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RINGKASAN

Usaha-usaha untuk menemukan suatu obat bagi suatu penyakit dipusatkan pada ba-
han alam terutama tumbuh-tumbuhan. Kuersetin merupakan suatu flavanoid yang terdapat
di alam dan terkandung dalam berbagai makanan, yaitu dalam buah-buahan, sayuran dan
juga dalam teh, kopi, coklat, anggur, bir, dan cuka. Kuersetin dapat menghambat pertum-
buhan tumor. Sifat anti tumor ini umumnya dimiliki oleh senyawa yang strukturnya mem-
punyai ciri-ciri: adanya sistem lingkar, sistem lakton, sistem enon, senyawa karbonil tidak
jenuh, gugus hidroksil. Kuersetin merupakan senyawa polifenol yang memiliki gugus hi-
droksil bebas, sehingga kuersetin merupakan senyawa polar yang sukar larut dalam lipid
dan akibatnya sukar menembus membran sel. Untuk menurunkan sifat polar ini dapat dila-
kukan dengan mengurangi gugus OH melalui reaksi asilasi.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Asilasi kuersetin
dilakukan dengan memasukkan 2 macam gugus asil, yaitu gugus asetil dan gugus benzoil,
untuk mengetahui berapa gugus OH yang disubstitusi oleh gugus asil tersebut dilakukan
dengan waktu berbeda. Analisis terhadap hasil asilasi dilakukan dengan metode spektros-
kopi UV-VIS, FTIR, RMI, dan MS. Analisis dengan metode spektrosfotometri FT-IR dan
UV-VIS dilakukan di LDB UNAIR, spektrofotomeh‘i Resonansi Magnet Inti dan
Spektrometri Massa dilakukan di laboratorium MS dan NMR Department of Chemistry
UWA, Crawley Perth Australia.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada asilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12,
24, dan 36 jam, menghasilkan senyawa yang sama, yaitu kuersetin triasetat, Sedangkan
pada benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam, 24 jam, dan 36 jam menghasilkan
senyawa yang sama, yaitu kuersetin tetra benzoat. Dari hasil yang diperoleh tersebut
menunjukkan bahwa pada asilasi kuersetin, yang berpengaruh pada pembentukan hasil
reaksi adalah kestabilan karbokation yang terbentuk sebagai hasil antara dan bukan

halangan sterik (halangan yang disebabkan oleh keruahan molekul).

viil
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ABSTRACT

The objective of this research is acylation of quercetin in order to get compounds
with lower polarity than the precursor quercetin. It is expected that the resulted esthers from
the acylation will have better absorbance in the body than the quercetin it self.

The research is a complished by experimental work in laboratory. Acylation of
quercetin was done with two ways acetylation and benzoylation using Markham method
with time interval of twelve hours, twenty four hours and thirty six hours.

The result of this research showed that the acetylation of quercetin with time inter-
vals twelve, twenty four, and thirty six hours, gave the same compound, that is quercetin tri
acetate. On the other hand, benzoylation of quercetin with time intervals twelve, twenty
four, and thirty six hours, gave the same compound, that is quercetin tetra benzoat. As a
result of the quercetin acetate there are three hydrogen atoms from the hydroxyl group of
quercetin were substituted by the acetyl group. The position of those hydrogen atoms were
C-7, C-3’, and C-4’, While the quercetin benzoate, there are four hydrogen atoms from the
hydroxyl group of quercetin were substituted by the benzoyl group. The position of those
hydrogen atoms were C-5, C-7, C-3’, and C-4’.

Key words: Acylation, Quercetin acetate, Quercetin benzoate.

1X
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AR 1 pm:;t; ILIK
k13 i
UNIVERSITAS Q;KRALA&G@A
PENDAHULUAN SURABAY,

1.1. Latar Belakang

Usaha-usaha untuk menemukan suatu obat bagi suatu penyakit dipusatkan
pada bahan alam terutama tumbuh-tumbuhan. Pada abad 19, bahan alam yang se-
cara empirik telah digunakan oleh manusia untuk pengobatan, telah mulai dikem-
bangkan lebih lanjut untuk isolasi zat aktif, identifikasi struktur kimianya dan
pembuatannya secara sintetis. Saat in1 diperkirakan lebih dari lima juta senyawa
kimia yang sudah diidentifikasi dan jumlah tersebut terus bertambah dengan +
100.000 senyawa kimia baru setiap tahun. Dari 252 obat pada daftar obat essensi-
al yang dikeluarkan oleh WHO (1985), 48,9% diperoleh dari hasil sintesis kimia
(Siswandono, 1995). Peran sintesis yang sampai saat ini terus berkembang ada-
lah dalam memproduksi berbagai bahan-bahan kimia atau bahan obat (Astika,
2001). Sifat-sifat fisika, kimia maupun fisiologi yang telah ditemukan pada se-
nyawa bahan alam, telah membuka peluang untuk dilakukan kajian ilmiah untuk
pemantaatan dan pengembangan sebagai bahan obat-obatan (Sutrisno, 2000).
Dengan berkembangnya ilmu pengetahuan dan teknologi maka telah ditemukan
adanya hubungan struktur kimia obat dengan sifat-sifatnya dan télah pula diternu-
kan bahwa unit-unit struktur atau gugus-gugus molekul obat berkaitan dengan

aktivitas biologinya (Siswandono, 1995).
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Kuersetin merupakan suatu ﬂavonf)id yang terdapat di alam dan terkan-
dung dalam berbagai makanan, yaitu dalam buah-buahan, sayuran dan juga dalam
teh, kopi, serbuk coklat, anggur, bir dan cuka. Kuersetin dapat menghambat per-
tumbuhan tumor dan telah diperoieh bukti-bukti eksperimen mengenai mekanis-
menya (Rossi M., 1986). Sifat anti tumor pada umumnya dimiliki oleh senyawa
yang strukturnya mempunyai ciri-ciri antara lain: adanya sistem lingkar (umum-
nya lingkar yang terkondensasi (Condensed ring system), sistem lakton, sistem
enon (-C=C-C=0), senyawa karbonil tidak jenuh (a, 3), jembatan oksida dalam
sistem siklik dan gugus hidroksi (-OH) (Sutrisno, 2000).

Sasaran kerja suatu senyawa anti tumor pada dasarnya dapat dikelompok-
kan dalam 2 golongan, yaitu enzim dan asam nukleat. Untuk mencapai sasaran
tersebut maka senyawa anti tumor harus masuk ke dalam sel dengan melintasi
membran sel. Dengan demikian maka sifat kqlarutan dari senyawa anti tumor ter-
sebut harus sesuai dengan perilaku molekul-molekul penyusun membran sel.
Komponen utama membran sel adalah lipid dan protein. Lipid menyusun 20 -
80% massa membran sel, tergantung pada jenis membrannya (Sutrisno, 2000).

Senyawa dengan kepolaran rendah akan mudah larut dalam lipid, sehing-
ga mudah menembus membran sel. Aktivitas senyawa anti tumor berkaitan de-
ngan sifat lipofilisitas, yaitu mudah tidaknya senyawa tersebut larut dalam lipid
(Sutrisno, 2000).

Kuersetin adalah senyawa polifenol, yang memiliki 5 gugus hidroksil be-

bas, sehingga merupakan senyawa yang polar yang umumnya larut dalam pelarut
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yang polar seperti air dan sukar larut dalaﬁ lipid, sehingga sukar menembus
membran sel. Untuk menurunkan sifat polar dari kuersetin ini dapat dilakukan
dengan cara mengurangi gugus OH bebas dengan gugus asil melalui reaksi asilasi
untuk memperoleh esternya. Dengan berkurangnya gugus hidroksil bebas dalam
kuersetin ini dihmﬁpkan dapat diperoleh suatu senyawa baru yang kepolarannya
lebih rendah dari kuersetin asalnya, sehingga akan lebih mudah larut dalam lipid
dan mudah menembus membran sel. Gugus asil yang sering digunakan dalam
reaksi asilasi adalah gugus asetil dan benzoil. Hal ini disebabkan karena kedua
senyawa tersebut mudah diperoleh dan dapat bereaksi dengan kuersetin. Reaksi
pembentukan ester dipengaruhi oleh halangan sterik molekul pereaksi. Kuersetin
merupakan molekul dengan halangan sterik yang besar, untuk membentuk ester-
nya diperlukan gugus asil dengan halangan sterik kecil. Gugus asetil merupakan
gugus terkecil dar1 golongan asam kérboksilat alifatik dan gugus benzoil meru-
pakan gugus terkecil dari golongan asam karboksilat aromatik (Fessenden, 1990).
Kuersetin memiliki 5 gugus -OH yang memungkinkan untuk disubstitusi oleh
gugus asetil atau benzoil.

Mengingat kuersetin memiliki aktivitas sebagai anti tumor, maka dengan
harapan akan diperoleh senyawa baru yang lebih rendah kepolarannya daripada
kuersetin dan untuk menambah koleksi senyawa turunan kuersetin yang berguna

untuk penelitian lebih lanjut, maka sintesis ester kuersetin perlu dilakukan.
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1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka masalah dalam penelitian ini
dapat dirumuskan sebagai berikut.
1. Pada asilasi kuersetin, gugus —OH yang manasajakah yang disubstitusi oleh
gugus asetil?
2. Pada benzoilasi kuersetin, gugus —OH yang manasajakah yang disubstitusi oleh
gugus benzoil?

3. Apakah perbedaan waktu reaksi memberikan perbedaan pada hasil asilasi?

1.3. Tujuan Penelitian

Berdasarkan uraian dalam latar belakang dan rumusan niasalah, maka pe-
nelitian int bertujuan untuk mendapatkan turunan kuersetin melalui reaksi asilasi,
yaitu asettlasi dan benzoilasi dan untuk mengetahui pengaruh waktu terhadap
hasil asilasi.
1.4. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menambah koleksi senyawa

turunan kuersetin yang berguna untuk penelitian-penelitian lebih lanjut.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Flavenoid

Flavonoid adalah kelompok senyawa yang terdapat dalam tanaman dan se-
muanya adalah turunan dari flavon. Flavonoid beserta analog sintetiknya memili-
ki sifat-sifat sebagai zat penghambat karsinogenesis; anti peradangan dan anti
alergenik; sebagai zat anti oksidan yang memiliki aktivitas cardiostimulan; seba-
gian diantaranya mutagenik, meskipun tidak karsinogenik; sebagai substrat, peng-
hambat dan penginduksi; dan dapat berinteraksi dengan berbagai sistem enzim
(Rossi M., 1986).

Senyawa flavonoid adalah senyawa yang mengandung 15 atom karbon pa-
da intinya, yang terdiri atas dua inti fenolat yang dihubungkan dengan tiga satuan
karbon. Lingkar A memiliki karakteristik bentuk hidroksilasi floroglusinol atau
resorsinol dan lingkar B biasanya 4; 3, 4 atau 3, 4, 5-terhidroksilasi dengan struk-

tur dasar sebagai berikut.

Fragmen tiga karbon yang terikat pada lingkar B umumnya memiliki 4 bentuk

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.1 berikut.
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Gambar 2.1 Tipe Umum Senyawa Flavanoid
Lingkar A selalu memiliki gugus hidroksil dengan posisi sedemikian rupa sehing-
ga memberikan kemungkinan untuk terbentuknya cincin heterosiklis dalam se-
nyawa trisiklis.
Tingkat oksidasi tiga karbon bagian molekul flavonoid dapat dinyatakan

oleh hubungan formal seperti yang ditunjukkan berikut ini.

A—COCH,;CH,—B : hidrokhalkon

A —COCH,;-CHOH—B : flavanon, khalkon
A—COCH,CO—B : flavon
A—CH,COCO—B : antosianin
A—CO-CO-CH,—B : auron

A — COCHOH - CHOH —B -3 : hidroksiflavon
A— COCOCHOH —B : flavanol (Sabirin M., 1996)
2.2. Kuersetin dan Sifat-sifatnya
Kuersetin merupakan flavonoid yang terdapat di alam dan terkandung da-

lam berbagai makanan, yaitu dalam buah-buahan, sayuran, dan juga dalam teh,
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kopi, serbuk coklat, anggur, bir dan cuka. Kuersetin terdapat dalam bentuk gliko-

sida kuersitrin dalam batang tumbuhan Quercus tinctoria. Diduga bahwa kuersi-
trin banyak terdapat dalam pigmen alami (Finar, 1974).
Dalam hidrolisis dengan asam, kuersitrin membentuk kuersetin dan ramno-

sa, dengan persamaan reaksi sebagai berikut.

HCI
C21H20011 + HpO —> Cq1gH1g07 + CH3{(CHOH)4CHO

Kuersitrin kuersetin

Dalam molekul kuersetin terdapat 5 gugus OH, dan bila dileburkan bersama-sama
dengan KOH menghasilkan floroglusinol dan asam protokatekuat. Bila kuersetin

dimetilasi menghasilkan pentametil kuersetin , yang apabila dididihkan dengan

larutan KOH alkoholik terjadilah 6-hidroksi-m,2 4-trimetoksiasetofenon dan asam

valerat. Fakta-fakta ini mengarahkan pada kesimpulan bahwa kuersetin adalah 3,

3’, 4, 5, 7-pentahidroksiflavon. Persamaan reaksinya ditunjukkan pada Gambar

2.2 berikut.
OH
O
o D
| {peieburan) + HOCC
OH
OH O o
lloroqlusmoi asam protokatekua
1M02$O4
0
e
E10H -CH -OMe +
OMe
OMe O

6-hidroksi, w, 2, 4-trimetoksiasetofenon

HOOCQ

asam valerat

Gambar 2.2. Persamaan Reaksi Penentuan Struktur Kuersetin
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Struktur kuersetin ditentukan melalui sintesis oleh Konstanecki dkk. pada tahun

1904 seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.3 berikut.

OMe
Me&@g:cH; OHC@OMe oy QR‘)[O
OMe HCI
OMe OMe
: OMe
MeO ‘ © O OMe CSH;‘C?NO w’
NOH OMe O

OMe O
sto4
e = 0O
OMe O Oh O
kuersetin

Gambar 2.3, Sintesis untuk Penentuan Struktur Kuersetin

Kuersetin memiliki sifat-sifat mutagenik tetapi tidak karsinogenik; dapat
berinteraksi dengan sejumlah sistem enzim yang berbeda-beda; memiliki aktivitas
anti tumor, termasuk daya penghambatnya pada isozim sitokrom P-4350 yang spe-
sifik untuk metabolisme hidrokarbon aromatik polisiklik; menghambat pertum-
buhan tumor, dan telah diperoleh bukti-bukti eksperimen mengenai mekanisme-
nya; menghambat aktivitas beberapa enzim yang termasuk adenosintrifosfatase
yang terlibat dalam transport membran; menimbulkan retensi laktat interseluler
sehingga menurunkan pH sel; menghambat lipoksigenase dan “cAMP” (ciclic

Adenosine Mono Phosphat) independent proteinkinase; menghambat pembebasan
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histamin dengan transport Ca* menembué membran; menghambat aktivitas en-
zim reduktase aldosa, yang ternyata mempunyai fungsi dalam sejumlah kormpli-
1_(asi diabetik. Enzim reduktase aldosa dapat mereduksi heksosa menjadi gula al-
kohol (Rossi M., 1986).

Dengan keanekaragaman sifat kuersetin tersebut, maka telah membuka pe-
luang untuk dilakukannya kajian ilmiah untuk pemanfaatan dan pengembangan-
nya sebagai bahan obat-obatan, terutama sebagai penghambat pertumbuhan tu-
mor, karena aktivitasnya sebagai anti tumor.

Beberapa hasil kajian telah menemukan bahwa kuersetin secara nyata mengham-
bat NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphat) sitokrom P-450.
Kuersetin juga telah terbukti mempunyai daya menghambat sistem sitokrom
P-450. Huang et. al telah menemukan bahwa kuersetin bereaksi secara kovalen
dengan “karsinogen terakhir” dari benzo[a] pirena, (+)-7B, 8ct-dihidroksi-9¢,
10a-epoksi-7, 8, 9, 10-tetrahidrobenz[a]pirena. Kompleks yang terbentuk ini ber-
sifat nontoksik dan dibuang (Rossi M., 1986).

Sasaran kerja senyawa anti tumor pada dasarnya dapat dikelompokkan da-
lam dua golongan, yaitu: (1) enzim dan asam nukleat (Sutrisno, 2000). Untuk da-
pat mencapai sasaran tersebut, senyawa anti tumor harus masuk ke dalam sel de-
ngan melalui membran sel. Dengan demikian maka sifat molekul senyawa anti tu-
mor tersebut harus sesuai dengan sifat dari molekul-molekul penyusun membran
sel. Komponen utama penyusun membran sel adalah lipid dan protein, dengan li-

pid yang merupakan komponen utama membran menyusun 20 sampai 80% massa
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membran, tergantung pada jenis membrannya. Senyawa anti tumor dengan kepo-
laran rendah akan lebih mudah larut dalam lipid dan dengan mudah menembus
membran sel untuk melakukan interaksi dengan molekul sasaran. Aktivitas senya-
wa anti tumor berhubungan dengan sifat mudah tidaknya senyawa tersebut larut
dalam lipid (Sutrisno, 2000).

Hasil kajian pustaka menunjukkan adanya hubungan antara struktur de-
ngan aktivitas biologis suatu senyawa terhadap sifat anti tumor. Senyawa yang
bersifat anti tumor pada umumnya dalam strukturnya mempunyai ciri-ciri antara
lain: ;1danya sistem lingkar terutama lingkar yang terkondensasi, sistem lakton,
jembatan oksida dalam siklik, sistem karbonil tidak jenuh o, B, dan mempunyai
ikatan rangkap serta adanya gugus hidroksi (Sutrisno, 2000). Bertambahnya kan-
dungan gugus-gugus fungsi onal tersebut dalam suatu molekul ternyata diikuti
dengan peningkatan aktivitas anti tumornya. _

Kuersetin adalah senyawa polifenol yang memiliki lima buah gugus hi-
droksil bebas, dan merupakan senyawa yang polar. Karena kuersetin adalah se-
nyawa polar, yang umumnya larut dalam pelarut yang polar seperti air, dan sukar
larut dalam lipid, dengan demikian kuersetin sukar menembus membran sel.

Untuk menurunkan kepolaran dari kuersetin dapat dilakukan dengan cara

~ mengurangi gugus —OH bebas yang ada dengan gugus asil melalui reaksi asilasi.
Dengan berkurangnya gugus —OH bebas dalam kuersetin ini, diharapkan akan
diperoleh $enyaWa baru yang kepolarannya lebih rendah daripada kuersetin asal-

nya, tetapi akan lebih mudah larut dalam lipid sehingga akan lebih mudah pula
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11
menembus membran sel. Gugus asil yangr akan disubstitusikan dalam kuersetin
pada penelitian ini adalah gugus asetil dan gugus benzoil. Kedua gugus asil ini
dipilih karena keduanya dapat mewakili gugus asil dari asam alifapik dan aroma-
tik.

2.3 Reaksi Asilasi

Reaksi asilasi pada fenol tidak melibatkan pemaksa pisahan ikatan C-O
yang kuat dari fenol, tetapi tergantung pada pemaksapisahan ikatan ~OH. Fenol
adalah senyawa dengan suatu gugus OH yang terikat pada cicin aromatik. Karena
ikatan karbon sp’ lebih kuat daripada ikatan karbon sp® maka ikatan C-d pada fe-
nol tidak mudah diputuskan tetapi ikatan OH mudah putus. Karenanya ester dari
fenol dapat disintesis dengan reaksi asilasi yang sama dengan ester-ester alkil

(Fessenden, 1990),

0
|
CH—C\ @ —_ CH3—C—O—© + HCI

asetil klonda fenol fenil asetat

benzoil klorida

naftol naftil benzoat

Gambar 2.4. Contoh-contoh Reaksi Asilasi
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2.4. Asilasi pada Kuersetin
Kuersetin adalah suatu penta hidroksiflavon dengan lima buah gugus hi-

droksi dalam molekulnya dengan rumus struktur sebagai berikut.

Asilasi pada kuersetin berlangsung sama dengan asilasi pada fenol, dan berlang-
sung lt;:bih mudah daripada alkohol, karena ikatan O—H pada fenol lebih mudah
putus daripada ikatan O—H pada alkohol. Hal ini disebabkan karena fenol lebih
bersifat asam daripada alkohol (Fessenden, 1990). Dengan demikian maka asilasi
pada kuersetin dapat menghasilkan ester dengan penggantian satu sampai lima

atom H dari gugus OH pada kuersetin oleh gugus asil.

2.5. Reaksi Pembentukan Kuersetin Asetat dan Kuersetin Benzoat

Pada reaksi pembentukan ester dengan reaksi asilasi, melibatkan serangan
alkohol nukleofilik pada karbon positif, maka ion negatif yang lebih stabil dari
alkohol (fenolnya) yang memiliki peluang lebih besar dalam pembentukan ester-
nya. Stabilisasi ion negatif dari kuersetin dapat dilihat pada struktur resonansi

berikut (Engelkemeir, 1947).

MITIK |
PERPUSTAK AAN

UNIVERSITAS AIRLANGOA i
SU%ADAYA J
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Dengan kestabilan ion fenoksida karena stabilisasi resonansi ini, maka pada
asilasi kuersetin oleh gugus asil dapat dihasilkan ester kuersetin dengan

penggantian paling sedikit tiga gugus —OH pada kuersetin oleh gugus asil.

2.6. Kestabilan Karbon Positif pada Gugus Asetil dan Gugus Benzoil

Gugus asetil distabilkan oleh struktur-struktur resonansi sebagai berikut:

CH—C=0 <—» CH—C=0"
3+ — 3
Sedangkan gugus benzoil distabilkan oleh struktur-struktur resonansi sebagai

berikut.

O OO
+ + - + +
+ +

Dengan lebih banyak struktur resonansi pada gugus benzoil, maka gugus benzoil

lebih stabil daripada gugus asetil (Jerry March, 1977).
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BAB3

KERANGKA KONSEPTUAL

3.1. Kerangka Konseptual

Kuersetin adalah senyawa polifenol yang merniliki lima gugus hidroksil
bebas, yang menyebabkan kuersetin bersifat polar. Senyawa yang polar umumnya
larut dalam pelarut yang polar dan sukar larut dalam lipid, sehingga sukar me-
nembus membran sel, karena komponen utama membran sel adalah lipid dan pro-
tein, Sebagai senyawa yang bersifat menghambat pertumbuhan sel tumor, maka
untuk mencapai sasarannya, senyawa tersebut harus masuk ke dalam sel melintasi
membran sel. Untuk menurunkan kepolaran dari kuersetin ini dapat dilakukan de-
ngan cara mengurangi gugus OH bebas dengan mengikatkan gugus asil melalui
reaksi asilasi. Dengan berkurangnya gugus hidroksil bebas tersebut diharapkan
akan diperoleh suatu senyawa yang kepolarannya lebih rendah dari kuersetin asal-
nya, sehingga lebih mudah menembus membran sel.

Asilasi kuersetin dapat dilakukan dengan cara asetilasi kuersetin dengan
asetil klorida dan benzoilasi dengan benzoil klorida. Asilasi pada kuersetin ini
berlangsung seperti asilasi pada fenol. Pada reaksi asetilasi kuersetin akan dihasil-
kan kuersetin asetat, sedangkan pada benzoilasi kuersetin dengan benzoil klorida
akan dihasilkan kuersetin benzoat (Watson, 1914). Pada asetilasi kuersetin dapat

terjadi penggantian tiga gugus OH oleh gugus asetil, sedangkan pada benzoilasi

14
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kuersetin dapat terjadi penggantian empat gugus OH oleh gugus benzoil. Hal ini
karena kestabilan gugus asetil lebih rendah daripada kestabilan gugus benzoil.
Secara skematis kerangka konseptual dalam penelitian ini dapat digambar-

kan seperti yang terlihat pada Gambar 3.1. berikut.

-Memiliki § gugus -OH

Kuersetin ———> _polar

dibuat

Y

Meningkatkan diversifikasi

Turunan kuersetin
— " molekuler

berupa l

Senyawa ester

Melalui reaksij

|

regioselektivitas )—

Gambar 3.1: Kerangka Konseptual Asilasi Kuersetin

-kestabilan gugus asil
-posisi gugus —OH yang disubstitusi
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Diagram alir asilasi kuersetin adalah sebagai berikut.
Kuersetin
+ Asetil kiorida berlebih + Benzoil klorida berlebih
+ Piridina + piridin
Didiamkan 12 jam, 24 jam, dan Didiamkan 12 jam, 24 jam,
36 jam dan 36 jam
+ akuades + akuades
v A 4
Hasil reaksi Hasil reaksi
rekristalisasi : rekristalisasi
Analisis v
Kristal murmi FlSlk'(I)‘-Elmla — Kristal murni
KLT
identifikasi:
KLT - . . -
UV-Vis identifikast
IR
MS
NMR
v
Ester kuersetin Ester kuersetin

Gambar 3.2. Diagram Alir Asilasi Kuersetin
3.2. Hipotesis Penelitian
1. Pada asetilasi kuersetin, terjadi substitusi tiga gugus —OH pada kuersetin oleh
gugus asetil menghasitkan kuersetin-5, 7, 4’-triasetat.
2. Pada bcnzoi_lasi kuersetin, terjadi substitusi empat buah gugus —OH pada

Luersetin oleh gugus benzoil menghasilkan kuersetin-5, 7, 3’, 4’-tetrabenzoat.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. Bahan Kimia
Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini dalam derajad pro
analisis kecuali bila diberi keterangan lain. Bahan-bahan kimia tersebut adalah:
. kuersetin (Fluka, Biochemica 83370, 99% HPLC)
+ benzoil klorida
. asetil klorida

« anhidrida asetat

« piridina
» etanol
+ metanol
+ aseton

« nitrobenzena

» kloroform

» asam sulfat pekat

- asam klorida pekat

« aluminium oksida, 90, Merck: 0,063-0,200 nm (70-230 mesh ASTM)
. silika gel Q-12. 28-200 mesh

+ NaOH

« AlCL

17

Tesis Sintesis Kuersetin Asetat ... Dedek Sukarianingsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

18
4.2 Alat-alat
Alat-alat yang digunakan adalah alat-alat yang umum digunakan dalam la-
boratorium sintesis, sedangkan untuk analisis hasil sintesis digunakan alat-alat
bantu sebagai berikut.
= Electrothermal Melting Point Apparatus untuk menentukan kemurnian se-
nyawa melalui titik leburnya.
» Spektrometer Massa (VG Autospec dari Fisons Instruments)
» Spektrofotometer UV-VIS (UV-VIS-NIR, Recording Spectrophotometer
UV-365 Shimadzu)

“ Spektrofotometer FT-IR {Red JASCOQ)

Spekirofotometer NMR (Bruker FT NMR 500 MHz)

4.3. Prosedur Kerja

4.3.1. Aseétilasi Kuersetin dengan Metode Markham

Ke dalam erlenmeyer 50 mL, dimasukkan masing-masing 500 mg kuerse-
tin dan 10 mL piridina dikocok hingga larut/campur. Kemudian tambahkan 10
mL asetil klorida. Erlenmeyer ditutup dan disimpan dalam ruang tertutup pada su-
hu kamar selama 12 jam, 24 jam, dan 36 jam. Selanjutnya campuran dituang ke
dalam erlenmeyer 1000 mL yang berisi 750 mL akuades sambil diaduk dan ke-
mudian didiamkan selama 1 jam. Endapan yang diperoleh disaring dengan corong

Buchner dan dikeringkan dalam desikator. Setelah kering endapan direkristalisasi
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dengan campuran etanol dan air. Kristal yang diperoleh ditentukan titik leburnya

dan diidentifikasi strukturnya.

4.3.2. Benzoilasi Kuersetin dengan Metode Markham

Ke dalam erlenmeyer 50 mL dimasukkan 500 mg kuersetin, 15 mL piridi-
na dan diaduk. Kemudian ditambah 15 mL benzoil klorida. Erlenmeyer kemudian
ditutup dan disimpan selama 12 jam, 24 jam, dan 36 jam dalam ruang tertutup pa-
da suhu kamar. Selanjutnya campuran reaksi dituang ke dalam erlenmeyer 1000
mL yang berisi 750 mL akuades sambil diaduk dan didiamkan selama 1 jam.
Endapan yang diperoleh disaring dengan corong Buchner dan dikeringkan dalam
desikator. Zat padat yang diperoleh selanjutnya direkristalisasi dengan campuran
aseton-air. Kristal yang diperoleh ditentukan titik leburnya dan diidentifikasi

strukturnya.

4.3.3. Pemurnian Hasil Asilasi dengan Kromatografi Kolom

Sebelum dilakukan analisis untuk penentuan struktur, kristal yang belum
murni (dilihat dari hasil penentuan titik leburnya dan KLT) dimurnikan dengan
menggunakan kromatografi kolom. Fase diam yang digunakan pada kromatografi
kolom ini ditentukan berdasarkan hasil dari KLT, yaitu silika gel dengan fase
gerak kloroform, campuran kloroform dan metanol dengan perbandingan volume
7:3,6:4;,5: 5-; 4 : 5; metanol, dan campuran metanol-air dengan perbandingan

1: 1.
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Pelaksanaan kromatografi kolom ini diawali dengan pengemasan kolom.
Pertama-tama kolom diisi dengan eluen sampai kira-kira 10 cm di atas penyaring
kaca. Kemudian fase diam yang sudah dibuat bubur dalam gelas piala dengan pe-
iarut yang sama dengan pelarut pengelusi dituangkan dengan hati-hati ke dalam
kolom dengan tidak terputus-putus. Setelah fase-diam dibiarkan turun, pelarut
yang berlebihan dibiarkan mengalir melalui kran (Markham, 1983).

Tahap berikutnya adalah menempatkan cuplikan yang telah dilarutkan pa-
da bagian atas kolom dengan hati-hati sampai terbentuk pita yang siap untuk die-
lusi. Cuplikan dibiarkan meresap perlahan-lahan ke dalam kolom dengan membu-
ka kran sedikit. Bila bagian atas kemasan kolom sudah terbuka, kran ditutup dan
sedikit pelarut pengelusi dimasukkan lagi dengan hati-hati dan dibiarkan meresap
ke dalam kolom. Setelah itu baru pelarut pengelusi ditambahkan dan proses kro-
matografi dimulai dengan mengelusi secara perlahan-lahan. Pita yang memisah
dalam kolom dikumpulkan dalam wadah yaﬂg terpisah. Jika pita tidak berwarna
eluat ditampung dalam tabung fraksi dengan jumlah volume masing-masing 5
mL. Selanjutnya fraksi hasil kolom dianalisis dengan kromatografi lapis tipis
(KLT) menggunakan adsorben silika gel GF,s4 pada pelat aluminium dengan pe-
nampak noda lampu UV pada panjang gelombang 254 nm. Fraksi-fraksi yang
menghasilkan satu noda dengan Rf yang sama dikumpulkan dan selanjutnya di-
uapkan. Hasil pemurnian dengan kromatografi kolom ini selanjutnya dianalisis

untuk penentuan strukturnya.
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4.4. Analisis Fisiko Kimia Hasil Asilasi

4.4.1. Penentuan Titik Lebur

Titik lebur suatu kristal padat adalah suhu mulai berubahnya padatan ter-
;sebut menjadi cair di bawah tekanan satu atmosfer. Untuk senyawa Murni peru-
bahan dari keadaan padat menjadi cair sangat tajam (dalam 0,5°C). Pada saat ter-
jadinya perubahan fasa, temperatur tetap atau merupakan trayck yang kecil sekali,
energi yang ditambahkan tidak menaikkan temperatur, melainkan untuk merubah
fasa dari padat menjadi cair. Demikian pula sebaliknya, pengurangan energi tidak
menurunkan temperatur tetapi digunakan untuk mengubah fasa dari cair menjadi
padat (Sudjadi, 1988).

Kristal hasil asilasi diambil secukupnya, kemudian dihaluskan dan dima-
sukkan ke dalam pipa kapiler. Pipa kapiler yang Vsudah berist kristal kemudian di-
pasang pada alat electrothermal Melting Point Apparatus. Tekan tombol pada po-
sisi on dan amati suhu pada saat zat mulai mélebur yang ditandai dengan buram-
nya pipa kapiler sampai semua zat melebur. Untuk senyawa padatan murni, wak-
tu mulai melebur sampai melebur semua tidak ada kenaikan temperatur atau me-

rupakan trayek perubahan temperatur yang kecil sekali (Wasilah A.S., 1978).

4.4.2. Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan komponen-kompo-
nen atas dasar perbedaan adsorbsi atau partisi oleh fase diam di bawah gerakan
pelarut pengembang atau pelarut pengembang campur. Pemilihan pelarut pe-

ngembang atau pelarut pengembang campur sangat dipengaruhi oleh macam dan
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polaritas zat-zat kimia yang dipisahkan (Mulja M., 1995). Pada pemisahan de-
ngan KLT ini nantinya akan diperoleh kromatogram yang merupakan noda-noda
yang terpisah, setelah visualisasi dengan cara fisika, yaitu dengan melihat noda
kromatogram yang mengadsorbsi radiasi ultraviolet atau berfluorosensi dengan
radiasi ultraviolet pada A = 254 nm. Noda kromatogram tiap-tiap komponen yang
terpisah setelah visualisasi tampak sebagai noda yang bulat apabila proses pemi-
sahan terjadi dengan baik. Bila proses pemisahan tidak sempurna akan terjadi
pengekoran (noda tidak bulat). Pengekoran juga dapat terjadi karena ketidakje-~
nuhan tanki KLT, schingga fase mobil yang mengelusi pelat KLT segera mengu-
ap dalam ruangan tankj KLT. Pengekoran dapat juga terjadi karena pemilihan
fase mobil yang tidak tepat terhadap fase diam dan macam sampel. Untuk meng-
hindari hal tersebut dapat dilakukan dengan cara:

1. Memanaskan pelat KLT pada suhu 105-11 0° C selama 60 rﬁenit dan didingin-
kan dalam eksikator.

2. Menjenuhkan tanki dengan uap fase mobil

3. Penotolan sampel pada jarak 2,5 cm dari dasar dengan diameter seminimal
mungkin

4. Elusi diusahakan selesai setelah migrasi fase mobil mencapai ketinggian 2,5
cm sebelum puncak pelat

5. Waktu elusi kurang dari 20-45 menit

6. Selama proses e¢lusi temperatur ruangan juga harus dijaga.
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Dalam penelitian ini KLT digunakan untuk mengetahui terbentuknya zat
hasil asilasi dengan cara membandingkan Rf zat hasil sintesis dengan Rf kuersetin

asalnya. Di samping itu juga untuk mengetahui kemurnian dari hasil asilasi.

4.5. Identifikasi Senyawa Hasil Asilasi
4.5.1. Analisis dengan Spektrofotometri UV-VIS.

Dengan menggunakan metode ini akan dapat diketahui kedudukan gugus
hidroksil fenol bebas pada inti kuersetin. Cara penentuannya dengan menambah-
kan pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan dan mengamati pergeseran serapan
puncak yang terjadi. Dengan demikian dapat di ketahui kedudukan gugus asil
yang terikat pada gugus hidroksil fenol.

Keuntungan cara ini adalah penggunaan yang sedikit dari cuplikan yang
dianalisis, yaitu 0,1 mg. Spektrum dari cuplikan ditentukan dalam larutan dalam
metanol A.R yang diukur pada rentang panjang gelombang 140-550 nm. Spek-
trum khas dari flavanoid secara umum terdiri atas dua maksimum pada rentang
240-285 nm (pita IT) dan 330-550 nm (pita I) (Markham: 1988). Keragaman da-
lam rentang maksimum ini tergantung pada pola hidroksilasi dan derajad subs-

titusi gugus hidroksil.

4.5.2. Analisis dengan Spektrofotometri FT/IR
Spektrofotometri infra merah merupakan cara paling sederhana dan sering
digunakan dalam penentuan golongan senyawa. Hal ini disebabkan karena ba-
nyak gugus fungsi dapat diidentifikasi dengan menggunakan frekuensi getaran
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khasnya. Daerah pada spektrum dengan Biiangan gelombang di atas 1200 cm™
menunjukkan pita spektrum atau puncak yang disebabkan oleh getaran ikatan ki-
mia atau gugus fungsi dalam molekul yang diidentifikasi, sedangkan spektrum
dengan bilangan gelombang di bawah 1200 cm’’ menunjukkan pita spektrum atau
puncak yang disebabkan oleh getaran seluruh molekul, yang karena kerumitannya
dikenal sebagai daerah sidik jari. Intensitas berbagai pita direkam secara subyck-

tif pada skala kuat (k), sedang (s), atau lemah (1) (Harborne, 1987}.

4.5.3. Analisis dengan Spektrometri Resonansi Magnet Inti
4.5.3.1. Spektroskopi Resonansi Magnet Proton (RMI-'H)

Spektroskopi RMI proton pada hakekatnya merupakan sarana untuk me-
nentukan struktur senyawa organik dengan mengukur momen magnet atom hidro-
gennya. Spektrum RMI proton merupakan rekaman sejumlah atom hidrogen yang
berada dalam lingkungan yang berlainan.

Dalam prakteknya, larutan cuplikan dalam pelarut inert ditempatkan di an-
tara kutub magnet yang kuat, dan proton akan mengalami geseran kimia yang
berbeda sesuai dengan lingkungan dalam molekulnya. Geseran kimia ini divkur
nisbi terhadap baku yang biasanya tetrametil silana (TMS) yang merupakan se-
nyawa yang inert yang dapat ditambahkan ke dalam larutan cuplikan tanpa ada-
nya kemungkinﬁn terjadi reaksi kimia. Geseran kimia diukur dengan satuan ppm.

Spektrum RMI proton ini dapat sangat rumit karena adanya antaraksi pro-
ton yang terikat pada atom karbon yang berdampingan. Sinyal spektrum dapat

tampak sebagai “doblet” atau “triplet” dan bukan puncak tunggal. Meskipun de-
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‘mikian, informasi dapat diperoleh tanpa Harus menganalisis spektrum secara rin-
ci. Spektrum RMI proton tidak dapat memberikan informasi langsung mengenai
kerangka karbon molekul. Informasi tentang kerangka-kerangka molekul hanya

dapat diperoleh dengan spektroskopt RMI karbon-13 (RMI-*C).

4.5.3.2. Spektroskopi Resonansi Magnet Inti Karhon (RMI-"C)

Sinyal dari atom karbon dalam alat spektroskopi RMI-"C dapat dideteksi
karena adanya sejumlah kecil atom C bersama-sama dengan 12C dalam senyawa
alam dari tumbuhan. Momen magnet yang dihasilkan oleh 3C lebih kecil dari pa-
da momen magnet proton, sehingga sinyal yang aihasilkan lebih lemah. Pelarut
yang digunakan sama seperti pada RMI proton tetapi rentang resonansi karbon
jauh lebih besar, yaitu 0-200 ppm bawah medan TMS, sedangkan pada RMI pro-
ton rentangnya 0-10 ppm. Dengan demikian, maka spektrum RMI-"’C jauh lebih
teresolusi, dan umumnya setiap karbon dalam molekul dapat ditetapkan sinyal-
nya.

Spektroskopi RMI-">C merupakan pelengkap RMI-'H dan kombinasi ke-
duanya merupakan alat yang memadai untuk penentuan struktur senyawa flava-

noida (Harborne, 1987).

4.5.4. Analisis dengan Spektrometri Massa (SM)
Spektroskopi massa pada dasarnya adalah penguraian senyawa organik
dan perekaman pola fragmentasi menurut massanya . Uap cuplikan berdifusi ke

dalam sistem spektrometer massa yang bertekanan rendah, kemudian diionkan
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dengan energi yang cukup untuk memutus ikatan kimia. Ion bermuatan positip
yang terbentuk dipercepat dalam medan magnet yang menyebarkan ion tersebut
dan memungkinkan dilakukan -pengukuran kelimpahannya. Rekaman kelimpahan
ion terhadap massa merupakan grafik spektrum massa yang terdiri atas sederetan
garis yang intensitasnya berbeda-beda pada satuan massa yang berlainan.

Pada kebanyakan senyawa, sebagian kecil dari senyawa induk tahan ter-
hadap proses penguapan schingga akan terekam sebagai puncak ion molekul atau
ion induk. Massa ion induk dan ion lainnya dapat diukur dengan sangat tepat
(sampai 0,0001 satuan massa). Ketepatannya sedemikian rupa sehingga dapat me-

nunjukkan rumus molekul secara tepat (Harborne, 1987).
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

Hasil sintesis ester kuersetin asetat dengan metode Markham mengguna-

kan pereaksi asetil klorida dapat dilihat pada Tabel 5.1 berikut.

Tabel 5.1 Hasil Sintesis Ester Kuersetin Asetat dengan Metode Markham
Menggunakan Pereaksi Asetil Klorida

Pereaksi [Waktu Reaksi|Hasil Sintesis|Hasil Rekristalisasi [Bentuk Kristal| Titik Lebur
Asetil 12 jam- 0,31 0,12 g jarum putih | 140-141°C
klorida 24 jam 0,59 0,21¢g kekuningan | 141-142°C
36 jam 0,58 021 g 141-142°C

Sedangkan hasil sintesis ester kuersetin benzoat dengan metode Markham dapat
dilihat pada Tabel 5.2 berikut.

Tabel 5.2 Hasil Sintesis Ester Kuersetin Benzoat dengan Metode Markham

Waktu Reaksi | Hasil Sintesis | Hasil Rekristalisasi Bentuk Kristal Titik Lebur
12 jam 493 ¢g 2,98 ¢ Jarum putih 101-102°C
24 jam 524¢ 391 ¢ Jarum putih 102-103°C
36 jam 5,16 g 375 g Jarum putih 101-102°C

Untuk mengetahui apakah senyawa hasil sintesis sudah merupakan

senyawa baru yang berbeda dengan senyawa induknya (asalnya) dan untuk

melihat kemurniannya, dapat dilakukan dengan metode kromatografi lapis tipis

dengan fase gerak yang berbeda-beda sampai diperoleh pemisahan dan noda yang

memenuhi syarat (bagus). Dari hasil kromatografi lapis tipis ini diharapkan dapat

Tesis
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diketahui apakah hasil sintesis merupakaﬁ senyawa yang baru dan dapat pula
diketahui kemurniannya.

Bila Rf senyawa hasil sintesis berbeda dengan Rf senyawa induk maka
senyawa hasil sintesis merupakan senyawa baru, dan bila jumlah noda yang
dihasilkan pada kromatografi lapis tipis merupakan bercak tunggal berarti
senyawanya sudah murni. Tetapi bila jumlah nodanya lebih dari satu bercak,
maka menunjukkan bahwa senyawa hasil sintesisnya belum murni. Dengan
demikian harus dicari upaya untuk memurnikan senyawa tersebut lebih lanjut.

Pada sintesis ester kuersetin, senyawa ester yang dihasilkan, pada uji KLT
memberikan Rf yang berbeda dengan Rf kuersetin. Hal ini menunjukkan bahwa
pada sintesis ester tersebut telah terbentuk senyawa baru, yaitu senyawa ester dari
kuersetin. Hasil KILT dari kuersetin dan ester kuersetin hasil sintesis dengan
pengembang BAA dan kloroform dapat dilihat pada Tabel 5.3 dan Tabel 5.4

berikut.

Tabel 5.3 Hasil KLT Ester Kuersetin dengan Pengembang BAA

Zat Rf Warna noda dengan lampu UV | Jumlah noda
Kuersetin 0,90 ungu satu
KB 12 jam 0,98 ungu satu
KB 24 jam 0,97 ungu satu
KB 36 jam 0,98 ungu satu
KA 12 jam . 0,95 ungu satu
KA 24 jam 0,94 ungu satu
KA 36 jam 0,95 ungu satu
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Tabel 5.4 Hasil KLT Ester Kuersetin dengan Pengembang Kloroform
Zat Rf | Wamna noda dengan lampu UV | Jumlah noda

Kuersetin 0 ungu satu

KB 12 jam 0.86; 0,19 ungu; ungu dua

KB 24 jam 0,85; 0,20 ungu; ungu dua

KB 36 jam 0,85 ungu satu

KA 12 jam 0,46; 0,08 ungu; ungu dua

KA 24 jam 0,47, 0,09 ungu; ungu dua

KA 36 jam 0,46 ungu satu
Keterangan:

KB 12 jam : Kuersetin benzoat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dan waktu reaksi 12 jam

KB 24 jam : Kuersetin benzoat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dan waktu reaksi 24 jam

KB 36 jam : Kuersetin benzoat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dan waktu reaksi 36 jam

KA 12 jam : Kuersetin asetat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dengan pereaksi anhidrida asetat dan waktu reaksi 12 jam

KA 24 jam : Kuersetin asetat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dengan pereaksi asetil klorida dan waktu reaksi 24 jam

KA 36 jam : Kuersetin asetat hasil sintesis dari kuersetin dengan metode Markham
dengan pereaksi asetil klorida dan waktu reaksi 36 jam

BAA : Pengembang yang terdiri dari n-butanol, asam asetat, dan air dengan
perbandingan4:1:5

Hasil uji KLT dari ester kuersetin yan-g menghasilkan dua noda, karena Rf-
nya berdekatan/hampir sama, maka kedua senyawa tersebut dicampur dan
dilakukan uji KLT lagi untuk mengetahui apakah dua senyawa tersebut
mempunyai Rf yang sama, artinya tetap diperoleh dua noda dalam KLT setelah
pencampuran. Kedua campuran senyawa ester, yaitu KB 12 jam dan KB 24 jam
serta KA 12 jam dan KA 24 jam dalam KLT tetap menghasilkan dua noda. Dari
hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa kedua senyawa tersebut, yaitu KB 12 jam
dan KB 24 jam adalah senyawa yang sama, demikian juga halnya dengan KA 12

jam dan KA 24 jam adalah senyawa yang sama pula.
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Langkah selanjutnya adalah melakukan pemurnian untuk kedua senyawa
yang menghasilkan dua noda dalarn KLT tersebut, yaitu dengan menggunakan
kromatografi kolom. Kromatografi kolom dilakukan dengan menggunakan fase
diam silika gel dan fase gerak kloroform dan etanol dengan perbandingan volume
7 :3;6:4;5:4;4:5; metanol, dan metanol-air 1 : 1. Hasil kromatografi kolom
diuji lagi dengan KLT dan memberikan satu noda. Hasil uji KL T ini dapat dilihat
pada Tabel 5.5 berikut.

Tabel 5.5 Hasil KLT Ester Kuersetin dari Kromatografi Kolom dengan
Pengembang Kloroform

Zat Rf Warna noda dengan lampu UV | Jumlah noda
KB 12 jam 0,85 ungu satu
KB 24 jam 0,85 ungu satu
KB 36 jam 0,85 ungu satu
KA 12 jam 0,45 ungu satu
KA 24 jam 0,45 ungu satu
KA 36 jam 0,45 ungu satu

5.1.1. Asetilasi Kuersetin

Hasil asetilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam, berupa zat padat pu-
tih kekuningan dengan berat 0,31 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik
lebur zat padat ini berbeda dengan titik lebur kuersetin asalnya. Zat padat ini se-
lanjutnya direkristalisasi dengan campuran etanol dan air. Hasil rekristalisasi ini
adalah kristal jarum berwarna putih kekuningan dengan berat 0,12 gram. Kristal
ini selanjutnya diuji dengan KL T untuk mengetahui kemurniannya. Uji KLT de-
ngan pengembang kloroform menghasilkan dua noda dengan Ry = 0,46; 0,08. Hal

ini menunjukkan bahwa kristal tersebut belum murmni.
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Hasil asetilasi kuersetin dengan Wﬁkm reaksi 24 jam berupa zat padat putih
kekuningan dengan berat 0,59 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik le-
bur zat padat ini berbeda dengan titik lebur kuersetin asalnya. Zat padat ini selan-
jutnya direkristalisasi dengan campuran ctanol dan air. Hasil rekristalisasi ini ada-
lah Kkristal berbentuk jarum berwarna putih kekuhingan dengan berat 0,21 gram.
Kristal ini selanjutnya diuji dengan KLT. Uji KLT dengan pengembang kloro-
form menghasilkan dua noda dengan Ry = 0,47; 0,09. Hal ini menunjukkan bahwa
kristal tersebut belum murni.

Hasil asetilasi kuersetin dengan waktu reaksi 36 jam berupa zat padat putih
kekuningan dengan berat 0,58 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik le-
bur zat padat ini berbeda dengan titik lebur kuersetin asalnya. Zat padat ini selan-
jutnya direkristalisasi dengan campuran etanol dan air. Hasil rekristalisasi ini ada-
lah kristal berbentuk jarum berwarna putih kt;kuningan dengan berat 0,21 gram.
Kristal ini selé.njutnya diuji dengan KLT. Uji KLT dengan pengembang kloro-
form menghasilkan satu noda dengan Ry = 0,46 yang menunjukkan bahwa kristal
tersebut adalah senyawa tunggal {murni)

Uji KLT untuk kristal hasil asetilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam
dan 24 jam menunjukkan harga Ry yang hampir sama, maka distmpulkan bahwa
kedua kristal tersebut adalah campuran senyawa yang identik. Uji KLT terhadap
campuran kedua kristal tersebut menghasilkan dua noda dengar R, = 0,46; 0,08.

Pemurnian kristal dilakukan dengan kromatografi kolom dengan absorben

silika gel Q-12; 28 — 200 mesh. Elusi dilakukan dengan kloroform membentuk
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dua pita. Pita pertama dipisahkan dengan fnen gelusinya dengan kloroform sampai
pita pertama terpisah. Hasilnya diuapkan dan diperoleh kristal dengan titik lebur
141 — 142°C. Hasil KLT menunjukkan satu noda dengan R, = 0,45. Pita kedua ini
tetap berada pada bagian atas kolom. Pita kedua ini selanjutnya diclusi dengan
eluen campuran kloroform dan metanol dengan perbandingan 7:3;6:4;,5:5,4:
6, dan metanol. Elusi dengan eluen tersebut tidak menunjukkan adanya noda pada
KLT. Elusi selanjutnya dilakukan dengan eluen campuran metanol-air dengan
pérbandingan 1 : 1. Elusi ini menunjukkan adanya noda pada KLT. Hasil elusi ini
selanjutnya diuapkan dan diperoleh kristal berwarna putih, yang selanjutnya
disebut KA*,

Kristal hasil pemurnian dengan kromatografi kolom ini memiliki harga R,
yang identik dengan Ry kristal hasil asetilasi dengan waktu reaksi 36 jam. Dari
harga R, ini dapat disimpulkan bahwa ketiga kristal hasil asetilasi kuersetin ini
identik. Hal ini dibuktikan dengan hasil KL'T dari campuran ketiga kristal tersebut
yang menghasilkan satu noda dengan R, = 0,46. Ketiga kristal ini selanjutnya
dicampur dan dilarutkan dalam kloroform dan kemudian diuapkan. Hasilnya
adalah kristal jarum berwarna putih kekuningan yang selanjutnya disebut dengan
senyawa KA.

Uji titik lebur senyawa KA menunjukkan bahwa titik leburnya adalah 141
— 142°C. Senyawa KA ini selanjutnya diidentifikasi untuk mengetahui struktur-

nya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FT-IR, Spektrometer Reso-
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nansi Magnet Inti, dan Spektrometer Massa. Senyawa KA* diidentifikasi dengan

mer.ggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan Spektrometer Massa.

5.1.2. Benzoilasi Kuersetin

Hasil benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam berupa zat padat
putih kecoklatan dengan berat 4,93 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik
lebur zat ﬁadat ini berbeda dengan titik lebur kuersetin asalnya. Zat padat ini se-
lanjutnya direkristalisasi dengan campuran aseton dan air. Hasil rekristalisasi ini
adalah kristal jarum berwarna putih dengan berat 2,98 gram. Kristal ini selanjut-
nya diuji dengan KLT. Uji KT dengan pengembang kloroform menghasilkan
dua noda dengan R; = 0,86; 0,19 yang menunjukkan bahwa kristal tersebut belum
Muri.

Hasil benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 24 jam berupa zat padat
putih kecoklatan dengan berat 5,24 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik
lebur zat padat ini berbeda dengan titik lebur kuersetin asalnya. Zat padat ini se-
lanjutnya direkristalisasi dengan campuran aseton dan air. Hasil rekristalisasi ini
adalah kristal jarum berwarna putih dengan berat 3,91 gram. Kristal ini selanjut-
nya diuji dengan KL'T. Uji KLT dengan pengembang kloroform menghasilkan
dua noda dengan Ry = 0,85; 0,20 yang menunjukkan bahwa kristal tersebut belum
murni. |

Hasil benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 36 jam berupa zat padat

putih dengan berat 5,16 gram. Uji titik lebur menunjukkan bahwa titik lebur zat
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padat ini berbeda dengan titik lebur kucrsétin asalnya. Zat padat ini selanjutnya
direkristalisasi dengan campuran aseton dan air. Hasil rekristalisasi ini adalah
kristal jarum berwarna putih dengan berat 3,75 gram. Kristal ini selanjutnya diuji
dengan KLT. Uji KLT dengan pengembang kloroform menghasilkan satu noda
dengan Ry = 0,85 yang menunjukkan bahwa kristal tersebut adalah senyawa tung-
gal (murni).

Uji KLT untuk kristal hasil benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12
jam dan 24 jam menunjukkan harga Ry yang hampir sama. Dari'harga Ry ini dapat
disimpulkan bahwa kedua kristal tersebut adalah campuran senyawa yang identik.
Uji KLT terhadap campuran kedua kristal tersebut menghasilkan dua noda de-
ngan Ry=0,85; 0,19.

Pemurnian kristal dilakukan dengan kromatografi kclom dengan absorben
silika gel Q-12; 28 — 200 mesh. Elusi dilakul_can dengan kloroform. Karena senya-
wanya tidak berwarna, maka selama elusi, eluat yang keluar ditampung dalam
fraksi-fraksi dengan jumlah volume masing-masing 5 mL. Selanjutnya masing-
masing fraksi diuji dengan KI.T. Fraksi-fraksi yang menunjukkan satu noda dan
mempunyai harga R, yang sama dikumpulkan dan diuapkan. Penampungan eluat
ini dilakukan sampai diperoleh eluat yang pada uji KL T tidak menghasilkan noda.
Hasil kromatografi kolom ini adalah kristal jarum berwarna putih dengan titik le-
bur 101 — 102°C. Hasil KLT menunjukkan satu noda dengan Ry = 0,85. Elusi di-
lanjiutkan dengan menggunakan eluen campuran kloroform dan metanol dengan

perbandingan 7 : 3; 6 : 4; 5 : 5; 4 : 6, dan metanol. Elusi dengan eluen tersebut
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tidak menunjukkan adanya noda pada KLT . Elusi selanjutnya dilakukan dengan
eluen campuran metanol-air dengan perbandingan 1 : 1. Elusi ini menunjukkan
z_idanya noda pada KLT. Hasil elusi ini selanjutnya diuapkan dan diperoleh kristal
berwarna putih yang selanjutnya disebut KB*.

Kiristal hasil pemurnian dengan kromatografi kolom ini memiliki harga Ry
yang identik dengan R; kristal hasil benzoilasi dengan waktu reaksi 36 jam. Dari
harga Ry ini dapat disimpulkan bahwa ketiga kristal hasil benzoilasi kuersetin ini
adalah senyawa yang identik. Ha! ini dibuktikan dengan hasil KL T dari campuran
ketiga kristal tersebut yang menghasilkan satu noda dengan Ry = 0,85. Ketiga
kristal ini selanjutnya dicampur dan dilarutkan dalam kloroform dan kemudian
dinapkan. Hasilnya adalah kristal jarum berwarna putih yang selanjutnya disebut
dengan senyawa KB.

Uji titik lebur senyawa KB menunjukkan bahwa titik leburnya adalah
101 — 102°C. Senyawa KB ini selanjutnya diidentifikasi untuk mengetahui struk-
turnya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FT-IR, Spektrometer
Resonansi Magnet Inti, dan Spektrometer Massa. Identifikasi senyawa KB*

dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, Spektrometer Massa.

5.2. Analisis Hasil Penelitian
5.2.1. Analisis Hasil Asilasi dengan Spektrofotometri Infra Merah
Analisis hasil asilasi dengan spektrofotometri infra merah ini dilakukan

pada senyawa kuersetin sebagai pembanding, senyawa KA, dan KB. Spektrum
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infra merah untuk kuersetin, KA, dan KB dapat dilihat pada Gambar 5.1. Vibrasi

gugus-gugus yang terdapat pada spektrum infra merah dari kuersetin, KA, dan

Tabel 5.6. Vibrasi Gugus-gugus yang Terdapat pada Spektrum Infra Merah dari

Kuersetin, KA, dan KB
_ Bilangan Gelombang (cm’™’)
Vibrasi Gugus Kuersetin KA KB
OH
-Regang OH 3408,52 (1), k 3398,88 (1), s 3070,95(1), s
C-O dan C=0
-Regang C-O 1263,49(13), k 1207,55 (17), s 1180,54(18), s

-Regang C-O-C-ester

-Regang C=0 (o.,p
tidak jenuh cincin 6)

-Regang C=0 ester

1666,65(6), k

1178,61 (18), k

1687,87(8), k
1774,67(6), k

1292,42(17), k

1687,87(10), k
1687,87(10), k

C-Cdan C=C

-Regang C-C aromatik 1521,97(9), k 1504,61(11), s 1581,77(12), s
-Regang C=C 1612,64(7), k 1658,93(9), s 1687,87(10), s
C-H

-Regang C-H aromatik
-Lentur C-H aromatik:
Satu H
Dua H berdampingan
Lima H berdampingan
Lentur CH;

3308,22(2), k

864,19(20), s
823,68(21), s

3072,88(2), s

871,90(23), 1
806,32(24), s

1454,46(12), s

2849,12(2), s

933,09(24), s
806,32(25), s
707,94(26), k

(RMI)

5.2.2. Analisis Hasil Asilasi dengan Spektrometri Resonansi Magnet Inti

Analisis hasil asilasi dengan spektrometri Resonansi Magnet Inti ini dila-
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Gambar 5.1 Spektrum IR dari Kuersetin (a), KA (b), dan KB (¢) dengan

Pembawa KBr
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Spektrum RMI-"H untuk senyawa KA dan KB dapat dilihat pada Gambar

5.2. Berdasarkan data pada Lampiran 1 - 8 geseran kimia (8) untuk proton pada

senyawa KA dan KB dapat dilihat pada Tabel 5.7.

Tabel 5.7 Geseran Kimia Proton pada Senyawa Kuersetin, KA, dan KB

5 Geseran Kimia (8) Proton {dalam ppm) untuk Senyawa:
enis Proton Kuersetin
(Batterham dan Highet) KA KB
H-6 6,28 (1H.d, J=2,0 Hz) 6,85 (1H.d, J=2,02 Hz) 7,19 (1H,d, /=2,21 Hz}
H-8 6,52 (1H.4, /=2,0Hz) 6,60 (1H,d, J=2,02 Hz) 7,20 (1H,d, J/=2,2]1 Hz)
H-2! 7,78 (1Hd, J=2,0 Hz) 7,73 (1H.d, /=2,03 Hz} 7.93 (1H.d, J/=2,17 Hz}
H-5' 7,01 (1H,d, J=2,0 Hz) 7,75 (1H.d, /=8,18 Hz) 7,92 (1Hd, /=8,65 Hz)
H-6' 7,68 (1H.d, /=2,0 Hz) 7,74 (1H,d, /=8,08 Hz) 7,93 (1H,d, J=8,65 Hz)
H pada OH-3 9,40 (1H, s) 12,10 (1H, s} 8,26 (1H, s)
H pada OH-5 12,40 (1H, s) (12,10 (1H, s) -
H pada OH-7 10,93 (1H, 5) - -
H pada OH-3' 9,05 (1H, s) - -
H pada OH-4* 9,08 (1H, s) . -
Hpd CH;-?-:O - 2,39-2,13
Hod C6H5-F=O - - 8,25 — 8,00 dan
7,67-1735

5.2.2.2. Spektrometri RMI-"C

Spektrum RMI-"C senyawa KA dan KB dapat dilihat pada Gambar 5.3.

Berdasarkan data pada Lampiran 9 — 14 geseran kimia untuk karbon pada

senyawa KA dan KB dapat dilihat pada Tabel 5.8 berikut.
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Tabel 5.8 Geseran Kimia untuk Karbon pada Senyawa Kuersetin, KA, dan KB

Geseran Kimia untuk Karbon (dalam ppm) pada Senyawa:
Jenis Karbon Kuersetin
{Hildebert Wagner) KA KB

C-2 146,90 144,61 142,80

C-3 135,80 133,73 134,26

C-4 175,80 176,27 171,72

ok 156,20 156,32 154,50

C-6 98,30 105,54 114,40

C-7 164,00 168,23 169,80

C-8 93,50 101,17 109,42

C-9 160,80 161,67 153,62

C-10 103,10 108,79 115,27

c-r 122,10 129,25 128,02

c-2 115,20 124,02 123,72

c-3 145,10 155,91 144,93

C-4 147,70 155,58 150,69

C-5 115,70 126,55 124,05

c-6’ 120,10 127,52 126,70

C pada CH, dari CH3—f=O - 20,40~ 21,20 -
C pada —g— dari CH3—F=O - 171,46 -
C pada —g— dari @—%— - - 163,46 — 164,90
Cpada @ - - 128,80 -133,93
Sintesis Kuersetin Asetat ... Dedek Sukarianingsih
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Gambar 5.2 Spektrum RMI-'H KA (a), dan KB (b) dalam Pelarut
CDCl,4
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Gambar 5.3 Spektrum RMI-"C Senyawa KA (a) dan KB (b) dalam Pelarut
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5.2.3. Analisis Hasil Asilasi dengan Spektrometri Massa

Analisis hasil asilasi dengan spektrometﬁ massa dilakukan pada senyawa
KA, KB, KA* dan KB*. Spek&um Massa untuk senyawa KA dan KB tersebut
dapat dilihat pada Gambar 5.4, sedangkan spektrum massa untuk senyawa KA*

dan KB* dapat dilihat pada Lampiran 15.
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Gambar 5.4 Spektrum Massa Senyawa KA (a) dan KB (b)
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5.2.4 Analisis Hasil Asilasi dengan Spektrofotometri UV-VIS
Analisis hasil asilasi dengan spektrofotometri UV-VIS ini dilakukan pada

senyawa kuersetin, KA, KB, KA* dan KB*. Spektrum UV-Vis senyawa
kuersetin, KA, dan KB tersebut dapat dilihat pada Gambar 5.6, Gambar 5.7,

Gambar 5.8, sedangkan spektram UV-VIS senyawa KA* dan KB* dapat dilihat

pada Lampiran 16 dan 17.
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Gambar 5.5 Spektrum UV-VIS Senyawa Kuersetin + MeOH; Kuersetin + MeOH
+ NaOH (a) dan Kuersetin + AlCl3; Kuersetin + AICl; + HCI (b)
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Gambar 5.6 Spektrum UV-VIS Senyawa KA + MeOH; KA + MeOH + NaOH (a)
- dan KA + AIClL;; KA + AICI; + HCI (b)
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Gambar 5.7 Spektrum UV-VIS Senyawa KB + MeOH; KB + MeOH + NaOH
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Panjang gelombang (A) maksimal dan pergeseran A maksimal pada berba-

gai pereaksi dari senyawa kuersetin, KA, dan KB dapat dilihat pada Tabel 5.9,

Tabel 5.10, dan Tabel 5.11 berikut.

Tabel 5.9 Panjang Gelombang dan Pergeseran A Maksimal dari Kuersetin pada

Berbagai Pereaksi
Pereaks; _ A maksimal I?ergeseran A maksimal Interpretasi
Pital (nm) | Pitall (nm) | Pital(nm) | Pita II (nm)

Flavonol
MeOH 373,7 256,8 - - (3-OH bebas)
MeOH + NaOH | 326,2; 320,0 2428 -47.5 -14 4’-OH; 7-OH

MeOH + AlCl, 452.4 271,7 - - _
MeOH+AICL/HCI 431,2 269,2 -21,2 -2.5 - p-di-OH

Tabel 5.10 Panjang Gelombang dan Pergeseran A Maksimal dari KA pada

Berbagai Pereaksi
Pereaksi . A maksirr}al l?ergeseran A rpaksirnal Interpretasi
Pital (nm) | Pitall (nm) | Pital{(nm) | Pita IT (nm)
MeOH 3523 245,3 - - -
- 3-OH; tidak
MeOH + NaOH | 405,7; 328,2 | 272,2; 245,3 + 53,4 ada 4’-OH
bebas
MeQOH + AICl, 437,1 273,6; 242,8 |. - - -
MeOH+AICL/HCl 2723, 239,2 -1;-3 tidak ada
o-di-OH

Tabel 5.11 Panjang Gelombang dan Pergeseran A Maksimal dari KB pada

Berbagai Pereaksi
Pereaksi ‘ A ma.ksinjlal l?ergeseran A rflaksimal Interpretasi
Pital (nm) | Pitall (nm) | Pital (nm) | Pita Il (nm)
MeOH - 244,0 - - ;
MeOH + NaOH - - 2479 R +3.9 tidak al.dalOH
’ pada cincin A
MeQH + AICl, - 275,2; 246,0 - - R
MeOH+AICL/HCI - 275,7: 2462 . +0,5:02 tida}( ada
o-di-OH
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1. Asetilasi Kuersetin

Hasil asetilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam, 24 jam, dan 36 jam
memberikan hasil yang sama, yaitu senyawa KA berupa kristal berbentuk jarum
berwarna putih kekuningan dengan titik lebur 141 — 142°C, Hasil KL T dari kristal
ini memberikan satu noda dengan Rf = 0,46,

Hasil analisis dengan spektrofotometri infra merah menghasilkan spektrum
seperti yang terlihat pada Gambar 5.1 dan vibrasi gugus-gugusnya dapat dilihat
pada Tabel 5.6. Spektrum infra merah senyawa KA seperti terlihat pada Gambar
5.1 tersebut menunjukkan pita serapan pada bilangan gelombang 3398,88 cm™
yang merupakan serapan yang khas untuk vif)rasi regang gugus —OH. Pita serapan
ini membuktikan bahwa pada senyawa KA masih terdapat gugus —OH. Pita serap-
an pada bilangan gelombang 1774,67 cm™ merupakan serapan yang khas untuk
gugus C=0 (ester), sedangkan pita serapan pada bilangan gelombang 1178,61 cm’
! merupakan serapan yang khas untuk vibrasi regang C-O—C ester. Pita serapan
pada bilangan gelombang 1454,46 cm™ merupakan serapan yang khas untuk vi-

brasi lentur CHj. Dari pita-pita serapan yang merupakan serapan khas untuk gu-

gus —OH, C=0 ester, C-O-C ester, dan CHj tersebut dapat disimpulkan bahwa
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pada senyawa KA masih mengandung gugus —OH yang tidak tersubstitusi oleh
gugus asetil, dan gugus asetil yang mensubstitusi pada gugus —~OH,

Hasil analisis dengan séektrometri massa secara tabrakan elektron membe-
ﬁkan spektrum seperti yang terlihat pada Gambar 5.4. Spektrum tersebut menun-
jukkan adanya puncak ion molekul (M") 428 dengan puncak dasar pada 302. Pun-
cak ion molekul pada M* 302 ini sesuai dengan massa molekul relatif untuk kuer-
setin. Puncak ion molekul kuersetin bertindak sebagai puncak dasar, menggam-
barkan bahwa kuersetin stabil. Adanya puncak ion molekul pada M* 428 ini me-
nunjukkan bahwa massa molekul relatif senyawa KA lebih besar 126 satuan
massa daripada massa molekul relatif kuersetin (M* 302). Perbedaan 126 satuan
massa ini setara dengan penambahan 3 gugus asetil (CH;—C=0) dan pengurangan
3 atom H. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa pada asetilasi kuersetin
terjadi substitusi 3 atom H pada gugus —OH dari kuersetim oleh 3 gugus asetil
(CH;-C=0).

Puncak ién molekul pada m/e 386 sesuai dengan massa molekul relatif
kuersetin diasctat, puncak ion molekul pada m/e 344 sesuai dengan massa mole-
kul relatif dari kuersetin monoasetat. Puncak ion molekul pada m/e 273 sesuai
dengan massa molekul relatif kuersetin yang kehilangan molekul CHO, sedang-
kan massa molekul pada m/e 137 dan 105 sesuai deﬁgan massa molekul relatif

hasil fragmentasi dari kuersetin, yaitu:
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Hasil analisis dengan spektrofotometri RMI-'H, menghasilkan spektrum
yang tertera pada Gambar 5.2, dan geseran kimia proton tercantum pada Tabel
5.7. Spektrum resonansi magnet inti proton (RMI-"H) dalam pelarut deutrokloro-
form (CDCl3) senyawa KA (Gambar 5.2) menunjukkan adanya geseran kimia
(ppm) dari proton-proton sebagai berikut: 6,85 (1H, d, J = 2,02 Hz; H-6); 6,60
(1H, d, J =2,02 Hz; H-8); 7,73 (1H, d, ] = 2,03 Hz; H-2’); 7,75 (1H, d, ] = §,18
Hz; H-5"); 7,74 (1H, d, J = 2,02 Hz; H-6"). Adanya sinyal pada geseran kimia
12,10 (2H, S) menunjukkan geseran kimia untuk 2 buah proton pada OH, yaitu
OH-5 dan OH-3. Geseran kimia 2,13 — 2,39 adalah geseran kimia untuk proton
pada CH;CO.

Hasil analisis dengan spektrometri RMI-">C menghasilkan spektrum se-
perti yang tertera pada Gambar 5.3 dengan geseran kimia karbon tercantum pada
Tabel 5.8. Spektrum resonansi magnet inti karbon (RMI-"*C) menunjukkan ada-
nya geseran kimia (ppm) yang khas dari kérbon-karbon sebagai berikut: 144,61
(C-2); 133,73 (C-3); 176,27 (C-4); 156,32 (C-5); 105,54 (C-6); 168,23 (C-7) yang
tersubstitusi oleh gugus asetil); 101,17 (C-8); 161,67 (C-9); 108,79 (C-10);
129,25 (C-17); 124,02 (C-2’); 155,91 (C-3” yang tersubstitusi oleh gugus asetil);

155,58 (C-4’ yang tersubstitusi oleh gugus asetil); 126,55 (C-5"); 127,52 (C-6’).
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Adanya sinyal pada geseran kimia 20,40; 20,66; 21,18 masing-masing untuk C
pada CHj dari gugus asetil dan sinyal pada geseran kimia 171,46 adalah geseran
kimia untuk C pada -C=0 dari gugus asetil.
| Analisis dengan spektrofotometri UV-VIS menghasilkan spektrum yang
tertera pada Gambar 5.6. Spektrum tersebut menunjukkan adanya geseran A mak-
simal dari pita I sebesar 53,4 nm pada penambahan NaOH, yang berarti bahwa
pada senyawa KA terdapat gugus ~OH pada pada C-3 dan tidak ada OH bebas
pada C-4’. Terjadinya penurunan A maksimal pada pita I sebesar 25 nm pada
penambahan AICI;/HC] menunjukkan tidak adanya dua gugus —OH pada posisi
orto.

Dari data-data spektroskopi yang telah diuraikan tersebut, yaitu spektrum
IR, spektrum massa, spektrum RMI-'H, spektrum RMI-"C, dan spektrum UV-

VIS untuk senyawa KA, dapat disimpulkan bahwa struktur senyawa KA adalah:

Dengan demikian senyawa KA adalah kuersetin-7, 3°, 4’-triasetat.

Dari data spektroskopis senyawa KA*, yaitu spektrum UV-Vis yang
menunjukkan tidak adanya pergeseran puncak dan spektrum massa yang menun-
jukkan bahwa tidak ada puncak dasar pada 302 (untuk Mr. kuersetin). Dengan

demikian senyawa KA* belum dapat diidentifikasi. Hal ini menunjukkan bahwa
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pada asetilasi kuersetin yang berpengaruh pada hasil reaksi adalah kestabilan
hasil antara dan efek orto-para dengan efek orto-para lebih berpengaruh daripada

kestabilan hasil antara.

6.2. Benzoilasi Kuersetin

Hasil benzoilasi kuersetin dengan waktu reaksi 12 jam, 24 jam, dan 36 jam
menghasilkan senyawa yang sama, yaitu senyawa KB yang berbentuk kristal ja-
rum warna putih dengan titik lebur 101 — 102°C. Hasil KLT pada kristal tersebut
memberikan satu noda dengan Rf = 0,85.

Hasil analisis dengan spektrofotometri infra merah menghasilkan spektrum
seperti yang terlihat pada Gambar 5.1 dengan vibrasi gugus-gugus yang tercan-
tum pada Tabel 5.6. Spektrum infra merah senyawa KB ini menunjukkan pita se-
rapan pada bilangan gelombang 3070,95 cm™' yang merupakan serapan yang khas
untuk vibrasi regang gugus —OH. Pita serapan ini menunjukkan bahwa pada se-
nyawa KB masih mengandung gugus —-OH bébas. Pita serapan pada bilangan ge-
lombang 1687,87 cm™' merupakan serapan yang khas untuk gugus C=0 ester, se-
dangkan pita serapan pada bilangan gelombang 1292,42 cm™ adalah serapan yang
khas untuk gugus C-O-C ester. Pita serapan pada bilangan gelombang 707,94
cm™! adalah serapan yang khas untuk vibrasi lentur C-H aromatik dengan lima
atom H berdampingan. Dari pita-pita serapan yang merupakan serapan yang khas
untuk gugus —~OH, C=0 ester, C-O-C ester dan C-H aromatik dengan lima atom

H berdampingan ini, dapat disimpulkan bahwa pada senyawa KB terdapat gugus
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—OH yang tidak tersubstitusi oleh gugus 5enzoil, dan terdapat gugus benzoil yang
mensubstitusi atom H dari gugus OH pada kuersetin.

Hasil analisis dengan spektrometri massa secara tabrakan elektron meng-
hasilkan spektrum seperti yang terlihat pada Gambar 5.4. Spektrum tersebut me-
nunjukkan adanya ion molekul (M*) 718.,0. Hal ini menunjukkan bahwa masa
molekul relatif senyawa KB lebih besar 416 satuan massa daripada massa mole-
kul kuersetin (302). Perbedaan 416 satuan massa ini setara dengan penambahan 4
buah gugus benzoil C¢gHs—C=0 (4205 dengan pengurangan 4 buah atom H (4) dari
kuersetin. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa pada benzoilasi kuersetin
terjadi substitusi 4 buah atom H dari gugus —OH pada kuersetin oleh 4 buah gu-
gus benzoil (C¢gHs—C=0). Puncak ion molekul pada m/e 105 dan 77 sesuai dengan
massa moleku! relatif dari molekul hasil fragmentasi kuersetin, yaitu:

_ H +
IS
%C H dan H Y H
" m/e=105 mie =77

Hasil analisis dengan spektrometri resonansi magnet inti proton (RMI-'H)
menghasilkan spektrum seperti yang terlihat pada Gambar 5.2. Geseran kimia
proton yang terdapat pada senyawa KB tercantum pada Tabel 5.7. Spektrum reso-
nansi magnet inti proton (RMI-'H) dalam pelarut deutrokloroform (CDCl,) dari
senyawa KB (Gambar 5.2) menunjukkan adanya geseran kimia dari proton-pro-
ton sebagai berikut: 7,19 (1H, d,J = 2,21 Hz, H-6); 7,20 (1H,d, ] =2,21 Hz;

H-8); 7,93 (1H, d, ] =2,17 Hz; H-2"); 7,92 (1H, d, J = 8,65 Hz; H-5); 7,93 (1H,

Tesis Sintesis Kuersetin Asetat ... Dedek Sukarianingsih



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

53
d, J = 8,65 Hz; H-6"); 8,26 (1H, S) untuk proton pada OH-3. Geseran kimia 8,00
- 8,25 dan 7,35 — 7,65 adalah geseran kimia untuk proton pada C¢Hs dari CcHs—
C=0.
| Hasil analisis dengan spektrometri resonansi magnet inti karbon (RMI-"C)
menghasilkan spektrum yang tertera pada Gambar 5.3, dengan geseran kimia kar-
bon yang tercantum pada Tabel 5.8. Spektrum resonansi magnet inti karbon
(RMI-"C) tersebut menunjukkan adanya geseran kimia (ppm) yang khas dari kar-
bon-karbon berikut: 142,80 (C-2); 134,25 (C-3); 171,72 (C-4); 154,50 (C-5 yang
tersubstitusi oleh gugus benzoil); 114,40 (C-6); 169,80 (C-7 yang tersubstitusi
oleh gugus benzoil); 109,42 (C-8); 153,62 (C-9); 115,27 (C-10); 128,02 (C-1’);
123,72(C-2"); 144,93 (C-3"); 150,69 (C-4" yang tersubstitusi oleh gugus benzoil);
124,05 (C-5"); 126,70 (C-6’). Adanya sinyal pada geseran kimia 163,46 — 163,72;
163,906 dan 164,90, masing-masing untuk C pada -C=0 dari C¢Hs—C=0 dan
sinyal pada 128,80 — 133,93 adalah sinyal uﬁtuk C pada C¢H; dari CiHs—C=0
(gugus benzoil).

Analisis dengan spektrofotometri UV-VIS menghasilkan spektrum yang
tertera pada Gambar 5.8. Spektrum UV-VIS tersebut menunjukkan adanya geser-
an A maksimal pada pita II sebesar +3,9 nm pada penambahan NaOH. Hal ini me-
nunjukkan bahwa pada senyawa KB tidak mengandung gugus —OH pada cincin
A. Pada penambahan AlCl;/ HCl terjadi pergeseran A maksimal pada pita II sebe-

sar 0,5 nm. Hal ini menunjukkan tidak adanya dua gugus —~OH pada posisi orto.
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Dari data-data spektroskopi yang telah diuraikan tersebut, yaitu spektrum
IR, spektrum massa, spektrum_ RMI-IH, spektrum RMI—13C, dan spektrum UV-

VIS dari senyawa KB dapat disimpulkan bahwa struktur senyawa KB adalah:

Dengan demikian senyawa KB adalah senyawa kuersetin-5, 7, 3’, 4’-tetrabenzoat.

Dari data spektroskopis untuk senyawa KB*, yaitu spektrum UV-Vis yang
menunjukkan tidak adanya pergeseran puncak dan spektrum massa yang menun-
jukkan bahwa tidak ada puncak dasar pada 302 (untuk Mr. kuersetin). Dengan
demikian senyawa KB* belum dapat diidentifikasi. Hal ini menunjukkan bahwa
pada benzoilasi kuersetin yang berpengaruh ;.)ada hasil reaksi adalah kestabilan
hasil antara.
6.3. Asilasi Kuersetin

Pada asilasi kuersetin waktu reaksi berpengaruh terhadap hasil asilasi,
yaitu waktu reaksi 24 jam diperoleh hasil asilasi yang lebih besar daripada 12 jam
dan 36 jam. Hal ini disebabkan karena untuk waktu reaksi 36 jam, kemungkinan
telah terjadi penguraian hasil asilasi. Hal ini terbukt dari hasil asilasi dengan
waktu 36 jam diperoleh senyawa murni, sedangkan asilasi dengan waktu 12 jam

dan 24 jam hasilnya belum murni.
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KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

1. Pada asetilasi kuersetin dihasilkan kristal kuersetin asetat dengan substitusi tiga
atom H dari 3 gugus —OH pada kuersetin oleh gugus asetil, yaitu gugus —-OH
pada C-7; C-3’, dan C-4.

2. Pada benzoilasi kuersetin dihasilkan kristal kuersetin benzoat dengan substitusi
4 atom H dari 4 gugus —OH pada kuersetin oleh gugus benzoil, yaitu gugus
—OH pada C-5; C-7; C-3’; dan C-4’.

3. Pada asilasi kuersetin waktu reaksi berpengaruh terhadap hasil asilasi, yaitu

waktu reaksi 24 jam lebih besar daripada waktu reaksi 12 jam dan 36 jam.

7.2. Saran

Pada pembuatan turunan ester kuersetin dengan reaksi asilasi disarankan
untuk melakukan reaksi selama 36 jam agar diperoleh senyawa tunggal (murni).
Hasil penelitian ini dapat dipakai sebagai pijakan bagi peneliti lain yang berminat
di bidang yang sama untuk mencari metode, waktu reaksi, dan pereaksi yang

dapat memberikan hasil yang berbeda.
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Lampiran 1: Spektrum RMI-"H Senyawa KA pada Geseran Kimia 12,10 - 8,10 ppm

dalam Pelarut CDCl,
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Lampiran 3: Spektrum RMI-'H Senyawa KA pada Geseran Kimia 7,50 — 7,20 ppm

dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 4: Spektrum RMI-"H Senyawa KA pada Geseran Kimia 6.85 — 6,50 ppm

dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 5: Spektrum RMI-'H Senyawa KA pada Geseran Kimia 2,45 — 1,95 ppm
dalam Pelarut CDCls
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Lampiran 6: Spektrum RMI-"H Senyawa KA pada Geseran Kimia 1,7 — 0,6 ppm
dalam Pelarut CDCl;4
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Lampiran 7: Spektrum RMI-'H Senyawa KB pada Geseran Kimia 8,25 — 7,90 ppm
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Lampiran 8: Spektrum RMI-'II Senyawa KB pada Geseran Kimia 7,70 — 7,35 ppm
dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 9: Spektrum RMI-*C Senyawa KA pada Geseran Kimia 170 — 140 ppm
dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 10: Spektrum RMI-"C Senyawa KA pada Geseran Kimia 130 — 100 ppm
dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 11: Spektrum RMI-"C Senyawa KA pada Geseran Kimia 80 — 70 ppm

dalam Pelarut CDCl4
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Lampiran 12: Spektrum RMI-""C Senyawa KA pada Geseran Kimia 40 — 10 ppm
dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 13: Spektrum RMI-"C Senyawa KB pada Geseran Kimia 180 — 140 ppm
dalam Pelarut CDCl;
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Lampiran 14: Spektrum RMI-">C Senyawa KB pada Geseran Kimia 130 — 110 ppm
dalam Pelarut CDCl4
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Lampiran 15: Spektrum Massa Senyawa KA (a) dan KB (b)
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Lampiran 16: Spektrum UV-Vis Senyawa KA* + MeOH; KA* + MeOH + NaOH (a)
dan KA* + AlICl3; KA* + AICI; + HCI (b)
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Lampiran 17: Spektrum UV-Vis Senyawa KB* + MeOH; KB* + MeOH + NaOH (a)
dan KB* + AICI3; KB* + AICl; + HCI (b)
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