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RINGKASAN

Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Mayor dari Biji Swietenia mahagoni,
Yoshinta Debby, 162210101123; 2020: 61 Halaman; Fakultas Farmasi,

Universitas Jember.

Malaria merupakan salah satu masalah kesehatan dunia yang mengancam
jiwa manusia. Penyakit ini disebabkan oleh parasit dari genus Plasmodium yang
ditansmisikan melalui nyamuk Anopheles. Dari data WHO pada tahun 2018
menunjukkan terdapat 228 juta kasus malaria di seluruh dunia. Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia menyatakan bahwa pada tahun 2017, terdapat
261.671 kasus malaria di Indonesia dengan tingkat kematian 0,04% dari jumlah
kasus tersebut. Hambatan terbesar untuk mengeliminasi penyakit malaria ini
karena adanya resistensi parasit terhadap obat antimalaria yang disebabkan adanya
mutasi gen Plasmodium. WHO sendiri merumuskan dalam Global Technical
Strategy for Malaria 2016-2030 bahwa “pemanfaatan inovasi dan pengembangan
riset” merupakan salah satu strategi untuk mengeliminasi malaria, mencakup juga
dorongan untuk penemuan obat baru yang lebih efektif untuk mengatasi malaria.

Indonesia dengan kekayaan alamnya telah menghasilkan berbagai macam
tanaman berkhasiat obat yang digunakan selama turun-temurun, termasuk
tanaman obat antimalaria. Salah satunya adalah Swietenia mahagoni yang
digunakan sebagai obat antimalaria oleh masyarakat Indonesia dengan cara
mengunyah bijinya. Sampai sejauh ini belum ada penelitian mengenai senyawa
mayor hasil isolasi dari biji S. mahagoni asli Indonesia dan penelitian mengenai
aktivitas antimalarianya juga sangat terbatas, tetapi diketahui bahwa ekstrak
metanol biji S. mahagoni memiliki nilai ICsy sebesar 7,40 pg/mL terhadap
Plasmodium falciparum. Penelitian mengenai senyawa mayor dari biji S.
mahagoni asli Indonesia yang masih sangat terbatas menarik minat peneliti untuk
melakukan isolasi dan karakterisasi pada senyawa mayor dari biji S. mahagoni.

Biji S. mahagoni yang sudah kering lalu diserbuk dan diekstraksi
menggunakan metanol dengan metode maserasi ditambah pengadukan (magnetic

stirrer). Ekstrak yang sudah didapatkan akan melalui proses fraksinasi dengan n-
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heksana untuk menghilangkan minyak dan lemak. Fraksi ekstrak bebas minyak
diisolasi menggunakan High Performance Liquid Chromatography fase terbalik
dengan teknik gradien elusi serta dua macam eluen yaitu air dan asetonitril.
Didapatkan kondisi analisis yang paling optimum adalah gradien eluen 20-30
dengan laju alir eluen 2 mL/menit selama 35 menit eluasi dan panjang gelombang
pengamatan 225 nm. Proses isolasi ini menghasilkan dua belas senyawa isolat
pada retention time berbeda-beda. Senyawa isolat mayor yang dipilih untuk
dianalisis lebih lanjut terdapat pada retention time 15:15 karena menghasilkan
rendemen isolat yang paling besar yaitu seberat 88,2 mg dan murni. Struktur
senyawa mayor ditentukan berdasarkan analisis spektra Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) dan Mass Spectrometry (MS). Data spektra yang diperoleh
dari pengujian NMR berupa ID-NMR (‘H-NMR, “C-NMR) dan 2D-NMR
(gCOSY, gHSQC, gHMBC) yang selanjutnya dianalisis menggunakan perangkat
lunak Mnova versi 14.1. Analisis NMR menggunakan pelarut aseton
terdeprotonasi ((CD3),CO) dengan frekuensi 500 MHz untuk 'H-NMR dan 125
MHz untuk *C-NMR.

Dari analisis spektra 'H-NMR dapat diketahui bahwa senyawa ini
memiliki tiga puluh dua proton yang terbagi ke dalam dua puluh lima lingkungan
pergeseran kimia dan integrasi yang berbeda. Dari analisis spektra APT *C-NMR
dan gHSQC dapat diketahui bahwa senyawa ini memiliki dua puluh tujuh karbon
dengan rincian sembilan karbon kuartener (C), sembilan karbon tersier (CH),
empat karbon sekunder (CH,), empat karbon primer (CH3), dan satu CHj; dari
metoksi. Dari analisis spektra gHMBC dapat diketahui korelasi proton dan karbon
dalam jarak dua sampai tiga ikatan pada struktur senyawa. Dari analisis data
spektra NMR, dapat disimpulkan bahwa senyawa mayor pada biji S. mahagoni
adalah Swietenolide monohidrat (golongan terpenoid kelas triterpenoid, berupa
senyawa limonoid tipe mexicanolide) berbentuk kristal dan berwarna putih. Dari
analisis spektra LR ESI-MS, didapatkan data [M+H]" sebesar 487 m/z. Artinya
massa molekul sebenarnya dari senyawa ini sebesar 486 amu dengan rumus

molekul C27H340g.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Malaria adalah salah satu penyakit infeksius yang memiliki dampak besar
bagi kehidupan manusia selama ribuan tahun karena mengancam jiwa. Gejala
penyakit ini khas, yaitu demam naik turun yang teratur disertai menggigil, sakit
kepala, anemia dan pembesaran limpa (Arsin, 2012). Penyebab dari malaria yaitu
parasit bersel tunggal yang disebut Plasmodium. Plasmodium ditransmisikan oleh
nyamuk Anopheles masuk kedalam darah manusia lalu menyebabkan penyakit
(Phillips dkk., 2017).

World Health Organization (WHO) mencatat terdapat 219 juta kasus
malaria pada tahun 2017. Afrika menduduki peringkat pertama dengan 92% kasus
dan Asia Tenggara menempati tempat kedua dengan 5% kasus (WHO, 2018).
Pada tahun 2017, Kementerian Kesehatan Republik Indonesia mencatat terdapat
261.671 kasus malaria dengan tingkat kematian 0,04% dari jumlah kasus tersebut.
Sebagian besar endemik malaria di Indonesia berada di bagian timur, didominasi
dengan dua spesies dominan parasit malaria yaitu Plasmodium falciparum (62%)
dan Plasmodium vivax (33%) (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia,
2018).

Salah satu hambatan terbesar untuk eliminasi kasus malaria adalah
resistensi parasit terhadap obat antimalaria yang disebabkan adanya mutasi gen
Plasmodium. Beberapa obat antimalaria mengalami resistensi kurang dari lima
tahun setelah dipasarkan, misalnya proguanil dan meflokuin (Calderon dkk.,
2013). Di Indonesia sendiri resistensi obat antimalaria diperkirakan masih terbatas
pada klorokuin, sulfadoksin-pirimetamin dan kuinin (Elyazar dkk., 2011).

Pada tahun 2015, WHO merumuskan Global Technical Strategy for
Malaria 2016-2030 dengan harapan pada tahun 2030 90% kasus malaria di dunia
dapat dieliminasi (World Health Organization, 2015). Salah satu dari elemen
pendukung yang tercantum dalam dokumen tersebut untuk strategi eliminasi

malaria adalah “pemanfaatan inovasi dan pengembangan riset”. Elemen ini
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mencakup dorongan untuk penemuan obat baru yang lebih efektif untuk
mengatasi malaria.

Penemuan obat antimalaria sendiri terkait erat dengan bahan alam. Kuinin
pertama kali diisolasi dari pohon chincona pada tahun 1820 oleh seorang ilmuwan
Eropa dan arteminisin pertama kali diisolasi dari Artemisia annua pada tahun
1971 oleh seorang ilmuwan Tiongkok (Chen, 2014; Tse dkk., 2019). Keberadaan
tanaman obat di Indonesia cukup beragam. Beberapa tanaman obat Indonesia
yang digunakan secara tradisional untuk pengobatan malaria dan sudah diteliti
kandungannya antara lain, Anthocephalus chinensis, Beilschmiedia madang BL.
dan Brucea javanica L. Merr dari Pulau Sumatera. Alstonia scholaris dari Pulau
Jawa dan Lombok, Fagara rhetza dari Pulau Flores, Eurycoma Longifolia dan
Lansium domesticum dari Pulau Kalimantan, Caesalpinia crista dan Quassia
indica dari Pulau Sulawesi. Berdasarkan studi fitokimia dan farmakologi
tanaman-tanaman di atas oleh Nugraha dan Keller (2011), telah dihasilkan
senyawa antimalaria, misalnya Samaradine Y dari Quassia indica dengan 1Cs,
0,014 uM; lebih rendah dibandingkan dengan klorokuin (ICsp 0,29 uM), namun
masih setengah dari potensi artemisinin (ICsg 0,006 uM).

Tanaman yang memiliki aktivitas sebagai antimalaria dan belum diteliti
adalah Swietenia mahagoni atau biasa disebut “mahoni”. Biji S. mahagoni
digunakan secara tradisional oleh masyarakat Indonesia sebagai obat antimalaria,
antidiabetes, antireumatik dan antihipertensi (Badan Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan, 2000; Ghosh dkk., 2011; Situmorang dkk., 2015;
Urooj dan Naveen, 2015). Berbeda dari Swietenia macrophylla, S. mahagoni
tumbuh dengan ukuran daun yang lebih kecil. Menurut Moghadamtousi dkk.
(2013), senyawa mayor hasil isolasi dari biji genus Swietenia berupa limonoid.
Sejauh ini belum dilaporkan adanya data penelitian mengenai senyawa mayor
hasil isolasi dari biji S. mahagoni asli Indonesia dan penelitian aktivitas
antimalarianya juga sangat terbatas. Penelitian yang dilakukan Nugraha (2019)
menyatakan bahwa ekstrak metanol biji S. mahagoni memiliki nilai ICs, sebesar

7,40 pg/mL terhadap Plasmodium falciparum. Nilai ICsy dibawah 100 pg/mL
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menandakan bahwa penelitian tersebut perlu untuk ditindaklanjuti (Cos dkk.,
2006).

Penelitian mengenai isolasi dan karakterisasi senyawa mayor dari biji S.
mahagoni asli Indonesia yang masih sangat terbatas menarik minat peneliti untuk
melakukan isolasi dan karakterisasi pada senyawa mayor dari biji S. mahagoni.
Pada penelitian ini, biji S. mahagoni diekstraksi menggunakan metanol dan
didefatisasi dengan n-heksana kemudian dilakukan isolasi menggunakan High
Performance Liquid Chromatography dan penentuan struktur senyawa mayor dan
karakteristiknya berdasarkan analisis spektra 1D-NMR ('"H-NMR, *C-NMR) dan
2D-NMR (gCOSY, gHSQC, gHMBC) serta spektra Mass Spectrometry.
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, masalah pada penelitan ini dapat dirumuskan
sebagai berikut:
1. Bagaimana cara mengisolasi senyawa mayor dari biji S. mahagoni?

2. Bagaimana karakteristik senyawa mayor dari biji S. mahagoni?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan yang ingin dicapai pada penelitian ini antara lain:
1. Untuk mengetahui cara isolasi senyawa mayor dari biji S. mahagoni.

2. Untuk mengetahui karakteristik senyawa mayor dari biji S. mahagoni.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang ingin didapatkan dari penelitian ini antara lain:

1. Memberikan informasi tentang cara pengisolasian dan karakteristik
senyawa mayor dari biji S. mahagoni serta menambah pengetahuan
dibidang kesehatan dan pengetahuan alam.

2. Penelitian ini dapat dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya, terutama
penelitian tentang aktivitas antimalaria senyawa mayor dari biji S.

mahagoni.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Malaria
2.1.1 Penyebaran Malaria di Dunia dan Indonesia

Jaman dahulu, malaria dianggap sebagai penyakit kutukan dewa.
Penyebabnya belum diketahui meskipun telah lama dikenal oleh masyarakat.
Seiring berjalannya waktu dan perkembangan perdagangan pada masa itu,
penyakit ini menyebar dari Cina sampai ke Roma. Penyakit malaria ini banyak
ditemukan di daerah rawa yang mengeluarkan bau busuk disekitarnya. Atas dasar
inilah penyakit tersebut dinamakan “malaria”, yang berasal dari bahasa Italia,
tersusun dari dua suku kata, “mal” (buruk) dan “area” (udara) sehingga dapat
diartikan bahwa malaria adalah udara busuk (bad air) (Arsin, 2012).

Di Indonesia, malaria mulai dikenal pada awal abad ke-19 sebagai
penyakit yang dapat menular secara masal dan berbahaya. Penyakit ini menyerang
anak-anak dan dewasa dengan tingkat kematian mencapai 10% dari total kasus
yang ada, sehingga dianggap sebagai musuh negara karena memiliki pengaruh
yang sangat besar pada kesejahteraan rakyat, daya kerja rakyat, serta
pembangunan (Arsin, 2012). Sampai saat ini, wilayah Indonesia bagian timur

masih menjadi salah satu daerah endemik malaria (Gambar 2.1).

' KIMINTURAN
SITUASI MALARIA MENURUT KAB/KOTA DI INDONESIA
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Gambar 2.1 Situasi malaria menurut kab/kota di Indonesia tahun 2017
Sumber: Ditjen P2P Kementerian Kesehatan Republik Indonesia (2018)
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Parasit malaria dalam darah ditemukan pada tahun 1880 oleh Alphonso
Laveran pada saat mengotopsi pasien korban malaria. la menemukan parasit
penyebab malaria yang dinamai Oscillaria malariae dan kemudian diganti
menjadi Plasmodium. Penyebaran malaria dierantarai oleh nyamuk Anopheles.
Terdapat sekitar 2.000 spesies Anopheles, 60 spesies diantaranya diketahui
sebagai penular malaria. Nyamuk Anopheles memiliki ciri khas yang khusus dari
nyamuk lain, dimana hidungnya lebih panjang dan ada sisik hitam dan putih pada
sayapnya. Sifat masing-masing spesies berbeda-beda tergantung banyak faktor,
seperti penyebaran geografis, iklim, dan tempat perindukannya (Direktorat Bina

Farmasi Komunitas dan Klinik, 2008).

2.1.2 Patogenesis Malaria

Proses patogenesis malaria sangat kompleks dan sama seperti infeksi oleh
parasit seperti biasanya (Gambar 2.2). Menurut Phillips (2017) terdapat dua siklus
hidup yaitu, siklus hidup aseksual dan siklus hidup seksual:
a. Siklus Hidup Aseksual (Human Liver Stages)

Siklus aseksual dimulai saat nyamuk Anopheles menggigit manusia dan
mentransmisikan sporozoit yang terdapat pada air liurnya ke dalam pembuluh
darah manusia. Dalam selang waktu 30 menit-1 jam, sporozoit masuk kedalam sel
parenkim hati dan berkembang biak membentuk skizon hati yang mengandung
ribuan merozoit. Proses tersebut disebut intrahepatic schizogony atau pre-
erythrocyte schizogony, karena parasit belum masuk kedalam eritrosit. Skizon hati
yang pecah mengeluarkan merozoit kedalam sirkulasi darah. Sebagian sporozoit
akan membentuk hipnozoit dalam hati dimana nantinya akan mengakibatkan
relaps pada malaria atau kambuhnya penyakit setelah tampak mereda selama
periode tertentu. Fase eritrosit dimulai saat merozoit dalam sirkulasi menyerang
sel darah merah dan membentuk trofozoit. Parasit malaria dapat tumbuh dengan
mengonsumsi hemoglobin. Eritrosit yang mengandung parasit menjadi lebih
elastis dan berbentuk lonjong. Setelah 36 jam menginvasi eritrosit, parasit akan

membentuk skizon. Skizon yang pecah akan mengeluarkan 6-36 merozoit yang
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siap menginfeksi eritrosit lain. Pengeluaran merozoit ini akan terjadi dua sampai
tiga generasi, sebagian merozoit akan berubah menjadi bentuk seksual, gamet
jantan dan gamet betina.
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Gambar 2.2 Patogenesis malaria
Sumber: CDC — (Centers for Disease Control and Prevention) (2018)

b. Siklus Hidup Seksual (Mosquito Stages)

Siklus seksual dimulai pada saat nyamuk Anopheles menghisap darah
manusia yang telah terinfeksi parasit malaria. Merozoit masuk dalam perut
nyamuk dan mengalami proses pematangan mikrogametosis dan makrogametosis
hingga terbentuk zygot. Zygot akan menembus dinding lambung nyamuk menjadi
ookista. Ookista yang pecah akan melepaskan ribuan sporozoit dan bermigrasi
mencapai kelenjar air liur nyamuk.

Infeksi dari Plasmodium bervariasi tingkat keparahannya tergantung pada
spesies dan penderita, termasuk tingkat kekebalan inang. Malaria biasanya
diklasifikasikan sebagai asimtomatik. Gejala awal yang khas adalah demam

ringan, menggigil, nyeri otot, dan pada anak-anak terjadi gangguan pencernaan.
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Gejala-gejala ini dapat muncul tiba-tiba, kemudian berkembang menjadi keringat,
demam tinggi, dan mudan lelah. Gejala lanjutan malaria ini akan timbul setelah
hemolisis sel darah merah yang diinfeksi oleh Plasmodium. Malaria berat hingga
fatal dan disertai dengan anemia berat serta berbagai manifestasi kerusakan multi-
organ. Komplikasi malaria yang parah adalah obstruksi mikrovaskular yang

disebabkan oleh adanya parasit dalam sel darah merah pada kapiler.

2.1.3 Pengobatan dan Vaksin Malaria

Menurut Azlin (2016), aktivitas dari obat antimalaria ada lima:

1. Bekerja sebagai skizontosida jaringan pada awal siklus eritositik setelah
berkembang di hati.

2. Bekerja sebagai skizontosida jaringan yang mencegah terbentuknya hipnozoit
pada P. vivax dan P. ovale.

3. Bekerja sebagai skizontosida darah yang membunuh parasit pada sikus
eritrositik.

4. Bekerja sebagai gametosida yang menghancurkan fase seksual dari semua
spesies Plasmodium dan mencegah transmisi parasit.

5. Bekerja sebagai sporontosida yang menghambat perkembangan ookista dalam
nyamuk dan mencegah transmisi parasit.

Penelitian vaksin malaria sudah dimulai sejak 1987 oleh peneliti di GSK
(Glaxo Smith Kline). Vaksin malaria pertama dinamakan RTS,S/ASO1 telah
disetujui pada Juli 2015 oleh European Medicines Agency (EMA) untuk proteksi
parsial malaria terhadap bayi berusia 5-17 bulan. Pada Okober 2015, WHO
merekomendasi untuk membuat skala penelitian yang lebih besar dan baru
terlaksana pada tahun 2018 dengan melibatkan ribuan bayi di Ghana, Kenya dan
Malawi. Alternatif penjadwalan vaksin untuk mendapatkan efektivitas yang lebih
tinggi serta beberapa faktor keamanan masih dalam penelitian yang lebih lanjut

(Centers for Disease Control and Prevention, 2019).
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2.2 Swietenia mahagoni
2.2.1 Taksonomi

Taksonomi S. mahagoni berdasarkan ITIS (Integrated Taxonomic
Information System) (2011)

Kingdom : Plantae (plants)

Subkingdom : Viridiplantae (green plants)

Infrakingdom : Steptophyta (land plants)

Superdivisi : Embryophyta

Divisi : Tracheophyta (vascular plants)
Subdivisi : Spermatophytina

Kelas : Magnoliopsida

Superordo : Rosanae

Ordo : Sapindales

Family : Meliaceae

Genus : Swietenia

Spesies : Swietenia mahagoni (L.) Jacq.
Sinonim : Cedrela mahagoni L.

Swietenia acutifolia Stokes

Swietenia fabrilis Salisb.

Swietenia mahagoni var. praecociflora Hemsl.
Swietenia mahogani C. DC.

Swietenia mahogoni Lam.

2.2.2 Morfologi

S. mahagoni adalah tanaman berupa pohon dengan tinggi 5-25 meter.
Batangnya berkayu, berbentuk bulat, bercabang dan berwarna coklat muda.
Daunnya berwarna hijau, majemuk, menyirip genap, bulat telur dengan ujung dan
pangkal yang runcing, panjangnya 3-15 cm. Bunganya berada di ketiak daun, ibu
tangkai bunga silindris berwarna coklat muda, kelopak bunga lepas satu sama lain

berbentuk seperti sendok berwarna hijau, mahkota berbentuk silindris berwarna
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kuning kecoklatan, benang sari melekat pada mahkota, kepala sari berwarna putih
kuning kecoklatan (Gambar 2.3a). Buahnya berbentuk bulat, berkeluk lima,
berarna cokelat, didalam buah ada terdapat biji yang berbentuk pipih dengan
ujung agak tebal dan berwarna putih tulang kecoklatan (Ahmad dkk., 2019)
(Gambar 2.3b). Akar tunggang, berwarna coklat (Badan Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan, 2000).

(3[s]

\Photo: S urajit Kgf_r_n:ra

Gambar 2.3 Daun, bunga dan biji S. mahagoni
(a) Daun dan bunga; (b) Biji
Sumber: Surajit Koley (2015); Dokumentasi Pribadi

2.2.3 Fitokimia

Bagian tanaman S. mahagoni yang paling banyak digunakan adalah daun
dan bijinya. Dalam Buku Inventaris Tanaman Obat Indonesia (2000), daun S.
mahagoni mengandung saponin, flavonoid dan polifenol. Bijinya dilaporkan
mengandung fenol, terpenoid, alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin (Bera dkk.,
2015). Biji S. mahagoni mengandung asam lemak yang cukup banyak sehingga
beberapa penelitian untuk mengetahui kandungan fitokimia dari biji S. mahagoni
melalui prosedur pembebasan minyak dan lemak dari ekstrak. Minyak biji S.
mahagoni sendiri mengandung asam lemak tak jenuh umum seperti linoleat
(32,6%), oleat (25,5%), linolenat (12,2%) dan asam lemak jenuh, yaitu stearat
(14,1%) dan palmitat (13,0%) (Mohan dkk., 2016).
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2.2.4 Etnobotani

S. mahagoni berasal dari Hindia Barat, Meksiko dan Amerika Selatan
namun banyak ditanam dan tumbuh di daerah tropis, seperti Indonesia, India,
Malaysia, dan Cina Selatan (Geethaa Sahgal dkk., 2009). Di daerah asli
tumbuhnya, penduduk lokal memanfaatkan beberapa bagian tanaman untuk
mengobati penyakit, antara lain malaria, diabetes, diare, dan hipertensi. Bijinya
memiliki aktivitas antihiperglikemik yang kuat. Minyak bijinya digunakan oleh
penduduk sebagai alternatif salep untuk menyembuhkan luka dan gatal. Rebusan
kulit batang digunakan untuk meningkatkan nafsu makan, energizer dalam kasus
tuberkulosis, mengobati anemia, diare, disentri, demam dan sakit gigi. Rebusan
daun digunakan untuk mengobati gangguan saraf dan meredakan nyeri dada
(Urooj dan Naveen, 2015).

Di Indonesia, biji S. mahagoni juga digunakan sebagai obat antimalaria
dengan mengunyah bijinya (Abdillah dkk., 2015), namun belum ada penelitian
lebih lanjut bagaimana aktivitas antimalaria dari biji S. mahagoni ini, perihal
banyaknya biji yang dikonsumsi dan cara penggunaan yang lebih mendalam.
Sebagai obat tekanan darah tinggi, obat encok, obat eksim dan obat masuk angin,
dipakai £8 gram biji segar, diseduh dengan 2 gelas air matang panas, kemudian
disaring. Hasil saringan diminum sehari dua kali sama banyak pagi dan sore
(Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, 2000). Suku Karo di Sumatra
Utara menggunakan biji S. mahagoni untuk mengobati diabetes. Biji mahoni
dihancurkan sampai halus. Satu sendok serbuk biji mahoni direbus dalam 2 liter
air sampai air tersisa 1,5 liter. Ekstrak dikonsumsi sekali hingga dua kali sehari

(Situmorang dkk., 2015).

2.2.5 Bioaktivitas

Dari beberapa bukti penggunaan biji S. mahagoni secara tradisional,
banyak dilakukan penelitian mengenai bioaktivitasnya. Sebagai antibakteri,
Ekstrak biji dalam kloroform menunjukkan aktivitas terhadap Bacillus

magaterium, Salmonella paratyphi dan Shigella dysenteriae (Haque dkk., 2009).
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Ekstrak biji juga memberikan efek inhibisi pada pertumbuhan Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Streptococcus faecalis dan
Proteus mirabillase dengan nilai minimum inhibitory concentration dan minimum
bactericidal concentration 25 mg/mL sampai 50 mg/mL (G Sahgal dkk., 2009).

Kandungan fenol dan flavonoid pada ekstrak metanol biji memiliki
aktivitas antioksidan secara in vitro terhadap uji free radical scavenging activity
(FRSA), xanthine oxidase inhibition (XOIl), hydrogen peroxide scavenging
activity (HPSA) dan ferric-reducing antioxidant power (FRAP) (Geethaa Sahgal
dkk., 2009).

Kandungan asam lemak tak jenuh rantai panjang pada biji memiliki
potensi yang besar sebagai pengobatan peptic ulcer yang disebabkan oleh H.
pyvlori dengan mekanisme menghambat metabolisme dari bakteri (Jung dan Lee,
2016).

Ekstrak biji dalam air-metanol menunjukkan potensi sebagai
antihiperglikemik dengan menurunkan kadar gula darah tikus yang di-induksi

streptozotocin sampai 75% dengan penggunaan selama 21 hari (De dkk., 2011).

2.3 Limonoid

Nama limonoid berasal dari senyawa pahit “limonin” yang diisolasi dari
buah jeruk pada tahun 1841 (Drijfhout dan Morgan, 2010). Limonoid merupakan
derivat dari tetrasiklik triterpenoid yang mengalami perubahan oksidatif pada
rantai sampingnya menjadi cincin furan (tersubstitusi pada posisi B) dan
kehilangan empat karbon, sehingga dapat disebut juga sebagai tetranortriterpenoid
dengan struktur kerangka steroid 4,4,8-trimetil-17-furanil (Moghadamtousi dkk.,
2013). Limonoid bersifat semipolar, tidak dapat larut dalam air atau heksana
namun dapat larut dalam pelarut hidrokarbon seperti metanol atau etanol (Oy dan
Araf, 20006).

Limonoid banyak ditemukan sebagai metabolit sekunder mayor pada
buah-buahan dari keluarga Rutaceae dan tanaman dari keluarga Meliaceae.

Aktivitas farmakologi dari limonoid sendiri telah banyak dilaporkan sebagai
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antimalaria, antifeedant, insektisida, antitumor, antikanker, antimikroba dan anti-
HIV. Berdasarkan data yang dihimpun oleh Sun dkk., (2018), terdapat 164
limonoid yang telah berhasil diisolasi dari genus Swietenia. Secara struktural,
sebagian besar limonoidnya diklasifikasikan sebagai tipe mexicanolide dan tipe

phragmalin, tetapi terdapat banyak tipe lain dengan struktur yang bervariasi

i

seperti pada Gambar. 2.4.

P

AcO

OAc OAc COOCIH;
Tipc Azadironc Tipe Evodulon Tipe Gedunin Tipe Andirobin
mahonin swimacronoid A khivorin andirobin

1" L()()LO 1" googéiéjﬁ

Tipe Mexicanolide Tipe Polyoxyphragmalin

mexicanolide . khayanolide A
Tipe Phragmalm

swictinin A

Gambar 2.4 Tipe limonoid pada genus Swietenia
Sumber: Sun dkk., (2018)

2.4 Ekstraksi dan Fraksinasi
2.4.1 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan senyawa kimia dari tanaman
atau bagian tanaman menggunakan pelarut dan metode yang sesuai agar senyawa
aktif tidak hilang, berubah atau rusak (Sasidharan dkk., 2011). Hasil dari ekstraksi
disebut ekstrak. Beberapa faktor yang harus diperhatikan untuk menentukan
metode ekstraksi seperti skala, karakteristik senyawa yang akan diekstrak
(polaritas, termostabilitas, pengaruh pH), pelarut yang digunakan dan kondisi dari
simplisia (Belwal dkk., 2018).
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Salah satu metode ekstraksi yang dapat digunakan adalah maserasi. Pada
proses maserasi, pelarut yang dipilih ditambahkan kedalam bahan yang akan
diekstrasi lalu didiamkan selama waktu tertentu. Ekstraksi menggunakan metode
maserasi cocok digunakan untuk senyawa yang termolabil karena tidak digunakan
pemanasan selama proses ekstraksi dan tidak memerlukan alat khusus. Biasanya
ditambahkan proses pengadukan, baik secara manual maupun menggunakan
stirrer untuk mempercepat proses maserasi. Selain itu, dapat meningkatkan
kontak antara bahan dengan pelarut sebab pelarut yang ada di bawah cenderung
lebih cepat jenuh karena lebih dekat dengan bahan. Kekurangan metode ini adalah
membutuhkan jumlah pelarut yang lebih banyak karena harus merendam semua
bahan dan waktu menunggu yang lama. Pelarut yang biasanya digunakan adalah
metanol, etanol atau campuran alkohol-air dengan perbandingan tertentu
(Sasidharan dkk., 2011). Metanol lebih toksik daripada etanol tetapi mampu
menarik senyawa lebih banyak. Metanol memiliki tetapan dielektrik 32,6; lebih
besar dibanding etanol 22,4. Semakin besar tetapan dielektrik suatu pelarut, maka
semakin polar dan semakin banyak senyawa yang dapat larut dalam pelarut ini
(Smallwood, 1996).

Maserat yang didapatkan dari proses maserasi harus dipisahkan antara
pelarut dengan kandungan metabolitnya. Bisa dengan cara manual diuapkan pada
suhu ruang, namun membutuhkan waktu yang lama untuk menunggu semua
pelarut menguap. Alat yang dapat digunakan untuk mempermudah proses ini
adalah rotary evaporator. Pelarut akan menguap dengan pengatuaran pemanasan
pada suhu rendah (40-50°C) sehingga tidak merusak senyawa dan didapatkan
ekstrak kental.
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2.4.2 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan suatu proses pemisahan suatu senyawa atau
golongan senyawa yang terkandung dalam sebuah campuran senyawa menjadi
beberapa bagian bergantung sifat fisika-kimia misalnya polaritas, kelarutan, titik
didih, tetapan dielektrik atau ukuran molekulnya. Hasil dari fraksinasi selanjutnya
disebut sebagai fraksi. Fraksinasi akan memudahkan proses isolasi senyawa murni
yang sulit dilakukan jika hanya dengan ekstraksi saja (Sarker dkk., 2006).

Fraksinasi dapat dilakukan dengan berbagai teknik, salah satunya dengan
partisi cair-cair. Prinsipnya dengan menggunakan dua cairan yang tidak saling
bercampur sehingga terbentuk dua lapis cairan yang terpisah, dan senyawa akan
larut dalam masing-masing cairan pelarut yang sesuai dengan polaritasnya atau
like dissolves like (Houghton dan Raman, 1998). Metode ini sederhana untuk

dikerjakan dan dapat memisahkan senyawa dalam jumlah banyak.

2.5 Isolasi

Isolasi adalah sebuah proses yang digunakan memisahkan suatu senyawa
dari campuran senyawa lain menggunakan berbagai teknik dan sifat fisika kimia
senyawa agar didapatkan isolat murni (Sticher, 2008). Teknik isolasi yang dipilih
pada penelitian ini adalah isolasi dengan menggunakan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). HPLC menggunakan tekanan tinggi untuk memaksa
pelarut melewati kolom tertutup dengan partikel berukuran mikrometer sehingga
didapatkan pemisahan yang sempurna (Harris, 2012). HPLC merupakan jenis
kromatografi preparatif, karena menggunakan kolom yang besar, jumlah sampel
yang lebih besar dan laju aliran yang tinggi (Sarker dkk., 2006).

Pada kebanyakan HPLC menggunakan fase terbalik (RP-HPLC) dimana
fase diam (kolom) yang dipakai bersifat non-polar dan fase gerak (eluen) polar.
Kolom semi preparatif dapat menampung 2-1.000 pL sampel. Kolom bekerja
dibawah tekanan yang tinggi, maka diperlukan beberapa perlakuan khusus.
Sampel harus disaring melewati membran filter 0,5-2 um untuk mencegah

kontaminasi partikel pada kolom. Sampel yang telah dimasukkan dalam syringe
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harus bebas gas agar tidak mempengaruhi detektor dan menghasilkan peak tajam
(Harris, 2012).

Eluen yang akan digunakan pada HPLC harus murni, kompatibel dengan
detektor, kompatibel dengan sampel, bebas gas dan viskositasnya rendah (Sarker
dkk., 2006). Eluen yang digunakan pada penelitian ini adalah campuran air dan
asetonitril dengan komposisi yang berubah-ubah selama proses eluasi (elusi
gradien). Tujuan pengaturan komposisi pelarut ini berguna untuk sampel yang
memiliki kisaran polaritas yang luas.

Detektor yang digunakan pada HPLC bermacam-macam seperti
photodiode array (PDA), UV-Vis, Indeks Refraktif (RI), dan Evaporative Light
Scattering (ELS) (Sarker dkk., 2006). Detektor yang digunakan pada HPLC ini
adalah photodiode array (PDA). Detektor PDA dapat menampilkan kumpulan
kromatogram secara simultan pada panjang gelombang yang berbeda dalam sekali
proses. Detektor ini juga menampilkan spektrum UV tiap puncak yang terpisah
sehingga dapat dijadikan acuan untuk memilih panjang gelombang maksimal
(Swartz, 2010). Berbeda dengan detektor RI yang memiliki limit deteksi, tidak
sensitif dan tidak dapat digunakan bila eluen diatur dalam metode gradien eluen.
Detektor ELS hanya dapat digunakan bila partikel sampel dapat menghamburkan
cahaya (Harris, 2012).

Pengumpulan isolat pada penelitian ini didasarkan pada adanya puncak
suatu peak. Senyawa diambil, dicatat waktu puncaknya (retention time) dan
pengambilan berhenti ketika peak menjadi dangkal. Isolat yang sudah
dikumpulkan harus dihilangkan pelarutnya untuk mendapatkan isolat murni.
Pelarut organik dapat dihilangkan dengan menguapkannya dan air dapat
dihilangkan dengan fireeze drying. Kemurnian isolat dipastikan kembali dengan

menggunakan HPLC dan melihat hasil kromatogramnya (Sarker dkk., 2006).
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2.6 Karaterisasi
2.6.1 Mass Spectrometry (MS)

Mass Spectrometry (MS) atau Spektrometri Massa adalah salah satu alat
analisis yang diperlukan dalam bidang kimia, biokimia, farmasi, penemuan obat
baru dan elusidasi struktur. MS dapat digunakan untuk mengidentifikasi massa
dari senyawa dan penentuan rumus molekulnya (Gross, 2010). MS memberikan
informasi kualitatif dan kuantitatif meskipun konsentrasi analit yang diuji sangat
rendah (Harris, 2012). Dengan menggunakan laju aliran yang rendah sekitar (200
nL/menit) secara signifikan dapat meningkatkan sensitivitasnya (Gale dan Smith,
1993).

Teknik yang digunakan pada analisis ini adalah Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry (LC-MS) dengan metode ionisasi electrospray ionization
(ESI). Teknik ini sesuai untuk sampel yang volumenya kecil dan sulit dianalisis,
biomolekul yang berat molekulnya tinggi, termolabil dan senyawa yang tidak
mudah menguap (Pavia dkk., 2010). Sampel berupa cairan pertama-tama akan
dianalisis menggunakan Liquid Chromatography (kromatografi cair) untuk
memisahkan komponen yang ada pada sampel. Komponen-komponen atau
molekul yang telah terpisah akan dilanjutkan ke MS dengan metode ESI (Pitt,
2009).

Sampel dipompa melalui kapiler dan diubah menjadi tetesan yang
berukuran sangat kecil. Tetesan-tetesan tersebut akan diubah menjadi fase gas
dengan menggunakan panas dan nitrogen. Molekul sampel dalam bentuk gas akan
ditembak oleh energi dengan elektron yang tinggi, sehingga menyebabkan
elektron dari molekul yang terdapat dalam sampel akan menghasilkan ion organik
yang memiliki muatan. Ion-ion tersebut akan melalui medan elektromagnetik,
dimana pada medan ini terdapat mass analyzer yang akan memisahkan ion sampel
berdasarkan rasio massa terhadap muatan ion (m/z). Setelah ion-ion terpisah,
detektor akan menghitung dan merekam sinyal. Sinyal akan disajikan dalam
bentuk sistem data spektra massa terhadap grafik jumlah ion yang terdeteksi

(Silverstein dkk., 2005; Pavia dkk., 2010).
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2.6.2  Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Spektroskopi NMR adalah salah satu teknik untuk mengidentifikasi dan
menganalisis senyawa organik berdasarkan putaran nuklir magnetik 'H, °C, °N,
F, 3P, Namun 'H dan "°C yang paling banyak dipakai karena penyusun utama
senyawa organik adalah karbon dan hidrogen. 'H dan "C termasuk dalam 1D-
NMR (one dimensional) dimana spektra disajikan dalam dua sumbu yang
menggambarkan frekuensi berupa pergeseran kimia (chemical shift) dalam ppm
dan intensitas (Balci, 2005). '"H-NMR memberikan informasi mengenai jenis,
jumlah dan tipe atom hidrogen yang terkandung dalam senyawa, sehingga
dibutuhkan pelarut yang tidak mengandung isotop 'H (pelarut inert) misalnya
(CD3),CO, CDCl;, atau CD;OD. Jumlah sinyal pada spektra memberikan
informasi banyaknya atom hidrogen. Chemical shift (pergeseran kimia)
menandakan jenis lingkungan kimia tempat atom. Integrasi sinyal (integral)
memberikan gambaran jumlah atom hidrogen pada lingkungan kimia tertentu.
Pemecahan puncak (multiplisitas) menggambarkan lingkungan kimia dari atom
hidrogen yang berdekatan (Silverstein dkk., 2005). *C-NMR akan memberikan
informasi mengenai atom karbon yang terkandung dalam senyawa. Pemecahan
sinyal dalam spektra ?*C-NMR menggambarkan jumlah karbon yang tergantung
dari jumlah atom hidrogen terikat, jenis karbon, serta pergeseran kimia pada tiap
lingkungan kimia (Supratman, 2010). Data spektra *C-NMR yang digabungkan
dengan data spektra 'H-NMR akan sangat membantu dalam menentukan struktur
suatu senyawa.

Pada 2D-NMR (two dimensional), terdapat tiga sumbu. Dimana satu
sumbu mewakili satu pergeseran kimia, sumbu kedua mewakili rentang
pergeseran kimia kedua, dan sumbu ketiga merupakan intensitas. Spektra hasil
biasanya berupa plot kontur (Balci, 2005). Salah satu tipe 2D-NMR adalah
spektroskopi korelasi H-H (H-H correlation spectroscopy), atau disingkat
gCOSY. Dalam gCOSY, pergeseran kimia dari spektra proton diplot pada kedua
sumbu. Dari spektra dapat diketahui proton-proton yang berdekatan pada suatu

senyawa (Pavia dkk., 2010).
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gHSQC (heteronuclear single-quantum correlation) akan mendeteksi
korelasi antara proton dengan karbon dalam satu ikatan. Pergeseran dari hubungan
karbon-proton berguna dalam elusidasi struktur karena memberikan jawaban inti
'H mana yang terikat pada inti °C (Breitmaier, 2002). gHMBC (heteronuclear
multiple-bond correlation) dapat mendeteksi korelasi antara proton dengan karbon
dalam jarak dua sampai tiga ikatan sehingga secara tidak langsung dapat diketahui

korelasi proton dan karbon dalam jarak tersebut (Balci, 2005).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Mayor dari Biji Swietenia mahagoni

adalah jenis penelitian true experimental laboratories.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kelompok Riset Drug Utilisation
and Discovery Research Group, Laboratorium Analisis Instrumen, Laboratorium
Kimia Fakultas Farmasi Universitas Jember, Laboratorium Center of
Development of Advance Scienceand Technology (CDAST) Universitas Jember
dan University of Wollongong Australia yang dimulai dari bulan September 2019
sampai Februari 2020.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Erlenmyer 500 mL (Pyrex), beaker glass 250 mL (Pyrex), vial berbagai
ukuran, pipet tetes, spatula logam, corong, tabung reaksi (Iwaki), rak tabung
reaksi, blender (Phillips), timbangan analitik (Sartorius), lemari pendingin,
magnetic stitrer, labu alas bulat, rotary evaporator (Strike 300), lemari asam,
corong pisah (Pyrex), statip, syringe, membran filter 0,45 pm, eppendorf,
microsyringe, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) CECIL
(detektor CECIL CE4300; degaser CE4040; pompa CE4140; pengendali CE4900;
kolom Dispere M80 10x250 mm 4um 80A), Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry (LC-MS) Shimadzu LC-2010, Bruker Avance 500 MHz Spektra
1D-NMR ('H and "*C NMR) dan spektra 2D-NMR (gCOSY, gHSQC, gHMBC).
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3.3.2 Bahan
Biji S. mahagoni, metanol pro analisis (Merck), water for injection
(Otsuka), acetonitrile pro analisis (Merck), n-heksana pro analisis (Merck), kertas

saring, aseton terdeprotonasi ((CD3),CO)

3.4 Rancangan Penelitian

3.4.1 Skema Penelitian (Gambar 3.1)

Serbuk biji S. mahagoni

-Ekstraksi menggunakan metanol
-Pemekatan menggunakan rotary evaporator

Ekstrak kental

l Fraksinasi dengan n-heksana

Fraksi Ekstrak Bebas Minyak

-Preparasi sampel untuk isolasi
-Optimasi kondisi analisis
-Isolasi menggunakan HPLC

4

Isolat Senyawa Mayor

-Perekaman data spektra senyawa menggunakan MS
dan NMR
-Analisis spektra untuk menentukan karakteristik

\ 4

Karateristik senyawa mayor biji S. mahagoni

Gambar 3.1 Skema penelitian isolasi dan karakterisasi senyawa mayor dari biji Swietenia
mahagoni
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3.5 Prosedur Kerja
3.5.1 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia dilakukan dengan mengumpulkan buah S. mahagoni
dari Klaten, Jawa Tengah, kemudian disortasi untuk memisahkan biji dengan
bagian yang lain. Biji yang sudah disortasi lalu dirajangi dan dikeringkan di
bawah AC (4ir Conditioner) selama 5 hari. Biji kering dihaluskan menggunakan
blender sampai halus. Serbuk biji S. mahagoni yang didapatkan disimpan dalam

plastik klip dan diletakkan di dalam freezer.

3.5.2 Pembuatan Ekstrak

Serbuk biji S. mahagoni (100 gram) dilarutkan dalam metanol pro analisis
(500 mL). Metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi dengan pengadukan
menggunakan magnetic stirrer selama £30 menit tanpa pemanasan. Dilakukan
remaserasi sebanyak 3x. Hasil ekstraksi disaring menggunakan kertas saring dan
ditampung dalam labu alas bulat. Ekstrak dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan suhu 50°C dan kecepatan 1.000 rpm hingga diperoleh ekstrak

kental. Rendemen yang didapatkan dihitung terhadap berat simplisia awal.

3.5.3 Pembuatan Fraksi Ekstrak Bebas Minyak

Ekstrak dilarutkan dalam metanol (150 mL) dan dimasukkan ke dalam
corong pisah. Ditambahkan n-heksana (100 mL) ke dalam corong pisah kemudian
dikocok dan diamkan sejenak sampai cairan memisah sempurna. Cairan akan
terpisah menjadi 2 fraksi, fraksi ekstrak bebas minyak akan berada di bawah dan
fraksi n-heksana berada di atas. Fraksi ekstrak bebas minyak ditampung dan
disisihkan, demikian juga fraksi n-heksana. Fraksi ekstrak bebas minyak
dimasukkan kembali ke dalam corong pisah dan ditambahkan n-heksana (100 mL)
(refraksinasi) sampai didapatkan fraksi n-heksana yang cenderung jernih. Fraksi
ekstrak bebas minyak dan fraksi n-heksana yang sudah ditampung dikeringkan

secara manual sampai pelarut hilang. Berat masing-masing fraksi dihitung.
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3.5.4 Isolasi Menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
a. Preparasi Sampel

Fraksi ekstrak bebas minyak dilarutkan dalam asetonitril kemudian
disaring menggunakan syringe dengan membran filter 0,45 pm untuk
menghilangkan partikel. Hasil saringan ditampung dalam tabung eppendorf.
Sampel bebas partikel inilah yang nanti diinjeksikan kedalam HPLC.

b. Optimasi Kondisi Analisis

Sebelum melakukan isolasi, kondisi analisis yang akan digunakan harus
sesuai untuk mendapatkan pemisahan kromatogram yang baik. Optimasi kondisi
analisis ini dilakukan dengan mengatur gradien eluen, laju alir eluen, waktu eluasi
dan panjang gelombang pengamatan sampai didapatkan hasil pemisahan yang
optimal. Eluen yang digunakan adalah Pump A (air) dan Pump B (asetonitril).
Kondisi analisis dapat dibuat dengan perangkat lunak PowerStream™ sekaligus

sebagai pengendali proses isolasi.

c. Proses Isolasi

Setelah didapatkan metode yang sesuai dari poin b, isolasi dilakukan
dengan menyuntikkan sampel dengan volume 100 pL sebanyak 30x agar
mendapatkan jumlah isolat yang cukup untuk karakterisasi. Isolat akan didapatkan
dalam eluen yang digunakan. Asetonitril dihilangkan dengan penguapan manual
dalam lemari asam dan kemudian di freeze drying untuk menghilangkan air. Hasil

akhir akan berupa serbuk kering yang akan digunakan untuk analisis selanjutnya.

3.5.5 Perekaman Data Spektra Senyawa Menggunakan MS dan NMR
Perekaman data spektra menggunakan MS dengan mengirimkan sampel ke
University of Wollongong Australia.
Perekaman data spektra menggunakan NMR dilakukan dengan mengambil
sampel (5 mg) dilarutkan dalam (CD;),CO (0,5 mL) kemudian diinjekan kedalam
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alat NMR (Bruker Avance 500 MHz). Spektra yang direkam adalah spektra 1D-
NMR (‘H-NMR, "“C-NMR) dan 2D-NMR (gCOSY, gHSQC, gHMBC).
Perekaman spektra 'H-NMR menggunakan frekuensi 500 MHz dan untuk spektra
BC-NMR menggunakan frekuensi 125 MHz.

3.5.6 Penentuan Karakteristik Senyawa

Penentuan karakteristik senyawa mayor dari biji S. mahagoni didapat
dengan menganalisis spektra MS dan spektra NMR. Spektra MS dianalisis
menggunakan perangkat lunak SeeMS. Spektra NMR dianalisis menggunakan

perangkat lunak Mnova versi 14.1.
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BAB 5. KESIMPULAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan, kesimpulan yang dapat diambil pada

penelitian ini yaitu:

1.

5.2

Senyawa mayor pada biji S. mahagoni dapat diisolasi menggunakan High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) fase terbalik menggunakan
eluen air dan asetronitril dengan teknik elusi gradien. Kondisi analisis yaitu
gradien eluen 20-30 dengan laju alir eluen 2 mL/menit selama 35 menit eluasi
dan panjang gelombang pengamatan 225 nm. Senyawa mayor terdapat pada
waktu retensi 15 menit 15 detik.

Berdasarkan analisis data spektra NMR dan LR ESI-MS, diketahui senyawa
mayor dari biji S. mahagoni adalah Swietenolide monohidrat dengan rumus
molekul C,7H340g dan massa molekul 486 amu; berbentuk kristal dan

berwarna putih.

Saran

Adapun saran untuk penelitian ini adalah:
Perlu dilakukan pengujian dengan eluen dan kondisi analisis lain yang lebih
bervariatif untuk proses isolasi.

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antimalaria dari Swietenolide monohidrat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Rendemen Ekstrak, Fraksi dan Isolat Senyawa

Mayor Biji S. mahagoni

1. Rendemen Ekstrak Metanol Biji S. mahagoni

Berat serbuk kering biji S. mahagoni =100,16 gram
Berat wadah + ekstrak kering =223,19 gram
Berat wadah kosong =219,08 gram
Ekstrak kering =4,11 gram

Berat ekstrak kering

Rendemen ekstrak metanol biji S. mahagoni = x 100%
Berat serbuk awal

_ 4,11 gram % 100%
100,16 gram
=4,10 %
2. Rendemen Fraksi Ekstrak Bebas Minyak
Berat ekstrak untuk fraksinasi =4,11 gram

Berat wadah + fraksi ekstrak bebas minyak = 11,49 gram

Berat wadah kosong =9,56 gram
Fraksi ekstrak bebas minyak = 1,93 gram
; . Berat fraksi
Rendemen fraksi ekstrak bebas minyak = —x 100%
Berat ekstrak untuk fraksinasi
1,93
= 525 100%
4,11 gram

=46,96%
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3. Rendemen Fraksi n-heksana

Berat ekstrak untuk fraksinasi =4,11 gram
Berat wadah + fraksi n-heksana =10,47 gram
Berat wadah kosong = 9,64 gram
Fraksi n-heksana = 0,83 gram
Rendemen fraksi n-heksana = Berat froks —x 100%
Berat ekstrak untuk fraksinasi
_ 0,83 gram % 100%
4,11 gram
=20,19%
4. Rendemen Residu Fraksinasi
Residu =4,11 gram - (Berat Total Fraksi)

=4,11-(1,93 +0,83) = 1,35 gram

_ 1,35 gram

Rendemen residu fraksinasi il o x 100%
=32,85%

5. Rendemen Isolat

Berat fraksi bebas minyak untuk isolasi =1,93 gram

Berat wadah + isolat mayor = 6,58 gram

Berat wadah kosong = 6,49 gram

Isolat mayor = 88,20 mg

. A Berat isolat mayor
Rendemen isolat mayor biji S. mahagoni - : X 100%
Berat fraksi ekstrak bebas minyak

_ 0,0882 gram
1,93 gram

=4,57%

x 100%
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Lampiran 2. Kromatogram Hasil Optimasi Kondisi Analisis untuk Isolasi

Senyawa Mayor Biji S. mahagoni dengan HPLC

1. Gradien eluen 40-100; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 254 nm.

30

Absorbance [mA]

20—!

-37

I [ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]

2. Gradien eluen 40-80; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 254 nm.

91

61—

32—

Absorbance [mA]

-28

| [ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]

3. Gradien eluen 40-60; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 254 nm.

70

47—

23—

Absorbance [mA]

-25

I [ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 3500

Time [mm:ss]
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4. Gradien eluen 20-100; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 254 nm.

83

53—

22—

e

Absorbance [mA]

-39

[ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 3500

Time [mm:ss]

5. Gradien eluen 10-90; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 254 nm.

31

22

Absorbance [mA]

49—

-75

[ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]

6. Gradien eluen 40-60; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 225 nm.

1244~

926—

608—

Absorbance [mA]

291—

l

[ [ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]
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7. Gradien eluen 20-80; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 225 nm.

1274

931—

588—

Absorbance [mA]

245—

-98

[ [ [
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]

8. Gradien eluen 20-50; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 225 nm.

1336 |

1000—

664—

Absorbance [mA]

328—

[
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]

9. Gradien eluen 20-30; laju alir eluen 2 mL/menit; 35 menit eluasi; panjang
gelombang pengamatan 225 nm.

911

667 —

424—]

Absorbance [mA]

180—

-63

[
00:00 07:00 14:00 21:00 28:00 35:00

Time [mm:ss]
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Lampiran 3. Spektra gCOSY dari Analisis NMR Senyawa Mayor Biji S.

mahagoni

Spektra gCOSY merupakan 2D-NMR dengan plotting spektra proton pada kedua
sumbunya. Dari spektra gCOSY dapat diketahui proton-proton pada suatu

senyawa yang berada dalam satu ikatan.

I | | W N |

E
Y
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55] 5.0 4.5 4.0 BIE] 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)
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Lampiran 4. Multiplisitas, Coupling Constant (J) dan Integrasi Proton pada

Spektra "H-NMR Senyawa Mayor dari Biji S. mahagoni

7.64 7.57 6.55
A=H217.65-7.62 (m, 1H)
B=H23 7.57 (t,J = 1.7 Hz, 1H)
‘ C=H226.55 (d,J=1.2 Hz, 1H)
ﬂ J
| |
BAGIVA |
7.‘65 7.‘60 7.‘55 7.‘50 7.‘45 7.‘40 7.‘35 7.‘30 7.‘25 7.‘20 7.‘15 7.‘10 7.‘05 7.‘00 6.‘95 6.‘90 6.‘85 6.‘80 6.‘75 6.‘70 6.‘65 6.‘60 6.‘55
1 (ppm)
5.58 4.65
A =H175.58 (s, IH)
B = H6 4.65 (s, 1H)

T T T T T T T T T
570 565 560 555 550 545 540 535 5.30

T T T T T T T T T T T T
525 520 515 510 505 500 495 490 4.85 4.80 475 470 4.65 460 4.55
f1 (ppm)

[ 7E+06

[ 6E+06

[ 6E+06

[ 6E+06

[ SE+06

[ 4E+06

4E+06

4E+06

[ 3E+06

[ 2E+06

[ 2E+06

[ 2E+06

r 1E+06

[ 5E+05

[ -5E+0%

[ 7E+06

[ 6E+06

[ 6E+06

[ 6E+06

[ SE+06

[ 4E+06

[ 4E+06

[ 4E+06

[ 3E+06

[ 2E+06

[ 2E+06

[ 2E+06

r 1E+06

[ 5E+05

[ -5E+0%
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[ 2E+07

r1E+07

A=HI154.02(d.J=209 Hz. IH)
B=0CH3 3.76 (s. 3H)

C=H3357(d.J=96Hz IH) F1E+07
D=HIS 341 (dt.J=21.0,2.5 Hz. 1H)

r1E+07

r1E+07

r1E+07

9E+06

[ 8E+06

[ 7E+06

[ 6E+06

[ SE+06

4E+06

[ 3E+06

[ 2E+06

r1E+06

[ -1E+0€

4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40
f1 (ppm)

I 6E+06
F 6E+06
I 5E+06
F4E+06
F4E+06

~4E+06
A=HS53.34 (s. IH)

B=H303.22 (dd,J=14.2,2.4 Hz. IH)
C=H22.93-2.90 (m, 1H).

[ 3E+06

[ 2E+06

[ 2E+06

I 2E+06

1E+06

[ 5E+05

- -5E+05

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
236 334 332 330 328 326 324 322 320 318 316 3.14 3,12f 3.10 )3.08 3.06 3.04 3.02 300 298 296 294 292 29 2838 286 284
1 (ppm
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A=HY 1.97(s. 1H)

B=H121.96—-1.93 (m. IH)
C=H301.92-1.90 (m. [H)
D=HI1189-185(m.1H)
E=HI2 1.84—1.72 (m. IH)
F= Pelarut 2.05

C(m) D (m)
1.91 .88

214 212 210 208 206 204 202 200 198 1.96 1.94fl /1,92) 190 1.88 1.8 184 1.82 180 178 1.76 174 172 1.70
(hpm
A=H19 1.36 (s. 3H)
B=HI1 1.06=1.01 (m. TH)
C=HI180.96 (s. 3H)
[ (= H280.96 (s. 3H) [
3% D=H29 0.91 (s. 3H) bio6
= HH
1.‘40 1.‘35 1.‘30 1 ‘25 1.‘20 1 ‘15 1.‘10 ‘ 1.‘00 0.‘95 0.‘90 0.‘85 0.‘80 0.‘75 0.‘70 0.‘65

1.05
f1 (ppm)
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[ SE+05
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r1E+07

r1E+07

r1E+07

r1E+07

r1E+07

9E+06

- 8E+06

[ 7E+06

[ 6E+06

[ SE+06

4E+06

[ 3E+06

[ 2E+06

r1E+06
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Keterangan singkatan multiplisitas pada Tabel 4.3 dan Lampiran 4:

s = singlet
d = doublet
t = triplet

m = multiplet

br s = broad singlet

dd = doublet of doublets

dt = doublet of triplets

ddd = doublet of doublets of doublets
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Lampiran 5. Spektra LR ESI-MS Keseluruhan dari Senyawa Mayor Biji S.
mahagoni
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