I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Januari sampai dengan Juli 2014,
bertempat di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis spektroskopi yang
digunakan adalah spekstroskopi FT-IR dan spektroskopi Ultraungu-tampak (UV-
Vis) dilakukan di Laboratorium Biomassa Jurusan Kimia Fakultas Matematika

dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Alat- alat yang digunakan pada percobaan ini meliputi alat-alat gelas, satu set alat
destilasi, satu set alat kromatografi cair vakum (KCV), satu set alat kromatografi
kolom (KK), alat pengukur titik leleh, lampu UV, pipet kapiler, penguap putar
(vacum Rotary Evaporator), spektrofotometer FT-IR merk Scimitar 2000,

spektrofotometer ultraungu-tampak (UV-VIS) merk Cary 50.
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2. Bahan yang digunakan

Bahan yang digunakan pada penelitiaan ini adalah buah Ara atau Tin (F.
racemosa) yang telah dikeringkan dan dihaluskan, diperoleh dari Pekon Pehabung
Kecamatan Kota Agung Timur Kabupaten Tanggamus Provinsi Lampung.
Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dan kromatografi berkualitas teknis yang
telah didestilasi sedangkan untuk analisis spektrofotometer berkualitas pro-
analisis (p.a). Bahan kimia yang dipakai meliputi akuades (H,O), metanol
(MeOH), etil asetat (EtOAC), diklorometana (CHClI,), aseton (C3HgO,), benzena
(CeHs), n-heksana (n-CgH14), kloroform (CH3Cl), serium sulfat 1,5% dalam asam
sulfat (H,SO4) 2N, silika gel Merck G 60 untuk impregnasi, silika gel Merck 60
(35-70 Mesh) untuk KCV dan KK, untuk KLT digunakan plat KLT silika gel
Merck kiesegal 60 F,s4 0,25 mm. Pereaksi geser untuk spektrofotometer
ultraungu- tampak (UV- Vis) yaitu alumunium klorida (AlICI3), asam klorida

(HCI), natrium asetat (NaOAc), dan natrium hidroksida (NaOH).

C. Prosedur Penelitian

1. Pengumpulan dan Penyiapan Sampel

Sampel yang digunakan buah Ara atau Tin (F. racemosa), buah Ara dibersihkan
dan dipotong kecil-kecil, setelah itu dikeringkan di bawah sinar matahari hingga

kering, setelah kering, kulit akar dihaluskan hingga menjadi bubuk.

2. Ekstraksi dengan Metanol

Sebanyak 1,3 Kg buah Ara yang telah halus dimaserasi dengan pelarut metanol

(MeOH) selama 1 x 24 jam, maserasi dilakukan sebanyak tiga kali. Ekstrak
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metanol yang telah diperoleh, dipekatkan dengan menggunakan vacum Rotary

Evaporator dengan suhu 47°C dan dengan laju putaran 120 rpm.

3. Pemisahan dan Pemurnian

Ekstrak pekat yang telah kering ditimbang masanya, lalu difraksinasi dengan
menggunakan kromatografi cair vakum (KCV). Sebelum dilakukan fraksinasi,
terlebih dahulu dilakukan uji KLT dengan menggunakan eluen dengan
perbandingan tertentu untuk menentukan sistem pelarut yang akan digunakan
pada kromatografi cair vakum, dan untuk menentukan jumlah komponen dan

kemurnian sampel yang akan dianalisis.

3.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Identifikasi menggunkan KLT dilakukan untuk melihat pola pemisahan
komponen-komponen senyawa yang terdapat dalam ekstrak kasar hasil fraksinasi.
Identifikasi KLT dilakukan terhadap hasil fraksinasi menggunakan sistem
campuran eluen menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, diklorometana
(DCM), dan metanol. Hasil kromatogram kemudian diidentifikasi menggunakan
larutan serium sulfat untuk menampakkan bercak/ noda dari komponen senyawa
tersebut. Setiap fraksi yang menghasilkan pola pemisahan dengan Rf (Retention
factor) yang sama pada kromatogram kemudian digabung menjadi beberapa fraksi

gabungan yang akan difraksinasi lebih lanjut (Khopkar, 2002).
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3.2 Kromatografi Cair Vakum

Ekstrak kasar kemudian difraksinasi menggunakan KCV. Terlebih dahulu fasa
diam silika gel Merck G 60 sebanyak 10 kali berat sampel dimasukkan ke dalam
kolom. Ekstrak kasar yang telah dilarutkan dalam aseton dan diimpregnasikan
dengan silika gel, kemudian dimasukkan pada bagian atas kolom yang telah berisi
fasa diam. Setelah itu kolom dielusi dengan eluen etil asetat : n-heksana (0 % :
100 %) sampai dengan etil asetat : n-heksana (100 % - 0 %). Pada setiap
penambahan eluen kolom dalam keadaan vakum. Kemudian fraksi-fraksi yang
terbentuk dikumpulkan berdasarkan pola fraksinasinya. Fraksinasi sampel dengan
teknik KCV dilakukan berulang kali dengan perlakuan yang sama seperti tahapan

KCV awal (Hendayana, 1994).

3.3 Kromatografi Kolom (KK)

Setelah dihasilkan fraksi-fraksi dengan jumlah yang lebih sedikit, tahapan
fraksinasi selanjutnya menggunakan teknik kromatografi kolom. Adsorben silika
gel Merck (35-70 Mesh) dilarutkan dalam pelarut yang akan digunakan dalam
proses pengelusian. Slurry dari silika gel dimasukkan kedalam kolom terlebih
dahulu, atur fasa diam hingga rapat (tidak berongga) dan rata. Selanjutnya
masukkan sampel yang telah diimpregnasi pada silika gel ke dalam kolom yang
telah berisi fasa diam. Pada saat sampel dimasukkan, usahakan agar kolom tidak
kering/ kehabisan pelarut karena akan mengganggu fasa diam yang telah dikemas

rapat, sehingga proses elusi tidak akan terganggu (Khopkar, 2002).
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4. Analisis Kemurnian

Identifikasi kemurnian dilakukan menggunakan metode KLT dan titik leleh.
Identifikasi kemurnian secara KLT menggunakan beberapa campuran eluen.
Kemurnian suatu senyawa ditunjukkan dengan munculnya bercak tunggal pada

kromatogram menggunakan pereaksi serium sulfat (Khopkar, 2002).

Untuk Identifikasi titik leleh, sebelum dilakukan pengukuran, alat pengukur titik
leleh tersebut dibersihkan terlebih dahulu dari pengotor, karena pengotor akan
menaikkan atau menurunkan temperatur titik leleh kristal yang diperoleh. Untuk
kristal yang berukuran besar, kristal terlebih dahulu digerus hingga berbentuk
serbuk. Kemudian kristal yang akan ditentukan titik lelehnya diletakkan pada
lempeng kaca, diambil sedikit dengan menggunakan pipet kapiler, alat dihidupkan
dan titik leleh diamati dengan bantuan kaca pembesar. Suhu pada saat kristal

pertama kali meleleh, itulah titik leleh dari senyawa tersebut (Rusli, 2007).

5. Identifikasi Senyawa

5.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Sampel kristal hasil isolasi yang telah murni dianalisis menggunakan
spektrofotometer inframerah. Analisis secara spektrofotometri inframerah yaitu
senyawa hasil isolasi ditimbang 1 mg, digerus dengan pelet KBr, dibuat pelet
yang transparan dengan alat penekan hidrolik, zat yang telah terdispersi homogen
dalam pelet dimasukkan kedalam spektrofotometer infra merah. Analisis serapan-
serapan infra merah yang dihasilkan yaitu pada daerah gugus fungsi dan sidik jari

(Silverstein, 2002).
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5.2 Spektroskopi Ultraungu-tampak (UV-Vis)

Sampel berupa kristal murni sebanyak 0,1 mg dilarutkan dalam 10 mL metanol.
Larutan ini digunakan sebagai persediaan untuk beberapa kali pengukuran.
Pertama, sampel diukur serapan maksimumnya dalam metanol. Kemudian
masing- masing larutan persediaan ditambah dengan pereaksi- pereaksi geser
seperti natrium asetat (NaOAc), natrium hidroksida (NaOH) 2 M, aluminium
klorida (AICl3) 5 %. Selanjutnya masing-masing larutan diukur serapan

maksimumnya (Eprianti, 2011).



