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RINGKASAN

Telah dilakukan penelitian tentang “Perbandingan Reaksi Demetilast Proestrobin
Hasil {solasi Rimpang Vemu Kunci { Boesenbergia pundurate Roxb) dengan Pereaks:
HBr dan 1.i11-Kotidina, serta Asetilasi dan Benzoifasi Pinocembrin Hasil Reaksi™

Dilakukan ekstraksi serbuk rimpang temu kunci secara perkolasi dengan pelarut
n-heksana. ekstrak vang diperoleh diuapkan dengan tekanan rendah (evaporator}
hingea diperoleh ekstrak kental. Sctelah didinginkan terdapat kristal berwarna coklat
kemerahan. Kristal im kemudian dimurnikan dengan rekristalisasi dengan metanol
sehingga diperolch kristal tak berwarna. Kristal ini dianalisis secara KLT dengan
beberapa cluen menghasitkan noda tunggal vang berarti kristal telah murni. juga
didukung decngan pemeriksaan jarak lebur menggunakan Electrothermal Melfting
Pomnts Apparatus scbhesar 99.5 — 100.0°C vang mendekati pustaka sebesar 99 — 100°C
(Parwata, 1998). Analisis Spektroskopi 1V-Vis dalam larutan metanol diperoleh 2
maks — 288 nm (pita [T} akibat pengaruh gugus pembern elcktron (OH dan OCH:)
dan ikatan konjugasi dari cincin A dengan gugus karbontt C; dan bahu =322 nm (pita
[} dischabkan tidak adanva konjugasi antara cincin B dengan gugus karbomtl €
(Harbone dan Swan, [969; Achmad, 1990). Bila ditambahkan pereaksi geser AlIC;
terjadi pergeseran batokronuk akibat terbentuknya ikatan AP dengan OH pada Cs
dan C=0 pada C, vang memperpanjang sistem konjugasi pada pita !l scbesar 20 nm

yang menunjukkan scnyawa hasil isolasi termasuk flavonoid golongan flavanon yang
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memiliki gupus OH pada Cs. Anahisis dengan spektroskopr IR diperoich pita — pita
pada bilangan gelombang 322720 cm” menunjukkan adanya OH, 305938 cm’'
menunjukkan —~C-11 ulur aromatik, 164543 cm™ menunjukkan —C=0 keton, 157984
cm’! menunjukkan —C=C- ulur aromatik, 297237 - 284719 cm’! menuntjukkan C-H
tekuk. dan 125963 — 120948 cm’! menunjukkan —C-O-C- alkil aril eter. Analisis
spekiroskopi RMI proton menghasilkan pergeseran kimia 2,78 dan 3,00 ppm
menunjukkan dua I1:; 537 ppm menunjukkan satu Il;; 3,79 ppm menunjukkan 3 i
pada 7-OMe; 6,03 ppm menunjukkan He dan Hg; 7,24 ppm menunjukkan Hy 34 5 40,
12,03 ppm menumukkan t H pada 5-OH. Analisis spektroskopi massa menghasiikan
M — 270 (Mr) dengan fragmentasi m/z = 252 (M-H:0) , m/z = 242 (M-CO)", miz —
227 (M-CO-CILY, myz = 213 (M-CO-C;H;)", m/z = 193 (lepasnya cincin B /
benzena yang diperkuat dengan adanya frgamen pada m/z — 77), miz = 166 (M-C¢Hs-
CHy) ", miz — 152 (M-C Hs-CoH3-CHy)' dan miz = 123 (M-CaHs-C,H3-CH3-COY
(Parwata, 1998). Dari semua hasil analisis di atas disimpulkan bahwa senyawa hastl
1solast adalah flavanoid tlavanon dengan nama 3-hidroksi-7-metoksiflavanon atau
pinostrobin.

Sedangkan reaksi demetilasi pinostrobin dilakukan dengan dua macam pereaksi,
yaitu pereakst HBr (P-1) dan pereaksi Lil-Kolidina (P-2) schingpa diperoleh
pinocembrin.  Selanjutnya hasil reaksi dimumikan denpgan kromatografi kolom
dengan cluen n-heksana - etil asetat (7 : 3). Hasil reaksi dianalisis secara KLT
dengan beberapa eluen menghasilkan noda tunggal yang berarti  senyawa telah
murni, juga dilakukan uji jarak lebur scbesar 202 — 204 * C sesuai dengan pustaka

201 - 203 ° C (Parwata, 1998). Analists Spektroskopi UV-Vis dalam larutan metanol

i
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diperoleh x4 maks = 288 nm {pita [1) akibat pengaruh gugus pemberi clektron (OH
dan OCH3) dan ikatan konjugasi dari cincin A dengan gugus karbomil C; dan bahu =
322 nm {pita ) disebabkan tidak adanya konjugasi antara cincin B dengan gugus
karbonil C; (1larbone dan Swan, 1969; Achmad, 1990). Bila diiambahkan pereaks
aeser AICT; terjadi pergeseran batokromik akibat terbentuknya ikatan Al dengan OH
Cs dan C=0 pada C; yang memperpanjang sistem konjugast pada pita II sebesar 20
nm dan dengan percaksi geser NaOH maupun NaOAc terjadi pergeseran batokromik
sebesar 35 dan 34 nm akibat adanva gugus OH pada C; vang menunjukkan senvawa
hasi! isolasi termasuk flavonoid golongan flavanon yang memiliki gugus OH pada Cs
dan C-. Analisis dengan spektroskopi IR diperoich pila — pita pada biangan
gciombang 338923 dan 342974 cm’ menunjukkan adanya OH. 291856 dan
2914.70 cm’ menunjukkan C-H ulur aromatik, 1633.85 dan 164543 cm’
menminjukkan  C=0 keton, 151233 dan 157984 cm’ menunjukkan C C- alur
aromatik. Analisis spcktroskopi RMI proton dari (P-1) menghasilkan pergeseran
kimia 2,80 dan 3.00 ppm menunjukkan dua Ha; 5,37 ppm menunjukkan satu Ha; 6,03
ppm menunjukkan Hs: dan Hg; 7,24 ppm menunjukkan Hy 3.4 56, 12,03 ppm
menunjukkan | H pada 5-OH. Sedangkan analisis spektroskopt RMI dari (P-2)
menghasilkan pergeserun kimia 2,78 dan 3,00 ppm menunjukkan dua Hs: 5,37 ppm
menunjukkan satu 1%>; 6,03 ppm menunjukkan He dan ITs; 7,24 ppm menunjukkan
Hy 456 12,03 ppm menunjukkan | H pada 5-OH. Analisis spektroskopi massa
menghasilkan M! = 256 (Mr) dengan fragmentasi miz = 238 (M-H.0)", m/z — 228

(M-CO)Y'. mrz — 179 (M-CeH, lepasnva cincin B 7 benzena vang diperkuat dengan
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adanya frgamen pada m/z = 77)), m/z = 152 (M-C¢H;5-C>H;-CH3)™ (Liu, 1992). Dari
semua hasil analisis di atas disimpulkan bahwa senyawa hasil reaksi demetilasi
pinostrobin dengan pereaksi HBr (P-1) dan pereaksi Lil-Kolidina (P-2) adalah
flavanoid golongan flavanon dengan nama 3,7-dihidroksiflavanon atau pinocembrin.
Dengan rata — rata persentase hasil reaksi untuk (P-1) sebesar 38,03 % dan untuk (P-
2) sebesar 68,78 %,

Pada reaks: asetilasi pinocembrin dengan pereaksi asetil klorida (P-3) yang
nantinya akan mengasilasi gugus OH pada Cs dan C; sedangkan reaksi benzoilasi
pinocembrin dengan pereaksi benzoil klorida akan mensubtitusi gugus OH pada C;.
Selanjutya hasil rcaksi dimurnikan dengan kromatografi kolom dcngan eluen r-
heksana — etil asctat (7 : 3). Hasil reaksi dianalisis secara KLT dengan beberapa eluen
menghasilkan noda tunggal yang berarti senyawa telah murni, juga dilakukan uji
jarak lebur sebesar 104 - 105 ° C untuk (P-3) dan 114 - 116 ° C untuk (P-4). Analisis
Spektroskopi UV-Vis dalam larutan metanol diperoleh A maks = 348 nm untuk (P-3)
dan A maks — 336 nm untuk (P-4) (Dean, 1987). Analisis dengan spekiroskopi TR
untuk (P-3) diperoleh pita — pita pada bilangan gelombang 1716,80 cm™
menunjukkan ~C—O ester, 1643,50 cm™ menunjukkan adanya —~C=O keton, 1539,33
dan 1487,25 cm™" menunjukkan —C=C- ulur aromatik, 1388,87 cm™' menunjukkan —
CHs, dan 1253,84 — 1005,00 cm™ menunjukkan —C-O ester . Sedangkan untuk (P-4)
diperoleh pita — pita pada 342589 cm” menunjukkan OH fenolik, 1790,10 cm™
menunjukkan —C=0 ester, 163585 cm™ menunjukkan —C—O keton, 158370 -

148532 cm” menunjukkan —C=C- ulur aromatik. dan 129242 —1026.22 cm’
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menunjukkan  —-C-O  ester.  Analisis spektroskopi RMI proton untuk (P-3)
menghasitkan pergeseran kimia 7418 ppm  menunjukkan Hy oz 4 v4) 3.499 ppm
menunjukkan Hy; 2.870 ppm menunjukkan dua Hi: 6,292 ppm menunjukkan Hq dan
Hy, 3.813 ppm menunjukkan tiga 11 pada 5-OMe: 2,185 ppm menunjukkan 3 H pada
7-OMe.  Sedangkan untuk (P-4) menghasilkan pergeseran kimia 723 ppm
menunjukkan 11 v 460 2,79 dan 3.00 ppm menunjukkan dua Hi 538 ppm
menunjukkan Hy, 5,95 ppm menunjukkan s dan Hg; 12,02 ppm menunjukkan 1 H
pada 5-OMe dan 8,20 ppm menunjukkan 5 H pada 7-OAr. Analisis spektroskopl
massa untuk {P-3) menghasilkan M~ = 340 (Mr) dengan fragmentasi m/z — 312 (M-
COY. mz 2810 (M-CH;COY, m/z — 234 (M-CH:CO) . mz 179 (M-C:H:
lepasnya cincin B / benzena yang diperkuat dengan adanya frgamen pada miz = 77})},
miz — 132 (M-C Hs-C-H--Cl 12)’ sedangkan unfuk {I>-4) menghasilkan M~ = 360
{Mr} dengan fragmentasi m/z — 255 (M-CO-C.Hs)", miz — 238 (M-CO)", miz = 179
(M-C:.H<) . miz 152 (M-C.1sCoH) . Dari semua hasil analisis di atas disimpulkan
bahwa senyawa hasil reaksi asetilasi pinocembrin dengan pereaksi asetil klonda (I-3)
menghasilkan (), O-diasctilpinocembrin sedangkan senyawa hasil reaksi benzoilast
pinocembrin  dengan  pereaksi  benzoil klorida (P-4} menghasilkan -

benzoilpinocembrin. Dengan rata — rata persentase hasil reaksi untuk (P-3) sebesar

30,55 % dan untuk (P-4) sebesar 75 81 %%,

i
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ABSTRAK

Pinostrobin telah diisolast dari serbuk nmpang temu kunci yang kering
(Boesenbergia pandurata Roxb) sebesar 1,98 % secara perkolasi dengan pelarut -
heksana, selanjutnya dimurnikan secara rekristalisast dengan pelarut metanol.
Strukiur pinostrobin  diidentifikasi dengan XLT, spektrofotometri UV-Vis,
Spektrofotometri Infra Merah, Spektroskopi RMI, dan Spektroskopi Massa.

Pada penelitian ini dilakukan reaksi demetifas: pinostrobin dengan dua macam
pereaksi, vaitu pereaksi HBr (P-1) dan pereaksi Lil-Kolidina (P-2). Pada (P-1)
diperoleh rata — rata hasil reaksi 38,03 % dan pada {P-2) diperoleh rata — rata hasi!
reaksi 68,78 %. Didapatkan bahwa persentase hasil reaks: yang lebith besar pada
reaksi demetilasi pinostrobin dengan pereaksi Lil-Kolidina (P-2) daripada dengan
pereaksi HBr {P-1). Struktur dari pinocembrin (P-1} dan (P-2) diidentifikasi dengan
KLT, Spektrofotometri UV-Vis, Spektrofotometri Infra Merah, Spektrometri RMI
dan Spektrometri Massa.

Reaksi asetilasi pinocembrin pada penelitian ini dilakukan dengan pereaksi asetil
klorida (P-3) vang mengasetilasi gugus OH pada Cs dan C; menghasilkan O.0-
disetilpinocembrin sedangkan reaksi benzoilasi pinocembrin dengan pereaksi benzoit
klorida (P-4) akan mensubtitusi gugus OH pada C; menghasilkan O-
benzoilpinocembrin. Pada (P-3) diperoleh rata — rata hasil reaksi sebesar 39,55 %
scdangkan pada (P-4) diperoich rata — rata hasil reaksi sebesar 75,81 %. Struktur dari

O, O-diasetilpinocembrin  dan  O-benzoilpinocembrin  diidentifikasi dengan KLT,

%
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Spektrofotometrni UV-Vis, Spektrofotometr infra Merah, Spektroskopi RMI dan

spektroskopr Massa.

xiii
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ABSTRACT

Pinostrobin was isolated from dried Rhizome of Boeseabergia pandurafu Roxb as
1.98 % bv percholation using n-hexane as solvent, followed by recrystahization using
methanol as solvent. Pinostrobin structure was identified by T1L.C. UV-Vis, Infra Red.
Proton NMR and Mass Spectroscopic analysis.

Demethylation reaction was donc with two reagent : HBr (P-1) and Lil-Kolidina
(£-2). Result of reaction were as follow : 3803 % (P-1) and 68.78 % (P-2). The
hipher percentage of demethylation pinostrobin reaction was using Lil-Kolidina (P-2)
as rcagent. Pinocembrin structure (P-1) and {P-2) were identified by TLC, UV-Vis,
Infra Red, NMR Proton, and Mass Spectroscopic analysis.

Acetylation pinocembrin was done by acetyl chlond (P-3) as reagent. The
reaction can be substituted OH of Cs and C- pinocembrin with acctyl became O.0-
hisacetyipinocembrin. Benzoylation reaction was usmg benzolyl chiorid as reagent
can be substituted OH of C- pinocembrin with  benzoyl became -
benzoylpinocembrin. The average result of {(P-3) was 39,55 % and the average result
of (P-4) was 7518 % O O-bisacctyvipinocembrin  and  (J-benzoylpinocembrin
structure were 1denuficd by TLC, UV-Vis, Infra Red, NMR Proton, and Mass

spectroscopic analysts.

v
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BAR1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pengembangan potensi sumber bahan obat tradisional untuk mendapatkan zat

zat kinua atau bahan baku obat baru dilakukan melaha cksplorast
keanckaragaman hayati hotan maupun budidaya tanaman obat vang dimiliki
indoncsia. Tanaman sebagai bahan baku obat tmernpunyai ciri cirl vang khusus
dan komplek. Hal ini disebabkan tumbuhan obat memiliki kandungsan komponen
aktit vang ienis dan kadamva berbeda karenz pengaruh iklim dan hnpkungan.

Keanckaragainan havati Tndonesia merupakan keanckarapaman plasma nuftah
dan penctika veng sanzat besar artinya apabila didayagonakan secara maksimai
haik melafut proses isolasi maupun skrnining bioaktivitas. Sejarah penemuan obal
menunjuakkan bahwa berbagal jemis metabolt schunder dan tumbulizn darat
maupun Taut telah terbukti memiliki nilai puna untuk obat (Parwata, 1998).

Temu kunci (Reesenhergia pandurata Roxb) merupakan tanaman yvang
banvak ditemukan dr lodonesia, baik di dataran tinggi maupun rendah. Bagian
vang paling banyak dimantfaatkan adalah nmpangoya, sebagat obat tradisional
seperti obat batuk  kering,  sariawan, panpguan  pada usus  besar, perut
membengkak. susah kencing pada anak — unak, radang setaput lendir pada mulut
rahim dan disentn (Heyne, 19871,

RBerdasarkan penelitian ekstraksi mmpang tanaman temu kunci { Boesenhergia
pandurata Roxb denpan pelarut dietd eter didapatkan kadar kempenen senyawa

flavonoid vaitu pinostrobin L 2.5 %, alpina £ 1 % dan pinocembrin & 0,25 %,
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flavonoid yaitu pinostrobin + 2.5 %, alpina + | % dan pinocembrin + 0,25 %,
Dengan kadar pinostrobin yang cukup besar maka isolasi pinostrobin dapal

dilakukan dengan mudah (Parwata, 1998).

Gambar 1.1 Struktur pinostrobin (* C; kiral)

Pmostroban memiliki aktivitas sebagai antioksidan, antiinflamasi, dan ancstesi
lokal. Sedangkan pinocembrin dilaporkan memiliki toksisitas yang cukup tinggi
terhadap Artemia salina dengan LCso = 23,3 ppm (Tanjung, 1995) dan juga dapat
menghambat pertnmbuhan kanker (Liu, 1992). Aktivitas tertentu dari pinocembrin
yang lebih batk memacu keinginan untuk dihasilkannya pinocembrin dan reaksi
demetilasi pinostrobin (hasil isolasi impang temu kunci Boesenbergia pandurata
Roxb) karena kadar pinocembrin dari hasil isolasi rimpang temu kunci sangat

kecil.

Gambar 1.2 Struktur pinocembrin (* C; kiral)
Telah dilakukan penelitian pendahuluan reaksi demetiiasi gugus metoksi pada
pinosirobim  dengan menggunakan pereaksi hidrogen bromida menghasitkan

pinocembrin yang dianalisis dengan KLT densitometri (Kadek, 2001). Di lain
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pihak, penggunaan pereaksi ittuint iodida dan 2.4, 6-kolidina telah dilaporkan pada
rcakst demenilast 2-mictoksinaftalena menghasilkan 2-nafiol. dimana aril aikil cier
imi diputus 1katannya menghasilkan alki! iodida dan garam dan fenol (Harrison,
1969). Reakst pinostrobin dengan pereaksi Lil-Piridina ditaporkan menghasilkan
pinocembrin vang dianalisis dengan Ki.T densitometri {Kurniawati, 2001 ).

Sintesis pinocembrin pada penelitian ini dilakukan dengan reaksi demectilasi
pinostrobin vang menyggunakan dua macam pereaksi, vaitu pereaksi HBr dan
pereaksi Lil-Kolidina yang spesifik terhadap anl metil eter. Meskipun kedna
pereaksi tersebut disebutkan spesifik terhadap aril meti! eter, tidak menutup
kemungkinan untuk terprotonasinya atom O pada eter siklik pinostrobin sehingga
cineln eler siklik dapat terbuka dan terbentuk kalkon. Oleh karena itu pada reaksi
demetitasi pinostrobin ini dilakukan dengan dua macam pereaksi yang berbeda
unfuk mengetahui pereaksi manakah vang menghasiikan pinocembrin dengan
persentasc hasil vang lebih besar.

Menyadari adanva dua gugus OH pada pinocembrin dengan reaktivitas yang
berbeda akan ditentukan regioselektivitasnya dengan reaksi asctilasi dan reakst
benzoilast. Namun harus ditngat bahwa gugus OH pada Cs pinocembrin sulif
dunretitast dan diasilasi {terutaina asilasi dengan pereaksi anhidrida asetat), hai ini
disebabkan gugus OH pada Cs tersebut memitiki halapgan sterik dan adanya
ikatan hidrogen intramolekular antara pugus OH tersebut dengan atom O dan
gugus karbonit, sehingga iebih terlindungi (Markham, 1988). Oleh karena itu
dilakukan asetilasi pinocembrin pada dua gugus OH (Cs dan C-) seperti pada
gambar 1.2 | dengan percaksi asctil klorida dan reaksi benzoilasi pinocembrin

dengan pereakst benzoil klorida, mengingat pereaksi asctil klorida adalah percaksi
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vang tidak meruah sedangkan pereaksi benzoil klorida adalah pereaksi yang
meruah {Warren, 1994).

Dari pernyataan di atas, terdapat dua hal yang utama dalam penelitian ini,
vaitu sintests pinocembrin dan pinostrobin (hasil isolasi rimpang temu kunci 8.
pandurata) yang diperoleh dengan persentase hasil yang lebih besar daripada hasil
isolasi dan bahan alam. Selain itu juga akan menambah keanekaragaman senyawa

kimmia yang dikembangkan dari modifikasi struktur senyawa dari bahan alam.

1.2 Perumusan Masalah
Dari uraian latar belakang tersebut, dapat dirumuskan permasalahan sebagai
berikut :
1. Percaksi manakah (HBr atau Lil-Kolidina) vang memberikan persentase hasil
reaksi vang lebih besar pada sintesis pinocembrin dengan material awal

pinostrobin hasil isolasi rimpany temu kunci (B pandurata) ?

b

Gugus OH manakah (C; atau C; atau keduanya) pada pinocembrin yang akan
mengalami reaksi asetilasi dengan pereaksi asenil kionida ?
3. Gugus OH manakah (Cs atau Cy atau keduanya) pada pinocembrin vang akan

mengalami reaksi benzoilasi dengan pereaks: benzoil kiorida ?
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[.3 Tujuan Penclitian

1. Menentukan perscniase hasil reaksi demetilasi pinostrobin dengan dua
macam pereaksi, yaitu pereaksi 11Br dan pereaksi Lil-Kolidina.

2 Menentukan gugus OH yang mana (Cs ataw C- atau keduanva pada
pinocembrin) vang akan mengalami reaksi asetilasi dengan pereaksi asetil
klorida.

3. Menentukan gugus OH vyang mana (Cs atau - atau keduanya pada
pinocembrin} vang akan mengalami reaksi benzoilasi dengan pereaksi

benzoil klorida,

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian i diharapkan dapat membenkan sambangan dalam usaha
pengembangan sintesis senvawa obat vang didapatkan dalam jumiab vang lebih
besar bila dibandingkan dengan cara isolasi dari bahan alam.

Sefain ity juga menambah  keanckaragaman  scnyawa  kimia  yang

dikembatigkan dan modifikast struktur senyawa hasil isolas1 bahan alam.
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA
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BAB 1i

TINJALAN PUSTAKA

2.1. l'injauan Tanamar Temu Kunci {Bocsenbergia pandurata Reoxb)
2.1.1. Klasifikasi dan Nama Dacrah
Dalam taksonomi tumbuhan, tanaman temu kunci (Hoesenbergia pandurata
Roxb) dikiasifikasikan sebagai berikut
Divisi - Spermatophyta
Sub divisi © Angiospermae
Kcelas : Monocotyledonae
Bangsa : Zingiberales
Suku . Zimgberaceae
Marpa ; Kaempferia
Jenis | Kaempferia pandurata Roxb
Crastrochilus pandurato Roxb
Hoesenhergia pandurata (Roxb) Schiecht
Tanaman temu kunci (3. panduraia) tersebar di seluruh Indonesia dan dikenal
dengan berbagat nama daerah. antara lain © Temy kunct, Tumu konci (Ambon),
Tcki kunel (Manado), Tamu kunci {Minangkabau). Tamu kunci {Sunda). Kunct
{Jawa}, Temo konce {(Madura). Temo konce {Kangean), Tema konei {Bali), Dumu
kunc1 (Bima), Temu konci (Makasar), Rutu kakusi {Seram limur). Cne sitale

{Seram Seiatan), Tamputi ( Ternate) (Heyvne, 1987).
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2.1.2. Ciri— Ciri Tumbuhan

Tumbuhan semak. keail. tingginya = 30 ¢m. berbatang semu terdirt dant
kelopak - Kelopak daun yang berpadu. Runpangnya tumbuh mendatas berpmpang,
— jimpang dan beruas wamanva kuning. Akarnva tebal, berair, pemuk bentuknya
seperti cacing. Paunnva tidak banvak (4 5 lembar) pada batang semuanva.
pantang 23 30 cm, dan lebar 4,5 — 10 cm., berpasangan, agak tegak, bentuk
bundar, menjorong ke upung dan ke pangkal. Telapak dan punggung daun licin,
tidak berbulu dan berwama hijau. Tulang daun di tengah. agak besar mempunyai
lapis fipis seakan — akan tembus cahaya. di permukaannya bersisik pendek
meruncing, Bunga banyak pada tandannya. muncnl di sela  sela pelindung daun
bunga yang bentuknya lonjong bundar scpertt berpita — pita, panjang bunganya 5
cm. Kelopak bunga bercelah dua dengan panjang 2,5 cm. bentuk tabung kecil,
iembarannya tipis, scakan — akan iembus cahava. Mahkota bunga panjangnya £ 5
cm, warnaitya putih atau merah jambu bentuknya lonjong panjangnya + 2 cm dan
wungnva runcing (Heyne, 1987).

Rimpang temu kunci {8 pardurata) berbau khas aromatik, rasa agak pahit.
memmbulkan rasa agak tebal. Kepingannva keras. tidak rapuh, bentuk hampir
bulat, jorong sampai bulat ietur, kadang kadang bercabang, lebar sampai 15 mni,
panjang sampat 23 mm. ebal 2 mm sampas S nin permukaan luar udak rata,
berwamna coklat muda sampai coklat kelabu, berkerut melintang atau berkerut
membujur, kadang  kadang terdapat pangkal upih daun atau pangkal akar. bidang
irisan berwarna coklat muda kekuningan, bekas patahan rata, berwarna putih

kecoklatan { Anonmm, 1977).
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2.1.3. Kegunaan dan Kandungan kimia

“Kunci” yang segar digunakan sebagai rempah — rempah, selain itu akar temu
kunci yang muda digeman sebagai bumbu savur, Bahan ini setelab dimasak atau
dibert asam atau garam, juga berkhasiat memperkuat lambung. Rimpang kunci
Juga berkhasiat sebagai obat, bila rimpang diiris dan dikunyah dengan pinang
dapat digunakan sebagai obat batuk kering dan sanawan tenggorokan. Selain itu
rimpang kunci dapat digunakan scbagai obat perut vang kegemukan dan sukar
kencing pada anak — anak, bila diremas — remas dengan adas pulasan digunakan
sebagai bubur. Bila dicampur dengan santan atau belirang dapat digunakan
sebagai obat cacing gelang. Umbi induk dari kunci kuning {bunga lebih kecil dari
kunci biasa dan bagian dalam rimpang memiliki warna hijau kekuningan yang
tidak begitu menyolok) digunakan sebagal obat unfuk wanita yvang mengalam
bengkak di kandungan dan dicampur dengan rempah — rempah yang lain sebagai
obat infeksi pada alat kelamin wanita (Hevne, 1987).

Dari penclusuran pustaka , senyawa mctabolit sckunder yang terkandung
dalam tanaman temu kunci (Boesenbergia pondurata Roxb) antara lain : 5.7-
dimetoksifiavanon; 5-hidroksi-7-metoksiflavon; 5-hidroksit-7 4°-dimetoksiflavon;
5. 7-dimetoksiflavon; 5.7.4 -trimetoksifiavon; 35.7,3°.4 -tetrametoksiflavon; 5-
idroksi-3,7-dimetoksiflavon: 5-hidroksi-3,7 4’ -trimctoksiflavon; 3,5,7-
tmmetoksiflavon; 5-hidroksi-3,7 3’4 -tetrametoksifiavon; pinostrobin;
pinocembrin; 2’6 -dihidroksi-4-metoksikalkon, boesenbergin-A, rtubranin;
panduratin;  kaempferol-3,7 4’ -trimetileter,  kuersetin-3,7,3",4° -tetramenleter;

kemfer; kamfen; sineol; geraniol dan metil sinamat (Parwata, 1998).
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2.2.Tinjauan tentang Scnyawa Flavonoid
2.2.1. Struktur Umum dan Penggolongan Flavonoic

Flavonoid merupakan senyawa polifeaol yang memiliki 15 buah alom karbon
pada ni1 dasarnya dan seringkal? terkandung dalam tumbuhan. Tersusun dengan
konfiguras) Ce-Ca-(s, valtu dua cincin aromatik vang dihubungkan oleh satuan
tiga karbon yang dapat atau tidak dapat membentuk ¢incn ketiga {(Markham,
1998),

Struktur dasar flavonoid :

Garmbar 2. l Strukir dasar flavonoid.
semua vanan flavonoid saling berkaitan karena alur biosintesa yang sana, yang
memasukkan prazat dant alur “sikimat® dan alur asetat-malonal’, tlavonod
pertama dihasilkan scpera scielah kedua alur wtu berlemue (gambar 2.2, Flavonod
vany dianpgap pertama kal) terbentuk pada biosintesa ialah kalkon dan semua

bentuk lain dityrunkan dannya dengan berbagat aiur.

. L Aiur
Alyr ’ A sikirmgl
aselat-malonat ) e a0
AN .

\ Sramd

alkohol - ™" LIONIN

Um &
Khglkon {=)=Flavanon

Gambar 2.2. Jenis - jenis flavonoaid dari alur biosintesa.
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Senvawa flavonoid dibag dalam golongan, vaitu - flavon, flavanol. isoflavon,

katekin, Havanon, leukoantosiania, auron. antosianidin. dan kalkon.
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Gambar 2 3. Struktur senyawa polongan flavonoid {Sudito, 1988),
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2.2.2 Kelarutan Flavonoid

Aglikon flavonoid adalah polhifenol vang memiliki sifar kimia senvawa tenol,
vailu bersifal agak asam sehingga larur dalam basa, tetapi perlu diingat, bhila
dibiarkan dalam larutan basa denpan adanva oksigen akan terural Flavonoid
mermniliki sejumiah gugus hidroksil, sehingga umumnya larut baik dalam pelarut
polar  sepert etaneol, metanol, butanol, aseton.  dumetilsulfoksida.
dimctiiformamida. dan arr Adanya gula yang terikat pada Qavonoid (bentuk vang
umum ditemukan) cenderuny menyebabkan flavonoid lebih mudah larut dalam
air, dan dengan demikian campuran pelarut di atas dengan air merupakan pelarut
vang lebth baik untuk ghkosida. Sebaliknya, aglhikon vang kurang polar sepert
isaffavon, flavanon. dan flavon, senta Havonol vang termetoksilasi cenderung

lebih mudah larut dalam pclamit seperti efer dan kloroform ( Markham, 1988).

2.2.3 Bioaktivitas Senyawa Flavonoid

Beberapa  hasil  penclitian tentang biocaktivitas  senvawa  favonoid
memperlihatkan kecenderungan - kecenderungan atau pola tertentu tentang
korelast antara struktur molekul dan broakfivitas dan senyawa flavonoid (Dey,
1901},

Keaktifan flavanon dan flavon schagai antioksidan ditentukan olch adanva
gugus O ganda. terurama sekali adanva keterikatan antara gugns =0 pada
posisi Ca dengan gugus —OH pada Cs atau Cs. Sistem gugus fungst demikian
memungkinkan terbentuknyva kompleks dengan lembaga. Senyawa flavonowd juga

menunjukkan adanva aktivitas antiinflamasi, dengan adanya gugus =0 pada
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posisi Cy dan gugus - OH pada Cs yang diperlukan untuk membentuk kompleks

dengan besi (Achmad dkk ., 1990).

2.3 Tinjauan tentang Pinostrobin
Senyawa pinostrobin dengan rumus molekut C15H1404 memiliki berat molekul
270 dengan nama kimia 5-hidroksi-7-metoksiflavanon. Adapun rumus strukturnya

sebagai berikut :

1 ﬁ
5 0.2
cujo?r N
6“ /|
W

k!
4
k
0 O

o

s

Gambar 2.4. Struktur pinostrobin

Senyawa ini telah diisolasi dari rimpang tanaman temu kunci (B. pandurata)
menggunakan pelarut n-heksana didapatkan kadar + 2,5 % (Dean dan
Mongkolsuk, 1964 . Parwata, 1998). Pinostrobin hasil isolasi yang telah
dimurnikan dan diidentifikasi berwujud kristal tidak berwarna dengan titik leleh
99.5 - 101°C (Parwata, 1998 ; Liu, 1992), Scdangkan menurut pustaka yang lain
titik lelehnya 99 — 100 °C (Dean dan Mongkolsuk, 1964),

Pada anahsis secara spekirofotometri UV-Vis, pinostrobin dalam pelarut
metano] menunjukkan 2. maksimum 287 nm (pita 11} dan bahu pada A maksimum
325 nm {pita 1} Hal ini menunjukkan bahwa pinostrobin termasuk senyawa
flavonoid golongan flavanon {Parwata, 1998).

Berdasarkan penelitian pinostrobin dapat digunakan sebagai antikanker,

antioksidan dan antiintlamasi, Aktivitas antikanker pinostrobin ini telah diteliti

Yy e
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oleh Mauida Ermawati ( 1997} dengan percobaan pendahuluan terhadap kultur sel
kanker pavudara manusia untuk ujt sitotoksis isolat runpang B. pandurata.
Kcakiilan pinostrobin sebagal antioksidan ditentukan oleh adanva keterikatan
antara gugus fungsi C=O pada C,; dengan gugus OH pada posist Cs yang
diperiukan untuk membentuk ikatan kompleks dengan tembaga. Adapun keaktifan
pinostrobin sebgai antiintlamasi berkaitan dengan adanva gugus C+0 pada posisi
€. dan gugus -OH pada posisi Cs untuk membentuk komplcks dengan logam besi

(Achmad dkk | 19901,

2.4 Tinjauan tentang Pinocembrin
Senyawa pinocembrin dengan mamus molekul C<Hp0, memiliki berat
molekul 256 dengan nama lain 5.7-dihidroksiflavanon, dengan rumus struktur

sebagal berikut

N
8 I _i
Ho\zr/‘YOW
I g
0 -~ 3 W
A% E
1
ot O
Gambar 2.5, Struktur pinocembrin

Senvawa pinocembrin juga dusolasi dari nmpang tanaman temu kunci tetapi
kadarnya sangat rendah, yaitu £ 0.25 % (Parwata, 1998). Pinocembrin hasil isolasi
yang (cleh dimurmikan berwujud padatan tidak berwarna dengan titik lelch 202 —
204°C {Tanjung, 1995). Pada analisis secara spektrofotometri uv-vis. pinocembrin
dalam pelarut metanol menunjukkan 2. maksimum 289 nm (pita 11} dan bahu pada

4 maksimum 325 nm (pita 1) (Markham, 1988). Dari hasil penentuan struktur
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senyawa menggunakan spekfrofotometer uv-vis, spektrofotometer inframerah, dan
spektrometer massa, pinocembrin termasuk golongan flavanon (Tanjung, 1995).
Hasil wji aktivitas biologis terhadap Brine Shrimpt Iethality Test dengan
menggunakan Artemic  saling menunjukkan bahwa senyawa pinocembrin
memiliki toksisitas yang sangat tinggi dengan LCsy = 23.2 ppm (Tanjung, 1995),

Selain itu pinocembrin juga dapat menghambat pertumbuhan kanker (Liu, 1992).

2.5 Tinjauan tentang Reaksi Pemutwsan Senyawa Golongan Eter
13eberapa reaksi pemutusan ikatan eter berdasarkan pustaka (Harrison, 1969:

Tiecco, 1988; Fessenden dan Fessenden, 1992) :

a. Eter dapat diputus ikatannya dengan pereaksi HI atau HBr dengan pemanasan.
Reaksi dengan HBr Jebih lambat danpada HI tefapi menghasilkan hasil reaksi
yvang lebih besar dan reaksi samping vang lebih kecil.

ROAr + HBr~—» RBr + ArOH
ROAr + HI —/» Ri + ArOH

b. Dialkil eter atau aril alkil eter dapat diputuskan ikatannya dengan pereaksi alkil

hidrogen sulfat.

ROR’ +R7’SO,O0H —® ROSO,R” + R'OH
R” dapat berupa alkil atau aril. Untuk aril alkil eter, pemutusan sclalu
menghasilkan fenol.

¢. Reaksi Transesterifikasi dilakukan dengan mereaksikan atkil aril eter dengan
ion alkoksida.

ROAr + RO¥ » ROR™ + AIO°
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d. Arl alkil eter dapat diputuskan ikatannya dengan pereaksi EtS- dengan
pemansan pada pelarut dimetil formamida.
ROAr + EtS —— ArO + FiSR
e. Larutan garam Natrium N-Metil anilin dengan heksametil fosforamida
(HMPA) dapai digunakan untuk memutus ikatan metil dan aril metil eter.
ArOMe + PhNMe™ ——» ArQ)” + PhNMe,
£ Gugus metil pada aril metil cter dapat diputus tkatannya dengan percaksi litium
difenil fosfida (Ph,PLi).
ArOMe + PhyPLi  ——» ArOL1I + PhyPMe
g Enol eter dapat diludrolisa dalam suasana asani.
-C—C-OR + H.804/H,0 —»CH-C=0 + ROH
h. Eter dapat diputus ikatannya dengan pereaksi asetil tosilat anhidrida.
R0 + CH:COOTs —— ® CH;COOR + ROTs
1. Alkil anl eter dapar diputus ikatannya dengan pereaksi Lil memberikan hasil
alkil indida dan garam fenol,

ROAr + Lif > RI + ArOL

2.6 Tinjavan tentang Hidrogen Bromida

Hidrogen bromida memihki berat molckul 80,92 mcrupakan gas vang tidak
berwama atau cairan berwarna kuning kemerahan, mempunyai sifat asam kuat
dan bersifat korosif, mudah larut dalam air, titik didih —66.5°C, dan ok leleh —
87°C.

Hidrogen bromda biasanya dipakal sebagai pemaksapisahan eter vang

mcnghasitkan alkohol dan alkil halida. Sclain e hidrogen bromida juga
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merupakan pereaksi vang spesifik terhadap alkil aril eter denpan reaksi demetilast

(Fessenden dan Fessenden. 1986,

2.7 Tinjauan tentang Litium lodida

Litwm 1odida dengan rumus moleku! Lil memiliki berat molekul 133.83.
Bentuk trthidrainya berupa granut putih dan memiliki ttik feleh 73°C. Sedangkan
bentuk anhidratnya berupa massa kering dan memiliki titik leleh 446°C. Dalam
udara terbuka warnanya berubah menjadi kuning dan icrjadi pembebasan iodin.
Littum 1odida larut dalam sctengah bagian air atav alkohol dan sangat larut dalam
amil alkohe! atau aseton. Larutannya dalam air bersifat netrat atau agak alkalis
(Windhols 1976)

Litinm iodida  biasanya digunakan dalam bidang fotografi dan dapat
digunakan sebagai pemutus ikatan eter. Pada reaksi pemutusan ikatan eter, litium
todida membenkan reaksi yanp lebih cepat pada senyvawa vang mengandung
cugus et cter dibandingkan jika digunakan pada scnvawa vang mengandung
gugus ctil cter. Litium jodida dapat dipakai dalamn beatuk anhidratnya dengan
menggunakan pelarut vang sesual. juga dapat digunakan dalam  beniuk
rindratnya (L[ 3H;0} dengan keuntungan tanpa perin menggunakan pelarut

(Hamson, 1969,

2.8 Tinjauan tentang Reaksi Asilasi dengan Pereaksi Halida Asam
Reakst antara halida asan dan alkohol atau fenol adalah suatu metode umum
vang terbak untuk menghasitkan cster — ester karboksilat Suatu basa seringkali

ditambahkan untuk menetralkan halida asam yang tetbentuk. Bila digunakan
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larutan alkalt, dikenal dengan prosedur Schotten-Baumann, serningkali digunakan

piridina. R atau R’ dapat berupa alkil atau asil primer, sekunder, dan tersier.

R(ﬁ—'X * ROH — R'%[T—OR’

Gambar 2.6 Reakst asitast antara halida asam dengan alkohol atau fenol.
Biasanva asam bereaksi dengan alkohol atau fenol untuk menghastikan ester
dan HCI vang dihasilkan harus dinetralkan, karena HCI yang terbentuk dapat
bereaksi dengan alkohol atau fenol dan menghastlkan alkil klorida atan alkena dan

air. Biasanya ditambahkan piridina atau amina tersier schagat penyapu HCl.

0
‘I? l
CH,C—Cl  (CH)COH @NICHah —= CH,COC(CH,), - @—Nu(cmycf

aseilklorda  rbutl alkohol A A-dmetianiina tbutd asclal AN dime tlarifimm klorida
0 ﬁ(i N

@cu - cHCHoH ¢ N @ cacr, - ¢ NH ool

benzoi klorida etanol ctil benzoat prdinuen kiorda

Gambar 2.7 Reaksi asilasi antara asetil klorida dengan ¢-butil alkohol dan benzoil
klorida dengan etanol (Fessenden dan Fessenden, 1992).

2.9 Tinjauan tentang Asetil Klorida dan Benzoil Klorida

Asetil klonida adalah salah satu perecaksi vang digunakan pada reaks: asilasi.
Asetil klonda adalah cairan tak berwarna vang berat molekulnya 78,5 dengan
runus molekul C:H;0CI. Senyawa ini memiliki tittk didih 50,9 ° C dan titik leleh

-12°C.
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Benzoil klorida termasuk dalam golongan halida asam yang berupa cairan tak
berwama dengan berat molekul 126,59 dan rumus molekul C-HACL Cairan ini
mermiliki sifat — sifal seperti titik didih 179 ° C dan titik leleh — 43 ° C (Fessenden

dan Fessenden, 1992).

2.10 Kromatografi Lapis Tipis

Mekanisme pemisahan dalam KLT adalah secara adsorpsi (fasa gerak - cair
dan fasa diam : padat) dan partisi (fasa gerak dan fasa diam : cair) (Mulja dan
Suharman, 1995). Adsorben yang biasa digunakan adalah silika gel, sephadex.
dan selulosa. Khusus untuk adsorben silika gel. pengembang yang biasa
digunakan datam pemisahan dan pemurnian scnyawa flavonoid adalah kloroform-
metanol (15:1), kloroform-metanol (3:1), benzena-etil asetat (3:1), benzena-
pindina-asam formiat (2:1:1), heksana-etil asetat (4:1) dan butanol-asam asetat-air
(4:1:5) (Sudiro, 1988).

Scnyawa flavonoid pada tempeng kromatografi tidak cukup jelas terlihal
dengan mata telanjang pada sinar tampak, maka perlu cara — cara tertentu vaitu
dengan suatu penampak noda (uap amoniak) atau sinar ultraviolet (Harbone,
1987).

Adapun penggunaan KIL.T bertujuan umtuk analisa kualitatif (menentukan
harga Rf). Harga Rf (Retardation factor) diperoleh dengan cara mengukur jarak
yang ditempuh senyawa dibagi dengan jarak yang ditempuh eluen (larutan
pengembang). Senyawa dikatakan mumi jika menunjukkan noda tunggal dengan

berbagal eluen yang berbeda dan tidak jauh menyimpang dari standar.
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2.11 Tinjauan tentang Spektroskop

identifikasi senvawa hasil i1solast dilakukan dengan cara gabungan kimia
(pereaksi Khusus wntuk Havonoid) dan spektroskop. Sebelum ditdenifikasi sceara
spektroskopt. zat harus murni. Pemurnian ini bisa menggunakan teknik pemisahan
dengan kromatografi seperti misalinva KLT. Zat hasil dikatakan murni bila noda
vang dihasilkan dalam kromatograti adalah sam neda dengan beberapa sistem

chuen yang berbeda (Harbone, 1987)

2.11.1 Spektrofotometri Ultra Violet {Silverstein dkk.. 1986: Harjono. 1985

Serapan pada daerah ultra violet terbatas pada sistem terkonjugasi. Pada
sistemn terkonjugasi ini clekwon yang dimiliki adalah elektron 7. Transisi yvang
tefjadi adalah transisi m ke 7% mempunyal energi vang lebih rendah daripada
transis) o ke o, schingga mempunyai panjang gelombang vang lebih panjang
dibandmgkan panjang gclombang vang ditimbulkan oleh transist o ke 6*.

Senvawa — senyawa jenub yang mengandung senvawa hetero seperti oksigen,
nitrogen, sulfur atau halogen, mempunyai elektron tak berikatan (elektron n). Jika
struktur ity tidak memuliki elekiron 7, maka elektron im hanya bisa mengalami
transisi n ke 7. Transisi n ke 7 memerlukan energi vang lebih rendah daripada
transist ¢ ke o™ dan terjad: pada panjang gelombang 200 — 400 nm. Bila struktur
Hu disamping mcmiliki elektron 7 {misaluya senyawa yang mempunyai gugus
Karbonil) maka struktur itu mengalami transisi ¢ ke 6* dan n ke =*.

Sampai saat i spektrofotometer ultra violet-visibel masih mempakan alat
penting dalam identifikasi dan penentuan strukiur flavonoid. karena spektrum

ultra violet dari suatu senyawa flavonoid dapat inemberikan informasi tentang

bed
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bapian aromatik dan senvawa dan pola subtimennya bahkan dengan pengubahan
pH lamtan dapat diketahut adanya gugus fenolik serta posisi subtituennva.
Spektrum favonord biasanya ditentukan dalam larutan dengan pelarut metanol.
Spektrum uitra violet dan senvawa flavonoid pada umumnya terdint dan sistem
benzoil dan sinamoii dengan tambahan pengaruh beberapa auksokrom. Sistem
benzoil mempunval panjang gelombang 200-290 nm, sedangkan sistem sinamoil
pada 320-340 nm, atau pada vmumnya spcktrum ubtra violet- visibel senyawa
flavonoid terdin dan dua absorbsi maksimum utama, vat terletak pada panjang
gelombang 240-283 nm (pita [[) dan sistem benzeil cicin A dan 300-460 nm
(pita 1) dant sinamoil cincin B (Markham. 1988).

Data scrapan ultra violet-visibel dari heberapa senvawa flavonoid dapat dilihat
dalam tabcl benkut ( Markhain, 19883 :

Tabel 2.1 Rentangan serapan spektrum uv-vistbel flavonoid
4 L hi-C apa rut it nol _ |

L Pitall(nm) | Pital(nm} Jenis flavonoid i_
250-280 310-350 Flavon !

__ 250-280 330-360 . Flavanol (3-OI tersubtitusiy
250-280 ¢ 350-385 _ Flavanol (3-OH bebas)

T 245-273 310-330 bahu | Isoflavon .
. xmra-kira 320 puncak | Isoflavon (5-deoksi-6.7-dioksigenast) |
275-295 300-330 bahu . Flavanon dan dilidroflavonel

230270 340-390 ; ~Kalkon

(kekuatan rendah) _ o
2302270 380-430 i Auron
- (kekuatan rendah) : _ N E
- 270-280 465-560 | Amosiamdin dan antosianin |

Penambahan beberapa eluen atau perubahan pll larutan dapat menvebabkan
terjadinva pergeseran panjang pelombang ke arah panjang gelombang vang letoh
besar (batokromik). seperti misalnva dengan penambghan AICL dapat diketahu

adanva gngus hidroksi pada posisi Cs yang membentuk komplek dengan gugus

2id
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karbonit pada posisi C4, dengan bertambahnya pergeseran puncak serapan sebesar
20 — 60 nm (Harbone. 1988).

Adapun percaksi — pereaksi yang umum ditambahkan adalah Natrium
metoksida {(NaOMe), Natrium aseiat (NaQAc), Natrium asetat + Asam borat
(NaOAc + H;BO3) dan Aluminfum klorida (AICl: + HCI) (Sudiro, 1988 dan
Markham_ 1988).

Analisis pinostrobin pada pelarut metanal dengan spektrofotometer uv-vis
menunjukkan spektra pada panjang gelombang 287 nm (pita 11} dan bahu pada
325 nm (pita Inggns). Adanya pita serapan tersebut memunjukkan pinostrobin
termasuk golongan flavanon yang hanva mamiliki gugus benzoil dan tidak
memiliki gugus sinamoil. Penambahan gugus metoksi dan gugus hidroksi pada
cincin A akan mengakibatkan naiknya serapan panjang gelombang dan intensitas
dan serapan pita 11, sedangkan tidak adanya konjugasi pada gugus karbonil pada
C, dengan cincin B menyebabkan turunnva mtensitas pita [ (Achmad dkk., 1986;
Markham, 1988} Pcnambahan pereaksi geser AICH; akan menycbabkan
pergeseran batokromik pada pita Il sebesar 23 nm, hal im1 menunjukkan adanya
gugus OH pada Cs. Pergeseran ini terjadi karena adanya perpanjangan sistem
konjugasi vang menvebabkan adanyva perbedaaan energi antara keadaan dasar
dengan kcadaan tereksitasi yang menyebabkan serapan terjadi pada panjang
relombanyg yang lebih besar (Mulja dan Suhanman, 1995)

Analisis pinocembrin pada pelarut metano! secara spektrofotometri uv-vis
menunjukkan spektra pada panjang gelombang 289 nm (pita 1) dan bahu pada

325 om (pita 1). Penambahan pereaksi geser MeOH + NaQH akan terjadi

21
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pergescran batokromik dengan panjang gelombang 245 nm, dan hal ini

menunjukkan adanva gugus OH pada C- (Harbone, 1982).

2.11.2 Spektrofotometri Infra Merah (Silversiein dkk., 1986 Harjono, 1985)

Interaksi oleh atom atau molekul dengan radiasi infra merah mengakibatkan
perubahan amplitudo getaran atomn  atom vang terikat satu sama lain, Bila suaty
molekul menverap radiasi infra merah, energi vang diserap menyebabkan
kenaikan datam amplitudo getaran alom — atom vang terikat i, jadi molekul ini
berada dalam keadaan vibrasi tereksitasi. energi yang discrap ini akan dibuang
dalam beniuk panas bila molekul itu kembali ke keadaan dasar. Panjang
gelombang penyerapan liap ikatan lergantung dari macam getaran ikatan tersebut
sehingga untuk tipc ikatan yang berlaiman akan menyerap radiasi infra merah pada
panjang gelombang yang berlainan.

Radiast infra merah merupakan radiasi vang berencrgi rendah. Daerah
spektroshopi yang sering digunakan pada bidang kimia adalah dacrah dari 650-
4000 cm . Daerah dengan frekuensi lebil rendat dari 650 cm ' disebut daerah
infra merah jauh dan daerah lebih tinggi dari 4000 c¢m™' disebut daerah infra
merah dekat.

Dua dacrab penting dalam pemeriksaan spektrum adalah dacrah 4000 — 1300
em . Dacrah antara 4000 - 1300 cm ' merupakan daerah vang kliusus berpuna
untuk identitikast gupus — gupus fungsional. Daerah antara 909 - 650G cm’
menunjukkan pita serapan dart benzena vang tersubtitusi. Bagian tengah spektrum
vaitu antara 1300 - 909 ¢m™ disebut daerah sidik jari, karena pada daerah ini

brasanyva korelast antara suatu pita dan suatu gugus fungsional spesifik tidak dapat

k
3
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ditarik dengan cermat, namun tiap senyawa organik mempunyai serapan yang
unik pada daerah ini.

Analisis pmostrobin akan menunjukkan adanya gugus OH pada 3437.46 cm’”
dengan frekuensi rendah vang menunjukkan ciri khas adanya gugus fenol,
sedangkan metil dan metiten ditunjukkan ofeh pita pita pada 800 - 3000 cm™
dan diperkuat oleh pita  pita 1300 - 1450 em’™, pita — pita pada 1622 28 em’ dan
1579.84 cm™ menunjukkan adanya sistem aromatis, pita — pita pada 1250 dan
1290 ¢m™ menunjukkan adanya gugus C=O. Pita tajam pada dacrah 1645 cm’™
menunjukkan sistem karbonil terkonjugasi. Pita — pita antara 3100 ~3000 cm™ dan
pada sekitar 1600 - 1500 cm’’ menunjukkan spektrum senyawa aromatis (Field
dkk., 1995; Harjono, 1991; Silverstein dkk., 1981; Dean dan Mongkolsuk, 1964,
Parwata, 1998).

Analisis senyawa pinocembrin memberikan pita serapan pada bilangan
gelombang 3205 cra” vang merupakan ciri khusus vibrasi ulur gugus hidroksi dari
fenol, bilangan gelombang 1641 c¢m™ menunjukkan gugus fungsi dan keton
terkhelatkan, selaras dengan pola subtitust yang disarankan pada spektrum uv-vis.
Pita serapan pada bilangan gelombang 3000 - 2910 cm’’ menunjukkan vibrasi ulur
C-H dari metilen, metil dan aromarik. Pita serapan pada 1595 - 1520 cm™
memberikan informasi adanya ikatan rangkap terkonjugasi dart sistem aromatik,
hal i didukung vibrasi tekuk pada bilangan gelombang 840 cm’ yang

menunjukkan senyawa aromatis tersubstitusi (Harbone, 1982),

MILIK

PERPUSTAR A4 N
UNIVE RESHTAY atgean GOA
) £ AN 1 y{_: 4
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2.11.3 Spektrometri Massa

Pada spektrometri massa senyawa dianalisis berdasarkan berat molekul relatif
dari fragmen — fragmennya. Massa molekul ditembak dengan energi tertentu (7-
i5 ev) yang akan menghasilkan partikel — partikel yang bermuatan yang disebut
radikal positif yang kehilangan satu elektron membentuk fon molekul atau ion
mduk (M"} yang selanjutnya dianalisa sebagai massa molekul relatif (Mr).
Sclanjutnya molekui — molekul ini akan pecah kembali menjadi fragmen —
fragmen yang lebih kecit berupa ion — ion, ion — ion ini dipisahkan berdasarkan
perbandingan massa‘muatan (m/e) yang jumiahnya relatif karakteristik untuk
setiap komponen atau isomernya (Mulja dan Suharman, 1995).

Analisis pinostrobin menggunakan spektrometri tnassa akan diperolch ion
molekul dengan m'e = 27C sebagai massa molekul relatif dari pinostrobin.
I'ragmentasi m/e =193 menunjukkan lepasnya cincin B (fenil) dari cincin A dan C
dimana cincin A ditunjukkan oleh fragmentasi pada m/e = 77 dan cincin B vang
ditunjukkan oleh fragmentasi pada m/e — 166 (Parwata, 1998).

Analisis pinocembrin menggunakan spektrometri masssa didapat informasi
massa moiekul relatif (Mr = 256). Puncak ion fragmen pada m/e = {52
menunjukkan cincin A senyawa tlavonoid sebagai hasii dari fragmentasi retro
Diels-Alder. Puncak ion fragmen m/e — 179, menunjukkan fragmentasi cincin A
dan C flavonoid, sedangkan m/e = 77 menunjukkan benzena dari cincin B

flavonoid (Tanjung, 19935),

24
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2.11.4 Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti (RMI) (Harjono, 1991:
Sitverstein dikk., 1981 Markham, 1988)

Spekira RMI disusun oleh perpaduan frekuenst  frekuensi puncak adsorbsi
versus puncak intensitas. Fungsinva adalab untuk mengetahur jumlah dan jenis
dart proton dan karbon dari suatu senyawa. Proton RMI pada umumnya
didapatkan pada frekuens: 60. 80. 90, 100. 400, 500 MHz dengan magner berturnt

larut 14,092; 18.667: 21,000 / 23 500 (rauss. Senyawa standar vang digunakan
adalah TMS (Teframetilsilana) karena memberksn gans resonansi tunggal dan
tajan pada 0. Spektrum vang terbentuk memberikan petunjuk atau informasi

1. Pergescran kinna

Yang digunakan untuk mengidentifikasi jumlah dan upe proton

berdasarkan lingkungan elektromknya.

(g

Pola spin — spin splitting

Membantu mengidentifikast proton - proton tetangga.

3. Intensitas (peak area)

Proporsional dengan jumiah proton penyebab gans resonunsi,

Tabel 2.2 Tipe nitai pergescran Kimia 'H (8}

Senvawa 5 'H {ppm}
' CH: 023
L CHCL 305 :
. CH.Cl 533 B
| CHCl, ; 724 _
i CH:CH; 0.86 i
CH:=CH: ’. 5253 !
T Benvena | 726
T CHCHRO L 220(CHY
b 980(CHO)
. CILCH-CILCL ¢ 1.06 (CH:)
; . L81{-CH)
L i 3ATCCHCH
25
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Tabel 2.3 Ttipe range pergeseran kimia 'H beberapa senyawa

 Gugus i _3'Hppmy _

| T™MS (CH:)Si o0
' Menil vang terikat pada € sp’ L 0R 12

__ Mutilen yang terikat pada Csp” 7 1035

i Methine yang terikat pada C sp’ E -_ 12-18
. _Acenvlenic protons C2 03
L Olefimic proions ': 5-8

Avomatic dan heterocyvelic protais | 6 9 _

L _Aldehydeprotons | 9210 |

Khusus untuk ilavonoid golongan flavanon, pergeseran kimia vang biasanya

mumeut ;

Tabel 2.4 Pergeseran kimia (o 1) untuk flavonoid (flavanon)

' Scnyawa T {ppm} i
TMS ' 0
_ o HpadaCy . 272(cisk 333 (rans)
.~ HMpadaCedanCy | 590 (116): 5.93 (H8)

' HpadaC, . 558

. Ar-OCH; 3756
- H_:_H,H\ Q@Hg_ — 7':5—?_ 1

_OHpadaGs ' 1213
26
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BAB III

KERANGKA KONSEPTUAL DAN
HIPOTESIS PENELITIAN
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BABIII

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Mengingat kadar pmocembrn dars hasil isolast nmpang kunci vang sangat
sedikit. namun menuliki aktivitas tertentu vang lebth baik. maka dilakukan
sintesis pinacembrin dengan material awat pinosirobin dari hasil tsolasi nmpang
temu kunci.

Reakst demetilasi pinostrobin dilakukan dengan dua macam pereaksi, yaitu
percaksi HBr dan pereaks: Lil-Kolidina. yang menekankan reaks sintesis dengan
persentase hasil reaksi vang Iehih besar. Tidak menutup kemungkinan reaksi
demetilasi pinostrobin dengan pereaksi 1IBr vang tergolony asam kuat akan
menvebabkan terjadinva reaksi samping (sicke regction) yang menigunkan
persentase hasil reakst. Hal ini disebabkan kemwungkinan terprotonasinya atom O
dari cter siklik vang berlanjut dengan terbentuknya senvawa kalkon. Scdangkan
bila digunakan pereaksi Lil-Kolidina dimana Kolidina tidak termasuk basa kuat,
maka tidak akan terjadi abstraksi H, pada C; yang tidak memungkinkan
pembukaan cincin eter siklik, sehingga akan dihasilkan senyawa pinocembrin,
Untuk membukeikan kebenaran teori ini, perlu dilakukan pembuktian sccara

empirts.
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Adanya dua gugus OH pada pinmocembrin vang reaktivitasnva berbeda maka
dilakukan sintesis turunan — turunannya dengan reaksi asetilasi pada pinocembrin
dengan percaksi asetil klonida dan reaks: benzoilasi pinocembrin dengan pereaksi
benzoil klorida, untuk menunjukkan regioselektivitas reaksi terhadap halangan
sterik dimana pereaks! asetil klorida adalah pereaksi dengan gugus tidak meruah
sedangkan pereaksi benzoif klornda adalah pereaksi dengan gugus yang meruah,
Namun harus diingat bahwa gugus OH pada C;s pinocembrin sulit dimetlasi dan
diasifast (terutama asilasi dengan pereaksi anhidrida asetat), hal im disebabkan
gugus OH pada Cs tersebut memihki halangan sterik dan adanya ikatan adrogen

intramolekular antara gugus OH tersebut dengan atom O dan gugus karbonil

schingga lebih terlindungi (Warren, 1994).
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Berdasarkan regioselektivitas reaksi, pereaksi asetil klorida dengan gugus
yang tidak meruah akan mengasetilasi gugus OH pada C; dan C;, sedangkan
percaksi benzoil klortda dengan gugus yvang meruah akan mensubtitusi gugus OH
pada C; yang halangan steriknya lebih kecil daripada Cs. Kebenaran hipotesa ini
akan dibuktikan secara empiris.

Mekanisme reaksi :

o=c-"
CH,

Npiridimium ®orida O, C-dimsctl pmoccmbrin

30
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W puodingmna kk i ¢ beryoll pmocetibrm

3.2 Hipotesis Penelitian
Dart keeangka konseplual dirumuskan hipotesis penelitian sebagat berikut -
1. Pereaksi 1il-Kolidina vang menghasilkan persentase hasil reakst vang
tebih besar daripada pereaksi HBr pada sintesis pinocembrin dengan

material awal pinostrobin hasil isolasi rimpang temu kunei (5. pandurata).

b

Percaksi asctil klorida akan mengasctilast gugus OH pada C. dan O
pinecembrin akan menghasilkan (). O-diasetilpinocembrin,
3. Pereakst benzoil klorida akan mensubtitusi gugus OH pada C-

pinocembrin akan menghasilkan O-benzoilpinocembrin.

L
—
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BAB IV
METODE PENELITIAN

Tesis Perbandingan Reaksi Demetilasi ... Sinta Johansyah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Variahel Penelitian
Varibel - vanabel dalam penelitian ini meliputi ;

1. Vanabel konirol ;

Waktu reaksi
* Jumlah mol pereaksi
¢ Suhu
» lenis pereaksi (HBr, Lil-Kolidina, Asetil Klorida, dan Benzoil
Klorida)
2. Variabel bebas : jenis material awal (pinostrobin dan pinocembrin)

3. Vanabel tergantung : massa hasii reaksi (dinkur dalam %% hasil reaksi)

4.2 Bahan
4.2.1 Bahan Penclitian

Bahan penelitian yang digunakan adalah simplisia rimpang temu kunci (B.
pandurala) yang diperoleh di pasar — pasar Surabaya. Identifikasi simplisia
difakukan di Laboratorium Botani Farmasi Farmakognosi Universitas Airlangga.
Sebelum dilakukan ekstraksi, nmpang dicuci dan dibersihkan, setelah itu dipotong
kecil  kecil dan dikeringkan di udara terbuka. Kemudian ditumbuk halus dan siap

untuk dickstraksi.

32
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4.2.2 Bahan Kimia
Bahan kimia yang dipunakan daiam penetitian ini adalah :

- Heksana tekms (F. Merck)
- Metanol teknis (T Merck)
- Litium iodida pro sintesis {Sigma)
- Kolidina pro sintesis {(Sigma)
- Butanol p.a t+ Merek)
- Tulasetat p a (k. Merck)
- HCTpa(l Merck)
- NaOH (E. Merck)
- Natrivwm asctat (F. Merck)
- Aseil klonda {Sigma}
- Benzoill Kionda (Sigma)
- metanol pa (L. Merck)
- klgroform pa {4 Merck)
- asam asclat glacial (E. Merck)

- aqgquabidest

4.3 Alat
Alat  alal yang digunakan adalah alat yang umum ada di laboratorium
sittesis dan beberapa alat hantu ¢

1. Fisher Jobms Melting Point Apparatus

I~

Evaporator Heidoipi tvp vv |

Flectrothermal meariile

s
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4. Spektrofotometer UV-Vis Shimadzu recording spectrometer uv-260
5. Spektrometer Infra Merah (JASCO FT- IR 5300)

6. Spektrometer Massa (HP6890 GC- MSD HP5973)

4.4 Prosedur Kerja
4.4.1 Kerangka Operasional Penelitian

Serbuk ker!'ing rimpang tcmu kunci
- diekstraks1 dengan perkolator menggunakan #-heksan
I - dipekatkan dengan evaporator
v - dibiarkan pada suhu kamar

padatan
df - direkristalisasi dan dilakukan analisis secara fisikokimia
kristal pinTstrobin

+HRr ; +Lil-kolidina
Hasil sintesis | Hasil smitesis U
l - Pemummian | - Pemurnian
(P-1) {P-2)

i Analisis Fisikokimia ) Analisis Fisikokimia

’ v

Kristal Pi?occmhn'n

1
¥ | Asetil Klorida v + Benzoil klorida
I1asil sintesis {1 Hasil smtesis IT°
Pemumian Pemurman
(P 3) (P-4
¥ Analisis Fisikokimia ¥ Analisis tisikokimia
()-asetilpinocembrin ()-benzoilpinocembrin

Gambar 4.1 Kerangka operasional penclitian

4.4.2 Isolasi Senyawa Pinestrobin
Serbuk rimpang femu kunci seberat 1650 gram dimasukkan ke dalam
perkolator, dan direndam dalam s-heksana pada suhu kamar selama 24 jam.

Perkolasi diulang beberapa kali sampai perkolat tidak berwarna. Fraksi #-heksana

34
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Perkolasi divlang beberapa kali sampai perkolat tidak berwarna. Fraksi #-heksana
hasil perkolasi dipekatkan dengan menggunakan cvaporator. Sclanjutnyva perkolat
dibiarkan pada suhu kamar hingga diperoteh kristal kasar pinostrobin yang
berwarna coklat kemerahan Kristal ini dimumikan dengan cara rekristahsasi

dengan pelamit metanol sampai diperoleh kristal tidak berwama.

4.4.3 Reaksi Demetilasi Menggunakan Hidrogen Bromida

Kristal pmostrobin scberat 1,5 ¢ dimasukkan ke dalam labu alas bulat dan
ditambah HBr (14 g KBr = 50 ml. H,80, pekati. Campuran direfluk selama ¢
1am pada suhu 120°C. Senyawa hasil reaksi dickstraksi dengan kloroform. pelarut
divapkan sampai didapatkan kristal kasar. Sclamutnva frakst kloroform diugi
dengan KI.T untuk melihat kesempurnaan reaksi. Kristal pinocembrin kasar hasil

reaksi dimumikan dengan reknstalisast {Doxsee, 19871

4.4.4 Reaksi Demetilasi Menggunakan Litium lodida

Knistal pinostrobin seberat 1.5 ¢ dilarutkan dalam 20 mi kolidina datam labu
alas bulat, kemudian ditambahkan 1 p Lil. ipasang pendingin balik vang
dilengkapl dengan balon mirogen dan dwefluk dengan water bath selama + 20
jam, Setclah itu campuran dibiarkan mendingin dan sisa kolidina dilnlangkan
dengan I1C1 0.3 N secara berulangkali sampar bebas kolidina, Senyawa hasil
reaksi diektraksi dengan kioroform, pelarut divapkan sampai didapatkan kmistal
kasar. Fraksi kloroform diup dengan KLT unwk melihat kesempurnaan reaksi
dengan beberapa fase gerak dan fase diam silika gel G 234, Sclanjuinya

dilakukan pemumian dengan rekristalisasi (Harrison, 1969),
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4.4.5 Analisis Senyawa Hasil [solasi dan Hasil Reaksi Demetilasi
4.4.5.1 Reaksi Warna

Knstal hasil isolasi ditetesy dengan larutan FeClz dalam metanol dan diamati
perubahan wama vang terjadi. Selain itu reaksi wama juga diakukan dengan
melarutkan kristal hasil isolasi dalam metanol vang kemudian dirambahkan
serbuk Mg dan satu tetes HC! pekat dan diamati perubahan warna vang terjadi.

Reaksi yang sama dilakukan juga terhadap senvawa bhasil reaksi demetilasi.

4.4.5.2 Kromatografi Lapis Tipis

Kristal hastl isolasi dilarutkan dalam metanol kemudian ditotolkan pada fase
diam silika GF 254. dimasukkan dalam bejana kromatografi dan diclusi denpan
elucn butanolasam asetat/awr {4:1:5). Cluen lain yang digunakan adalah »-
heksana/etdasetat (7:3), dan kloroform/metanol {2:1) (Sudiro. 1988). Setelah elusi
selesal kemudtan dikcringkan, dan diamati dengan penampak noda uap amoniak
atau dengan lampu ultraviolet, Hasil reaksi dikatakan murni bila diperolch satu
noda dengan beberapa eluen di atas. Demikian juga dilakukan hal yang sama

uniuk senvawa hasil reakst demetilasi.

4.4.5.3 Uji Jarak Lebur

Lij sarak lebur dilakukan dengan menggunakan alat Melting 'oint Apparatus
Fisher and John, Hasil dikatakan mumi bila rentang jarak lebur tidak melebihi
2°C. Berdasarkan pustaka, jarak titik lebur pinostrobin adalah 995 - 101°C

(Parwata, 1998). sedangkan menurut pustaka vang lain 99 - 100°C' (Dean dan
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Mongkolsuk, 1964). Sedangkan jarak titik lebur pinocembrin adalah 202  204°C

(Tanjung, 1995).

4.4.5.4 Spektirofotometer Ultra Violet

a. Spektrum senyawa dalam pelarut metanol
Kristal pinostrobin dilarutkan dalam pelarut metanol p.a, kemudian diukur
serapannya dengan spektrofotometer Ultra Violet pada panjang gelombang
190 — 380 am. Diamati bentuk spektruin dan panjang gelombang
maksimumnya (a).

b. Spektrum senyawa dalam larutan NaOH
Kristal pinosirobin dilarutkan dalam mctanol, ditambah dengan samu buwiir
NaOH padat, dikocok sampai homogen. Diukur serapannya pada
spektrofotometer Ultra Violet. Diamati panjang gelombang maksimumnya (b).
Pergeseran  panjang  gelombang maksimum  diamati  dengan  cara
membandingkan spektrum a dengan b,

¢. Spektrum senyawa dalam larutan NaQAc
Knstal pmostrobin dilarutkan dalam metanol, ditambah dengan serbuk
natrium asetat sampai 2 mm dari dasar kuvet, dikocok sampal homogen.
Diukur serapannya pada Spektrofotometer Ultra Violer. Diamati panjang
gelombang maksimumnya (c). Pergeseran panjang gelombang maksimum
diamati dengan cara membandingkan spektrum a dengan c.

d. Spektrum senyawa dalam larutan AICI;
Kristal dilaratkan dalam metanol. ditambgh dengan tiga tetes pereaksi AICI;,

dikocok sampai homogen. Diukur serapannya pada Spektrofotometcer Ultra
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Violet. Diamati panjang gelombang maksimumnya (d). Pergeseran panjang
gelombang maksimum diamati dengan cara membandingkan dengan panjang
gelombang maksimum hasil spektrum a dengan d.
¢. Spektrum senyawa dalam larutan AiCl; + HCI pekat

Kristal dilarutkan dalam metanol, ditambah dengan tiga tetes pereaksi AlCl:,
kemudian ditambalikan tiga tetes HCl pekat, dikocok sampai homogen.
Diukur scrapannya pada spektrofotometer Ultra Violet. Diamati panjang
gelombang maksimumnya (e). Pergeseran panjang gelombang maksimum

diamati dengan cara membandingkan spektnim a dengan e.

4.4.5.5 Spektrofotometer Infra Merah

Sejumlah kstal dicampur dengan KBr vang telah dikeringkan. Campuran
digerus halus dalam mortir kemudian dimasukkan dalam alat pembuat pelet KBr,
dan ditekan dengan penekan hidrolik sehingga diperoleh pelet vang transparan.
Pclet KBr yang dihasilkan diletakkan pada sampel holder dari alat

spektrofotometer Infra Merah dan direkam ( Adams dkk., 1995).

4.4.5.6 Spektrometer Resonansi Magnit Inti 'H-NMR)

Sedikit sampel dilarutkan dalam Karbondeutero triklorida (CDCl;) yang sudah
mengandung tetrametilsilan (TMS). Dibuat spektrum resonansi proton senyawa
daerah gescran kimia 0 — 10 3. Dilakukan identifikasi terhadap spektra NMR hasil
pengukuran pada daerah geseran kimia dari puncak — puncak proton ('H-NMR)

{Silverstcin dkk.. 1981).
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4.4.5.7 Spektrometer Massa

Sedikt sampe! dimasukkan dalam pipa kapiler, kemudian dibuar spektrum
massa senyawa dengan spektrometer massa. Diamat dan dilakukan identifikas
terhadap fragmentasi strukeur, posisi m/e ion — ion hasil fragmentasi {Silverstein

dkk . 1981).

4.4.6 Reaksi Asetilasi Pinocembrin dengan Pereaksi Asetil Klorida dan
Reaksi Benzoilasi Pinocembrin dengan Pereaksi Benzoil Klorida

Ditimbang pmocembrn setara dengan 0,00391 mol, ditarutkan dalam gelas
piala 50 mi dengan pelarut piridina 5 ml. Ke dalamnva ditambahkan larutan asetit
klortda 00707 mol dalam 5 ml piridina xeteies demni seletes sampai habis pada
suhu kamar. Piridina divapkan dalam vakum dan residu dicuci dengan air 2 x 50
ml, disaring dengan corong Buchner dan pompa vakum kemudian dilakukan
rekristalisast dengan air. Reaksi yang sama dilakukan dengan menggunakan

pereaksi benzoil klorida (Robert, 1951},

4.4.7 Analisis Senyvawa Hasil Reaksi Asctilasi dan Benzoilasi
4.4.7.1 Kromategrafi Lapis Tipis

Untuk mengetahui kemurmian senyawa hasil reaksi asctilasi dengan cara KI1.T,
digunakan fasa diam sihika GF 254 dan fasa gerak s-heksana/etil asetat (7:3),
kloroform/metanol (3:1) dan butanol/asam asetat-air (4:1:5). Adanyva noda tunggal

menunjukkan bahwa kemungkinan hasil reaksi merupakan senvawa tunggal,
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4.4.7.2 Uji Jarak Lebur
Uji jarak lebur senyawa hasil reaksi ditentukan dengan alat “Fisker Johns

Melting Poinf Apparatus”.

4.4.7.3 Spektrofotometer Ultra Violet
Sampel dilarutkan dalam metanol, dan ditentukan spektrum kurva absorpsi
terhadap panjang gelombang pada 200 ~ 400 nm, Dilakukan identifikasi puncak —

puncak absorpsi pada spektrum ultra violet yang terjadi (Silverstein dkk, 1981).

4.4.7.4 Spektrofotometer Infra Merah

Sedikit sampel (0,1 — 2 %) dilarutkan dalam pelarut yang sesuai atau dibuat
pelet dengan KBr, kemudian dibuat spektrum kurva % transmisi terhadap
bilangan gelombang pada 400 — 4000 ¢m-1. Dilakukan identifikasi terhadap pita
absorpsi yang khas dari gugus — gugus fungsi pada spektrum inframerah yang

terjadi (Silverstein dkk, 1981).

4.4.7.5 Spektrometer Resonansi Magnit Inti 'H-NMR)

Sedikit sampel dilarutkan dalam Karbondeutero triklorida {CDCl;) yang sudah
mengandung tetrametilsilan (TMS). Dibuat spcktrum resonansi proton senyawa
daerah geseran kimia 0 — 10 §. Dilakukan identifikasi terhadap spektra NMR
pengukuran pada daerah geseran kimia dari puncak — puncak proton {{H-NMR)

(Silverstein dkk., 1981).

40
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4.4.7.6 Spektrometer Massa

Sedikit sampel dimasukkan dalam pipa kapiler, kemudian dibuat spektrum
massa senyawa dengan spekirometer snassa. Diamati dan dilakukan identifikasi
terhadap fragmentasi struktur, posisi m/e ion — ion hasil fragmentass {Silverstein

dkk ., 1981).

41
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BABV

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Persentase Hasil 1solasi

[solasi pinostrobin dari rimpang temu kunci dilakukan secara perkolasi dengan
pelarut n-heksana, kemudian fraksi n-heksan dipekatkan dengan evaporator.
Fraksi n-hcksan yang telah dipekatkan dibiarkan pada suhu kamar sampai
terbentuk kristal. Karena kristal yang terbentuk masih berwarna coklat kemerahan
maka dilakukan rekristalisasi dengan pelarut metanol sampai diperoleh kristal
vang tidak berwarna sebesar 1,98 % dari serbuk kering rimpang temu kunci.

Tabel 5.1 Persentase senyawa hasil isolast

Berat serbuk kering rimpang temu kunci | Berat kristal senyawa | % hasil
1 hasil isolasi
1650 g B 26g 1,98% |

% hasil = berat kristal senyawa hasil isolast = 32,6g x 100%

berat serbuk rimpang 1emu kunci 1650 g

=198 %

5.2 Tdentifikasi Senyawa Hasil Isolasi
5.2.1 Uji Reaksi Warna

Untuk memastikan adanya gugus OH fenolik, larutan FeCl; dalam metanol
diteteskan pada kristal senyawa hasil isolasi, kemudian diamati perubahan warna

yang terjadi, yaitu ungu.

42

Tesis Perbandingan Reaksi Demetilasi ... Sinta Johansyah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Untuk mengetahui bahwa senyawa hasil isolasi termasuk dalam golongan

X!
Dgimar

senvawa flavonoid ditambahkan serbuk Mg dan 1 tetes HCl pekat pada larutan

senyawa hasil 150lasi dalam metanol yang menunjukkan warna merah muda.

Sedangkan untuk menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi adalah senyawa

fenol maka ditambahkan NaOH 10 % pada larutan senyawa hasil isolasi dalam

metanol.

Tabel 5.2 Ujt reaksi warna senyawa hasil isolasi (Markam, 1988).

i No ! Pereaksi . senyawa hasil Keterangan
! isotasi
1 | FeCl; Ungu OH fenolik
2 . Mg/HClp Merah muda Flavanon ,_
3 NaOH 10% Kuning Senyawa fenol |

Hasil ujt reaksi warma menunjukkan bahwa senyawa hasil isofasi identik dengan

senyawa pinostrobin dar pustaka.

5.2.2 Uji Jarak Lebur

Ujt jarak lebur dilakukan dengan Electrothermal Melting Point Apparatus

Tabel 5 3 Uy jarak lebur senyawa hasit 1solasi {Parwata. 1998).

[ Replikasi Jarak Lebur

E Senyawa hasil isolasi Pustaka
L1 99,5 — 100,0°C 99-100,0°C
: Il 99,5 - 100,0°C 99 —102,0°C
] I 99,5 - 100,0°C 9% — 100,5°C

Hasil uji jarak lebur menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi identik dengan

senyawa pinostrobin dalam pustaka.

Tesis

43

Perbandingan Reaksi Demetilasi ...

Sinta Johansyah



Tesis

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

3.2.3 Anmalisis KLF

Senyawa hasil isolasi dart serbuk  runpang  temu

kunci vang telah

dircknstalisas, kemudian dilakukan anahsis dengan Kill dengan beberapa fase

gerak dan fase diam silika get GIF 254 dihasitkan noda tunggal,

Tabel 5.4 Harga R{ senyawa hasil 150lasi dengan beberapa fase gerak (Parwaia,

1908).
' No Tase Gerak Rf Penampak noda
P Hasil | Pustaka | UV | Uap amoniak
1 Kloroform  metanol (3 :1) 064 1 066 Ungu | Kuning
P2 m-heksana el asctat (7 2 3) 047 1 044 Ungu Kuning
. 3 p-butanol : asam asetat 1air (4 . 1:5) 088 | 082 Jngu . Kuning

[lasil analisis KLU menunjukkan bahwa senyawa hasil 1solast 1dentik dengan

senvawa pirostrobin dalam pustaka.

5.2.4 Ildentifikasi menggunakan Spektrofotometer

5.2.4.1 Spektrofotometer Ultra Violet

Uatuk mengetabhu senvawa hasil jsolast fermasuk ke daiam  golongan

ilavonoid dilakukan anatisis bentuk spektrum senyawa hasil 150last dalam pelarut

metanol pada panjang gelombang 200 — 400 nm mengeunakan spekirototometer

UV-Vis Shimadzi. Sedangkan adanva gugus OH fenolik diketabut dengan

ditambahkan pereaksi peser.
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Gambar ST Spektra senyawa hasil isolasi dalaim metanol + pereaksi geser.

Tabel 5.5 Data spektra UV senvawa hasil isolasi.

Percaksi @ 2 maks (nm) Pergeseran A maks (nm) | Interpretasi
‘: ! Pital [ Puall { Pital Pita [T {berdasarkan
; Markham,

i ; 1988)

[ Netanol | 322 . 288 Flavanon

| NaOIl @ 322 1 28R - - -

" NaOA¢ 12 288 - - -
POAKCk o 322 R08 - 20 OH pada Cs
CAICEHCHE 322 0 30 - 22 QOH pada Cs

Data spehra UV menunjukkan baliwa senyawa hasil dsolasi idenlik dengan

senvawa pinostrobin dalam pustaka.
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5.2.4.2 Spektrofotometer Infra Merah

Analisis dengan spektrofotometer Jasco FT/IR 5300 dilakukan dengan
menggerus senyawa  hasil isolasi bersama — sama dengan pelet KBr yang

kemudian diperiksa serapannva pada bilangan gelombang 400 — 4000 cm™
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Gambar 5.2 Spekira IR scnyawa hasil isolasi.
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‘Tabel 5.6 Data IR senyawa hasil isolasi (Parwata, 1998 dan Silverstein, 1981).

No Hasil Bilangan Gelombang (cm’™) Interpretasi !
1solasi Hasil isolasi Pustaka {Parwata, Pustaka |
1998) {Stlverstein,
1981) i
4 322720 343746 1 35503200 -OH (ikatan H) |
5 3059,38 3061,31 3100 — 3000 -(C-H ulur (aromatik)
5 1 164543 164543 1655 - 1635 -C-Of{keton) .
17 1579,84 [622 28 dan [600 - 1475 -C=C- ulur
1579,84 {aromatik)
7,89,10 | 297237 — 284719 3000 - 2800 3000 — 2850 -C-H tekuk
24 25 1 125963120948 | 1250 dan 1290 1275 -1200 -C-0-C- (alkil aril
eter)

Data spektra IR menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi identik dengan

sehyawa pinostrobin datam pustaka.
5.2.4.3 Spektrometer Resonansi Magnit Inti ( H- NMR)
Identifikasi senyawa hasil isolasi dari serbuk rimpang temu kunci dengan alat

spektrometer  resonansi magnit  inti 'H-NMR  Varian Inova 400 MHz

menghasilkan spektrum seperti pada gambar 5.4.
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Gambar 5.3 Spektra 'H-NMR senyawa hasil isolasi.
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Tabel 5.7 Data 'H-NMR senyawa hasil isolasi.

5 (ppm) Jumiah proton Proton dari
Hasil Pustaka (Parwata, 1998)

2,78 (d) 2817 (d) 1 Ha

500d) | 3009 |1 T H

3.79 (s} 3.756 (s) i 3 7-OMe |

537(d) 5,284 (d) i H; B

6,03 (m) 6,019(m) 2 ) Hs, dan Hs

7,24 (m) 7,379 {(m) 3 Hy 456
1203y 11,948(s) | 1 5-OH |

Data spektra 'H-NMR menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi identik dengan

senyawa pinostrobin dalam pusiaka.

5.2.4.4 Spektrometer Massa

Fragmentasi dengan spektrometer massa didapatkan m/z 270 yang

menunjukkan massa molekul dari senvawa hasil isolasi dengan HP 6890 GC

dengan detektor MS. Analisisnya menggunakan kolom [IP-5 dengan gas

pembawa (fasa gerak} helium, keccpatan aliran gas 0.9 mL / menit, injeksi T ul.,

pengaturan suhu 60 ° C selama 3 menit lalu dinaikkan 10 ° C / menit sampai subu

250 ° C, kemudian dibuat konstan pada suhu tersebut selama 3 menit.
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Tabel 3.8 Fragmen basil MS senyawa hasil isolasi.

. m’z {Hasil) [z (Pacwata, 1998) Interpretasi

270 270 M senyawa hasil tsolast |
EE 2 (M-Hl())r
P 242 242 (M-CO)

227 227 (M-CO-CHjy)"
I 213 (M-CO-CH;-CH,)'
A X N R L - (M-CHs)*

T [T o6 | (M-CoH;-CyHyY
as s (MCalle-Cat Iy CH
o1 123 _(M-CgHs-CyH-CH-COY’
i - et cals

I R 27 o CaHs'

! - 28 - co’

| - s Cily’

Pala lragmentasmya

-CO nve = 77
\/(.)I._I 719 oo m::f:I* JI VA
mfe = 212 mfe = 270 (Mr) l
I l ) (X ()
: 9 oty
. \% . ( Onve =27
Ol nmie =15 mie= 18§ m/ng'{lévﬁ
nv’e— 252
e -
j + (1]3
R mfe =1}
{ ( ! =0,
§(.‘./L) 11
oAk - wfe = 151
m/e = 1 mfe = 152 .
xl l
e =211
I.
+ CO
m/c =2 m/e= 2%
mie-— 125 mfe =123

Data spekira MS memmjukkan bahwa senyawa hasil isolasi identik dengan

senyawa pinostrobin dalam pustaka.
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5.3 Analisis Senyvawa Hasil Reaksi Demetilasi dengan Pereaksi HBr (P-1) dan

Pereaksi Litium Todida — Kolidina (P-2)

3.3.1 Analisis KLT

Reaksi demetilasi pinostrobm dengan pereaksi HBr (P — | ) menghasilkan noda

tunggal berdasarkan analisis secara Ki.1 dengan beberapa fase gerak.

Tabel 5.9 larga Rf senyawa (P 1) dengan beberapa fase gerak.

. No Iase Gerak ; Rf Penampak noda
. Hasilrcaksi =~ Pustaka | UV~ Uap

(P-1) ' {Tanjung, amoniak

L1999) |

b I Kloroform : metanol (3 : 1) _ 060 0.63 | Ungu Kummng :

2| n-heksana : el aserat (7 @ 3) ' 043 046 | Ungu Kuning -
3 i nbutanol : asam asetat s air(d ;1 5) | 0,75 0,79 Ungu Kuning :

Hasil analisis KET menunjukkan bahwa senvawa hasil reaksi (P-1) identik dengan

senyawa pinocembrin daiam pustaka.

Reaksi demetilasi pinostrobin dengan pereaksi Litium iodida - Kolidina (P -

2) menghasitkan noda tunggal berdasarkan analisis secara KL'T dengan beberapa

fase gerak.

Tabel 5 10 Harga R senyawa (P—2) dengan beberapa fase perak,

No I'ase Gerak . R Penampak noda
_ Hasiireaksi | Pustaka | 17V Uap
(P-2) ! (Tanjung, _ amonidk |
. - 1995) . ’
I | Kloroform : metanol (3 : 1) 0.60 063 Ungu . Kuning
2 | n-heksana ; ctil asctat (7 3) , 044 ' 046 Unga | Kumng
3 | p-butanol ; asam asetai s air{4 1 1:5) 0,76 079 Uingu . Kuning

Hasil anahisis KL'T menumjukkan bahwa scnvawa hasil reaksi (P-2) identik dengan

senyawa pinocembrin dalam pustaka.

h
[
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5.3.2 Uji Reaksi Warna

Tabel 5.11 Uji reaksi wama dari (P — 1) dan (P - 2).

No  Pereaksi | (P-1) (P-2) Interpretasi
(berdasarkan
. Markham, 198¥%})
1 . FeCl;  Ungu Ungu CH fenolik
2 Mg/HClp | Mcrah myda | Merah muda Flavanon
3 | NaOH 10% . Kuning Kuning _Senyawa fenol

Hasil wji reaksi wama menunjukkan bahwa (P-1) dan (P-2) identik dengan

senyawa pinocembrin dalam pustaka.

5.3.3 Uji Jarak Lebur

Uji jarak lebur senyawa hasil reaksi demetilasi pinostrobin dengan dua macam
pereaksi, yaitu pereaksi HBr (P — 1) dan pereaksi Litium Iodida — kolidina (P - 2)
dengan menggunakan Flecirothermal Melting Point Apparatus dengan pipa
kapiler, diperoleh data :

Tabel 5.12 Uy jarak lebur scayawa hasil reaksi (P — 1) dan (P — 2).

Replikasi Jarak Lebur
(P-1) (P—2) . Pustaka (Tanjung, 1995)
I 202 -204°C |+ 202 —203°C 201 — 203°C
11 202 204°C 1 202 -203°C 201 — 203°C
4 202 —204°C | 202 -203°C | 201 — 203°C

Hasil uji jarak lebur menunjukkan bahwa (P-1) dan (P-2) identik dengan senyawa

pinocembrin dajam pustaka.
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5.3.4 ldentifikasi menggunakan Spektrofotometer

§.3.4.1 Spektrofotemeter Ultra Violet

Larulan scnyawa (P-1) dan senyawa (P-2) dalain metanol dinkur spekiranya

dengan spektrofotometer UV-Vis Shimadzu pada panjang gelombang 200 — 400

nm untuk menentukan bahwa senyawa (P-1) dan senyawa (P-2) termasuk ke

dalam golongan flavanon. sedangkan untuk menentukan adanva gugus OH pada

Cs dan gugus OH pada C; ditambahkan pereaksi geser.
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Gambar 5.5 Spekira UV larwtan (P - 1) dalam metano! dan pereaksi geser.
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Gambar 5.6 Spekira UV larutan (P — 2) datam metanol dan pereakss peser.

Tabel 5,13 Data UV larutan (P-1} dan (P-2) dalam metano! dan pereaksi geser.

. Percaksi | A maks P-1 (nim) | Pergeseran Amaks P-2 Pergeseran Interpretasi
' : Amaks P-1 {nm) | (nm} Amaks  P-2 [ (berdasarkan .
!- (nm) Markham, |

iPital  Pitall {Pital Pitall |Pital | Pitall | Pital ] Pitall | 1988) :

. Metanol | 322 288 | 322 | 288 Flavanon .
SRR 08 : 20 322 | 308 | - 20 | OHpadaCs |
FAIC HICL R 310 - 22 kYL 310 - 22 OtlpadaCs |
C NaOH | 322 T E3 - oA 1T 33 |- |35 | OHpadaCy
. NaOAce | 222 Ao M 322 322 - 34 OH pada C; |

Data spektra UV menunjukkan bahwa senyawa {(P-1) dan senyawa (P-2) identik

dengan semvawa pimocembrin dalam pustaka.
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5.3.4.2 Spektrofotometer Infra Merah

Senyawa hasil reaksi demetilasi pinostrobin dengan dua macam pereaksi,
yaitu pereaksi HBr (P — 1) dan pereaksi Litium lodida - kolidina (P — 2) juga
diidentifikasi spekiranya dengan spektrofotometer Infra Merah Jasco FT/IR-5300
vang akan menunjukkan gugus - gugus fungsi senyawa tersebut.

Justn FT-IR-5309
[ate P20kl 110G
File Hams
Suimple Mame: Fl
Re=zclation *
Sieans LI 1)
Gain PR
Arodization: ©F

S0, et
i
T
| 1 1
- o0 111 1 } 11 .+ | 1 1 ] | =
Y e enn.Q Zehd, 0 1300, g 4731.0
'''' Wz ambs r
Condition
GFEsr O Fomgp -1, 03 deetl; 2.
Fenl toble
i: 30 2.8 3¢ TAZd.eRC 1210
EH { 28.27 B ZEER,FAC Z2,.40
i 2,32 QA5 1S12.732C 3Ler
1A S 11,2 120 MrFe.es0 3.0
T 12,72 13  12.%2
iss Al 13 1a, 3
i3 cn 4l 4D
Gatnbar 5.7 Spektra IR (P-1).
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Gambar 5.8 Spektra IR (P-2)
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Tabel 5.14 Data IR senyawa (P-1) dan senyawa (P-2).

B N} ~ Bilangan Gelombang (cm™) _ Interpretas '
(P-11 (P-2) {(P-1) 1+ (P-2) . Pustaka (Silverstein dkk, 1981)
2 3 1338923 : 342974 3350 — 3200 - -OH (ikatan IT)
4 7 1201856 (291470 1 3100- 3000 " -C-I1 ulur (aromatik)
8 15 1 163385 | 164543 | 1655 1635 -C—O (keton)
9 16 | 151233 | 1579.84 | 16006 - 1475 | -C—C- ulur {aromatik)

Data spekira IR menunjukkan bahwa senyvawa (P-1) dan senyawa (P-2) identik

dengan senyawa pinocembrin dalam puslaka.

5.3.4.3 Spektrometer Resonansi Magnit Inti (' H-NMR)
Senvawa (P-1) dan senyawa (P-2) juga diidentifikasi dengan 'H-NMR Varian

[nova 400 MHBz wyuk mengetabul proton — proton pada senvawa tersebut.

_h
o
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Gambar 5.9 Spektra 'H-NMR senyawa (P-1).
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Tabel 5.15 Data 'HNMR senyawa (P-1).
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S (ppm) Jumlah Proton dart
(P-1) | Pustaka(Liu, 1992) proton
2801d) | 2.72(dd.J - 1813 He) i I;
3.00 (d) 3, B(dd T=18,1311z) i H i
537 (d) 558(dd. }=133 Hz) ! H, ‘?
6.03(m) | S90dan 5,93 (d,J =21z 2 &y
7.24 (m) 755 741(m) 5 My 35
_ 12,03 (s) 1213 (s} i 1?_9_‘?___. o
Tabel 5,16 Data 'H-NMR (P-2). _
3 {ppm) | jumlah  : Proton dari |
l (P-23 Pustaka (Iiu. 1992} , proton l
| | i '
; 2784d) . 2.72(dd. T - 181311 ] i i
3.00dy 3 23 (dd. ) = 18,13 Hz) 1 ST
: 537 (d) 58(dd.J133H7y 1 b ! H, '=
6,03 {m} 5 ‘)(} d{m 593(d.] 2.1 Hz} 2 I Ha & Hg
7.24 (m) 755 - 741 (my ) 3 b Hyygosg
12.03 (s) 12,13 (s) o 5-0I1

Data 1I-NMR menunjukkan bahwa senvawa (P-1) dan senvawa (P-2) identik

dengan senvawa pinocembrin dalam pustaka.

5.3.4.4 Spektrometer Massa

Pada analisis menggunakan spektrometer masssa untuk (P-1) dan (P-2)

masing — masing didapatkan fragmentasi dengan m/7 256 menunjukkan massa

molekul dan senyawa {(P-1) dan scnyawa (P-2) dengan 1P 6890 GC dengan

detcktor MS. Analisisnya menggunakan kolom HP-5 dengan gas pembawa (fasa

gerak) helium, kecepatan aliran gas 0.9 mL / menit, injekst | gl.. pengaturan sithu

60 ° C selams 3 menit lalu dinaikkan 10 ° C ¢

kemudian dibuat konstan pada suhu tersebut selama 3 menit.

6l
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Fiie : MAKIMIAAS-P)-01.D
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At:quired ;7 Aug 2002 14:49% using AcgMethod KIMIAL
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Gambar 5.11 Spektra massa senyawa (P-1).

62

Tesis Perbandingan Reaksi Demetilasi ... Sinta Johansyah



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

File s IDGARIMIAASG-IZ 03.D

Cperalbor
Acquired 9 Auy 2002 9:46
Instrumont - Instrumen
Fample Namo: Sample P2

Misc Inlo

Vial Mumber: 2

using AcgMethod KIMIAA

Sean 1246 {12054 mmin): 5. P2-00.0

100 2?5
HO 0
OH O
179
50 |
43 1.?2
124
103
69
51
91
) 78 156 193
‘ { 110 2292&”
0 J_,l “WJL e L,!- IL", S - LWWILJ
50 200 220 240

40 60 80 100 120 140 160 1

Gambar 5,12 Spektra massa senyawa (P-2),
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Labet 317 Fragmen hasil MS senyawa (P- 1) dan {P-2).

my AP dan i P-2) 1 Keterangan (P-1) dan (P-2) |~ Puslaka (Liv, 1992y
256 Mr senyawa hasil reaksi (M?) 256 (94%) dan 255 (48%)
218 __ (M-H,O)' 239 (5%)
128 i _(MCOY j 228 (9%) B
170 5 (M-CHs) 179 (80%)
sy (MGG 152 (90%)
B 113 Cull5CHy+ 103 {3]1%)
T L CH -

Pola fragmentasinva (Panvata, 1998)

t. +,
o . |HO |O O HO 0O
2 o l/
HO

miz = 18 0 J

iz =21
m/z = 218 m/z =256 (Mr)
N
HO 0 | ) "
| | - + @
o) o :; g
o OH O
mfs o= 20 OH : f e
miz = 228 Y e
1 _ ]
HO 0 [ ) .
\@C =0 * |
OH #°
=
mfz = 152 iC
miz=|02

Data M8 menunjukkan bahwa senvawa (P-1) dan senyawa (P-2) identik dengan

senvawa pinoeentbiin dalam pustaka.
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5.4 Analisis Senyawa flasil Reaksi Asetilasi Pinocembrin dengan Pereaksi
Asetil Kilorida {P-3) dan Reaksi Benzoilasi denpgan Pereaksi Benzoil
Klorida (P-4)

5.4.1 Analisis KLT
Reaksi asetitas dan benzotias: pirocembrin dilakukan :

1. Percakst asetit klorida vang menghasilkan O, O-diaset1! pinocembrin {P-3).
2. Pereaksi benzoil klorida yang menghasitkan (-benzail pinacembrin (P-4},

ITasil reaksi asetilasi dan benzoilasi pmocembrin int dianalisis secara KLT

menghasilkan noda tunggal dengan beberapa fase gerak dan fase diam siika gel

GF 254,

Tabel 518 Harga Rf scnyawa hasil rcaks: asctilast dan benzotlasi pinocembrin
.dengan beberapa fase gorak.

“No | Fase Gerak , RY E___}’ena.u_npa']{iioda
(-1 D=3y P-4y UV Lap

: : L Inoiak

~ I'Kloroform : metanol (2 : 1) © 060 . 053 1 068 Ungu  Kuning

n-heksana © etil asetat {7 3) © 043 067 1 081 - Ungu Kuning,

n-butano} - asam asctat tair(4:1:5) 0735 078 | 085 ! Ungu  Kumng

3.4.2 Uji Jarak Lebur

Tabel 519 11 jarak lebur (P-35 dan (P - 4).

—R{Tﬂﬁ\:ﬂ o __Jarak lebur _
' L P-3y (P-4)
[ 104 103°C 114 116°C
1 104 - 105°C T4 - 116°C
L 104 105°%C ) 14 1i6°C
05
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5.4.3 Idcentifikasi menggunakan Spektrofotomcter

5.4.3.1 Spektrofotometer Ultra Violet

Reakst asettlasi prmocembrin dengan pereaksi asetil klorida menghasilkan

(1.0-drasetilpmocembrin {P-3) dan reaksi benzoilasi dengan pereaksi benzoil

Klorida menghastlkan ()-benzoilpinocembrin (P-4). Hasil reaksi (P-3} dan (P-4}

i diukur spektranva dengan spektrofotometer UV-Vis Shimadzu pada panjang

gclombang 200 — 400 am,

neianul

=

WA

LR EENEELEN

/

[EHE
b S .
-e.[qwl:._.‘_,_. =TT n — & Y l
a - nrJ
o _ LR (F110)
AN ‘\ (K32
/ metanol + AICH + HC|
exr metanal 1 AT 'f f R
' R )
ke "J' \
E [REI] / - L AN
q ! ;
3 Lo 4wt
el / .
il fj \
iy / - LY L) / \
S AN AY
_ .
. ———— it s .
T P e e iy T S _'-M" |
A ¥ L1 o b1 m e [ ]
WL RGN - __'Fﬂti!iﬂ—____!
[ i {\ ) L1 ¥
I ) f melanol + Na asclat
purr eyl FNaif] / Ly
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c B EIHD . e &6
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E ¢ n
T ! [ 2 umi
t / | . i
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| NUH / 1 LY HE
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Gambar 513 Spektra UV larutan (P-3) dalam metanol + pereaksi geser.
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Gambar 514 Spekira UV larutan (P-3) dalam metanol + pereaksi geser,
Tabet 520 data UV dari {P-3) dan (P-4),
- Poreaksi | A maks  Perpescran [ Interpretasi | Amaks (P- | Pergeseran | Interpretasi
ir (P-3) famaks (- 5 (Matkham, 1) Amaks (P- | (Markbam,
; S (nm) 3y fm) | 1988) ‘ (1nm) 4} (nm) 1G88)
: ’ (P-3} P-4y |
| _Metanol 348 - Flavanon 336 - Flavanon
AICE: 348 - Tidak ada j 336 20 OH pada Cy
Y B Ol pada Cs
FAICEHCT D 348 - Tidakada | 336 22 OH pada Cs
NaOIl - 348 - Tidak ada | 336 - Tidak ada
:ﬁ QH pada C+ Ol pada C>
~ NaOAc | M8 - | Tidak ada 336 - Tidak ada
i . OH pada C; OH pada C;
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5.4.3.2 Spektrofotometer Infra Merah

Senyawa (2.0)-diasetilpinocembrin (P-3) dan O-benzoilpinocembrin (P-4) juga

ditdentifikasi spekiranya dengan spektrofotometer FT/AR Jasco — 5300 untuk

menentukan gugus - gugus fungsi yang terdapat pada senyvawa ity

JHEC0 BT IR =536
Frat e EN S 5 2121
File Hanm H
Zame le Hame:
Fzzoluticon ¢ 4
ATl L £
fistn HI Y

Geodizationt C3

110, o -

B
o Ty,

PEUNEY

I
i '_‘ : ‘E .I-i'._flllt' 'E-I-

Cowdtt Lo

rEESy L0, 00 Tamzye ~10, N0 derth .00
reot bobls
] L2 EH
= =P it
= - 2TLa B
iy 2 1.4) a2t
14: [=,ax 158
1Ty 1= g ta
e 1 wi_oE e
27 PLs 24 asT, 1sa
: 2 R avE TRT.anf

1inded, i

Gambar 5 15 Spekira IR (P-3).
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Tabel 5.21 Data IR (P-3).

NO (P-3) Bilangan Gelombang (em™) Interpretasi
(P-3) Pustaka (Silverstein dkk, 1981)

14 1716,80 17301715 -C=0 (ester)

15 1643.50 1655 - 1635 -C=0 (keton)

17.18 153933 ; 487,25 1600 — 1475 -C=C- ulur (aromatik) :

19 1388.87 1450 - 1375 -CH;

21-75 | 1253,84 - 1005,00 1300 - 1000 ___-C-O- (ester)

JrsEn Fis [R-5200
faots HEE SRR = L Y R AT
Filts thaaez 3
Saap s Hams?
Fegoalubion @ 4
1

Trmng ;
Hoia !
prodization? C

3

[ )

oF
]
]

1
=T
I 'l [ ) 1 I L L
-1 O PR R S N U T S A ,
12 0% e, a0, 0 o, D 1003, 9 4o,
T e mtiaber
Cendit e
WEFS s e 0D L -4, G0 2rth 2,409

1 @, ot FIr 2eP9.E3¢ 4,70
oy T R Ay,
t T P 1ER3,70C 19,5
PR ] H ] 12 1484, 45 2 41
T g7 1ot Si o 1792,42¢ T.E%
T trae are 150 1993.52¢ 24,9
fa ESPPRET 21t 1926220 12,7
o DioTe o 241 506,320 19,
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Gambar 5.16 Spektra IR (P-4},
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Tabel 522 Data [R (P-4)

NG (P-4} ¢ Bilafi'g_'c_lr't_'__(jg:_l_@'}_ipélg'_(-(:I'n'r) T mterpretasi
(P-4} Pustaka (Silverstein dkk, 1981)
1 342589 35503200 -OH fenolik
5 1790.10 [730-1715 -C=0 (ester)
7 163585 1655 - 1635 -C=0 (keton) ,
9.10,t1 | 1583,70 1485321 16001475 -C=C- ulur (aromatik)
15-21 ] 1292,42-1026,22 | 1300 - 1000 O (ester)

5.4.3.3 Spektrometer Resonansi Magnit Inti ('H-NMR)
Senyawa ¢J.()-diasetilpinocembrin (P-3) dan (J-benzoilpinocembrin (P-4) juga

ditdentifikast dengan Spektrometer 'H-NMR Varian Inova 400 Mtiz.
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Gambar 5.17 Spektra 'H-NMR (P-3).
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Tabel 5.23 Data '"HNMR (P-3).

, b {(ppm) Jumlah | Proton d-f'trim%

c (P-3) Pustaka {Liu, 1992 dan Silverstein. 1981) | proton §
2.1%5 (m) 20-26 3 7-OMe
2.870 (m) | 272(dd. J= 18,13 Hz) 2 H:
3.813 (m) 20 26 3 5-OMe
549%(@ddy!  358¢dd.} 133Hz) 1 Hy
6,292 {m) 590G dan 593 ({d. 1=21[iz) 2 k&l
7,413 {II]} ?,55 - 7,4] {m] ] “3'_3‘_4'_5‘_5‘

Data spcktra 1HI-NMR menunjukkan bahwa senvawa (P-3) tidak memilk gugus

S-0}H bebas,

_'i‘abei 5.24 Darta 'H-NMR (P-4) {Liu, 1992 dan Silverstein, 1981).

& {ppm} . Jumnlah | Proton dan
{P-4) Pustaka (Liu, 1991 dan Sifverstein dkk, 1981y ' proton :
279¢d) - 2724dd.J - 18,13 Hyy o Hy,
- 3.00¢d) 323{dd,)=18,13 H») 1 H:
_538(d) 5,58(dd, ] 133 Hz) I H
5.95(m) 390dan 5.93 (d, I = 2.11lz) 2 e & 1y
- 7.23(m) 7.55 741 (m) i3 Hygas, !
CRB20(m) T8 3 CT-0Ar !
12.02(s) 12,13 (s) i 5-OH

Data spektra TH-NMR menunjukkan bahwa senyvawa (P-4 masiiy memiliki augeus
| ) . ! 2124

5-OH bchas.

5.4.3.4 Spektrometer Massa

Untuk menpetahul frapmentast dart senvawa O, (-diasctilpinocembnn (P-3}

dan O-benzoilpinocembrin (P-4 dilakukan dengan HP 6890 GC dengan detektor

MS. Analisisnva menggunakan kolom HP-5 dengan gas pembawa (fasa gerak)

helium, kecepatan aliran gas 0.9 mi 7 memt, injckst 1 L. pengaturan suhu 60 ° €

selama 3 menit laty dinatkkan 10 ° C / menil sampai subu 250 ° C, kemudian

dibuat konstan pada suhu tersebat selama 3 menii.
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File : D:\KIMIANS-P23-02.D

Operator :
Acquired i 8 Aug 2002 12:11 using AcqMethod KIMIAJ
Ipstrument : Inscrumen ’

Sample Name: Sample P23
Mige Info
Vial Number: &

Abundance
30000
28000
26000
24000
22000
20000
18000
15000
14000
12000
10000 4

8000 l

6200,

4000

Eg

Scan 5145 (41 317 min): 5-P23-02.0
193

165

Gambar 5.19 Spekira massa (P-3)
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Tabel 5.25 Iragimen MS senyawa (P-3).

fo.w o Keterangan
{340 1 Mrsenyawa(P-3) |
312 (M-CO)’
281 {M-CH;CQOY
254 (M-CH:COY
256 (M-C-0)"
179 (M-C0-CeHs)
152 (M-C;0-CoHsCoH)
102 Cal Gl 1
77 CCHs'
59 CIL.coo’
43 _CICO™
T R Y

Pola fragmentasi :

* {0 CgHs

miz = 105
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Gambar 5.20 Spckira massa (P-4).
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Tabel 5.26 Fragmen MS senyawa (P-4).

M Keterangan
L 360 | Mr senyawa {P-4)

255 "{M-COC M)

256 (M-COC L'

238 (M-COCILALOY

228 T(M-COCH;-COY

179§ (M-COCHs-CgHs)
152 [ (M-COC N -CLHCH)Y
. 105 COC,ils"
1103 CH:C:H,
77 G
|59 CHCOOT __
143  CHCO L

Pola fragmentasinyva

I | HY
- wH
- b ';L - )

76
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5.5 Analisis Data Persentase Hasil Sintesis

Persentase hasil sintesis dapat dilihat pada tabel 5.24 sampai tabel 5.23.

Tabel 5,27 Pcrscntase hasil sintesis pinocembrin dari pereakst HBr (P-1) dan 1.il-

kolidina (P-2)

- No (P-1) (P-2)
, Berat Berat hasil % Berat | Bemathasii | %
| pinostrobin (g) | Teoritis | Reaksi | hasil . pinostrobin (g) | Teoritis | Reaksi | hasil
: reaksi [ reaksi
1 1,50 142 | 054 | 3803 1,50 142 | 096 | 6761
2 1.50 142 052 13662 1.50 142 0,99 | 69,72
3 1.50 142 | 056 13944 1,50 1,42 098 | 69,01
‘Rata — rata 38,03 Rata — rata | 68,78

Tabet 5.28 Persentase hasil sintesis (2, ()-diasetil pmocembrin {P-3)

Noi o (P-3) e
Berat pinocembrin {g) Berat hasil % hasil
Teoritis Reaksi reakst

1 1,00 i20 | 037 30,83
2 1,00 1,20 0,34 2833
3 1,00 1,20 039 732,50

Rata - rata 30,55

_Tabel 5.29 Persentase hasi! sintesis (J-benzoil pinocembrin (P-4)

Kcterangan ; ;= rata — rata % hasti] sintesis pinocembrin {P-1}, dan

1, = rata — rata % hasil sintesis pinocembrin {P-2)
! P

77

. No | (P-4)
Berat pinocembrin (2} | Berat hasil % hasil
Teoritis Reaksi reaksi
1 1,00 ( 1,35 1,01 74,82
2 1,00 , 1,35 1,04 7704
3 1,00 ; 135 1,02 75,56
Rata —rata 7581
Untuk membuktikan hipotesis penelitian, dirumuskan hipotesis statistik
sebagai berikut
Ho e =h
Hy @ M=,




i/ntuk memastikan homogemtas data dilakukan uji F terlebth dulu. Pada
pembandingan antara pinocembrin (P-1) dan pinocembrin (P-2} diperoleh Frinwe —
1,73 sedangkan Fype, vaitu Fiasy - nes = 19.00. [l mengartikan bahwa Frw, >
T ne. atau dengan kata lain bahwa data terscbut homogen. Karena homogen maka
dilakukan uji t untuk menentukan apakah % rata  rata pinocembrin (P-1) dan {P-
?) sama atau tidak. Pada perhitungan t untuk kedua senvawa (hitungan terlampir)
diperoleh thiune = -30.12 sedangkan tupc,¥aitu Gypaa = 2,776, Jadi [thiung! > tabar.
sehingga H,, ditolak. Jad: % rata - rata hasil {P-1) tidak sama dengan % rata —rata

hasii {(P-2)dan %ortata rata hasit (P-2) = (P-1}.



BAB VI
PEMBAHASAN



BAB V1

PEMBAHASAN

Isolas1 pinostrobin dari serbuk nmpang temu kunci (B. pandurata, Roxb)
dilakukan secara perkolator dengan menggunakan pelarur »#-heksana selama 24
jam pada suhu kamar. Frakst »-heksana yang diperoleh dipekatkan dan dibiarkan
pada suhu kamar sampai terbentuk keistal. Kristal yang terbentuk masth berwarna
cokiat kemerahan, oleh karena ity dilakukan rekristalisasi sehingga diperoleh
knistal tak berwama dengan persentase 1,98 % dan serbuk kering nimpang temu
kunci. Adapun senyawa hasil isolasi ini berwujud knstal tak berwarna dengan
jarak lebur 995 — 100,0°C (Flectrothermal Melting Point Apparatus Fisher-
Johns), hasil ini mendekati jarak lebur dalam pustaka, yaitu 99 — 100°C (Parwata,
1998). Ui selanjutnya menggunakan KLT vyang menunjukkan noda tunggal
dengan beberapa fase gerak (Tabel 5.4).

Sclanjumya dilakukan identifikasi struktur senyvawa hasil isolasi dengan
menggunakan spektrofotometer Ultra Violet menunjukkan A maksimum 288 mm
(pita 1I) dan bahu pada 322 nm (pita I) (Gambar 5.1) yang sesuai dengan data dan
peneliti sebelumnya vang menyebutkan A maksimum 287 nm (psta [I) dan bahu
pada 325 nm (pita 1) (Parwata, 1998}. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa hasil
isolasi termasuk ke dalam golongan flavanon. Senvawa golongan flavonoid
umumnya memiliki dua pita serapan, yaitu pita | dan pita Il yang disebabkan
karena adanya resonansi gugus sinamoil vang melibatkan cincin B dan C (pita I)
dan gugus benzoil yang melibatkan cincin A (pita II) seperti tampak pada gambar

6.1



Gambar 6.1 Flavonoid

Namun senvawa hasil 1solasi mi memiliki pita II karena adanya tkatan rangkap
techonjugasi pada cincin A dan bahu pada pita 1 karena tidak adanya ikatan
rangkap terkonjugast antara C; dan G4 (A.chmad, 1986, Markham, 1988). Hal ini
menunjukkan senvawa hasil isolasi termasuk ke dalamn golongan flavanon vang
hanva memilihi gugus benzoil dan #1idak memiliki gugus sinamoil. Kemudian bila
senvawa hastl 1solasi dalam metanol i1 ditambah pereaks) geser AlC1:, maka pita
M mengakamn pergeseran hatokromik sebesar 20 nm, hal ini menunjukkan adanya
pugus O fenolik pada Cs. Pergeseran batokromik schesar 22 nm juga terjadi
dengan penambahan pereaksi geser AICH/IC| Pergeseran serapan pita H ke
panjang gelombang vang lebih besar disebabkan pereaksi AICI; dan AICI/HCI

membentuk kompleks tahan asam antara gugus hidroksil dan keton yang
bertetangga (Markham . 1988). Pada struktur senyawa hasil isolass terbentuk

kompleks antara Al ' dengan gugus OH fenolik pada Cs vang menyebabkan
perpanjangan  sistem terkonjugasi vang menvebabkan absorbsi terjadi pada

panjang eclombang vang lebih besac
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Gambar 6 2 Komplcks antara Al ™ dengan gupus OH tenolik Cs,

Penambahan pereaksi geser NaOll dan NaOAc tiduk menpalamn pergeseran
karena tidak bereaksi dengan —OH fenolik Cs (Mulja dan Subarman, 1995). Hal
ini menunjukkan tidak ada lapi subtituen gugus OH fenohik vang lam.

Analisis dengan spekirofotometer Infra Merah menunjukkan pugus —OH pada
322720 em” . —C-I1 ulur aromatik ditunjukkan oleh pita  pita pada 305938 e
Sedangkan C-I1 tekuk ditunjukkan oleh pita - pita 297237 284719 cm’. =0
keton ditunjukkan oleh pita 164343 enr!. Pia pia pada 137984 ey
menunjukkan adanya sistem C=C ulur aromatk. Pita — pita pada 123963 e’
120948 cm”' menunjukkan adanya gupus -C-0O-C- (alkil aril eter). Gugus — gugus
tersebut menunjukkan gugus — pugus pada struktur pinostrobin (Parwata, 1998
dan Silverstein, 1981).

Analisis senyawa hasil isolasi denpan spekurameter FI-NAR diperoleh sinyal
proton — proton yang sesuai dengan sinyal proton — proton pada literatur yang
sesual dengan strukiur pinostrobin seperti yang tercantum pada tabel 5.7

Analisis senyawa hasil isolasi dengan spektrometer masssa diperoieh on

molekul dengan m/z = 270 scbagai massa molekul relatit (AMr) dari piiostrobin.



tial inl sesuai depmpan data spektrometer massa senvawa pinostrobin dalam
pustaka (gambar 5.4).

Rordasarkan data analisis spektrofotometer UV, spekirofotometer  Infra
Merah. Spektrometer 'H-NMR dan spektremeter massa menunjukkan bahwa
senyawa hasit isolasi merupakan scuyawa turunan tflavonoid golongan flavanon,

vaitu 5-hidroksi-7-metoksiflavanon atau pinostrobin.

Gambar 6.3 Struktur purostrobin

Pada penelitian ini dilakukan reaksi pemutusan ikatan arl metd eter
(demetilasi) pinostrobin denpan dua macam pereaksi, vaitu pereaksi HBr (P-1)
dan pereaksi Littum  Jodida — kolidina (P-2)} yang akan menghasitkan
pinocembrin,

Hasil reaksi demetilasi pinosmobin denpan pereaksi HBr (P-1) dianahsis
dengan KLT menunjukkan noda tunggal (Tabel 5.9} Harga Rf (P-1) lebih kecil
daripada Rf pinostrobin, discbabkan gugus metoksi pada Cr diganti dengan gugus
Ol yang membuat senyawa menjadi lebih polar sehingga dengan menggunakan
fase diam silika gel vang bersifat polar dan lasc gerak yang bersifat non polar
maka senyawa lebih tertahan pada fasc diamnya. Selanjutnva. dilakukan
kromatografi kolom dengan fasc gerak n-heksana : etil asetat (7 33 dan fase diam
silika gel Ge untuk memurnikan senyawa hasil reaksi (P-1). sclanjutnya

dilakukant rekristalisasi sehingga diperoleh kristal tak berwama. Kemudian



ditakukan g jarak lebur dengan Lfectrothermal Meliing Point Apparatus
diperoleh jarak lebur 202 - 204°C sesuai dengan titik lebur pinocembyin dalam
pustaka (label 5,111,

Analisa hasil reakst {I-1} dengan spektrofotomcter UV-Vis dalam pelarut
metanol wenujukkan A maks 288 nm (pila 1) dan bahu pada A maks 322 am
(pita D, hal i menunjukkan (P-1) termasuk golongan flavanon (Markham, 1988).
Dengan pereaks: geser AICT pita 11 bergeser 20 min dan dengan pereakst geser
AICETICT pekat pita 11 bergeser 22 nm, disebabkan terbentuk kelat antara OFH
pada Cs dengan Al ™7 Sedanghan dengan pereaksi geser NaQAc pita 11 bergeser
34 nm dan dengan pereaksi geser NaOH pita 11 Dergeser 35 nm menunjukkan
adanya gugus OH pada Co (Mackham, 1988).

Reaksi -

L T P— HC—0n 2 O A
N j f

} O Br =

S :

pinstrohin ~N1

CH,Br

netl bronuda

J
\”/,(J

pmocerbrm

Gambar 6,4 Reakst demettlast pinostrobim dengan pereakst HBr (P-1),
Analisa (P-1) dengan spektrofotometer IR menunjukkan adanya pugus OFL

pada 338923 o' Pua pada 2918.56 ey’ menujukkan adanya sugus  C-H wlur
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aromatik. Pita tajam pada 163385 cm’' menunjukkan - C=O keton. Pita pada
sekitar 1512,33 cm” menunjukkan spektra senyawa aromatis. Tidak adanya pita
pada 125963 — 120948 cm’| yang memperkuat adanya gugus alkil aril cter
menunjukkan tidak adanya gugus metil pada (P-1). Gugus — gugus pada data IR
{P-1) sesuai dengan pustaka (Tabel 5.14).

Analisa dengan spektrometer resonansi magnit inti {'H-NMR) memberikan
ketcrangan tentang pergeseran kimia dari proton — proton yang terdapat pada
struktur (P-1) sesuai dengan pergeseran kimia dari proton — proton yang terdapat
pada strukiur pinocembrin secara teoritis (tabel 5.15).

Analisa dengan spekirometer massa diperoleh ion molekul dengan m/z = 256
yang menunjukkan massa molekul rclatif (Mr) dari pinocembrin.

Dari hasi! analisis menggunakan KLT, spektrofotometer UV-Vis, Infra Merah,
spektrometer "H-NMR, dan spektrometer massa menusjukkan bahwa (P-1) adalah
senyawa turunan flavonoid golongan flavanon, yaitu 5,7-dihidroksiflavanon atau
pitocembrin,

Pemutusan ikatan eter pada pinostrobin terjadi hanya pada gugus metoksi C-,
disebabkan karena pemutusan metil ani eter menghasilkan suatu fenol yang stabil
dan metil bromida yang berwuiud gas pada subu kamar. Pemutusan ikatan eter
tidek terjadi pada eter siklik pada pinostrobin yang merupakan suatu bagian yang
membentuk suatu rantai siklik 6 anggota yang stabil terhadap pereaksi asam.
Selain itu gugus alkil pada eter siklik merupakan C sekunder, dan adanya ikatan
dengan gugus fenil menyebabkan gugus efer siklik tersebut iebih stabil sehingga

lebib sulit diputus ikatannya.
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Pada penelitian i ddakukan reaksi demetilasi pinostrobin dengan pereaksi
Lil-kolidina {P-2) Metode ni pernah dilakukan cieh peneliti scbelumnyva. vaitu
reakst pemutusan ikatan metil eler terhadep 2-muetoksinaflaiena dan jupa terbadap
Oestron meti} eter dengan pereakst Lil (Harrison, 1969). il terbukti bersifat
spesifik untuk gugus metil eter. Menurut pustaka, i1i dalam udara terbuka ((0-,)
teroksidasi menjadi 1> {Iodina) dan terjadi pembebasan iodina yang menyebabkan
reaksi demetilasi tidak scmpurna (Windholz, 19763, Oleh karcna itu digunakan
pas nitrogen untuk mengusir udara bebas sehingga mencegah keluarnya 1odina,
Bila1odina fidak dibebaskan maia I sebagai nukieofil dapat menyerang meti! dan
gugus metoksi pada atom C; pinostrobin dan reaksi demetilasi pinostrobin
berjalan sempurna. Adapun teuksi terurainya LiE dalam wdara bebas schagai
berkut ; AL ®  4Li7 ¢ 4T O ® 2L - 2LiO
Sedangkan 1.1l denpan N> tidak tcrjadi oksidasi I' menjade > karcna pas N-
membentuk suatu keadaan rrers (Windhoiz, 1976).

Analisis hasil reakst demetilasi pinosirobin dengan pereaksi Lil-kolidina (P-2)
menggunakan KL T dengan fase diam silika gel GF 254 dan beberapa fase perak
menunjukkan noda tungga!l (Label 5.10). (P-2) berwyjud knistal putih kekunimgan
vang sclanjutnyva dilakukan kromatografi kolom dengan fase perak s#-heksana : eui
aselat (7 3) dan fase diam silika gel Geo dan sclanjinya dilakokan rckristalisast
selingpa diperoleh knstal tak berwama. Kemudian senvawa (P-2) duups jarak
leburnva dengan fLlecirothermal Melting Point Apparatus dengan jarak lebur 202
- 203°C yang mendekati jarak lebur pmocembrin dalam pustaka. yaita 202

204°C (Tamgung, 1995).



Analisis {P-2) dengan spektrofotometer UV-Vis dalam pelarut metanol
menunjukkan 2. maks 288 nm (pita 1) dan bahu pada 322 min (pita 1) pada gambar
500 vang menunjukkan bahwa (P-2) termasuk golongan flavanon (Markham,
1988). Dengan menggunakan pereaksi geser AICE pita 1 bergeser 20 nin dan
dengan pereaksi geser AICIHCT pekat pita 10 bergeser 22 nm, disebabkan
terbentuk kompleks antara OH pada Cs dan At ' vang memperpanjang, sisten

terkonjugast sepertt gambar 6.5,

@]
\\1’3

. - - - . 4
Gambar 6.3 Kompleks antara OH pada Cs pinocembrin dengan Al

Dengan menggunakan pereaksi peser NaOAg, pita 11 bergeser 34 nm dan dengan
pereakst geser NaOH pita 1 bergeser 35 am, menunjukkan adanya OH pada Co
(Markham, 1988}, Pergeseran pita I oleh pereakst geser NaOAc dan NaOIl tidak
reriadi pada gugus OH Cs pinoceminin karena gugus O pada Cs tidak dapat
bereaksi dengan NaOAc dan NaOH  disebabkan adanya ikatan hidrogen
mtramelehuler antara gngus OH pada (‘- dengan pupus karbonil pada C,
piecenibnn. Adanva gogus O pada (- disebabkan tegjadinya reaksi demetilasi

pmostrobm dengan pereaksi Lil-kolidina dengan reaksi

Hi
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Gambar 6.6 Reaksi demetilasi pinostrobin dengan pereaksi Lil-kolidina (P-2).

Analisis (P-2) dengan spektrofotometer IR menumjukkan adanya gugus OH
pada 342974 cm™'. Pita — pita pada 2914.70 cm”' menunjukkan adanva sistem C-
H aromatik. Pita tajam pada daerah 1645,43 cm™ menunjukkan —C=0 keton. Pita
pada 1579,84 cm™ menunjukkan spektra senyawa aromatis. Tidak adanva pita
pada 125963 — 120948 cm™ yang memperkuat adanya gugus alkil aril eter
menunjukkan tidak adanya gugus metil pada senyawa (P-2). Gugus — gugus pada
data IR (P-2) sesuai dengan pustaka (tabel 5.13).

Analisa dengan spektrometer resonansi magnit inti {'H-NMR) memberikan
keterangan tentang pergescran kimia dari proion — pralon yang terdapat pada
struktur (P-2) sesual dengan pergeseran kimia dari proton — proton yang terdapat

pada struktur pnocembrin secara teoritis (tabel 5.16).
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Anahsa (P-2) denpan spcktrometer massa diperolch ion motekul dengan miz =
256 yang menunjukkan massa molekut relatif (Mr) dari pinocembrin.

Dart hastl analisis menggunakan KET, spektrofotometer UV-Vis, Infra Merah,
spektrometer 'H-NMR. dan spekirometer massa menunjukkan bahwa (P-2) adalah
senvawa turunan flavonoid gotongan flavanon, vaitu 5.7-dihidroksiflavanon atau
pwocembrin.

Sebagat katalisator datam reaksi ini adalah kolidina (2.4 6-trimetipividing).
Dari struktur Lil, Li" akan diikat oleh kotidina sehingga i© dapat dibebaskan dan
bertindak sebagai nukleofil dan menverang metil dark gugus metoksi vang terikat
pada atom (- pinostrobin dengan mekanisme reaksi SN2 Kolidina dengan pKa
6.69 bersifat lebih basa disebabkan jupa olch adanya gugus pendorong elekiron,
yaitu hga gugus metil pada koliding. Karena bersifat basa lebih kual danpada
pindina yang permnah digunakan oleh peneliti secbehimnya pada reaksi demetilast
pinostrobie (Kurniawati, 2001} menyebabkan kolidina lebih kuat mengikal 1.i'
dan lebih banyak jumtah Li' yang diikat schingga jumlah I” yang bebas juga lebih
banyak. 1tial imi menycbabkan reaksi demetilasi oleh I berlangsung lebih
Sempurna.

Pemutusan 1katan eter pada pinostrobin terjadt hanya pada gugus metoksi,
vailu C; dan tidsk terjadh pada eter siklik, disebabkan pada reaksi ini dihasilkan
suatu fenol yang stabil dan meti 1odida vang juga stabit dan berwujud gas pada
suie 42,5 " C. Pemutusan tkatan cter tidak terjadi pada eter siklik karena gugus
eter sikhk pada pmostrobin merupakan hagian vang membentuk suatu rantai sikhik
6 anggota vang stabil. Selain tta, atom C gugus alkil pada eter siklik merupakan

atom C sckunder, Dengan bertambahnya gugus alkil yang terikat pada atom C,
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keadaan transisi bertambah berjejal dengan atom. Dalam suatu reaksi SN, energi
suatn keadaan transisi yang berjejal lebih tinggi daripada energi keadaan transisi
dengan rntangan sterik rendah. Karena inilah maka laju reaksi pemutusan jkatan
eter makin menurun dalam deret metil alkil primer, alkil sekunder. dan alkil
tersier (Fessenden, 1982). Sedangkan atom C pada gugus metoksi pada C
merupakan metil sehingga rintangan steriknya lebih kecil dan reaksi SN, dapat
berlangsung dengan baik. Di samping i, I merupakan nukleofil kuat. Reaksi
SN, adalah reaksi dimana laju reaksi berbanding lurus dengan konsentrasi
nukleofil dan pereakst serta kekuatan nukleofil (kontras dengan SN, yang secara
umuwm pengaruh konsentrasi nukleofil pada laju reaksi keseluruhan sangat kecil
dan reaks: tersebut membutuhkan nukieofil yang lemah) (Fessenden, 1982),

Pada penehiian ini dilakukan reaksi asetilasi pinocembrin dengan pereaksi
asetil klorida (P-3) dan reaksi benzoilasi pinocembrin dengan pereaksi benzoii
kiorida (P-4). Reaksi asetilasi pinocembrin dengan pereaksi asetil klorida (P-3)
akan menghasilkan senyawa turunan pinocembrin, yaitu O, O-diasctilpinocembrin
sedangkan reaksi benzoilasi pinocembrin dengan pereaksi benzoil kKlonda {P-4)
akan menghasilkan senyawa turunan pinocembrin, yaitu O-benzoilpinocembrin.

Penelitian 1n1 meninjau regioselektivitas reaksi dimana pada senyawa
pinocembrin terdapat dua gugus OH, yaitu gugus OH pada Cs dan gugus OH pada
C; yang berbeda reaktivitasnya. Gugus OH pada Cs kurang reaktif bila
dibandingkan dengan gugus OH pada C; disebabkan adanya ikatan hidrogen
antara gugus OH pada (s dengan gugus karbonil pada C4 Selain itu juga
dipengaruhi macam pereaksi yang digunakan dimana pereaksi asetil klorida

adalah pereaksi vang tidak meruah schingga dapat mengasetilasi dua gugus OH



pada (s dan C; pinocembrin sedangkan benzoil klorida adalah pereaksi dengan
gugus meruah hanya dapat mensubtitusi pugus OH pada (5 yang halangan
steriknya lebih kecil daripada pugus OH pada Cs.

Pada rcaksi asetilasi dan benzoilasi pinocembrin ini jupa ditambahkan pindina
sebagat penyapu HC! (HCI ini terbentuk pada reaksi asetilasi dan benzoilasi
tersebut vang kemungkinan besar dapat bereaksi dengan fenol dan menghasilkan
alkil ktorida atau alkena dan air). Reaksi asetilasi dan henzoilasi ini ditakukan
selama 24 jam pada suhu kamar, dimana sisa pindina dihilangkan dengan
penambahan air, kemudian basil reaksi (P-3) dan {P-4) disaring dengan corong
Buchner. Dari hasil reaksi inf diperoleh {P-3) yang berwnjud knistal kecoklatan

dan (P-4} yang berwujud kristal tak berwarna.

N odinium viorica 0 ¢Fdiaserd pirocenibrn

(tambar 6.7 Reakst asetilasi pinocemnbrin dengan pereaksi asetil klorida (P-3).

o
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Gambar 6.8 Reaksi benzoilasi pinocembrin dengan pereaksi benzoil klorida (P-4 ).
Anahisis (P-3) dan (P-4) secara KL T dengan fase diam silika gel GF 254 dan
beberapa fase gerak menghasilkan noda tunggal seperti pada tabel 5.18.
Selanjutnya pada (P-3) dan (P-4) dilakukan rekristalisasi dengan pelarut air
sehigga diperoleh (P-3) yang berwujud kristal berwarna kecoklatan dan {P-4)
yang berwujud kristai tak berwarna, selanjutnya dilakukan uji jarak lebur dengan
Electrothermal Melting Point Appuratus scpetti yang tercantum pada tabel 5.19.
Analisis {P-3) dengan spektrofotometer UV-Vis dalam pelarut metanol
menunjukkan i maks 348 nm sesuai dengan kromofor dan auksokrom yang
terdapat pada strukiur (), O-diasetilpinocembrin, demikian juga analisis (P-4)
dengan spektrofotometer UV-Vis dalam pelarut metanol menunjukkan 2 maks
336 nm sesuai dengan kromofor dan auksokrom yang terdapat pada struktur (-

benzoilpmocembrin seperti pada gambar 5.10 (Dean, 1987).
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Analists {(P-3) dengan spekirofotometer [R menunjukkan adanya —C=0- ester
pada 1716.80 cm™. Sedangkan pita pada 1643 50 cm”’ menunjukkan € () keton.
Pita — pita pada 153932 em™ dan 1487.25 ¢ menunjukkan adanya sistem C—C
ulur aromatik. Pita pada dacrah 1388 87 e’ menunjukkan —ClIIs. Pita — pita pada
1253.84  1005.00 cmi™ menunjukkan  C-O ester. Tidak adanva pita pada 3500 -
3200 cm ' vang memperkuat adanya gugus Ol fenolik menunjukkan tidak adanya
gugus O fenolk  pada senyawa (P-3). Sedangkan anaiisis (P-4} denpan
spektrofotometer IR menunjukkan adanva OH fenolik pada 3425 89 cm™'. Pita
pita pada 1790,10 ¢m™’ menumukkan adanya —C O ester.Sedangkan pada pita
1635 .85 menunjukkan —-C=0 keton. Pita pada daerah 138370  1485,32 em-1
menunjukkan adanya C—C alur aromatik. Pita — pila pada 129242 102622 em™?
memmyukkan adanva (-0 ester.

Analisa dengan spektrometer resonansi magitit inti (' H-NMR) memberikan
keterangan tentang pergeseran kimia dari proton  prolon vang terdapat pada
stiukrur (P-3) dan strukiur (P-4} yang sesuai dengan strukur masing — masing
secara teontis {tabel 523 dan 524},

Analisa (P-3) dengan speitrometer massa diperoleh ion molekut dengan m/z =
340 yang menunjukkan massa molekul relatit (Mr) dari €. O-diasctilpinocembrin
danr analisa (P-4 dengan spektrometer massa diperoich ion motekul dengan mvz —
360 yang menunjukkan massa molekul relatif (Mrj dani O-benzolpinocemhrin,

Dari hasit anabisis menggunakan KI1.'T, spektrototometer UV-Vis, infra Merah.
spektrometer ' TI-NMR. dan spektrometer massa menunjukkan bahwa (P-3) adalah
seivawa turunan pinocembrin, vaitu (2, O-drasetiipinocembrin dan (P-4} adalah

senyawa turunan piocembrin. vaitu O-benzoiipinocembrin.



BAB V11

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1.

I3

Sintesis pmocembrin dari material awal pinostrobin hasit isolasi rimpang temu
kuner (B, pandurata) dengan  pereaksi Til-kolidina (P-2) memberikan
persentase hasil reaksi 6878 %, yang lebih besar dibandingkan bila

menggunakan pereaksi HBr {P-1) dengan persentase hasil reaksi 38,03 %.

. Gugus — gugus OH pada C; dan Cy dan pinocembrin mengalami reaksi asetilasi

dengan pereaks aseti] klorida

. Gugus OH pada C; dan pinocembrin mengalami reaksi benzoilasi dengan

pereaksi benzoil kiorida sedangkan gugus OH pada C: dan pinocembrin tidak

mengalami reaksi benzoilasi.

7.2 Saran

Saran — saran vang berkaitan dengan penelitian imi adalah :

1. Dilakukan penentuan putaran sifat optis pada senyawa pinostrobin dan
pinoccmbrin untuk mengetahwn apakah terjadi inverst konfigurasi atau
campuran rasemat.

2. Dilakukan uji  aktivitas pinostrobin, pinocembrin, (O, 0-diasetil

pinocembrin, dan ()-benzoil pinocembrin.
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LAMPIRAN 1 : Jumlah mol, massa, dan velume senyawa yang direaksikan

A. Tabel L1 : Pinocembrin (P-1)

Il Jumlah - pinostrobin IIBr
KBr H.S0;
| Mol 5,56.107 0,118 0.9
| Massa (g) 1.5 14 88 |
| Volume {mil) - - 50
B. Tabel 1.2 : Pinocembrian (P-2)

Jumlah pinostrobin Lit

Mol - 5,56.107 747.107

Massa (g} i3 |

Volume (ml) - -

C. Tabel L3 : O,0-diasetil pinocembrin {P-3)

Jumiah Pihocembrin Asctil klorida
Mol 3,91.107 7.07.10°
Massa (g) 1 5,55
Volume {mi) - 5

D. Tahel 1.4 : O-benzoil pinocembrin (P-4)

Jumiah Pinocembrin Benzoil klorida
Mol 3,91.107 430107
Massa (g} 1 6,03
Volume (mi} - 5
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ILAMPIRAN 2 : Perhitungan Statistik Uji 1 untuk rata — rata % hasil (P-1)

dan (I"-2)
Pinocembrin (P-1) Pinocembrin (P-2)
C Xi%) 1 XIX ] (XL XY X(%) X1-X (X1-X)*
3803 L 0 0 . 67,61 -1,17 1.3689
26,62 1 -1.41 19881 69,72 0,94 0.8836
3944 141 19881 6907 1 023 1 00529
X =23803 S X-39762 0 X 6878 [T 23054

Siz = E[‘\l. "r}

N

Sp — |

1 301
— 19881 = 173
S 113827
i9.00
(m-1) 8 (n,- 1)8°
I +ﬂ-)_—2
219881 - 21,1527
3:3.2
39762+ 2,3054
4
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LAMPIRAN 3 : Determinasi tumbuhan temu kunci

UNIVERSITAS AIRLANGGA FAKULTAS FARMASI

JURUSAN BIOLOGI FARMASH, LABORATORIUM BOTAMN FARMAST - FARMAKCGNOS
JL. DARMAWANGSA DALAM, SURABAYA 60286

SURAT KETERANGAN

Telah dilakukan |dentifikasi/determinas)

dari tumbuhan . temu kunci

a.n. Saudara/ij R

untuk keperfuan S S

Hasil Identifikasi/determinasi darl tersebut di atas
- o ] ' ;
# nama ilmiah ( species } : _Bffji@fiﬁif_gijffiita (Roxb.)Schlecht,

# suku { famllia ) e
Demikian surat keterangan Inj untuk dapat dipergunakan seperlunya.

Sinonim

Kaempferia pandurata Roxb,

Surabava, 22Apr11200d

LY
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