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ABSTRAK

Teknik Isolasi dan Identifikasi senyawa pada tanaman sangat diperlukan dalam pengembangan
obat. Dalam pengembangan teknik ini, diperlukan juga pengembangan tcknologi isolasi dan
identifikasi yang lebih modern guna mempermudah, mempercepat dan menyatakan hasil yang
akurat. Berbagai teknik yang digunakan untuk identifikasi antara lain FTIR (Fourier Trasnform
Infra Red), Spektrofotometri UV-Vis, HPLC (High Performance Liquid Chomatography), dan
NIR (Near Infrared Reflectance). Tiga tanaman dengan golongan karetonoid yang berbeda dipilih
untuk membandingkan metode yang dinilai efisien. FTIR akan memberikan spektrum mengenai
gugus fungsi yang terdapat pada karotenoid, HPLC akan memberikan data berupa AUC, serapan
dan waktu retensi yang disesuaikan dengan standar, dan NIR akan memberikan gambar mengenai
marker karotenoid. Hasil perbandingan metode dari tiga tanaman tersebut, FTIR dan HPLC dinilai

paling efisien untuk identifikasi senyawa golongan karotenoid.
Kata Kunci: FTIR, HPLC, NIR, Karotenoid
Abstract

Isolation and Identification Techniques of compounds in plants are indispensable in drug
development. In the development of this technique, it is also necessary to develop more modern
isolation and identification technology in order to facilitate, accelerate and declare accurate results.
Various techniques used for identification include FTIR (Fourier Trasnform Infra Red), UV-Vis
Spectrophotometry, HPLC (High Performance Liquid Chomatography). and NIR (Near Infrared
Reflectance). Three plants with different classes of carotenoids were selected to compare methods
that were considered efficient. FTIR will provide a spectrum of functional groups present in
carotenoids, HPLC will provide data in the form of AUC, absorbance and retention time adjusted
to the standard, and NIR will provide images of carotenoid markers. The results of the comparison
of the methods of the three plants, FTIR and HPLC were considered the most efficient for the
identification of carotenoid group compounds.
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PENDAHULUAN

Sejak dahulu manfaat obat herbal
berasal dari berbagai tanaman baik buah
ataupun sayur (Handayani A., 2015).
Kandungan senyawa metabolit sekunder
seperti steroid, terpenoid, flavonoid. dsb
memiliki efek farmakologi tertentu bagi
tubuh (Saraf, et al.. 2011). Senvawa
golongan karotenoid terbagi menjadi 2
kelompok pigmen yakni karoten dan
xantofil (Sedjati, dkk.. 2015). Salah
satunya adalah beta karoten yang termasuk
dalam golongan karotenoid hasil turunan
tetraterpenc (Taipina, et al., 2013)
berfungsi sebagai antioksidan, bekerja
dengan mekanisme pengurangan
kecepatan pembentukan radikal bebas
sehingga dapat mencegah berbagai
penyakit (Chandra, et al., 2017). Beberapa
tanaman yang mengandung beta karoten
adalah daun bayam merah
(Sulistyaningrum, 2014), pisang (Samson,
et al., 2013), alga coklat (Biranti, et al.,
2009), alga merah (El1-Gamal, 2010), putih
telur, dan buah buriti (Ribeiro, et al.,
2012). Warna yang dihasilkan pada
tanaman atau biasa discbut pigmen
memiliki efek farmakologi tertentu bagi

manusia (Prateesh, 2009).

Selain  beta karoten, beberapa

golongan karotenoid yang berada di alam

alkohol,
glikosida, eter, epoksida, dsb. (Butnairu,

2016).

antara lain:  hidrokarbon,

Untuk mendapatkan senyawa yang
diinginkan pada suatu tanaman maka perlu
dilakukan proses isolasi, isolasi sendiri
merupakan suatu tahapan pemurnian
senyawa kimia tertentu yang terdapat
dalam tanaman hingga didapatkan isolat
(Susanah, 2010). Tahapan isolasi dimulai
dari proses ckstraksi, fraksinasi dan
pemurnian senyawa. Ekstraksi merupakan
proses penarikan senyawa metabolit pada
tanaman menggunakan pelarut yang sesuai
dengan produk akhir berupa ekstrak
(Fahim, et al., 2014), selanjutnya proses
fraksinasi dimana senyawa target
dipisahkan sesuai kepolaran tertentu
(Mika, et al., 2013). Fraksi vang didapat
dilanjutkan dengan tahap isolasi atau
pemurnian dan diakhiri dengan proses

identifikasi dengan instrument.

Review  ini  membandingkan
Teknik analisis senyawa karotenoid pada
tanaman secara umum hingga didapatkan
metode yang paling mudah, murah,

efisien, dan sederhana.
METODE INSTRUMENTASI

FTIR dan UV-Vis




FTIR dan UV-Vis didasarkan atas
prinsip penyerapan tingkat energi tertentu,
Frekuensi yang dihasilkan akan berbeda
karena atom-atom yang berada pada
senyawa tersebut berbeda dan memiliki
kekuatan ikatan yang beragam antar atom
atau antar molckulnya (Suseno dan
Firdausi, 2008). Sehingga, spektrum yang
dihasilkan oleh FTIR dapat di analisis
dengan cara kualitatif maupun kuantitatif
untuk sampel-sampel biologis (Sjahfirdi,
etal., 2015).

HPLC

HPLC (High Performed Liquid
Chromatography)  merupakan  suatu
pengembangan teknologi kromatografi
kolom dengan penambahan detektor yang
sangat peka dan sensitif terhadap senyawa
yvang di analisis. Pada penggunaannya
terdapat fase diam dan fase gerak,
fungsinya sebagai pemisah berdasarkan
daya adsorpsi, partisi, kelarutan, ukuran
molekul, tekanan uap dan ukuran ion yang
HASIL

dibawa oleh fase gerak melalui fase diam
dalam kolom tersebut (Aulia, dkk., 2016).

NIR

Prinsip NIR sendiri berdasarkan
hokum Hooke yang menghitung vibrasi
diatomic molekul secara fundamental,
NIR sendiri berada pada Panjang
gelombang 780 nm —2500 nm (Aenugu, et
al., 2011).

NIR (Near Infrared) metode yang
mirip dengan FTIR namun Panjang
gelombang yang digunakan berbeda serta
pita specira yang dihasilkan pun memiliki
perbedaan dan cenderung sulit untuk
penentuan senyawa vang di analisis.
Prinsip NIR sendiri merupakan teori
absorpsi atau penyerapan serta adanya
getaran ikatan kimia schingga terjadi
penyerapan energi transisi  elektronik,
penguatan dan kombinasi pita oleh
stretching dan deformation (Agustin, dkk.,
2015).

Data hasil yang ditampilkan didapat dari 3 tanaman yakni bunga kenikir (Kusmiati, et al.,

2015), buah persr‘mran (Zaghdoudi, et al., 2017), dan pisang tongkat langit (Samson, et al.,

2013). Dilampirkan dalam bentuk tabel dan gambar sebagai berikut:




Tabel 1. Ekstraksi Tanaman Dengan Berbagai Metode dan Pelarut

NO. TANAMAN TEKNIK EKSTRAKSI PELARUT
1 Bunga Kenikir Maserasi N-Heksan
2 Buah Persimmon Ekstraksi solven dipercepat Metanol dan
Tetrahydrofuran
3 Pisang tongkat langit  Ekstraksi Konvensional Aseton
Tabel 2. Proses Saponifikasi dan Fraksinasi Tanaman

NO. TANAMAN SAPONIFIKASI FRAKSINASI
1 Bunga Kenikir NaOH 50% -
2 Buah 20% KOH metanolik ECC (Ekstraksi Cair-Cair)

Persimmon dalam nitrogen Petroleum eter (0.1% BHT)
3 Pisang tongkat - -

langit

Tabel 3. Hasil Analisis Senyawa Karotenoid Dengan Berbagai Instrumen

NO. TANAMAN INSTRUMEN KETERANGAN

1

Bunga FTIR dan 1. UV-VIs
Kenikir HPLC
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Gambar 1. Hasil serapan lutein (a) pada fraksi ke 3 dan (b) fraksi ke 4

menggunakan spektofotomtri UV-VIS
2. FTIR

;
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Gambar 2. Spektrum serapan lutein pada FT-IR
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Gambar 3. Kromatogram karotenoid pada C3o semi preparatif
HPLC
3 Pisang Spektroskopi 1. Spektrum Pisang tongkat langit Panjang dan Pendek
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Bilangan Gelombang (rm-1)

Gambar 4. Spektrum Pisang tongkat langit (biru) Panjang dan (hijau)

pendek

2. Spektrum pendugaan senyawa beta karoten
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Gambar 5. Spektrum pisang dibandingkan dengan Beta-karoten

marker (merah)

PEMBAHASAN menggunakan aseton. Menurut penelitian

' ilakuk leh B i aw
Bidh eiibw Bl i s vang dilakukan oleh Butnariu, senyawa

. kerotenoid bersifat non-polar schingga
membahas mengenai perbedaan metode po g
. ; kstraksi y li <

yvang digunakan pada berbagai tanaman oLl b

_ ) g5 us ; larut ti kloroform, n-heksan,
untuk mengisolasi dan mengidentifikasi pefarut - sepert SRRy RN

. aseton. Pada penelitian lain juga dikatan
senyawa karotenoid. Tanaman yang P L

hw k ekstraksi awa k i
dignidican memiliki kandingan bahwa untuk ekstraksi senyawa karotenoid

l .
karotenoid dengan golongan yang berbeda dengan sampsl. luah dER ey

saksi, Wiah “beikE Quten), Husk direckomendasikan menggunakan aseton

. ; atau tetrahydrofuran (Khachik and Chang,
persimmon, karotenoid dengan yang

paling dominan violaxanthin) dan pisang 2009), ‘sehingen: ckswaksl unful ketiga

) tanaman sudah sesuai literatur.
tongkat langit (beta karoten). Tahap awal = = &

vang dilakukan adalah ekstraksi. Ekstraksi Selain teknik tersebut, terdapat
pada sctiap tanaman berbeda, bunga beberapa teknik lain yang bisa digunakan
kenikir menggunakan n-heksan, buah antara lain karbon dioksida superkritik
persimmon menggunakan methanol dan (Durante, et al., 2014). ultrasonic Assisted

tetrahidrofuran, dan pisang tongkat langit extraction pada beberapa tanaman untuk




ckstraksi lutein dan beta karoten
(Altemimi, et al., 2015), dan elektroforesis
kapiler (Belin and Gulacar, 2007).

Setelah dilakukan

dilakukan proses saponifikasi dengan

ekstraksi

tujuan untuk menghilangkan pengotor
seperti lipid dan klorofil. Dari ketiga
tanaman, hanya tanaman kenikir dan buah
persimmon  yang  dilakukan  proses
saponifikasi karena, tanaman lain tidak
memiliki klorofil yang banyak schingga
proses saponifikasi tidak dilakukan
(Khachik and Chang. 2009) selain itu.
proses saponifikasi juga dilakukan untuk
penyederhanaan pemisahan pada
kromatografi. Kelebihan dari proses
saponfikasi adalah memperbanyak ekstrak
vang dihasilkan dan pemurnian awal untuk
memudahkan identifkasi KLT di awal,
kekurangannya ekstrak yang dihasilkan
akan lebih lengket dan kental sedikit
menyulitkan dalam preparasi sampel pada

tahap sclanjutnya.

Setelah proses saponifikasi tahap
selanjutnya adalah fraksinasi. Fraksinasi
merupakan metode yang digunakan untuk
memisahkan senyawa vang terdapat dalam

sampel berdasarkan sifat kepolarannya.

Hanya Buah persimmon yang dilakukan
tahap fraksinasi dengan metode ECC
(ckstraksi  cair-cair)  menggunakan
petroleum eter (10% BHT), pelarut ini
juga merupakan pelarut non-polar
schingga  tepat  digunakan  untuk
memisahkan senyawa

karotenoid.(Schwartz, et al., 2008).

Dibandingkan ~ buah  kenikir
setelah saponifikasi langsung dilanjutkan
dengan kromatografi kolom karena
ekstraksi awal telah menggunakan N-
Heksan yang dianalogikan senyawa target
larut semua pada pelarut ekstraksi.
Kelebihannya untuk senyawa target yang
belum diketahui sifatnya metode ECC
tepat digunakan untuk memperoleh fraksi
dan penyederhanaan prosedur.
Kekurangannya, tidak efisien karena
menggunakan 3 pelarut dengan kepolaran
berbeda dan volume yang digunakan
cukup banyak tergantung dari ekstrak
yang dihasilkan pada tahap ckstraksi.

Selanjutnya  adalah  tahapan

identifikasi senyawa dengan
menggunakan instrumen. Keuntungan
identifikasi senyawa dengan instrumen

adalah dapat diterapkan secara luas,




penentuan lebih cepat, reproduksibilitas,
dan memiliki sensitivitas yang tinggi.
Intrumen yang digunakan berbeda untuk
masing-masing senyawa. Bunga kenikir
mengunakan FTIR dan HPLC untuk
mengidentifikasi adanya senyawa
karotenoid. Kelebihannya FTIR dapat
digunakan untuk mengetahui struktur
senyawa target dengan adanya tipe ikatan
dan tipe senyawa yang dihasilkan misal;
alkane, alkena, alkohol, dsb. Dan
selanjutya disesuaikan dengan literatur

untuk pemastiannya.

Pada bunga kenikir menggunakan
spektrofotometri  UV-Vis data yang
dihasilkan berupa spektrum serapan di
panjang gelombang 360-550 nm pada
fraksi ke 3 dan ke 4. Karena lutein
termasuk karotenoid alkohol puncak
serapan yang dihasilkan menandakan
adanya gugus kromofor seperti -OH dan
pada penelitian Davies, lutein dengan
ckstraksi N-Heksan mempunyai lamda
maksimal 447 nm dan 476 nm. Kelebihan
UV-Vis senyawa yang memiliki gugus
kromofor dapat diidentifikasi namun,

untuk senyawa non-kromofor akan sulit

diidentifikasi menggunakan instrumen

tersebut.

Metode instrument pada buah
persimmon menggunakan HPLC fase
terbalik dengan data yang dihasilkan
berupa kromatogram absorpsi dengan
waktu retensi. Karena buah persimmon
memiliki banyak sekali karotenoid maka
penggunaan HPLC sangat tepat dibuktikan
dengan adanya 11 Kkarotenoid vang

terdeteksi pada kromatogram.

Analisis karotenoid pada pisang
tongkat langit dengan NIR merupakan
penelitian lanjutan dari samson, et al
(Samson, et al.. 2011) yang menggunakan
spektroskopi UV-Vis varian carry 50 dan
KLT. Namun, sebelum disimpulkan
senyawa yang dikandung oleh sampel
menggunakan NIR perlu beberapa tahap
vakni: normalisasi spektrum sampel,
normalisasi spektrum sampel dengan
pelarut ekstraksi (aseton) dan marker, dan
normalisasi spektrum sampel dengan
marker (Suhandy. 2009). Kelebihan
menggunakan NIR untuk senyawa target
vang sudah diketahui strukturnya NIR
sangat tepat digunakan, namun karena

tahapan yang cukup Panjang dengan




proses normalisasi spektrum dan lainnya
instrumen NIR menjadi kurang efektif

digunakan.
SIMPULAN

Data yang dihasilkan dari 3
tanaman dengan perbedaan golongan
karotenoid, penggunaan metode instrumen
FTIR dan HPLC dinilai tepat digunakan
untuk  identifikasi senyawa dengan
reprodusibilitas yang tinggi dan dengan
data yang dihasilkan mudah untuk

dianalisis.
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