2.2 Perkolasi
Perkolasi merupakan metode yang lebih efisien daripada maserasi karena

merupakan proses berkelanjutan dimana pelarut jenuh terus-menerus diganti dengan
pelarut baru (Zhang, 2018). Perkolasi umumnya dilakukan pada suhu ruangan.
Prosesnya terdiri dari pengembangan bahan, maserasi antara, tahap perkolasi
sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak) yang dilakukan terus menerus

sampai diperoleh ekstrak yang jumlahnya 1-5 kali bahan (Depkes RI, 2000).

2.3.2.3 Refluks
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperature titik didihnya

selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relative konstan dengan
adanya pendingin balik.umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu
pertama hingga 3-5 kali sehingga dapat termasuk proses ekstraksi sempurna
(Depkes RI, 2000). Metode refluks lebih efisien daripada perkolasi dan maserasi
serta membutuhkan waktu dan jumlah pelarut yang lebih sedikit. Metode ini tidak

dapat digunakan untuk bahan yang termolabil (Zhang, 2018).

2.3.2.4 Soxhlet

Soxhlet adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru yang dilakukan
dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi secara kontinu dengan jumlah pelarut

yang relative konstan dengan adanya pendingin balik (Depkes RI, 2000). Metode ini
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mengintegrasikan keunggulan metode perkolasi dan refluks, yang menggunakan
prinsip refluks dan penyedotan untuk terus melakukan ekstraksi dengan pelarut
segar. Metode ini memiliki efisiensi ekstraksi tinggi serta waktu dan jumlah pelarut
yang lebih sedikit daripada maserasi atau perkolasi. Suhu yang tinggi dan waktu
ekstraksi yang lama dalam akan meningkatkan kemungkinan degradasi termal

(Zhang, 2018).

2.3.2.5 Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada suhu
yang lebih tinggi dari suhu ruangan, umumnya dilakukan pada suhu 40-50°C

(Depkes RI, 2000).

2.3.2.6 Infus

Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada suhu terukur 96-98°C selama
15-20 menit dengan penangas air (bejana indus tercelup dalam penangas air

mendidih) (Depkes RI, 2000).

2.3.2.7 Dekok

Dekok adalah infus dengan waktu yang lebih lama pada suhu sampai titik
didih air (Depkes RI, 2000). Ekstrak yang diperoleh dari metode ini mengandung
sejumlah besar pengotor yang larut dalam air. Dekok tidak dapat digunakan untuk

ekstraksi bahan yang termolabil atau mudah menguap (Zhang, 2018).

2.3.3 Faktor yang Memengaruhi Ekstraksi

Sifat-sifat pelarut ekstraksi, ukuran partikel bahan baku, rasio solvent-to-solid,
suhu ekstraksi dan durasi ekstraksi akan mempengaruhi efisiensi ekstraksi.
Pemilihan pelarut sangat penting dalam proses ekstraksi. Selektivitas, kelarutan,
biaya dan keamanan harus dipertimbangkan dalam pemilihan pelarut. Berdasarkan
prinsip like-dissolve-like, pelarut dengan nilai polaritas yang mendekati polaritas zat

terlarut akan cenderung bekerja lebih baik, begitu pula sebaliknya. Alkohol (etanol
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dan metanol) merupakan pelarut yang umum digunakan dalam ekstraksi pelarut

untuk investigasi fitokimia (Zhang, 2018).

Polarity Boiling Viscosity  Solubility in water
Solvent index point (°C) (cPoise) (%o w/w)

n-Hexane 0.0 69 0.33 0.001
Dichloromethane 3.1 41 0.44 1.6
n-Butanol 39 118 298 7.81
iso-propanol 39 82 2.30 100
n-Propanol 4.0 92 227 100
Chloroform 4.1 61 0.57 0.815
Ethyl acetate 4.4 77 0.45 8.7
Acetone 5.1 56 0.32 100
Methanol 5.1 65 0.60 100
Ethanol 52 78 1.20 100
Water 9.0 100 1.00 100

Gambar 2.8 Pelarut yang Dapat Digunakan untuk Ekstraksi

(Sarker S. D., 2006)

Umumnya, semakin halus ukuran partikelnya, semakin baik hasil ekstraksi
yang dicapai. Efisiensi ekstraksi akan meningkat seiring dengan berkurangnya
ukuran partikel karena penetrasi pelarut dan difusi zat terlarut yang meningkat.
Namun, ukuran partikel yang terlalu halus akan menyebabkan penyerapan zat
terlarut yang berlebih dalam padatan dan menyebabkan kesulitan dalam
penyaringan. Temperatur yang tinggi dapat meningkatkan kelarutan dan difusi. Akan
tetapi, temperatur yang terlalu tinggi juga dapat menyebabkan hilangnya pelarut
(penguapan), yang menghasilkan pengotor yang tidak diinginkan serta terurainya
komponen yang termolabil (Zhang, 2018).

Efisiensi ekstraksi meningkat dengan bertambahnya durasi ekstraksi dalam
rentang waktu tertentu. Peningkatan waktu tidak akan memengaruhi hasil ekstraksi
setelah kesetimbangan zat terlarut dicapai di dalam dan di luar bahan padat.
Semakin besar rasio solvent-to-solid, semakin banyak hasil ekstraksi; namun rasio
solvent-to-solid yang terlalu tinggi akan menyebabkan ekstraksi pelarut yang

berlebihan dan membutuhkan waktu yang lama untuk pemekatannya (Zhang, 2018).
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2.4 Metode Pemisahan

Pemisahan dilakukan untuk memisahkan suatu kuantitas tertentu dari campuran
(padat, cair, gas) sehingga dapat terpisah menjadi beberapa jumlah kecil (fraksi).
Pemisahan bertingkat biasanya menggunakan pelarut organik seperti eter, aseton,
benzene, etanol, diklorometana, atau campuran pelarut tersebut (Adijuwana & M.A,
1989).

2.4.1 Ekstraksi Cair-Cair

Salah satu metode pemisahan yang sering digunakan adalah ekstraksi cair-cair.
Ekstraksi cair-cair melibatkan distribusi zat terlarut antara dua fase cair yang tidak
bercampur. Teknik ini berguna untuk pemisahan yang sangat cepat dan “bersih” dari
kedua zat organik dan anorganik. Alat yang digunakan untuk ekstraksi cair-cair adalah
corong pisah. Setelah campuran dikocok selama sekitar satu menit, fase didiamkan
agar terjadi pemisahan. Pemisahan ini didasarkan pada massa jenis kedua fraksi,
fraksi yang massa jenisnya lebih besar akan berada di bagian bawah (Christian G. D.,
2014).

2.4.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah teknik pemisahan kromatografi cair
dimana fase diam terdispersi sebagai lapisan tipis yang ditempatkan pada
permukaan pelat yang biasanya terbuat dari kaca atau aluminium foil. Aplikasi KLT
yang umum adalah identifikasi bahan aktif dan kontaminan dalam bahan baku atau
sediaan farmasi dan analisis herbal yang digunakan sebagai obat atau suplemen
makanan. Sampel dilarutkan dalam pelarut yang mudah menguap, ditotolkan dalam
jumlah sedikit (£ 10 pl) pada sekitar 2 cm dari ujung pelat dan antar totlan diberi jarak
sekitar 1 cm. Pelarut sampel kemudian diuapkan dan pelat dimasukkan ke dalam
chamber yang berisi fase gerak. Chamber kemudian ditutup dan fase gerak
bermigrasi ke atas pelat dengan gaya kapiler. Analit bermigrasi di atas pelat

tergantung pada distribusinya antara fase gerak dan fase diam. Ketika fase gerak
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telah mencapai batas atas pelat, pelat KLT dikeluarkan dari chamber dan fase gerak
diuapkan dari pelat dalam lemari asam. Posisi, warna dan ukuran noda dalam
sampel terlihat pada pelat dan dibandingkan dengan posisi, warna dan ukuran bintik-
bintik dalam zat referensi (standar) (Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012)

KLT fase normal menggunakan bahan polar silika sebagai fase diam dan
pelarut organik sebagai fase gerak sering kali menjadi pilihan utama. Secara umum
teknik ini dapat digunakan untuk melihat semua analit. Analit berwarna dapat
langsung terlihat, dan zat yang menyerap cahaya UV atau fluoresensi dapat
dideteksi ketika pelat KLT diradiasi dengan cahaya dari lampu UV. Pelat KLT juga
dapat disemprotkan dengan pereaksi yang bereaksi dengan zat untuk membentuk
senyawa berwarna Selain sebagai teknik yang sederhana dan murah, KLT juga
menampilkan semua komponen dalam sampel, termasuk zat dengan interaksi yang
kuat ke fase diam, dengan jarak migrasi yang pendek atau bahkan tidak bermigrasi
sama sekali (Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012).

Retensi zat pada pelat KLT dinyatakan sebagai retention factor (Rf). Nilai Rf
akan berada dalam rentang antara O dan 1 dan. Analit dengan interaksi terkuat

dengan fase diam akan memiliki nilai Rf terendah Nilai Rf didefinisikan sebagai:

Rf= -
" b

Ket:
a = jarak antara batas bawah dan noda
b = jarak antara batas bawah dan batas atas
(Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012)

2.4.3 Kromatografi Kolom

Pada kromatografi kolom, fase diam ditempatkan dalam kolom sempit tempat
fase gerak bergerak di bawah pengaruh gravitasi atau tekanan. Fase diam dapat

berupa padatan atau lapisan film tipis yang melapisi dinding kolom. Fase diam yang
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telah disiapkan kemudian dimampatkan ke dalam kolom (biasanya berbahan kaca),
panjang dan diameternya tergantung pada jumlah sampel yang akan dimuat, mode
pemisahan yang akan digunakan, dan tingkat resolusi yang dibutuhkan. Kolom
adsorpsi dapat berupa kemasan kering atau basah. Teknik pengepakan basah yang
paling umum adalah dengan mencampurkan adsorben dengan pelarut dan
dituangkan ke dalam kolom. Saat adsorben mengendap, pelarut berlebih ditampung
dan pelarut baru dituangkanke dalam kolom (Ismail, 2010).

Sampel yang akan dipisahkan dilarutkan dalam fase gerak dengan volume
seminimal mungkin dan kemudian diletakkan pada bagian atas kolom. Pada metode
ini hanya menggunakan aliran gravitasi atau pompa vakum untuk mempertahankan
aliran fase gerak melalui kolom (Ismail, 2010). Pemisahan zat terlarut terjadi sebagai
hasil dari migrasi dan diferensiasi melalui kolom, dan analit dapat dipantau saat

pemisahan sedang berlangsung (Harvey, 2000).

e N
|

@
Gambar 2.9 Proses Pemisahan pada Kromatografi Kolom

(Harvey, 2000)

2.4.5 Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi Cair Vakum (KCV) digunakan untuk fraksinasi ekstrak total
secara cepat. Teknik ini dapat dilakukan dengan menggunakan kolom kromatografi
yang dihubungkan dengan pompa vakum, dengan isian kolom silika gel. Sebagai

eluen digunakan campuran pelarut dari yang non polar secara bertahap ke yang
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polar. Hasil pemisahan dari kromatografi vakum cair adalah fraksi-fraksi yang dapat
dikelompokkan menjadi kelompok senyawa non polar, semi polar, dan polar
(Heliawati, 2018).

Kromatografi vakum cair merupakan modifikasi dari kromatografi kolom
gravitasi. Metode ini lebih banyak digunakan untuk fraksinasi sampel dalam jumlah
besar (10-50 g). Kolom yang digunakan biasanya terbuat dari kaca dengan lapisan
berpori pada bagian bawah. Kolom disambungkan dengan penampung eluen yang
dihubungkan dengan pompa vakum. Pompa vakum akan menghisap eluen dalam
kolom, sehingga proses pemisahan berlangsung lebih cepat (Heliawati, 2018).

Kolom KVC dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan
maksimum. Sampel yang akan dipisahkan biasanya sudah diadsorbsikan ke dalam
silica kasar terlebih dahulu (ukuran silika kasar 30-70 mesh) agar pemisahannya
lebih teratur dan menghindari sampel langsung menerobos ke dinding kaca tanpa
melewati adsorben terlebih dahulu, yang dapat berakibat gagalnya proses
pemisahan. Pelarut yang kepolarannya rendah dituangkan ke permukaan penyerap
yang sebelumnya sudah dimasukkan sampel. Kolom dihisap perlahan-lahan dengan
menggunakan vakum. Kolom dieluasi dengan campuran pelarut yang cocok, mulai
dengan pelarut yang kepolarannya rendah lalu kepolaran ditingkatkan perlahan-
lahan. Kolom dihisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi, sehingga

kromatografi vakum cair disebut juga kolom fraksinasi (Heliawati, 2018).

2.5 Identifikasi
2.5.1 Spektrofotometri UV-Vis

Dalam metode spektrofotometri, larutan sampel menyerap radiasi
elektromagnetik berupa cahaya dengan panjang gelombang tertentu. Jumlah
cahaya yang diserap tergantung pada konsentrasi analit dalam larutan. Panjang

gelombang cahaya ultraviolet berkisar antara 10 hingga 380 nm, tetapi rentang yang
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paling bermanfaat secara analitis adalah 190 hingga 380 nm. Sedangkan untuk
cahaya visual (Vis) memiliki bagian yang sangat kecil dalam spektrum
elektromagnetik yaitu antara 380-780, dan itu adalah wilayah panjang gelombang

yang bisa dilihat oleh mata manusia (Christian G. D., 2014).

Ketika radiasi elektromagnetik monokromatik (radiasi dengan hanya satu
panjang gelombang) dengan intensitas |, melewati larutan analit, beberapa radiasi

diserap oleh analit sementara sisanya melewati analit (1).

@ —> | —

Sample solution

—»

b

Gambar 2.10 Hukum Beer — Penyerapan Radiasi

(Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012)

Menurut hukum Beer, absorbansi (A) sebanding dengan panjang jalur yang
dilalui radiasi (b), konsentrasi zat dalam larutan (c), dan absorbtivitas molar (€).
Panjang kuvet (b) dinyatakan dalam cm dan konsentrasi analit (c) dalam larutan
dinyatakan dalam mol per liter (M).

A =Ebc

(Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012)

Selain analisis kuantitatif, spektrofotometri UV juga digunakan untuk
identifikasi zat. Identifikasi didasarkan pada spektrum UV, dimana absorbansi suatu

zat dinyatakan sebagai fungsi panjang gelombang. Zat yang berbeda memiliki
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spektrum UV. Zat yang tidak diketahui dapat diidentifikasi dengan spektrofotometri
UV jika spektrum dari zat yang tidak diketahui identik dengan spektrum dari zat
referensi  (standar) yang dikenal. Meski demikian, tidak bisa mendasarkan
identifikasi hanya pada UV spektrofotometri karena zat yang berbeda juga dapat
memiliki spektrum UV yang serupa. Dalam kasus seperti ini perlu dilakukan

identifikasi dengan metode lain seperti IR (Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012).

Banyak bentuk spektrum absorpsi UV yang biasa ditemukan pada steroid.
Gugus kromofor penting yang terdapat dalam steroid antara lain (i) diena dan triena
terkonjugasi dengan Amax berkisar antara 217-313 nm; (ii) keton terkonjugasi tidak

jenuh, struktur dasar keton menyerap UV pada panjang gelombang 215 nm (Kasal,

2010).
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Gambar 2.11 Spektrum UV digitoxigenin
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Gambar 2.12 Spektrum UV kolesterol

(Kasal, 2010)
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2.5.2 Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy

Spektrometer Fourier Transform Infrared (FTIR) menggunakan interferometer
untuk mendapatkan spektrum. Cara kerja instrumen ini diilustrasikan pada gambar di

bawah.

Fixed mirror
: Movable
mirror
,/:\I Beam-splitter
N
Infrared
source
Sample

Detector'__/

Gambar 2.13 Skema Interferometer pada Spektrometer FTIR
(Christian G. D., 2014)

Radiasi dari sumber inframerah dipisah menjadi dua oleh beam splitter, ada
yang menuju ke fixed mirror, dan sisanya menuju moveable mirror. Berkas sinar yang
terbagi 2 tersebut bergabung kembali, karena adanya perbedaan panjang lintasan
yang ditempuh oleh 2 berkas cahaya tersebut maka terbentuk lah pola interferensi
(dari semua panjang gelombang dalam beam splitter) dan kemudian sinar melewati
sampel. Hasil penyerapan radiasi oleh sampel berupa spektrum yang disebut
interferogram (Christian G. D., 2014).

Spektrofotometri IR didasarkan pada kenyataan bahwa semua atom dalam
molekul organik mengalami vibrasi dan rotasi secara terus menerus. Ketika frekuensi
vibrasi suatu molekul sama dengan frekuensi radiasi IR yang diarahkan ke molekul,
molekul tersebut akan menyerap radiasi. Daerah panjang gelombang inframerah
berkisar antara 2.500 hingga 15.000 nm. Spektra IR menunjukkan pita serapan yang
lebih rinci daripada spektra UV dari senyawa yang sama. Perbedaan utama antara

spektrum UV dan spektrum IR adalah, pada spektrum UV absorbansi diplot sebagai
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fungsi dari panjang gelombang (wavelength) sedangkan dalam spektrum IR
transmitansi diplot sebagai fungsi dari bilangan gelombang (wavenumber).
Transmitansi didefinisikan sebagai:
%T = 1o/l x 100%
(Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012)

Ketika sampel tidak menyerap radiasi, maka | = |, sehingga transmitansinya
adalah 100%. Jika seluruh radiasi diserap oleh sampel, transmisinya adalah 0%.
Spektrum IR didapatkan melalui sampel dalam bentuk padatnya. Spektrum seperti itu
sebagian besar tidak terpengaruh oleh kondisi eksperimental, berbeda dengan spektra
UV yang didapatkan melalui sampel dalam bentuk larutan. Spektrofotometer IR yang
advanced dilengkapi dengan perpustakaan/database spektrum IR yang disimpan di
komputer. Spektrum IR senyawa yang tidak diketahui bisa dibandingkan secara
elektronik dengan spektrum referensi. Database dilengkapi dengan lebih dari 100.000
spektrum IR berbeda, yang sangat membantu untuk identifikasi senyawa (Hansen,
Bjergaard, & Rasmussen, 2012).

Steroid memiliki banyak mode getaran dengan karakteristik yang berbeda-
beda, sehingga spektrum IR-nya memiliki banyak pita serapan. Getaran tersebut
berkaitan dengan keberadaan kelompok gugus fungsi tertentu, dan beberapa gugus
fungsi dengan ciri struktural yang berbeda (khas) biasanya memberikan pita serapan
yang terkuat dalam spektrum. Beberapa gugus yang biasanya teridentifikasi dalam
spektrum IR steroid antara lain: (i) kerangka hidrokarbon, yang merupakan kerangka
dasar steroid. Spektrum getaran peregangan ikatan C—H bergabung menjadi satu pita
lebar berada di antara 2.970 cm™ hingga 2.850 cm™. Pita yang agak lemah tetapi lebih
tajam berada di antara 3.100 dan 3.000 cm yang merupakan karakteristik ikatan
peregangan C—H pada posisi olefinik atau aromatik; (ii) ikatan C=C tak jenuh,
spektrum ikatan C=C berada pada 1.670 cm™* dan 1.625 cm™* tergantung lokasi
ikatannya; (iii) gugus hidroksil, biasanya yang paling menonjol dalam spektrum steroid,

berada di wilayah 3.625-3.200 cm™; (iv) gugus karbonil, semua senyawa karbonil
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menunjukkan puncak regangan C=0 yang sangat kuat di wilayah 1.800-1.650 cm™.
Untuk keton, bilangan gelombang merupakan karakteristik yang menggambarkan
struktural, dan terutama ukuran cincin. Perbedaan terpenting adalah pada keton di
cincin D beranggota lima yang menghasilkan pita di wilayah 1.750-1.740 cm™, dan
pada keton di salah satu cincin beranggota enam atau di rantai samping, yang
menghasilkan pita dalam kisaran 1.720-1.700 cm™. Untuk C=0 pada aldehida, pita
serapan terletak di wilayah 1.730-1.720 cm™. Aldehida juga memiliki ciri khas pita C—
H. Dari kelompok CHO pada ~2,750 cm™ walaupun biasanya lemah (Kasal, 2010).
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Gambar 2.14 Spektra IR 5-hydroxy-5a-cholestan-6-one
(Kasal, 2010)

2.5.3 Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy/Mass Spectroscopy (LC-MS/MS)

Pada LC-MS, sampel dipisahkan dengan melewati kolom kromatografi.
Setelah itu setiap senyawa terelusi ke dalam spektrometer massa untuk analisis berat
molekulnya. Pada metode ini spektrometer massa digunakan sebagai detektor
(Prasain, 2012). Spektrometri massa adalah teknik instrumental canggih yang
menghasilkan, memisahkan, dan mendeteksi ion dalam fase gas. Secara umum,

komponen dari sprektrometer massa adalah sebagai berikut:
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Gambar 2.15 Komponen MS
(Christian G. D., 2014)

Sampel dimasukkan ke dalam sumber ion melalui sistem saluran masuk
(inlet). Molekul analit biasanya netral dan akan terionisasi dengan beberapa cara.
Analit dapat dikenai sumber energi tinggi, seperti tembakan elektron, laser, atau
pelepasan listrik. lon ditransfer ke dalam vakum (tekanan rendah; 10-4 - 10-7 Torr)
dan dapat dipisahkan berdasarkan rasio massa terhadap muatan/mass-to-charge
(m/z) melalui penerapan medan listrik dan magnet (Christian G. D., 2014)

Teknik ionisasi yang biasanya digunakan dalam proses ionisasi adalah
electrospray ionization (ESI) dan desorption. Ada banyak jenis mass analyzer dan
setiap jenis memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing. Di antaranya ada
Time of Flight (TOF) dan Quadrupole Mass Filter (QMF). TOF analyzer menggunakan
medan magnet untuk mempercepat pergerakan ion, lalu mengukur waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai detektor. Massa ion akan menentukan kecepatan
pergerakannya, ion yang lebih ringan akan mencapai detector lebih cepat. QMF
menggunakan medan magnet yang berosilasi untuk menstabilkan ion yang melalui
jalur frekuensi radio secaraselektif. Jenis QMF yang umum digunakan adalah Triple
quadrupole. Triple quadrupole terdiri atas 3 quadrupole secara berurutan. Quadrupole
pertama adalah mass filter. Quadrupole kedua adalah collision cell di mana ion
difragmentasi. Fragmen yang dihasilkan dapat difilter lagi atau langsung diteruskan ke

detektor untuk menghasilkan pola fragmentasi (Patel, Roy, & Dutta, 2012).
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Output dari MS disebut spektrum massa (spektra massa, untuk jamak).
Spektrum massa adalah plot dari rasio kelimpahan ion (ion abundance) vs m/z.
Kelimpahan ion menyatakan sejumlah ion yang mengenai detektor, dan dapat
dikorelasikan dengan konsentrasi analit untuk melakukan analisis kuantitatif.
Sedangkan m/z adalah parameter kualitatif yang dapat digunakan untuk membantu
mengidentifikasi analit (Christian G. D., 2014).

Tandem Mass Spectrometry (MS/MS) merupakan metode spektroskopi
massa yang melibatkan setidaknya dua tahap analisis massa, baik dalam
hubungannya dengan proses disosiasi atau dalam reaksi kimia yang menyebabkan
perubahan massa atau muatan sebuah ion. Dalam eksperimen MS/MS, alat analisis
pertama digunakan untuk mengisolasi ion prekursor (mp+), yang kemudian mengalami
fragmentasi (bisa dicapai secara spontan atau dengan menggunakan beberapa teknik
aktivasi) untuk menghasilkan ion produk (mf+) dan fragmen netral (mn) yang kemudian

dianalisis dengan alat analisis massa kedua (Prasain, 2012).
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Gambar 2. 16 Prinsip MS/MS

(Prasain, 2012)

Spektrometer massa yang dikombinasikan dengan kromatografi dioperasikan
menurut beberapa prinsip berbeda, yaitu full scan and recoring spectra, selected ion
monitoring (SIM), dan selected reaction monitoring (SRM). Full scan mode digunakan

jika dibutuhkan sebanyak mungkin informasi struktural mengenai analit, dimana
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instrumen terus menerus merekam spektrum massa, biasanya 1-5 spektra terekam
setiap detiknya. Dengan mode ini banyak informasi struktural yang bisa diperoleh
untuk masing-masing zat yang terpisah, tetapi kekurangannya adalah sensitivitasnya
terbatas dan karena itu mungkin sulit untuk mendeteksi senyawa pada tingkat
konsentrasi yang sangat rendah (Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012).

Mode SIM dapat digunakan untuk menganalisis sampel dalam jumlah sedikit
atau jika menginginkan pengukuran secara kuantitatif. Dengan mode ini, spektrometer
massa diatur untuk mengukur hanya satu massa atau beberapa massa yang dipilih
selama pemisahan kromatografi. Komponen dalam sampel yang memberikan massa
yang dipilih untuk ionisasi dan fragmentasi akan ditemukan sebagai puncak ion terpilih
sedangkan senyawa lain yang tidak terbentuk ion dengan massa tertentu tidak
ditampilkan. Jika mode SIM tidak memberikan sensitivitas atau spesifisitas yang
memadai, dapat menggunakan mode SRM. Analisis SRM dapat dilakukan dengan
triple quadrupole mass spektrometer, di mana penganalisis massa terdiri dari tiga
kuadrupol secara seri (Hansen, Bjergaard, & Rasmussen, 2012).

Isolat steroid dianalisis dengan instrumen LC-MS/MS untuk mengetahui
perkiraan jenis serta struktur senyawa yang terdapat pada isolat berdasarkan berat
molekul yang teridentifikasi (Fauziaa, 2018). Pada ionisasi, elektron dengan potensial

[1H

ionisasi (PI) terendah paling mudah terionisasi, dan kemudian disebut sebagai "ion
molekuler" yang merupakan kation radikal [M]". Empat jenis fragmentasi steroid yang
paling umum adalah: hilangnya gugus metil, kehilangan gugus hidroksil sebagai air,
hilangnya rantai samping, dan hilangnya sebagian atau seluruh cincin-D. Fragmentasi

ini terlihat dalam kombinasi yang berbeda dan intensitas fragmen ion bervariasi

tergantung pada posisi dan orientasi substituen serta jenis steroidnya (Kasal, 2010).
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KERANGKA KONSEP PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Indonesia memiliki kekayaan sumber daya alam termasuk
material tanaman yang melimpah dan penggunaan
tanaman obat telah tertanam dalam budaya bangsa sejak

berabad-abad lalu.

v

Batang tanaman songga

Ekstrak batang songga
memiliki berbagai
aktivitas farmakologi

v

Secara empiris, batang songga
dimanfaatkan sebagai obat
malaria, obat sakit gigi, dan

obat luka luar

Metabolit sekunder pada
ekstrak batang songga:
flavonoid, alkaloid,
triterpenoid, steroid,
tannin, hidroquinon.

Steroid dari ekstrak batang

songga || Memiliki banyak aktivitas farmakologi

¢

Isolasi:
Maserasi
Ekstraksi cair-cair
KLT preparatif

Kromatografi kolom

v

Identifikasi:
Spektro UV
FTIR
LC-MS/MS
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Indonesia merupakan negara dengan keanekaragaman hayati yang
melimpah, termasuk material tanaman dan penggunaan tanaman obat telah tertanam
dalam budaya bangsa sejak berabad-abad lalu. Salah satu tanaman obat yang dapat
diteliti lebih lanjut adalah tanaman songga. Secara empiris, batang songga yang
dipreparasi dengan cara direbus, satu gelas air rebusan diminum tiga kali sehari
digunakan sebagai obat malaria oleh masyarakat Hu'u, Kabupaten Dompu, NTB
(Setiawan, 2014). Selain itu, masyarakat juga memanfaatkan hampir semua bagian
tanaman songga untuk berbagai penyakit seperti sakit gigi atau gigi berlubang, usus
buntu, diare, pegal linu, dan juga sebagai obat luka luar (Hasan, 2011). Serbuk kayu
tanaman songga terdeteksi mengandung kelompok senyawa flavonoid, alkaloid,

triterpenoid, steroid, tannin dan hidrokuinon (Syafii, 2016).

Steroid telah diketahui memiliki banyak jenis dan aktivitas farmakologi yang
berbeda-beda, seperti aktivitas anti-inflamasi (kortikosteroid), hormon seks (progesteron
dan estrogen), dan steroid jantung (digoxin dan digitoxin) (Patel S. S., 2015). Penelitian
telah menunjukkan bahwa steroid juga dapat mempengaruhi ekspresi gen, translasi,
dan aktivitas enzim (Neilsen, 2014). Brassinolide telah terbukti dapat mempengaruhi
proses pemanjangan sel, pembelahan sel, dan represi gen yang mengatur stress
(Sultan, 2015). Salah satu golongan steroid yang terkandung dalam tanaman songga
(Strychnos lucida) adalah steroid saponin (Gusmailina, 2015). Saponin steroid memiliki
beberapa aktivitas farmakologi, diantaranya antitumor, antibakteri, antifungi, antivirus,
antiinflamasi, antioksidan, antihiperlipidemia dan efek hipoglikemia (Chen F.-F. Z.-W.-F.,
2016).

Berdasarkan penelitian sebelumnya mengenai tanaman songga menyatakan
bahwa tanaman songga memiliki berbagai kandungan senyawa fitokima, salah satunya
steroid dengan beberapa aktivitas farmakologi yang bermanfaat dalam pengobatan,
maka dilakukan isolasi steroid dari eksrak batang songga yang kemudian dapat

diprediksi strukturnya berdasarkan spectra UV, FTIR, dan MS.
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METODE PENELITIAN
4.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan menggunakan desain penelitian deskriptif. Pada penelitian
ini dilakukan isolasi dan identifikasi golongan steroid dari fraksi dikrometana ekstrak
batang songga sehingga dapat diperkirakan senyawa apa yang terkandung dalam fraksi

dikrometana ekstrak batang songga.

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia batang tanaman
songga (Strychnos lucida) yang diperoleh dari Kabupaten Dompu, Nusa Tenggara
Barat.
4.2.2 Sampel
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah fraksi diklorometana ekstrak

batang songga (Strychnos lucida).

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah batang tanaman songga (Strychnos
lucida).

4.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah spektra UV, FTIR, dan MS senyawa

steroid ekstrak batang songga (Strychnos lucida).

36
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
4.4.1 Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya, Malang.
4.4.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama bulan Oktober 2019 — Desember 2020.

4.5 Bahan dan Alat/Instrumen Penelitian
4.5.1 Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia batang
tanaman songga (Strychnos lucida), etanol 96%, diklorometana PA (Merck), n-butanol,
etil asetat PA (Merck), kloroform PA (Merck), n-heksana PA (Merck), n-heksana
teknis, plat KLT Fas,4 , silica gel 60 Fus4 (Merck), silica kristal 60 (Merck), reagen H,SO,
10%, reagen vanillin 1%, reagen , aquadest.
4.5.2 Alat/Instrumen Penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik (OHAUS),
overheat stirrer (IKA), rotary evaporator (IKA), oven (MEMMERT), alat gelas (PYREC),
hot plate, spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1800), FTIR (Shimadzu IR Prestige

21), dan LC-MS/MS (Waters Xevo G2-XS QTOF).

4.6 Definisi Istilah/Operasional

4.6.1 Simplisia batang tanaman songga diperoleh dari Balai Materia Medika, Batu, Jawa
Timur.

4.6.2 Ekstrak batang songga (Strychnos lucida) merupakan hasil ekstraksi berupa ekstrak
kental dari proses maserasi menggunakan pelarut etanol 80%.

4.6.3 Fraksi diklorometana ekstrak etanol batang songga merupakan larutan kental yang

diperoleh dari ekstrak etanol batang songga.
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4.6.4 Subfraksi D5.1 dan D5.7 merupakan subfraksi dari fraksi diklorometana 5 yang
diperoleh dengan cara kromatografi kolom lambat.

4.6.5 Isolat adalah hasil dari rangkaian proses isolasi menggunakan metode pemisahan
ekstraksi cair-cair, kromatografi cair kolom vakum, kromatografi kolom, dan KLT.

4.6.6 Isolat D5.X adalah gabungan dari subfraksi D5.1 dan D5.7

4.7 Prosedur Penelitian

Simplisia batang tanaman songga (Strychnos ligustrina)

v

Ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 80%

y

Ekstraksi cair-cair dengan pelarut EA, n-butanol, DCM, dan air

!

KCKYV filtrat DCM

v

Kromatografi kolom

v

Identifikasi golongan senyawa

v

Isolat

v

Skrining menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR, dan LC-MS/MS

4.7.1 Ekstraksi
1. Ditimbang simplisia batang tanaman Songga (Stychnos lucida) sebanyak 1 kg.
2. Dibuat pelarut etanol 80% dari etanol 96% sebanyak 8 L.
3. 1 kg simplisia dilarutkan dengan 2 L etanol 80%.
4. Distirer selama £15 menit pada kecepatan 300 rpm
5. Rendaman didiamkan dalam wadah tertutup rapat pada suhu ruang selama +24

jam.
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Hasil maserasi difiltrasi menggunakan vakum.

Dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali dengan penambahan pelarut etanol 80%
sebanyak 3 L pada remaserasi 1 dan 3 L pada remaserasi 2.

Keseluruhan hasil maserasi dievaporasi dengan rotary evaporator pada
kecepatan 80 rpm dan suhu 40°C hingga diperoleh estrak kental.

Ekstrak kental dikeringkan dengan oven pada suhu 40°C sampai diperoleh

ekstrak kering dengan berat konstan.

4.7.2 Ekstraksi Cair-Cair

1.

10.

11.

12.

13.

Ditimbang 50 g sampel lalu disuspensikan dengan 100 ml aquadest secara
perlahan di mortar hingga homogen.

Tuang (1) ke beaker glass 500 ml.

Tambahkan 100 ml DCM ke dalam (2).

Masukkan (3) ke corong pisah.

Kocok selama + 5 menit.

Diamkan hingga terpisah sempurna.

Tampung fraksi DCM dengan erlenmeyer.

Residu air ditambahkan dengan 100 ml DCM.

Ulangi langkah 5-7 hingga warna hasil tampungan fraksi DCM stabil lalu seluruh
fraksi DCM diuapkan dengan rotary evaporator.

Tambahkan 100 ml EA ke residu air

Lakukan langkah yang sama seperti langkah 5-9.

Tambahkan 100 ml n-butanol ke residu air

Lakukan langkah yang sama seperti langkah 5-9.

4.7.3 Kromatografi Cair Kolom Vakum DCM

1.

2.

Ditimbang silika gel 60 Fys4 51,94 g.
Setting silika gel pada kolom dengan tinggi minimal 6 cm.
Kolom dialiri dengan n-heksana 200 ml.

Ditimbang fraksi DCM dan silica kristal masing-masing 2,37 g (1 : 1).
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Fraksi DCM dan silica kristal digerus ad homogen.
Bagian atas silika gel 60 F,s4 pada kolom dilapisi kertas saring.
Campuran fraksi DCM dan silika kristal diletakkan di atas kolom.

Dilakukan eluasi dengan fase gerak n-heksana : EA dengan perbandingan:

©

:1 (2 x 100 ml)

°
oo

: 2 (2 x 100 ml)
e 7:3(4x100ml)
e 6:4(4x100 ml)
e 5:5(4x100 ml)
. 4:6(2x100 ml)
e 3:7(2x100ml)
° 2:8(2x100 ml)
e 1:9(2x100ml)
° 0:10 (2 x 100 ml)
Hasil fraksinasi (26 fraksi) dipindahkan ke botol gelap dan tampungan fraksinasi

dibilas dengan etanol.

10. Hasil diberi label dan dioven pada suhu 40°C.

4.7.4 Kromatografi Kolom

1.

Disiapkan fase diam silika gel 60 Fys4 % tinggi kolom, lalu timbang berat silika
yang dibutuhkan.

Disiapkan eluen N-heksana : aseton 8 : 2 dengan total volume 100-200 M.

Silkka gel 60 F,54 dicampurkan dengan eluen secukupnya, dikocok dalam
erlenmeyer hingga larut lalu dan dituang ke dalam kolom.

Disiapkan sampel fraksi 1% berat silika dan dilarutkan dengan eluen N-heksan :
aseton (8:2) sebanyak 1-2 mL.

Dilakukan loading sampel dalam kolom, dituang larutan sampel perlahan dan

secukupnya hingga batas atas kolom.
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6. Sampel ditunggu hingga turun mencapai 1/3 panjang kolom, lalu dimulai
penampungan fraksi

7. Fraksi ditampung sebanyak 1 mL tiap vial.

8. Penambahan eluen dan penampungan dilakukan hingga eluen berubah warna
menjadi bening.

9. Hasil fraksi diuji KLT dan diamati di bawah sinar UV 254 nm dan 366 nm.

4.7.5 ldentifikasi Golongan Senyawa

4.7.51KLT
1. Siapkan plat KLT ukuran 1 x 10 cm

2. Disiapkan kertas saring ukuran 10/3 x 10 cm

3. Disiapkan fase gerak kloroform : aseton 9.5 : 0.5

4. Fase gerak dijenuhkan hingga kertas saring terbasahi sepenuhnya

5. Dilakukan penotolan subfraksi D5.X

6. Setelah fase gerak jenuh, dilakukan eluasi KLT hingga mencapai batas atas

7. Plat KLT dikeringkan, kemudian diamati di bawah sinar UV 366 hm dan 254 nm
8. Plat KLT disemprot dengan penampak noda Liebermann-Burchard

9. Plat KLT dipanaskan pada suhu 100°C selama 5-10 menit.

10. Bercak yang muncul diamati si bawah sinar tampak, UV 254 nm, dan UV 366

nm.

4.7.6 Identifikasi Struktur

4.7.6.1 Spektrofotometri UV-Vis

1. Isolat D5.X dilarutkan dalam 3 mL metanol.

2. Dibuat spektrum kurva absorbsi terhadap panjang gelombang (A) pada 200 - 400
nm.

3. Diidentifikasi panjang gelombang maksimal pada spektrum ultra violet yang

terbentuk.
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4.7.6.2 FTIR

1. |Isolat D5.X dibuat pellet dengan KBr.
2. Dibuat spektrum kurva % transmisi terhadap bilangan gelombang (1) pada 400 -
4000 cm™.

3. Diidentifikasi pita absorbsi yang khas dari gugus-gugus.

4.7.6.3 LC-MS/MS

4.7.7

1. Dilakukan optimasi alat (lampiran 9)

2. lIsolat D5.X dilarutkan dalam 0.5 mL pelarut pro HPLC yang sesuai.

o

Diinjeksikan pada kolom.

»

Eluasi dengan dengan fase gerak 0.1% FA/WA (formic acid/water) dan ACN
(acetonitrile)+0.1FA dengan konsentrasi gradien (lampiran 9).
5.  Dilakukan identifikasi fragmen-fragmen massa yang terbentuk dalam spektrum

dengan software OpenMS yang berisi database senyawa.

Analisis Data

Analisa data dilakukan melalui identifikasi penentuan struktur hasil isolat
menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR, dan LC-MS/MS. Dengan
spektrofotometer UV-Vis, panjang gelombang yang terdeteksi akan menunjukkan
gugus kromofor dari senyawa steroid dari isolat. Pada spektra inframerah, hasil dari
bentuk getaran molekul berupa bilangan gelombang akan menunjukkan gugus
fungsional dalam steroid. Dengan LC-MS/MS diperoleh data berupa bobot molekul
berupa rasio massa terhadap muatan (m/z) dan fragmentasi dari molekul yang

kemudian diprediksi jenis cleavage yang terjadi.
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BAB V

REPOSITORY.UB.AC.ID

HASIL PENELITIAN

S
< Simplisia batang songga (Strychnos lucida) |
g : Maserasi dengan etanol 80%
75} ; Ekstrak etanol 80% |
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Gambar 5. 1 Skema Hasil Penelitian

5.1 Hasil Pembuatan Ekstrak

Dari proses ekstraksi diperoleh sejumlah 69 gram ekstrak kental berwarna coklat,

konsistensi pasta, dan bau khas aromatik dengan rendemen 6,9%.
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Gambar 5. 2 Ekstrak Etanol Simplisia Batang Songga (Strychnos lucida)
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5.2 Hasil Ekstraksi Cair-Cair

REPOSITORY.UB.AC.ID

Dari proses ekstraksi cair-cair diperoleh 4 fraksi dengan karakteristik tercantum

pada tabel berikut.

x
V) ==
g §' Tabel 5. 1 Hasil proses ekstraksi cair-cair
7]
é < Jenis pelarut  Berat (gram) Rendemen  Organoleptik
=
= ; x T .
SYes) Diklorometana 2,5463 BGazed © P O BRUSISICOS! paskilwamaraw|
77 coklat gelap; bau: khas aromatik
$J b
Etil asetat 1,1876 2375205  Konsistensi: pasta; wama:
' y coklat gelap; bau: khas aromatik
e N-butanol 1781 34362% Konsistensi: pasta; warna:
; ' ' coklat gelap; bau: khas aromatik
. Konsistensi: pasta; warna:
0
g 0% 1RRoe 0264 coklat gelap; bau: khas aromatik
o
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Gambar 5.3 Hasil ekstraksi cair-cair

Keterangan: (a) Fraksi DCM, (b) etil asetat, (c) n-butanol, dan (d) air

Hasil ekstraksi cair-cair yang diperoleh kemudian diidentifikasi fitokimia dengan

REPOSITORY.UB,ACID

kromatografi lapis tipis (KLT) untuk menentukan fraksi apa yang akan diisolasi lebih
lanjut. Fase diam yang digunakan adalah plat KLT silica gel 60 F254 dengan fase gerak

n-heksana:EA 7:3 dan 5:5 yang kemudian disemprot penampak noda H2SO4 10%.

" BRAWIJAYA
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a b

Gambar 5.4 Profil KLT hasil ekstraksi cair-cair sebelum disemprot reagen
H,SO, 10% (a) UV 366 nm; (b) UV 254 nm

Keterangan: fase gerak n-heksana:EA 5:5; (a) UV 366 nm, (b) UV 254 nm; s: standar (ekstrak), 1: fraksi
DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4: fraksi air

Gambar 5.4 Profil KLT esktraksi cair-cair (n-heksana:EA = 5:5) setelah
disemprot reagen H,SO, 10% (a) sinar tampak; (b) UV 254
nm; (c) UV 366 nm

Keterangan: S: standar (ekstrak), 1: fraksi DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4:
fraksi air
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Berdasarkan hasil KLT di atas, dapat diketahui kemungkinan-kemungkinan

senyawa yang terkandung di dalam setiap fraksi seperti tercantum pada tabel di bawabh.

Tabel 5. 2 Interpretasi KLT hasil ekstraksi cair-cair

Totolan Kemungkinan senyawa yang tertarik
S Terpenoid (coklat muda)
1 Steroid (hijau), alkaloid (merah), terpenoid (coklat muda)
2 o
3 Steroid (hijau)
4 3

Keterangan: urutan noda di setiap totolan dari atas ke bawah

(Heftmann, 1969; Wagner, 2001)

5.3 Hasil Pemisahan dengan Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Fraksi DCM dipilih untuk diisolasi lebih lanjut karena jumlah noda pada fraksi
diklorometana yang paling banyak. Dari hasil KCV diperoleh 26 fraksi yang selanjutnya
dianalisis dengan KLT untuk melihat profil kromatografinya. Berdasarkan hasil KLT 26
fraksi (Lampiran 4), fraksi-fraksi yang profil KLT-nya mirip digabungkan dan diperoleh 6
fraksi (D1-D6) dengan berat 35.8 mg, 66.8 mg, 180 mg, 55.7 mg, 90 mg, dan 822,9 mg

berturut-turut.

a b
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Gambar 5.5 Profil KLT gabungan hasil KCV setelah disemprot H,SO, 10%

Keterangan: fase gerak n-heksana:EA = 5; (a) pada sinar tampak, (b) pada sinar UV 366 nm;
s: standar (fraksi DCM), 1: subfraksi 1, 2: subfraksi 2, 3: subfraksi 3, 4: subfraksi 4,
5: subfraksi 5, 6: subfraksi 6.

Berdasarkan hasil KLT di atas, dapat diketahui kemungkinan-kemungkinan

senyawa yang terkandung di dalam setiap fraksi seperti tercantum pada tabel di bawabh.

Tabel 5.3 Interpretasi KLT gabungan hasil KCV

Totolan Kemungkinan senyawa yang tertarik
S Terpenoid (ungu), steroid (hijau)
1 Terpenoid (ungu=> coklat)
2 Terpenoid (coklat)
3 Terpenoid (coklat), steroid (biru)
4 Steroid (biru), alkaloid (merah)

ol

Flavonoid (kuning), steroid (hijau), alkaloid (merah) terpenoid (coklat)

6 Alkaloid (merah)

Keterangan: urutan noda di setiap totolan dari atas ke bawah

(Heftmann, 1969; Wagner, 2001; Wulandari, 2018)

5.4 Hasil Pemisahan dengan Kromatografi Kolom Lambat

Berdasarkan hasil KLT 6 fraksi, fraksi yang mungkin mengandung steroid adalah
fraksi D3, D4, dan D5 (noda warna biru atau hijau) (Hidayah,2016). Dari ketiga fraksi
tersebut yang paling berat adalah fraksi D5 dan D3 sehingga kedua fraksi tersebut
dipilih untuk diisolasi lebih lanjut dengan metode kromatografi kolom lambat. Dari
proses tersebut diketahui bahwa fraksi D5 lah yang mengandung steroid. Hasil
pemisahan fraksi D5 adalah sebanyak 36 fraksi yang selanjutnya dianalisis dengan

KLT untuk melihat profil kromatografinya. Berdasarkan hasil KLT 36 fraksi, fraksi-fraksi
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yang memiliki kemiripan jumlah dan letak noda digabungkan sehingga menjadi 9 fraksi
dengan berat berturut-turut 0.3 mg, 0.6 mg, 1 mg, 0.1 mg, 183 mg, 5.8 mg, 8.1 mg, 2.9

mg, dan 2.7 mg.

c d

Gambar 5.5 Profil KLT gabungan hasil kromatografi kolom fraksi D5
(kloroform:aseton = 9.5:0.5) sebelum disemprot H,SO,4 10%(a) UV
366 nm; setelah disemprot H,SO4 10% (b) sinar tampak; (c) UV 366
nm; (d) UV 254 nm

Keterangan : 1: fraksi 5.1, 2: fraksi 5.2, 3: fraksi 5.3, 4: fraksi 5.4, 5: fraksi 5.5, 6: fraksi 5.6, 7: fraksi
5.7, 8: fraksi 5.8, 9: fraksi 5.9

Berdasarkan hasil KLT di atas, dapat diketahui kemungkinan-kemungkinan

senyawa yang terkandung di dalam setiap fraksi seperti tercantum pada tabel di bawah.
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Tabel 5.4 Interpretasi KLT gabungan hasil kromarografi kolom

Totolan Kemungkinan senyawa yang tertarik

1 Steroid (biru)

Steroid (biru, hijau)

2
3 Steroid (biru, hijau), alkaloid (merah)
4

Steroid (biru, hijau), alkaloid (merah)

Steroid (biru, hijau), alkaloid (merah), terpenoid (coklat), flavonoid

(kuning)

6 Steroid (biru, hijau), alkaloid (merah), terpenoid (coklat) , flavonoid
(kuning)

7 Steroid (biru, hijau), alkaloid (merah), terpenoid (coklat) , flavonoid
(kuning)

8 Steroid (biru, hijau), flavonoid (kuning)

9 Steroid (biru, hijau), flavonoid (kuning)

Keterangan: urutan noda di setiap totolan dari atas ke bawah

(Heftmann, 1969; Wagner, 2001; Wulandari, 2018)

Dari hasil hasil kromatografi kolom, dipilih 2 isolat yaitu D5.1 dan D5.7 lalu
digabung menjadi isolat D5.X untuk dianalisis dengan instrumen karena keduanya

memiliki noda steroid yang sama.

5.5 Hasil Identifikasi Golongan dengan Kromatografi Lapis Tipis

Dilakukan KLT terhadap isolat D5.1 dengan penampak noda Liebermann-
Burchard, yang merupakan penampak noda spesifik untuk steroid untuk
mengidentifikasi golongan senyawa. Senyawa steroid yang disemprot dengan
Liebermann-Burchard menghasilkan warna biru atau hijau di bawah UV 366 nm

(Wulandari, 2018).
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Gambar 5.6 Profil KLT subfraksi D5.1 sebelum disemprot Liebermann-
Burchard

Keterangan: fase gerak kloroform:aseton 9.5:0.5; (a) UV 254 nm, (b) UV 366 nm, setelah disemprot
Liebermann-Burchard, (c) sinar tampak. (d) UV 366 nm
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5.6 Hasil Spektro UV isolate D5.X (D5.1 + D5.7)
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Gambar 5.7 Spektrum UV isolat D5.X
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Gambar 5.8 Panjang gelombang maksimum isolat D5.X

Berdasarkan hasil analisis spektro UV-Vis menunjukkan 2 panjang
gelombang yaitu 284.4 nm dengan absorbansi 0.049 dan 267.2 nm dengan
absorbansi 0,045. Senyawa steroid memiliki serapan pada rentang panjang

gelombang 200-313 nm (Kasal, 2010).

5.7 Hasil Identifikasi dengan FTIR D5.X (D5.1 + D5.7)
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Gambar 5.9 Spektra IR isolat D5.X
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Tabel 5.5 Interpretasi spektra IR isolat D5.X
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oA Bil. Gelombang Bentuk, e Kemungkinan
(hasil) instensitas Gelombang ugus fungsi
< (literatur) 9ug g
S
< 1 2924.21 ts
e 3000-2850 C-H (alifatik)
= ; 2 2855.73 t,s
i
> o 3 1627.99 t, I 1680-1600 Cc=C
Z
3m 4 3341.82 IL,l2 3625-3200 OH
'./ \
'& 5 1736.01 t, I 1800-1650 C=0 (aldehida)
6 722.37 t, I, 720 CH,
7 1458.25 t, 1465 CH, (bend)
8 1371.45 t, I, 1375 CH;

Ket: t = tajam, |; = lebar, s = sedang, |> = lemah.

(Pavia, 2001)

Hasil pita serapan dari subfraksi D5.X batang Songga (Strychnos lucida) pada
profil spektra spektrofotometri inframerah menunjukkan bahwa fraksi tersebut

mengandung  gugus  fungsi  penyusun senyawa  steroid  (siklopentano

g
V5]
oc
]
£
=
=

g_

E
<
S
2
oc
o

perhidrofenantrena) yaitu dan —C-H alifatik dan —CH, (bend).

5.8 Hasil Identifikasi dengan LC-MS/MS D5.X (D5.1 + D5.7)

Q
@
g 1124
L5e6- ~
o 1123
t 4
g : 244
2 |
T le6-
c g
3 3.33
T ]
Se5- 940
1 g.14 919
] 1042 1164 1436
- 25T LA
ﬂ T T T T T T T 1
2 4 & ) 10 12 14 16

Retention time [min)

Gambar 5. 10 Kromatogram Isolat D5.X
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Gambar 5.11 Spektra massa isolat D5.X
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Tabel 5. 6 Hasil analisis MS/MS isolat D5.X

No Observed Nama Rumus  Observed Neutral
§, RT (menit) senyawa kimia m/z mass (Da)
§ 1 6.92 Atractylon  CisHaO  217.1582  216.15142
é Stigmast-4-

2 9.98 2RI Ghe CuoHis0, 427.3566 426.34978
< 3 9.23 Sugiol Cy0H250, 301.2159 300.20893
>
s Candidate
?_— 4 9.93 Mass 1 CosHisO, 415.3569 414.34978
2 CosHacO:
w <
%m Candidate
(& C36H6404

Dari spektra MS diketahui molecular ion mass senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione

adalah 427.3566. Operasi MS dalam mode ionisasi positif sehingga massa senyawa

netralnya adalah 426.34978. Selain molecular ion mass juga diketahui fragmentasi

senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione seperti tertera pada tabel 5.7

g
§
[
3
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Tabel 5. 7 Fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione
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Waktu Retensi m/z (hasil) Rumus Prediksi gugus
(menit) molekul yang lepas

S
< 9.94090 321.31330 C2H4,0

22 4

: ; HO

e

W <L 10.00523 235.24181 Ci7Hs;

E m we

S0

- 9.02828  221.22584 CicHas ﬁ
3l 9.97066 97.10070 CHis \:(
E! HC &
1
&l
z| 9.96942 83.08499 CeHu1a J
él HC S

9.92728 301.21553 C20H290,

&N
O%
:‘p

10.00159 299.20071 C20H200,

a
|
G_E §

UNIVERSITAS

9.96046 287.20092 CioH2,0,
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9.94044 259.17002 C17H230,

o
|
o—: ;:1

9.99488 247.16751 Ci6H230,
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T+

9.97782 191.10647 Ci2H150,
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BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan Hasil Penelitian

Pada penelitian ini didapatkan ekstrak etanol 80% batang songga (Strychnos
lucida) sebanyak 69 gram (6,9%). Pelarut etanol dipilih karena berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Syafii (2018) diperoleh hasil bahwa kadar ekstrak tertinggi
diperoleh dengan maserasi menggunakan etanol dibanding pelarut organik lainnya (n-
heksana dan etil asetat). Hasil rendemen yang diperoleh berbeda dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Aprilia (2020), diperoleh rendemen simplisia batang
songga dengan pelarut etanol 80% sebesar 8,467%. Langkah kedua pada proses
isolasi steroid adalah partisi cair-cair. Ekstrak etanol batang songga kemudian dipartisi
dengan dua pelarut yang tidak bercampur (fase organik dan fase air) secara bertahap
dari pelarut organik yang paling rendah polaritasnya (DCM-air; EA-air, n-butanol:air).
Partisi cair-cair yang seperti itu sangat efektif untuk menyingkirkan kontaminan dengan
berbagai polaritas (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001).

Berdasarkan KLT yang dilakukan, noda pada fraksi diklorometana yang paling
banyak yang menunjukkan bahwa diklorometana menarik paling banyak senyawa
dibandingkan 3 fraksi lain sehingga fraksi diklorometana yang dipilih untuk diisolasi lebih
lanjut. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa pada fraksi diklorometana ekstrak etanol
batang songga ditemukan senyawa golongan steroid yang diketahui dengan KLT dan
disemprot dengan reagen penampak noda Liebermann-Burchard menghasilkan warna
biru (Hidayah, 2016). Steroid menghasilkan warna biru atau hijau jika disemprot dengan
reagen Liebermann-Burchard (Hidayah, 2016) dan asam sulfat (H,SO,) 50% (Heftmann
E. e., 1969) Berdasarkan beberapa penelitian, pelarut diklorometana terbukti dapat
menarik senyawa golongan steroid dari ekstrak tanaman dengan ditemukannya

senyawa golongan steroid jenis stigmasterol dan a-spinasterol pada fraksi

55
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diklorometana ekstrak tanaman Vervenia tweediana (Zanon, 2008) dan Napoleonaea
imperialis (Jack, Ekong, & Ndukwe, 2020).

Langkah ketiga proses isolasi mulai menggunakan prosedur kromatografi.
Prosedur kromatografi yang dipilih tergantung pada skala eksperimen (berat sampel),
biasanya eksperimen dengan skala kecil dapat menggunakan KLT preparatif
sedangkan eksperimen dengan skala yang lebih besar menggunakan low pressure
column chromatography (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001). Secara umum sampel
dengan berat 10-100 mg dapat dipisahkan menggunakan metode KLT preparatif
(Hostettmann, 2010). Pada penelitian ini berat fraksi DCM adalah 2,37 gram sehingga
dipilih prosedur kromatografi kolom vakum sebagai langkah isolasi ketiga dengan fase
diam silika gel dan fase gerak n-heksana:EA dengan perbandingan 9:1, 8:2 dan
seterusnya hingga 0:10. Umumnya kromatografi kolom vakum menggunakan sistem
fase normal dengan fase diam polar (alumina/silika) dan dielusi dengan campuran
pelarut organik yang kekuatan elusi yang semakin meningkat (step-gradient). Setelah
proses ini, senyawa hasil pemisahan biasanya sudah dapat dikatakan murni, akan
tetapi pada kasus campuran yang kompleks dibutuhkan langkah kromatografi lebih
lanjut (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001).

Dari proses kromatografi kolom vakum diperoleh 26 fraksi yang selanjutnya 26
fraksi tersebut di-KLT dan beberapa fraksi yang memiliki kemiripan profil KLT (jumlah
dan posisi noda) digabungkan dan diperoleh 6 fraksi. KLT dapat digunakan untuk
mengecek kemurnian dan terkadang juga digunakan sebagai langkah pemurnian
tambahan (Dinan, Harmatha, & Lafont, 2001). Pada fraksi D3 dan D5 terdapat noda
berwarna biru dan hijau yang diduga steroid dengan Rf 0.7 dan 0.86 sehingga kedua
fraksi tersebut dipilih untuk diisolasi lebih lanjut dengan metode kromatografi kolom
lambat. Dari proses ini diperoleh 36 fraksi yang selanjutnya di-KLT dan beberapa fraksi
yang memiliki kemiripan profil KLT (jumlah dan posisi noda) digabungkan dan diperoleh

9 fraksi.
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Berdasarkan hasil KLT, pada fraksi D5.1 hanya terdapat satu noda berwarna biru
pada UV 366 nm dengan Rf 0.77, berat 0.3 mg dan tidak tampak noda berwarna pada
pengamatan di bawah sinar tampak dan UV 254 nm. Noda tersebut diduga adalah
senyawa golongan steroid. Menurut Heftmann (1969), beberapa jenis steroid ketika
direaksikan dengan asam sulfat (H,SO,) menghasilkan warna biru pada pengamatan di
bawah sinar UV 366 nm. Selain isolat D5.1, dipilih juga isolat lain yang memiliki noda
steroid dengan Rf yang sama dengan isolat D5.1 (0.77), yaitu isolat D5.7 karena berat
isolat D5.1 tidak memenuhi syarat untuk diuji dengan berbagai instrumen. Keduanya
digabung menjadi isolat D5.X yang selanjutnya dilakkan analisis dengan spektro UV-
Vis, FTIR, dan LC-MS/MS.

Skrining panjang gelombang maksimum isolat D5.X dilakukan dengan spektro
UV-Vis pada rentang 200-500 nm. Hasil menunjukkan penyerapan maksimum terjadi
pada panjang gelombang 284.4 nm dengan absorbansi. Selain itu juga terdapat
absorbansi sebesar 0,045 pada panjang gelombang 267.2 nm. Menurut Kasal (2010),
senyawa steroid memiliki serapan pada rentang panjang gelombang 200-313 dan
erapan pada panjang gelombang 284 dan 267 menunjukkan adanya ikatan rangkap
terkonjugasi. spektrum UV-Vis isolat steroid dari alga merah (Eucheuma spinosum)
menunjukkan 2 peak serapan yaitu pada 284 dan 276 nm (Laili, 2016). Sedangkan
isolat steroid dari daun rimbang (Solanum torvum) menunjukkan serapan pada panjang
gelombang 271 dan 281 nm (Susilawati, Indriati, & Limra, 2015).

Berdasarkan spektra inframerah yang diperoleh, diketahui pada sampel D5.X
terdapat pita serapan yang lebar pada bilangan gelombang 3341.82 cm™ yang diduga
merupakan gugus —OH. Menurut literatur, gugus —OH menghasilkan pita serapan lebar
pada 3400-3300 cm™. Bilangan gelombang 1371.45 cm™ menunjukkan pita serapan
gugus metil (CH5). Selain itu juga terdapat gugus C=C alkena pada 1627.99 cm™
dengan pita tajam. Serapan pita tajam juga ditunjukkan oleh gugus karbonil (C=0) pada
1736.01 cm™ yang diduga merupakan karbonil dari aldehida. Kemudian bilangan

gelombang 1458.25 cm™ menunjukkan pita serapan dari gugus metilen (CH,) dan
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bilangan gelombang 723.37 cm™ menunujukkan pita serapan dari bonding motion 4
atau lebih gugus metilen pada rantai terbuka. Juga terdapat ikatan C-H alifatik pada
2924.21 cm™ dan 2855.21 cm™ dengan pita tajam dan sinyal kuat (Pavia, 2001; Kasal,
2010). lkatan C-H alifatik dan CH, merupakan ikatan penyusun sikloheksana yg
merupakan salah satu penyusun steroid (Pavia, 2001). Berdasarkan profil
inframerahnya, sampel D5.X mengandung gugus-gugus penyusun senyawa steroid.
Berikut adalah perbandingan spektra inframerah senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione
yang diisolasi dari isolat D5.X ekstrak batang songga dengan senyawa stigmast-4,22-

dien-3,6-dione (Cui, 2009) dan stigmast-23-ene-3,6-dione (Okoye, 2010).

Tabel 6. 1 Kemiripan Spektra IR hasil dengan literatur

Bil. Gelombang literatur

: Bil. Gelombang
Gugus fungsi 1
ul, oye,
(cm?Y) (Cui, 2009) (Okoye, 2010)
2924.21 2959 2950
C-H (alifatik)
2855.73 - 2850
Cc=C 1627.99 1686, 1609 -
OH 3341.82 - -
C=0 (aldehida) 1736.01 1714 1700
CH, 723.37 864 815
CH, (bend) 1458.25 - 1430
CHs; 1371.45 - 1370

Pada LC-MS/MS digunakan Acquity UPLC High Strength Silica dengan kolom
C18 yang bersifat non-polar sedangan fase gerak yang digunakan bersifat polar (A:
asam format 0.1% + akuades steril; B: asetonitril + asam format 0.1%). Spektroskopi
massa yang digunakan adalah Waters Xevo G2-XS QTOF MS dengan sumber ionisasi
ESI dalam mode positif. QTOF MS (Quadrupole Time of Flight Mass Sectrometry)

instrumen yang menggabungkan teknologi quadrupole dan time of flight untuk
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menganalisa massa suatu senyawa. Pada QTOF MS terdapat 3 quadrupole.
Quadrupole pertama adalah filter massa. Quadrupole kedua adalah sebuah collision
cell di mana ion difragmentasi. Quadrupole ketiga adalah TOF analyzer yang
menggunakan medan magnet untuk mempercepat pergerakan ion, lalu mengukur waktu
yang dibutuhkan untuk mencapai detektor. Massa ion akan menentukan kecepatan
pergerakannya, ion yang lebih ringan akan mencapai detektor lebih cepat (Patel, Roy, &
Dutta, 2012). Data yang diperoleh dari hasil identifikasi dengan LC-MS/MS kemudian
dianalisa dengan OpenMS Software yang berisi database senyawa.

Identifikasi isolat D5.X dengan LC-MS/MS menunjukkan 5 senyawa antara lain
atractylon, stigmast-4-ene-3,6-dione, sugiol, candidate mass 1, dan candidate mass 2.
Di antara kelima senyawa tersebut, yang merupakan steroid adalah stigmast-4-ene-3,6-
dione dengan waktu retensi 9.98 menit dan massa 426.34978. Stigmast-4-ene-3,6-
dione merupakan turunan dari stigmastane. Struktur dari stigmast-4-ene-3,6-dione
sesuai dengan gugus fungsi yang diketahui dari spektra inframerah, kecuali gugus —OH
karena pada stigmast-4-ene-3,6-dione tidak terdapat gugus tersebut. Gugus OH yang
muncul pada spectra FTIR kemungkinan berasal dari senyawa lain selain stigmast-4-
ene-3,6-dione karena isolat yang diperoleh belum murni. Penelitian terdahulu
menyebutkan bahwa stigmast-4-ene-3,6-dione ditemukan pada beberapa tanaman
antara lain Conium maculatum L. (Radulovic & Dordevic, 2011), Echium vulgare L.
(Pardo, Perich, Torres, & Monache, 2000), Terminalia phanerophlebia (Nair, Aremu, &

Staden, 2012), dan Curcuma zedoria (Chen, et al., 2016).

0

Gambar 6. 1 Struktur senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione



Tabel 6.2 Fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione

Wak(trl:];i;eng m/z (hasil) m/z (database) riglrg Ejl
9.96942 83.08499 82.0861 CeH11
9.97066 97.10070 97.1017 C/Hiz
9.97782 191.10647 191.1072 C12H150;
9.92828 221.22584 221.2269 CisH29
10.00523 235.24181 235.409210 Ci7Ha
9.99488 247.16751 - C16H230;
9.94044 259.17002 259.1698 C17H230;
9.96046 286.20092 286.2011 C19H270,
10.00159 299.20071 - C20H270;
9.92728 301.21553 - Ca0H200;
9.94090 321.31330 - CyH40

(TMIC, 2015; MoNA, 2020)

Tabel di atas merupakan perbandingan puncak fragmen yang muncul pada isolat
D5.X dengan peak fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione pada database.
Fragmen induk yang memiliki setidaknya dua fragmen. Dari 11 fragmentasi, 7 di
antaranya sesuai dengan database. Radulovic & Dordevic menyatakan dalam
penelitiannya bahwa jalur fragmentasi utama dari senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione
ada 2, yaitu dengan pemutusan rantai samping pada C17 dan pemutusan ikatan C9-

C10 dan C6-C7 pada cincin B sikloheksana seperti pada gambar 6.2.

_
m/z 137 \\\

oH “\ m/z 289

Gambar 6. 2 Jalur fragmentasi senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione
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Berikut adalah prediksi pola fragmentasi dari stigmast-4-ene-3,6-dione sampel
D5.X. Terdapat 2 jalur fragmentasi dengan pemutusan rantai samping pada C17 dan

pemutusan ikatan C9-C10 dan C5-C6 pada cincin B sikloheksana.

+
—_— O/
C22H4|O
= CagHys0z

|
+ 321 mfz
426 miz yio

f l
CIQHQFOQ

+
] W
CypHa o]
Hg 235 miz
286 miz

° l

= CipHz: CigHazg
| 253 miz o 221 vz

CTH13
+ o+
HC%:g( a7 miz

+ CyH +  CH
Hc\j/ 671 2
= 83 miz

Gambar 6. 3 Pola Fragmentasi stigmast-4-ene-3,6-dione pada isolat D5.X

-— O
-

Dari jalur fragmentasi pertama dengan pemotongan rantai samping terdapat
beberapa senyawa hasil fragmetasi diantaranya CigH»;O, (m/z 286), Ci7H230, (m/z
259), dan Ci,Hi50, (m/z 191). Percabangan dalam rantai hidrokarbon biasanya
terfragmentasi terlebih dahulu karena ion radikal sekunder dan karbokation sekunder
lebih stabil daripada bentuk primernya (Kristianingrum, 2012). Dari jalur kedua dengan
pemutusan ikatan C9-C10 dan C5-C6 pada cincin B sikloheksana terdapat beberapa
senyawa hasil fragmentasi antara lain C,,H4,0 (m/z 321), Ci7H3; (M/z 235), CigHog (M/z
221),C;H;3 (m/z 97), dan CgHy; (m/z 83). Ada 3 faktor utama yang mempengaruhi

proses fragmentasi, antara lain: a) kekuatan ikatan, semakin lemah ikatan cenderung
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semakin mudah mengalami pemutusan; b) kestabilan fragmen, fragmen yang stabil
cenderung paling mudah terbentuk; c) karakteristik proses fragmentasi, beberapa
proses fragmentasi bergantung pada kemampuan molekul tersebut membentuk
keadaan transisi (Sutrisno, 2018).

Selain stigmast-4-ene-3,6-dione, candidate mass 1 dengan waktu retensi 9.93,
berat molekul 414.34978 dan rumus molekul C,sH40, diduga merupakan steroid.
Berdasarkan database (ChemSpider, PubChem, TMIC) ada beberapa kemungkinan
senyawa dengan rumus molekul tersebut antara lain ergosterol, litosterol, cholesterol
formate, cholestanone, zymosterol, secoergosterol, dan stenocereol. Sementara itu
berdasarkan struktur, rumus molekul, dan berat molekulnya, candidate mass 2 dengan
rumus molekul CssHs04 merupakan senyawa dimer dari asam linoeat. Berdasarkan
analisis yang dilakukan, terdapat 2 steroid yang terdeteksi dalam sampel D5 yaitu

steroid jenis stigmastan dan 1 jenis steroid lain yang belum diketahui secara pasti.

6.2 Implikasi Penelitian

Penelitian ini dapat menjadi acuan dasar rekomendasi terhadap penelitian
lanjutan terkait studi eksplorasi metabolit sekunder dari ekstrak batang Strychnos lucida
dengan mempertimbangkan betapa banyaknya metabolit sekunder yang terdapat pada
tanaman tersebut. Selain itu dengan banyaknya kandungan senyawa dan manfaat yang

terkandung, dapat digunakan sebagai alternatif untuk pengembangan obat baru.

6.3 Keterbatasan Penelitian
Keterbatasan dalam penelitian ini antara lain:
1. Proses analisis menggunakan FTIR dan LC-MC/MS dilakukan di laboratorium intitusi
lain sehingga peneliti tidak sepenuhnya mengambil alih operasional FTIR dan LC-

MS/MS.
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7.1 Kesimpulan

1. Senyawa steroid yang diisolasi dari isolat D5.X ekstrak batang songga (Strychnos
lucida) diduga adalah senyawa stigmast-4-ene-3,6-dione dengan rumus molekul

CaoH4605.

7.2 Saran

1. Pada penelitian selanjutnya perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut terhadap
subfraksi hasil isolasi dari fraksi diklorometana daun Strychnos ligustrina.

2. Pada penelitian perlu dipertimbangkan identifikasi struktur senyawa isolat fraksi
diklorometana batang Strychnos ligustrina dengan intstrumen NMR (Nuclear
Magnetic Resonance).

3. Perlu dipertimbangkan untuk memperbanyak hasil ekstraksi agar bobot akhir isolat

yang didapatkan mencukupi untuk pengujian dengan berbagai instrumen.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Surat Determinasi Tanaman Songga (Strychnos lucida)
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Lampiran 2. Pembuatan Reagen Penampak Noda

1. H,SO, 10%
Campurkan 10 mL H2SO4 pekat dengan 90 mL akuades.
2. Liebermann Burchard

Campurkan asam asetat dengan asam sulfat 97% lalu tambahkan campuran
tersebut ke ethanol dengan perbandingan 1:1:10.
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Lampiran 3. Foto Hasil Optimasi Fase Gerak

Hasil optimasi fase gerak (kloroform:aseton = 6:4) sebelum disemprot H,SO4 10% (a) UV
254 nm; (b) UV 366 nm; setelah disemprot H,SO, 10% (c) UV 254 nm; (d) UV 366 nm; (e)
sinar tampak

(Keterangan: S: standar (ekstrak), 1: fraksi DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4: fraksi
air, 5: gumpalan di fraksi air)

@ (b) (©) ) ©

Hasil optimasi fase gerak (kloroform:aseton = 7:3) sebelum disemprot H,SO, 10% (a) UV
254 nm; (b) UV 366 nm; setelah disemprot H,SO, 10% (c) UV 254 nm; (d) UV 366 nm; (e)
sinar tampak

(Keterangan: S: standar (ekstrak), 1: fraksi DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4: fraksi
air, 5: gumpalan di fraksi air)
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(@) (b) (©) (d) (e)

Hasil optimasi fase gerak (kloroform:aseton = 5:5) sebelum disemprot H,SO4 10% (a) UV
254 nm; (b) UV 366 nm; setelah disemprot H,SO, 10% (c) UV 254 nm; (d) UV 366 nm; (e)
sinar tampak

(Keterangan: S: standar (ekstrak), 1: fraksi DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4: fraksi
air, 5: gumpalan di fraksi air)

Hasil optimasi fase gerak (n-heksana:etil asetat = 7:3) sebelum disemprot H,SO,4 10% (a)
UV 254 nm; (b) UV 366 nm; setelah disemprot H,SO,4 10% (c) UV 254 nm; (d) UV 366 nm;
(e) sinar tampak

(Keterangan: S: standar (ekstrak), 1: fraksi DCM, 2: fraksi etil asetat, 3: fraksi n-butanol, 4: fraksi air, 5: gumpalan
di fraksi air)
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Lampiran 4. Foto KLT hasil Kromatografi Cair Vakum

Gambar KLT 26 fraksi si bawah UV 254nm sebelum semprot H,SO, 10%

S dlailaleol 20l vkl S¥al Sl ee) S S 4142 43445.15253546.1| S 62 7.17.28.18.29.19.210.110.2

Gambar KLT 26 fraksi si bawah UV 366nm sebelum semprot H,SO, 10%
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Gambar KLT 26 fraksi pada sinar tampak setelah semprot H,SO410%



ST 151 e S8 283 5131283 3534 S 414243 44515253546.1 S (G2 Tl 722 ERl 2 CRilkiClp) Glokale) 2

Gambar KLT 26 fraksi di bawah UV 366nm setelah semprot H,SO, 10%
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Lampiran 5. Foto KLT hasil Kromatografi Kolom Lambat

(a) (b) (©) (d)

Gambar KLT Subfraksi 5.1-5.10 sebelum disemprot H,SO, 10% (a) UV 254 nm; (b) UV 366
nm; setelah disemprot H,SO, 10% (c) UV 366 nm; (d) sinar tampak

(a) (b) (€)
Gambar KLT Subfraksi 5.11-5.20 sebelum disemprot H,SO4 10% (a) UV 254 nm; (b) UV 366

nm; setelah disemprot H,SO, 10% (c) UV 366 nm
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Gambar KLT Subfraksi 5.21-5.30 sebelum disemprot H,SO,4 10% (a) UV 254 nm; (b) UV 366
nm; setelah disemprot H,SO,4 10% (c) UV 366 nm; (d) sinar tampak

(@) (b) (€) (d)

Gambar KLT Subfraksi 5.31-5.36 sebelum disemprot H,SO, 10% (a) UV 254 nm; (b) UV 366
nm; setelah disemprot H,SO,4 10% (c) UV 366 nm; (d) sinar tampak



Lampiran 6. Nilai Rf hasil kolom lambat D5

Subfraksi Rf sebelum semprot H,SO, | Rf setelah semprot H,SO,
366 nm 254 nm 366 nm Visual
Standar 0.09 0.1 0.11
0.21 0.2 0.2
0.45 0.43 0.44 0.4
0.65 0.68 0.6 0.52
0.77 0.7
D5.1 0.74 0.17
0.74
0.79
D5.2 0.73 0.73
0.79
D5.3 0.72 0.72
0.79
D5.4 0.72 0.72
0.8
0.61 0.72
D5.5 0.72 0.8
0.62 0.62
D5.6 0.7 0.7
0.79
D5.7 0.36 0.62
0.62 0.79
D5.8 0.36 0.12
0.62
0.79 0.79
D5.9 0.38 0.62
0.62 0.79
D5.10 0.68 0.68
0.79
D5.11 0.41 0.42 0.29 0.4
0.65 0.52 0.52
0.74 0.68
D5.12 0.4 0.42 0.21 0.21
0.27 0.43
0.65 0.68
D5.13 0.4 0.41 0.21 0.21
0.27
0.62 0.66 0.41
0.72 0.73
D5.14 0.4 0.19 0.21 0.21
0.62 0.27 0.43
D5.15 0.14 0.2 0.21 0.21
0.38 0.27 0.41
0.62
D5.16 0.38 0.19 0.21 0.21
0.62 0.27 0.42
0.72 0.73
D5.17 0.38 0.19 0.21 0.21
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0.72 0.27 0.43
D5.18 0.63 0.21 0.21 0.21
0.27 0.43
D5.19 0.68 0.2 0.25 0.23
0.3
0.76 0.8
D5.20 0.72 0.24 0.25 0.23
0.3
0.79 0.8
D5.21 0.38 0.1 0.21
0.63 0.2 0.63
0.75 0.75
D5.22 0.37 0.1 0.21
0.63 0.2 0.63
D5.23 0.07 0.1
0.38 0.2 0.21
0.63 0.6
0.72 0.74
D5.24 0.37 0.1 0.21
0.42 0.2
0.63 0.63
D5.25 0.37 0.1 0.21
0.63 0.2 0.64
0.71
D5.26 0.38 0.1 0.21
0.63 0.2 0.64
0.71
D5.27 0.38 0.1 0.21
0.63 0.2 0.64
0.72
D5.28 0.63 0.1 0.21
0.72 0.2 0.64
D5.29 0.63 0.1 0.21
0.73 0.2 0.64
D5.30 0.1 0.22
0.64 0.2 0.64
D5.31 0.69 0.1 0.2
0.2 0.84
D5.32 0.1
0.69 0.2 0.2
D5.33 0.69 0.1
0.76 0.2 0.2
D5.34 0.1 0.2
0.68 0.2 0.67
D5.35 0.1 0.2
0.68 0.2 0.66
0.77 0.76
D5.36 0.1 0.2
0.69 0.2 0.66
0.77 0.76
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Lampiran 7. Hasil identifikasi dengan FTIR
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10 |1259.57 |18.165 |22 1330.94 |1227.74 18133 0454
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G; 4000 3000 2000 1500 1000 500
33< 210318-0596 1 1/em
=
%m No. |Peak | Height |Corr. He|Base (H) Base (L) Area | Corr. Ar
= 1 |430.14 |20.083 [229  |43497 (42725 |0689 |0.044
- 2 [5372 14984 (0674 |54588 (53141 (0993 0026
3 |568542 |13532 |0.18  |601.82 |58349 (1.108 |0.016
4 62014 [13202 (0028 |626.89 (619.18 |0.472 |0
5 72237 [1477 2823 |[75999 |69151 (4239 (0479
o] 6 80821 |12871 |022 |84004 |80532 (1895 |0.024
gl 7 197409 |16861 |1344 |98567 |92567 (4144 [0.112
| 8 102907 (19002 (0351 [103196 [99531 (3098 |0.032
S| g 116795 (17908 |116 |119592 |1135.16 |5012 |0.179

11 |137145|17.951 |3.096 [139749 13319 |5087 0489

12 145825 (21935 [9.125 (1492 141292 (653 171

13 |154B91 (939 0082 155373 (154794 |0244 |0.001

14 |162799 [13629 (0164 |162992 156434 (3545 |0.143

16 |1736.01 [18.051 (035 182281 (173408 |4095 |-0338

16 |2BR573 (31637 (10822 (287792 (27535 (9218 1483

17 292421 |40.628 |20.711 | 305538 |2878.88 19.85 |6.185

18 |3341.82 |16.003 |0.033 |3342.78 |3113.24 11332 |0.185
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Lampiran 8. Hasil identifikasi dengan LC-MS/MS

1l

1efy

2e5

1124

519 564 o=

TES g
i 9&]{ 1024
902
PN

=%
8
g

Retention time (min) Area

0.37 664
0.88 873
1.51 634
2.76 769
4.02 145535
473 3896
5.07 55358
5.10 115340
515 153051
5.20 575679
5.34 142478
5.49 7349
3.58 802
5.64 409856
5.70 12172
5.96 18986
6.18 19654
6.22 2740
6.47 24226
691 905335
6.98 66806
7.08 309
7.13 9235
717 13912
7.19 33261
733 18593
7.57 9029
7.66 329655
7.84 22955
7.87 252800
8.06 70721

% Area (%) Height Width (s) Integration tvpe Peak width parameter (s) Threshold parameter

0.00 1006 1.12 BB 317 1151.67
0.00 2298 1.58 BB 317 1151.67
0.00 1857  0.68 BB 317 1151.67
0.00 2093 1.12 BB 317 1151.67
0.71 46247 6.17 BB 3.17 1151.67
0.02 2772 3.20 BB 3.17 1151.67
027 31472 274 BV 3.17 1151.67
0.56 54050 274 Vv 3.17 1151.67
0.74 88612 226 Vv 3.17 1151.67
2.79 139303 7.09 Vv 3.17 1151.67
0.69 35329 775 VB 3.17 1151.67
0.04 4573 318 BB 3.17 1151.67
0.00 1783 0.91 BB 3.17 1151.67
1.99 143939 5.46 BV 3.17 1151.67
0.06 10038 229 VB 317 1151.67
0.09 7181 5.24 BB 317 1151.67
0.10 9353 342 BV 317 1151.67
0.01 5161 0.91 VB 3.17 1151.67
0.12 12085 412 BB 3.17 1151.67
439 206398 7.24 BV 3.17 1151.67
032 30804 3.73 VB 3.17 1151.67
0.00 871 0.69 BB 3.17 1151.67
0.04 6052 232 BV 3.17 1151.67
0.07 12515 1.64 Vv 3.17 1151.67
0.16 13538 4.16 VB 317 1151.67
0.09 102532 337 BB 3.17 1151.67
0.04 5649 3.02 BB 317 1151.67
1.60 123368 6.24 BB 317 1151.67
0.11 25699 1.89 BV 317 1151.67
1.23 101792 5.55 VB 317 1151.67
034 31951 3.67 BV 317 1151.67
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§.11
8.19
8.56
8.64
8.85
9.01
9.07
9.11
9.14
923
9.28
931
934
9.39
9.45
9.48
9.53
9.59
9.64
9.66
9.73
9.75
9.86
9.89
993
9.97
10.00
10.06
10.10
10.14
10.18
10.25
10.30
10.34
10.41
10.47
10.50
10.73
10.85
11.02
11.24
11.37
11.47
11.61
11.62
11.65
12.98
13.15
13.17
14.37
14.41
14.52
14.60
14.77
14.79
14.82
14.91
14.94
15.28
15.45
15.80

255308 1.24
83836 041
1806074 8.76
16138 0.08
1173 0.01
91960 045
20415 0.10
122855 0.60
140671 0.68
3716450 18.04
373347 181
458428 222
295320 1.43
1308392 6.35
526414 255
819237 398
23337 011
149406 0.73
43020 021
95241 046
11103 0.05
14291  0.07
57234 028
269433 131
1116526 5.42
1766425 8.57
1214989 5.90
3503 0.02
8620 0.04
3531 0.03
2887 0.01
211748 1.03
65784 032
124380 0.60
65437 032
22030 o011
12044 0.06
10610 0.05
36661 018
18112 0.09
1184192 5.75
10604 0.05
9634 0.05
39899 0.19
33417 0.16
28322 0.14
2494 0.01
12911 0.06
47522 023
217338 1.06
187511 091
4456 0.02
3307 0.03
3472 0.02
1329 0.01
624 0.00
835 0.00
1967 0.01
1588 0.01
1980 0.01
2275 0.01

108106 4.60
32461 4.87
666542 6.75
10173 2.97
2050 1.67
37067 535
16411 1.88
85261 246
88986 228
1567977 5.54
188582 2.15
214477 2.44
252348 1.78
715408 4.23
528093 1.65
610733 3.80
15339 262
130552 3.03
39314 1.60
82337 287
12295  1.50
13200 1.67
36869 3.01
220964 1.92
805721 234
962325 247
757582 3.56
4800 1.30
6203 2.50
4093 2.05
3387 1.26
88090 5.80
50199 245
84214 326
44513 325
15801 2.50
10327 221
5742 4.41
19573 390
9959 4.84
489708 7.27
5523 3.65
5191 3.66
17419 597
17379 215
14736 4.03
3149 1.84
13258 2.55
18032 6.48
160137 2.85
60870 7.24
6343 1.43
6607 249
3351 2.04
3328 0.69
1609 0.69
1679 091
3808 1.58
3203 2.03
3469 1.58
3012 227

5353 2F2PgS993g2535959553339333533286233¢3

o]
[5<]

BV

BV

3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
317
317
317
317
317
317
317

1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
1151.67
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Item name: 210317-0589, Sample position: 1.3, Replicate number: 1

REPOSITORY.UB.AC.ID

|. |Cnrr||:|nnentname Identification status | Observed m/z ‘Nettmlmass(Da) m"ﬁdm|nemdnrcoum
1 Atractylon Identified 2171582 21615142 692 337916
2 Stigmast-4-ene-3 6-dicne  Identified 4273566 42634973 9.88 1560616
3 Sugiol Identified 301.2159 30020893 9.23 963465
4 Candidate Mass C28H4602 Identified 4153569 41434973 9.93 454635
< 5 Candidate Mass C36H6404  Identified 5614379 56043046 945 218728
< | |Cnrr||:|nnent name Identification status | Response |Ad|:luds Formula :;‘“i::s):}ﬂml |
2 ' 1 Atractylon Identified 288701 +H C15H200 -0.5
': 2 Stigmast-4-ene-3 6-dicne  Identified G70860 +H C29H4602 -04
&’ 3 Sugiol Identified 713837 +H C20H2802 -0.3
i < 4 Candidate Mass C28H4602 Identified +H C28H4602 -0.2
2 m 5 Candidate Mass C36H6404  Identified +H C36HE404 0.2
i
S
7~ Component name: Atractylon
Item name: 210317-0589
Channel name: 1: +217.1582 (41.0 PPM) +218.1616 (41.0 PPM) : TOF MSE (50-1200) 6eV ESI+ - Low CE : Integrated : Smoothed
e
6.92
el
-‘xf! 7.5¢5]
2 z
&| 3
ol
- | ﬁ. S5
8 z
o
d :
~ 2.5e5
> 0 T T T T T T T T
< 6 6.25 6.5 6.75 7 125 75 775
) — Retention time [min]
<[ —
= Item name: 210317-0589 Channel name: Low energy : Time 6.9167 +/- 0.0263 minutes
v Item description:
oc
L <
= : 217.15816
= 161.09546
>0
: = 1e7
o é
=
2
£ 5e6-
ol
gl 146.07169 16861
| | 33118964 71422167
§i o L i 61425280 1119.65834
1 U L) L) T U U U L) 1 T U
§i 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
g i Item name: 210317-0589 Channel name: High energy : Time 6.9167 +/- 0.0265 minutes
;a : Item description:
7.5e6
~
< . d
> £ ses |
< 3 X
V) = = i
< — Z 14607178
= s
%) 5 236 161.09545
o 131.04845
w < \ Mass error: -0.6 mDa
> o —217.15813
-2 ; 0 Uil | » 43007035  590.30624 71420741
= ; 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
.". Observed mass [m/z]
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Component name: Candidate Mass C28H4602

Item name: 210317-0589
Channel name: 1: +415.3569 (41.0 PPM) +416.3602
Integrated : Smoothed

2e6

Intensity [Counts]
)

[41.0 PPM) +417.3637 (41.0 PPM) : TOF MS® (50-1200) 62V ESI+ - Low CE :

Candidate Mass C28
_ 9.93

Item name: 210317-0589

1 T T
9,75 10 10.25 10.5 10.75
Retention time [min]

Channel name: Low energy : Time 9.9299 +/- L0796 minutes

Item description:
42735665
267+
479.37228
%' i
-5 415.35686
-‘E' 1e7-
:
31031013 501.45865
14993001 27953107 57143 62144921 78954624 92364745
\ / 1184.74276
0 das I .._]...lu A - AN L La
T T T T T T T L T
100 200 300 400 500 00 700 800 900 1000 1100 1200

Item name: 210317-0589
Item description:

Observed mass [m/z]

Channel name: High energy : Time 9.9299 +/- 0.0796 minut

427.35685
7.5eb6 1429.37230
£
415.35668
('3' S5eb \
z
g
E 310.31016 591.45802
2.5e6
589.4433
149.02278 l ] 519.36501
0 AL L L LI L Llll. il ml' bl

T
100 200 300 400

500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [myz]
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Component name: Candidate Mass C36H0404
Item name: 210317-0589
Channel name: 1: +5614879 ([4L0 PPM) : TOF M52 (50-1200) eV E5I+ - Low CE : Integrated : Smoothed
Candidate Mass CIGHEI04
945
7.5eb
5
Y ogagd
=
g
ar
E 2.5e5
U'I"'I""I"‘ rrrrrr. r...._nmm
a5 875 ) 925 95 975 10 10.25 105
Retention time [min)
Item name: 210317-0589 Chanrnel name: Low energy : Time 94529 +/- 0.0736 minutes
Item description:
27923105
7.Eeb
5 56148792
] 524.40500—
i Gefid
F=) 319.22391
I 277.21550
ar
E _ 331.139%6 73460425
2 5e6 26323646 ¥ 35316177 —552.49149 ~
119.08485 J ! 52235812 l 76657381 73661637
o g4758984 675625
o ILLI lll.l l .J-I.u“himlﬂ 1] J¢ thj LI TTETY CHEES lll__'r:l'_ElTIEEIZI .
100 200 300 400 00 600 700 00 Q00 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]
Item name: 210317-0589 Channel name: High energy : Time 9.4529 +/- 0.0796 minutes
Item description:
184.07287
2e7
g
S
z
c le74
& el
=
52440561
185.07645 319.22394 —561.48819
1908485 3 522.5962?# \. 746N a6 60863 95553227 |
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100 200 300 400 500 600 700 200 900 1000 1100 1200

Observed mass [m/z]
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Component name: Stigmast-4-ene-3,6-dione

Item name: 210317-0589

Channel name: 1: +427.3566 (41.0 PPM) +428.3600 (41.0 PPM) +429.3723 (41.0 PPM) +430.3757 (41.0 PPM) +4313787 (41.0 PPM) :
TOF MS® (50-1200) 62V ESI+ - Low CE : Integrated : Smoothed

Stigmast-4-ene-3 6-dione
9.97
3eb+
10.00
3 2e6-
=
E le6-]
0 L 916 , 936ga4s, 4959 , ”i .39 2- 19.36  }0.53, }n'ﬁl N
T —— T T T T T T T
g9 9.25 9.5 9.75 10 10.25 10.5 10,75 11
Retention tirme [min]
Item name: 210317-0589 Channel name: Low energy : Time 9.9836 +/- 0,0796 minutes
Item description:
427.35665
2e7
429.37228
/

415.35686
L

?

Intensity [Counts]

136.07108 279.23107 39329?3?
A

591.45865

1184.74276

0 T
100 200 300 400

Item name: 210317 -0589

I PRI 1
L T T

57143244 I I—sszzl 789.54624  923.64745
e L d
T L 1

T Ll
500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]

Channel name: High energy : Time 9.9836 +/- 0.0796 minutes

Ttem description:
42735685
7.5e6 142937230
%‘ I
I 415,35668
E‘ 5e6 - \
E 2.5e6-
319.22383 .
14902278
0 ki Lud .ll o 1185.72005

» - B e
100 200 300 400 500 B00 700 00 900 1000 1100 1200

Observed mass [myz]
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Component name: Sugiol
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2
>
ol
ol
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Itemn name: 210317-0589
Channel name: 1: +301.2159 (41.0 PPM) +302.2193 (41.0 PPM) +303.2228 (41.0 PPM) +304.2257 (41.0 PPM) : TOF M5"® (50-1200) 6eV
ESI+ - Low CE - Integrated : Smoothed
'5ug'
L83

2
< 426
V) —
S £
= &
o=
w < £ 386
= B
= 5
>0
/7 o~ ,9.049.1 ; 93
q“& T T T T T m
: 8.25 8.5 8.75 9 9.25 10 10.25
Retention time [min]
Item name: 210317-0589 Channel name: Low energy : Time 9.2278 +/- 0.0796 minutes
ol Item description:
g/
3 30121588
2|
E| 51039085
2|
8| £ 274
&l
| -5_
- .E‘ 283.20545
4
< E 1e7 259.16907 52440337
>_ 245.15315— i " il
< | J ‘! ss20723) |7 3&4;;12.243252
\ 794608597
= . 159.11607— |, | _ ..'_'}l-”. Ul w2 1aaa7s08, 103357107 1157.62148
S 100 200 300 400 500 600 TOO 800 900 1000 1100 1200
2 ; Observed mass [m/z]
i <
2 m Itern name: 210317-0589 Channel name: High energy : Time 9.2278 +/- 0.0796 minut
% m Ttem description:
y 510.39118
R le7
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S
e 2 o6 104.10636 —301.21575
: wn
d| |5 255.21018] 34120822 524.40465
3 kS A\ /
||
i 128.06127
2| ; 49456558
§§ J \ ?50.38636 693.36558 87265001
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Lampiran 9. Detail instrumen dan sistem running LC-MS/MS
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INSTRUMEN & DETAIL RUNNING

Pengaturan Alat

Chromatographic Separation

Column C18

- UNIVERSITAS
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Temperatur: 40°C
Wash solvent: Water:MeOH:ACN:IPA 1:1:1:1
Purge solvent: MeOH:Water 1:9

Mobile phase: A (0.1% FA/WA) & B (ACN+0.1FA) (gradient concentration)

Time (min)  Flow rate (mL/min)  Composition A (%)  Composition B (%)

0.00 0.3 95.0 5.0
1.00 0.3 95.0 5.0
8.00 0.3 60.0 40.0
11.00 0.3 0.0 100.0
13.00 0.3 0.0 100.0
16.00 0.3 95.0 5.0

Mass Spectrometry

g
V5]
oc
]
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=

:

Q
<
<
2
o

Spesification: Xevo G2-XS QTOF
System: ESI (electrospray ionization)
Mode: Positive

Mass analysis range: 50-1200 m/z

Source temperature: 120°C

REPOSITORY.UB,ACID

Desolvation temperature: 500°C
Desolvationn gas flow: 100 L/hour
Cone gas flow: 50 L/hour

Collision energy: 6 eV (low energy)

Rampt collision energy: 10-40 eV (high energy)
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