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INTISARI 

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI SENYAWA POLIFENOL
 
DARI BIJI BUAH RAMBUTAN (Nephelium lappaceum, L)
 

DENGAN METODE KLT DAN HPLC
 

Telah dilakukan penelitian yang bertujuan untuk mengisolasi dan 
mengidentifikasi kandungan senyawa poIifenol dari biji rambutan (Nephelium 
lappaceum, L). Isolasi senyawa polifenol dilakukan dengan cara ekstraksi 
soxhletasi dengan penyari petroleum eter. Ampas dikeringkan kemudian disoxhlet 
dengan larutan etanol 70%, hasil soxhlet berwarna coklat muda; berbau agak 
manis, lengket dan rendemennya 0.92%. Identifikasi senyawa polifenol biji 
rambutan (Nephelium lappaceum, L) dilakukan dengan metode KLT dan HPLC. 
Hasil yang diperoleh dari metode KLT terdeteksi ada 5 bercak setelah desemprot 
dengan Vanilin-HCI yaitu terdeteksi 3 bercak pada UV254 dengan hRf 8 berwarna 
bim yang menandakan senyawa pirogalol, hRf 17 berwarna merah gelap yang 
menandakan senyawa resorsinol dan hRf 82 berwarna merah muda yang 
menandakan senyawa vanilat. Sedangkan pada UV366 terdeteksi 2 bercak dengan 
hRf 35 berwarna hijau kekuningan yang menandakan senyawa katekol dan hRf 
91 berwarna bim terang yang menandakan senyawa salisilat. Sedangkan hasil 
analisis dengan HPLC dari biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) 
menghasilkan sedikitnya 6 puncak dengan waktu retensi puncak 7 (5.144), puncak 
18 (19.275), puncak19 (23.422), puncak 21 (26.509), puncak 9 (40.316), puncak 
19 (58.970), puncak 15 (20.293). Puncak 15 merupakan senyawa pembanding 
asam salisilat. Dari sedikitnya 6 puncak diduga senyawa tersebut adalah senyawa 
polifenol yang terdeteksi pula oleh metode KI T. 

Kala kunci : biji rambutan, polifenol, KLT, I-lPLC. 
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ABSTRACT 

ISOLATING AND INDICATING POLYPHENOL COMPOUNDS
 
FROM THE SEED OF NEPHELIUM (Nephelium lappaceum, L)
 

USING TLC AND HPLC METHOD
 

The study aim isolating and iadicating the polyphenol compound content 
of nephelium seed (Nephelium lappaceum, L) had carried out. Isolating the 
polyphenol compound had done by soxhletation extracting through ether 
petroleum finder. The dregs were dried before being soxhleted utilizing 70% 
ethanol. The result of soxhletation was light brown in color, smelt bit sweet, 
sticky, and having 0.92% of dregs. Indicating polyphenol compound content of 
Nephelium seed (Nephelium lappaceum, L) done by TLC and HPLC method. ll1e 
result gained from TLC method is that five spots detected after sprayed by HCl­
Vanillin; three spots detected from UV254 with blue hRf 8 indicating pyrogalol 
compound, while the dark red hRf 17 indicating resorcinol, and the light red hRf 
82 indicating vanillate compound. Besides, on the UV366 two spots detected with 
yellowish green hRf 35 indicating chatecol, and light blue hRf 91 indicating 
salicylic compound. On the other hand, from the analysis with HPLC from the 
Nephelium seed (Nephelium lappaceum, L) resulted at least 6 peaks with retention 
times: peak 7 (5.144), peak 18 (19.275), peak 19 (23.422), peak 21 (26.509), peak 
9 (40.316), peak 19 (58.970), and peak 15 (20.293). Peak 15 was the salicylic acid 
indicator compound. Over at least 6 peaks, it was assumed that the compound was 

. polyphenol compound which also detected by TLC method. 

Key word: Nephelium seed, polyphenol, TLC, HPLC. 
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PENDAHULUAN
 

A. Latar Belakang Masalah
 

Sejak ribuan tahun yang lalu, obat dan pengobatan tradisional sudah ada di 

Indonesia, jauh sebelul11 pelayanan kesehatan formal dengan obat-obatan modernnya 

dikenal masyarakat. Pengobatan tradisional dengan memanfaatkan tumbuhan 

berkhasiat obat merupakan pengobatan yang dimanfaatkan dan diakui masyarakat 

dunia, yang menandai kesadaran untuk kembali ke alam (back to nature) adalah 

untuk mencapai kesehatan yang optimal dan untuk mengatasi berbagai. penyakit 

secara alami (Wijayakusuma, 2000). 

Obat-obatan tradisional dari bahan alam digemari masyarakat karena 

sebagian besar telah terbukti khasiatnya, mudah diperoleh dan harganya relatif 

murah. Bahan-bahan alam tcrscbut diolah dan dimanfaatkan sebagai obat tradisional 

yang hingga saat ini masih memegang peranan penting dalam pemeliharaan 

kesehatan, tetapi belum mempunyai latar belakang dan fakta ilmiah yang dapat 

dlpertanggungjawabkan karena sebaglan besar obat-obatan tradlsional terseout belum 

diteliti kandungan bahan aktifnya secara ilmiah. Untuk itu diperlukan adanya upaya 

pengenalan dan penelitian lebih lanjut terhadap tumbuh-tumbuhan yang berkhasiat 

obat. 

Sejalan dengan berkembangnya ilmu pengetahuan, manusia berusaha untuk 

menemukan bahan-bahan obat yang berasal dari alam yang digunakan sebagai bahan 

alternatif untuk pembuatan obat semi sintetis maupun sintesis. Agar peran obat 

tradisional, khususnya obat dari tumbuhan dapat lebih ditingkatkan, perlu didukung 
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oJch upaya pengenaJan, peneJitian, pengujian keamanan suatu tumbuhan obat, 

schingga kcbcradaannya dapat lebih diterima dikaJangan medik. OJeh karena itu, 

penentuan kandungan senyawa kimia dalam suatu tumbuhan obat sangatlah penting, 

terlebih dalam upaya pengembangan obat tradisional kearah fitofannaka. 

Rambutan (Nephelium lappaceum. L) merupakan salah satu tanaman khas 

Indonesia yang diduga dapat berkhasiat obat. Rambutan banyak ditanam sebagai 

pohon buah, kadang-kadang ditemukan tumbuh liar, tapi siapa sangka jika rambutan 

memiliki kandungan zat aktif yang dapat berkhasiat obat, diantaranya kulit buah 

yang mengandung tanin dan saponin dapat berkhasiat mengobati disentri, demam 

dan penurun panas (antipiretik), kulit batang yang mengandung tanin, saponin, 

fl:tvanoid, dan zat besi dapat berkhasiat mengobati sariawan, daun yang mengandung 

tanin, saponin dapat berkhasiat mengobati diare dan sebagai penghitam rambut, biji 

huah yang mangandung lemak, pohfcnoJ d~lpat berkhasiat mcnurunkan kadar guJa 

darah (hipoglikemik) yang dapat mengobati kencing manis (diabetes mellitus), 

sedangkan daging buahnya mengandung karbohidrat, protein, lemak, postor, bcsi, 

kalsiuffi, vitamin C yang dapa 

2002). 

Adanya khasiat sebagai anti hipoglikemik dan diabetes mellitus serta 

kemungkinan adanya kandungan senyawa polifenol daJam biji rambutan, iniJah yang 

melatarbelakangi penelitian ini dilakukan. Penggunaan biji rambutan sebagai obat 

tradisional perIu didukung dengan data hasil penelitian yang menunjukan adanya 

kandungan senyawa yang berkhasiat sebagai obat. Diharapkan dengan penelitian ini 

dapat dikcmbangkan potcnsi atau J11anl~Ult lain dari biji rambutan sehingga biji 
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rambutan yang semula merupakan limbah dapat berubah menjadi sumber senyawa 

polifenol yang berpotensi sebagai obat alam dan dapat menjngkatkan nilai ekonomis 

daJ; biji rambutan. 

B. Perurnusan Masalah 

Berdasarkan Jatar belakang di atas, beberapa masalah yang dapat dirumuskan 

yang akan menjadi pokok bahasan dalam penelitian ini, yaitu : 

1.	 Apakah senyawa polifenol dalam biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) 

dapat diisoJas.i? 

2.	 Apakah senyawa polifenoJ dalam biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) 

dapat diiden6fikasi dengan metode KLT dan HPLC? 

3.	 Komponen apakah yang manyusun senyawa polifenol dalam biji rambutan 

(Nephelium luppuceum. L) yang dikctcmukan? 

c. Tujuan PeneJitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi kandungan 

sellyawa poJifenol dari biji rambutan (Nephelium luppw.:eum, L), st:hingga dupttt 

diketahui komponen - komponen penyusunnya yang bermanfaat sebagai bahan obat 

alam. Dengan diketahui komponen senyawa polifenol diharapkan dapat memberikan 

informasi ilmiah dalam kepustakaan dan dapat digunakan sebagai senyawa penuntun 

dalam upaya penemuan dan pengembangan obat baru. 



BABII 

KAJ.lAN PlISTAKA 

A. Tinjauan Pustaka 

I.	 Tumbuhan Rambutan (Nephelium lappaceum, L) 

a.	 Sistematika tumbuhan
 

Devisi : Spennatophyta
 

Anak Devisi : Angiospennae
 

Kelas : Dicotyledonae
 

Anak Kelas : Dialypetalae
 

Bangsa Sapindales
 

Suku Sapindaceae
 

Marga Nephelium
 

Jenis : Nephelium lappaceum, L
 

(Mahisworo dIck, 2001). 

Jawa	 Rambutan, corogol, tundun, bunglon, bowa balowan. 

Sumatera	 Rambutan, rambot, rambut, rambutbun, rambuta, jailan, 

foJui~ bairabit, puru biancak, p. biawak, hahujam, kakapas, 

likis, takujung alu. 

Kalimantan	 Rambutan, siban, banamon, beriti, sanggalaong, sagalong, 

beliti, maliti, kayokan, bengayau, puson. 

4 
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Sulawesi	 Rambutan, rambuta, rambusa, barangkasa, bolangat, 

belatu, balatung, walatu, wilatu, wulangas, lelamu, 

lelamun, boleang. 

Nusa tenggara Buluan, rambuta.
 

Maluku Rambutan, rambuta.
 

c.	 Nama asing 

Shao tzu (China), rambutan (Tag), ramboutan (P), ramustan (Spanyol). 

d.	 Nama simplisia
 

Nephelii lappacei semen (biji rambutan)
 

Nephelii lappacei pericarpium (kulit buah rambutan)
 

(Dalimartha, 2002). 

e.	 Morfologi 

Rambutan tumbuh berupa pohon. Pohon itu bertajuk bundar atau tidak teratur 

bentuknya, berdaun majemuk, bunga berbentuk rnalai, dan buah berbentuk bulat atau 

lonjong. Rambutan banyak ditanam sebagai pohon buah, kadang-kadang ditemukan 

tumbuh liar. TU111buhan tropis ini lllelllerlukan iklilll lelllbab dellgall curah hujan 

tahunan berkisar antara 1.500-2.500 mm, dan turun merata sepanjang tahun. 

Rambutan merupakan tanaman dataran rendah dan sedang pada ketinggian antara 30­

500 meter di atas permukaan laut. 

I.	 Pohon bercabang banyak 

Rambutan tumbuh berupa pohon setinggi 15-25 meter. Pohon berbatang 

lurus, bereabang banyak. Pangkal batang berdiameter 40-60 em, kulit batang abu-abu 

kecokelatan. 

-------~---
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Bentuk pereabangan tidak teratur dan rapat. Bantuk tajuk bulat atau tidak 

beraturan sarna sekali. Ranting atau eabang ujung berwama eokelat kusam dengan 

permukaan kulit berkerut-kerut. 

2. Berdaun majemuk 

Daun rambutan tergolong daun majemuk, bertangkai daun, dan 

kedudukannya berhadap-hadapan dengan jumlah anak daun 2-8 lembar. Ketika daun 

rambutan masih muda, permukaannya dilindungi bulu-bulu halus dan lunak. Anak 

daun rambutan berbentuk elips, ·loneong, atau bulat telur meruneing di ujungnya. 

Anak daun bertangkai pendek (4-10 mm) dengan kedudukan saling bersilangan. 

Daun rambutan ada yang berwama hijau kekuningan, hijau gelap, atau hijau laut. 

Daun itu mudah sekali rontok (tanggal). Daun rambutan berukuran panjang antara 5­

20 em dan lebar 2,5-4 em. 

·3. Malai bunga tumbuh di ketiak daun 

Malai bunga rambutan tumbuh di ketiak daun atau pada ujung ranting yang 

tegak. Panjang malai bunga berkisar antara 5-20 em, bertandan dan berbau agak 

hamm. Bunga rambutan keeil, bulat, hijau kekuningan, dan berbulu ha1us. Bunga 

jantan dan betina dalam satu malai biasanya tcrpisah. Tak jarang dalam satu pohon 

rambutan ditemukan tanaman yang hanya berbungajantan atau betina saja. 

Bunga jantan terdiri 5-8 benang sari, berkotak sari keeil dan beruang dua. 

Tangkai sari berwama putih dengan panjang 3-4 mm, kepala sari berwama kuning. 

Bunga betina pendek, beruang 2 atau 3, memiliki 5-7 putik (benang sari) yang 

berkepala keeil, panjangnya 1-5 mm. Wama putik kuning kehijauan, tertutup bulu­

bulu halus yang pendek. 
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4. Buah bulat atau lonjong 

Buah rambutan terbentuk setelah 3-4 bulan berbunga. Tangkai buah pendek 

dan teba!. Pada sctiap tangkai buah terdiri dari satu buah utama dan satu buah 

tambahan yang terletak di luar buah pertama. Atau buah rambutan biasanya terdiri 

uari salu biji yang b~rkulil k~ras. Buah rambutan berbentuk bulat atau lonjong, 

berwarna hijau, merah, kuning, atau jingga. Buah berukuran panjang 3,5-8,0 em, 

berdiameter 2,0-5,0 em. Di pennukaan buah terdapat rambut lunak meruneing 

ujungnya berwarna merah atau kuning. Daging buah putih transparan, berair, dan 

melekat pada kulit biji. Bijinya keras, berukuran panjang 2,5-3,5 em, berdiameter 

1,0-1,5 em. Kulit biji tebal, keras, sifatnya mudah sampai sukar terkelupas dari 

kotiledon. 

(Mahisworo dkk, 200] } 

f. Kandungan kimia dan khasiat 

Kandungan kimia dan khasiat pada tumbuhan rambutan (Nephelium 

lappaceum, L) : 

Bagian tumbuhan 
Kulit batang 

Daun 

Kulit buah 

Biji buah 

Kandungan kimia 
Tanin, saponin, 
tlavanoida, zat bes] 
Tal~in, saponin 

Tanin saponin 

Lemak, polifenol 

Khasiat 
Mengobati sariawan 

Mengobali dian~, 

menghitamkan rambut 
Mengobati disentri, 
demam, dan penumn 
panas (antipiretik) 
Menurunkan kadar gula 
darah (hipoglikemik), 
mengobati keneing 
manis (diabetes melitus) 

Buah Karbohidrat, protein, Sumber vitamin 
lemak, posfor, besi, 
kalsium, vitamin C 

(Dalimartha, 2002). 

. ~ 
1\ 



8 

g. .Tenis rambutan 

Masing-masing jenis rarnbutan dibedakan oleh sifat buah (ketebalan daging 

buah, kandungan air, bentuk, wama kulit), panjang rambut, kandungan asam 

askorbat (vitamin C), dan jurnlah bllah pertanaman. Perbedaan jenis rambutan ini 

berpengamh pada kandungan kirnia dan khasiatnya sehingga perlll untuk 

menentukan jenis rambutan yang akan digunakan untuk penelitian. Jenis-jenis 

rambutan antara lain rarnbutan rapiah, rambutan aceh lebak bulus, rambutan simacan, 

rambutan binjai dan rambutan sinyonya. 

2. Senyawa fenol 

Istilah senyawa fenol meliputi aneka ragam senyawa yang berasal dan 

tUlllbuhan, yang mcrnpunyai ciri sarna yaitu cincin arornatik yang mcngandung satu 

atau dua pcnyulih hidroksil. Scnyawa rcnol cendcrung mudah Jarut daJam air karena 

umumnya mereka sering kali berikatan dengan gula sebagai glikosida, dan biasanya 

terdapat dalarn vakuola sel. 

ya. 

merupakan golongan terbesar, tetapi fenol monosiklik sederhana, fenilpropanoid, dan 

kuinon fenolik juga terdapat dalam jumlah besar. Beberapa golongan bahan polimer 

penting dalarn tubuhan -lignin, melanin, dan tanin- adalah senyawa polifenol dan 

kadang-kadang satuan fenolik dijumpai pada protein, alkaloid, dan di antara 

terpenoid. 

Peran beberapa golongan senyawa fenol sudah diketahui (misalnya lignin 

sebagai bahan pembangun dinding sel, antosianin sebagai pigmen bunga). Bagi 

~ . 
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biokimiawan tumbuhan, senyawa fenol tumbuhan dapat menimbulkan gangguan 

besar karena kemampuannya membentuk kompleks dengan protein melalui ikatan 

hidrogen. Bila kandungan sel tumbuhan bercampur dan membran menjadi rusak 

selama proses isolasi, senyawa fenol cepat sekali membentuk kompleks dengan 
,; 

protein. Akibatnya, sering tetjadi hambatan terhadap keIja enzim pada ekstrak 

tumbuhan kasar. Sebaliknya, fenol sendiri sangat peka terhadap oksidasi enzim dan 

mungkin hilang pada proses isolasi akibat keIja, enzim fenolase yang terdapat dalam 

tumbuhan. Ekstraksi senyawa fenol tumbuhan dengan etanol mendidih biasanya 

mencegah terjadinya oksidasi enzim, dan prosedur ini seharusnya dilakukan secara 

rutin (Harbome, 1996). 

Senyawa fenol adalah sebuah gugus hidroksil (-OR) yang terikat pada cinein 

aromatik. Fenol disebut juga benzen alkohol karena tennasuk golongan aromatik, 

dimana gugus -OR terikat pada feni!. Gugus -OH mempunyai aktivitas kuat dalam 

reaksi substitusi aromatik siklik. Karena ikatan karbon Sp2 lebih kuat dari pada ikatan 

Sp3 maka ikatan C-O dari suatu fenol tidak mudah terputuskan. Fenol tidak bereaksl 

Sf'll atau SN2 atau reaksi eliminasi-eliminasi seperti alkohol. Meskipun ikatan C-O 

fenol tidak mudah patah, tetapi ikatan O-R mudah putus. Fenol dengan pka = 10, 

merupakan asam yang lebih kuat dari pada aJkohol atau air. Suatu fenol jika 

direaksikan dengan NaOH akan terbentuk ion fenoksida yaitu garam dari fenol. 

Derajat ionisasi asam lemah ditentukan oleh stabilitas relatif dari senyawa tak 

terionkan dan dari anion. Hal inilah yang menyebabkan fenol bersifat. asam 

dibandingkan dengan alkohol karena anion yang dihasilkan distabilkan oleh 

resonansi, dengan muatan negatifnya disebar (delokalisasi) oleh cincin aromatik. 
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Keasaman fenol menyebabkan fenol dapat dipisahkan dan senyawa-senyawa yang 

lebih keeil keasamannya (Fessenden, 1995). 

Senyawa fenol dan asam fenolat pada analisis tumbuhan, dapat diidentifikasi 

bersama-sama. Hidrolisis jaringan tumbuhan dalam suasana asam membebaskan 

sejumlah asam fenolat /yang larut dalam eter, beberapa di antaranya umum 

penyeharannya. Senyawa asarn fenolat ada hubungannya dengan lignin terikat 

sebagai ester atau terdapat pada daun di dalam fraksi yang tak larut dalam etanol; 

atau mungkin terdapat di dalam fraksi yang larut dalam etanol, yaitu sebagai 

glikosida sederhana. Asam p-hidroksibenzoat, asam protokatekuat, asam vanilat, dan 

asam siringat terdapat umum pada tumbuhan angiospermae. Asam gantisat tersebar 

luas juga; asam salisilat dan asam protokatekuat penyebarannya lebih terbatas, 

terdapat khas pada Ericaceae. Akhirnya, asarn galat yang baru-baru ini dilaporkan 

sehagai pengharnhat alarn pada pernhunr;aan, terdapat pada daun Kalaehoe. Asarn 

galat terdapat dalarn banyak turnbuhan berkayu, terikat sebagai gaiotanin, tetapi 

rnerupakan senyawa yang sangat reaktif. Senyawa ini lebih lazim terdapat dalam 

lhlClrolIslS dalam suasana asam. Ia terdapat sebagai 

35am elagat. yaitu bentuk dimer haRiJ kondollsasi, (wlbenluk duri el11gitnnin 

(Harbome, 1996). 

Berlawanan dengan asam di atas, fenol bebas rusbi jarang terdapat dalam 

tumbuhan. Mungkin hidrokuinon yang paling menyebar luas; yang lain, misalnya 

ka.tekol, orsinol, floroglusinol, dan pirogalol telah dilaporkan hanya terdapat dalam 

beberapa sumber saja. Fenol sederhana dimasukkan disini kerena cara identifikasinya 

penting sehubungan dengan penentuan struLtur flavonoid. Degradllsi flavonoid dan 
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fenol kompleks lainnya dalam suasana basa atau pemenggalan reduktifmenghasilkan 

suatu fenol sederhana atau lebih dan asam fenolat yang didapat bergantung pada pola 

penyulihannya. Satu golongan polimer fenol alam, yaitu melanin tumuhan, pada 

penguraian basa menghasilkan juga fenol sederhana, katekol. Berbeda dengan 

melanin hewan yang satuan dasamya 3,4-dihidroksifenilalanina, sebagian besar 

melanin tumbuhan, Misalnya pigmen hitam pada kulit biji atau pada spora fungus 

karat, berupa polimer tak bernitrogen. Mencirikannya ialah dengan cara berikut. 

Pemanasan pada 200-300°C dalam lingkungan nitrogen akan menghasilkan katekol 

dan peleburaIi basa akan menghasilkan katekol, asam protokatekuat, dan asam 

salisilat (Harborne, 1996). 

3. lJraian teknik penyarian 

Sejak zaman dahulu telah dikenal adanya simplisia yang berasal dari 

tumbuhan dan hewan atau sediaan obat yang dibuat melalui ekstraksinya dan 

digunakan unluk. mengobali mallusia dan hewall. Twnbullall segar yang telah 

engan calran 

pengekstraksi. Jenis ekstraksi dan bahan ekstraksi yang sebaiknya digunakan, sangat 

tergantung dari kelarutan bahan kandungan serta stabilitasnya. Ragam ekstraksi yang 

tepat sudah tentu bergantung pada tekstur dan kandungan air bahan tumbuhan yang 

diekstraksi dan pada jenis senyawa yang diisolasi. Prosedur klasik untuk memperoleh 

kandungan senyawa organik dari jaringan tumbuhan kering (galih, biji kering, akar, 

daun) ialah dengan mengekstraksi secara berkesinambungan serbuk: bahan dengan 

alat soxhlet dengan menggunakan sederetan pelarut secara berganti-ganti, mulai 

I' 

---- I 
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dengan eter, lalu eter minyak bumi, dan kloroform (untuk memisahkan lipid dan 

terpenoid). Kemudian digunakan alkohol dan etil asetat (untuk senyawa yang lebih 

polar). Proses penyarian yang dilakukan pada peneJitian ini adalah dengan alat 

Soxhlet. 

Bahan yang akan diekstraksi diletakkan dalam sebuah lGintung ekstraksi 

(kertas, karton dan sebagainya) dibagian dalam alat ekstraksi dari gelas yang bekerja 

kontinyu (perkolator). Wadah gelas yang mengandung kantung diletakkan diantara 

labu penyulingan dengan pendingin aliran baJik dan dihubungkan dengan labu 

melalui pipa. Labu tersebut berisi bahan pelarut, yang menguap dan mencapai ke 

dalam pendingin aliran balik melalui pipet, berkondensasi di dalamnya, menetes 

keatas bahan yang diekstraksi dan menarik keluar bahan yang diekstraksi. Larutan 

berkumpul di dalam wadah gelas dan setelah mencapai tinggi maksimalnya, secara 

otomatis dipindahkan ke dalam labu. Dengan demikian zat yang terekstraksi 

terakumulasi melaluj penguapan bahan pelarut mumi berikutnya. Pada cara ini 

diperlukan bahan pelarut dalam jwnlah kecil, juga simpisia selalu baru artinya suplai 

erlangsung secara terus-menerus 

pendekatan konsentrasi secara kontinyu). Keburukannya adalah waktu yang 

dibutuhkan untuk ekstraksi cukup lama (sampai beberapa jam) sehingga kebutuhan 

energinya tinggi (listrik, gas). Selanjutnya simplisisa dibagian tengah alat pemanas, 

langsung berhubungan dengan 1abu, dimana bahan pelarut menguap. Pemanasan 

bergantung dari lama ekstraksi, khususnya dari titik didih bahan pelarut yang 

digunakan, dapat berpengaruh negatif terhadap bahan tumbuhan yang peka suhu 

(glikosida, alkaloida). Demikian pula bahan terekstraksi yang terakumulasi dalam 
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labu mengalami beban panas dalam waktu lama. Meskipun cara soxhlet senng 

digunakan dalam laboratorium penclitian untuk mengekstraksi tumbuhan, namun 

peranannya dalam pembuatan sediaan obat dari tumbuhan kecil artinya (Voigt,1995). 

4. Uraian metode identifikasi 

a. Kromatografi lapis tipis 

Prosedur kromatografi merupakan suatu metode pemisahan. Dibandingkan 

metode pemisahan klasik seperti destilasi, kristalisasi, pengendapan, ekstraksi dan 

lain-lain mempunyai keuntungan dalam pelaksanaan yang lebih sederhana, 

penggunaan waktu yang singkat dan terutama karena mempunyai kepekaan yang 

tinggi serta kemampuan memisahkan yang tinggi. Penentuan kadar dengan didahului 

pemisahan kromatografi seringkali dapat sangat mempermudah, memperbaiki atau 

secara keseluruhannya memungkinkan untuk dilakukan. Kromatografi lapis tipis 

mendapatkan namanya dari bentuk luar bahan adsorpsi yang digunakan sebagai fase 

stasioner yang difiksasikan sebagai lapis tipis pada penyangga seperti kaca atau gelas 

atau lembar aluminium. 

DululIl kromutografi lupisan tipis dapat digunakan teknik menaik ataupun 

menurun. Pada yang pertama pelarut bergerak ke atas, sedangkan pada yang ke dua 

bergerak ke bawah. Metode yang paling tidak merepotkan dalam menjalankan 

kromatogram lapisan tipis adalah teknik menaik. Digunakan guci besar atau tanki 

kaca, yang ditutup dengan selembar kaca atau sumbat gabus. Pelarut dituang ke dasar 

guci, atau jika bejana itu terlalu besar, sebuah gelas piala kecil atau cawan. Petri 

di isi dengan pelarut dan ditaruh di dasar guci. Lempeng-lempeng lapisan tipis (lebar 
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2,5 em dan panjang 10-20 em) ditaruh dalam bejana dengan ujung bawahnya selalu 

mengenai pelarut itu. Kadang-kadang dapat disarankan untuk melapiskan potongan­

potongan kertas saring pada dinding dalam bejana. 

Kemudian lempeng-Iempeng itu dijalankan selama suatu waktu yang 

ditetapkan (pada saat mana posisi akhir garis depan pelarut hams ditandai), atau 

sampai pada suatu jarak yang ditetapkan (12-35 em), yang ditandai sebelumnya 

dengan pensil. Cuplikan (2-5 ml) diambil dengan suatu alat suntik mikro atau pipet 

mikro dan diteteskan pada suatu titik pada ujung bawah lapisan tipis itu. Posisi titik 

itu harus dipilih sedemikian sehingga tidak akan tertutup oleh eairan pelarut bila 

lempeng lapisan tipis itu dieelupkan ke dalam pelarut itu. Letak titik awal haruslah 

dinyatakan dengan jelas dengan tanda pensil. Jika digunakan lempeng lapisan tipis 

yang lebih besar, lebih banyak kromatogram dapat dijalankan sekaligus. Dalam hal 

ini euplikan-euplikan itu harus ditotolkan dengail jarak sekurangnya 1,5 em satu dari 

yang lain, sepanjang garis awal itu (Vogel, 1979). 

Harga Rf merupakan parameter karakteristik kromatografi lapis tipis. Harga 

IIII merupakan ukuran keeepatan mlgrasl suatau senyawa pada kromatogram dan 

pada kondisi konstan merupakan besaran karakteristik dan reprodusibel. Harga Rf 

didefinisikan sebagai perbandingan antara jarak senyawa dari titik awal dan jarak 

tepi muka pelarut dari titik awal. 

Rf = Jarak f if ik fengah noda darit ilik awal 

Jarak tepi muka pelarut dai titik awal 
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Penamaan harga Rf ini diturunkan dari "ratio offronts" atau " related to 

Font". Dari definisi yang diberikan di atas, suatu senyawa yang bennigrasi dengan 

tepi muka peJarut mempunyai harga Rf = 1,00. Sebaliknya senyawa yang tetap 

tinggal pada titik awal mempunyai harga Rf = 0,00. Dalam kedua hal ini tidak akan 

terjadi pemisahan. Harga Rf untuk senyawa yang terpisah selalu lebih dari ] dan 

secara teoritik tidak tergantung dari panjang pelat lapis tipis (Sastrohamidjojo, 2001). 

Agar tidak harus bekerja dengan pecahan, dalam praktek sering sebagai ganti 

harga Rf digunakan hRf Harga ini adalab harga Rf dikalikan 100. Hasil merupakan 

bilangan utuh antara 1 dan 99 (Roth et al., 1998). 

Cara terbaik untuk memisahkan dan mengidentifikasi senyawa fenoJ 

sederhana ialah dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Biasanya senyawa fenol 

dideteksi setelah dihidrolisis jaringan tumbuhan (segar atau kering) dalam suasana 

asam atau basa atau setelah pemekatan ekstrak tumbuhan dalam etanol-air. Hidrolisis 

dalam suasana asam dilakukan dengan HCI 2M selama setengah jam, larutan yang 

diperoleh didinginkan dan disaring sebelum diekstraksi. Hidrolisis dalam suasana 

basa dilakukan deligan NaOH 2M pada. saha kamm selama empat jam dalam 

Iingkungan nitrogen~ sebelum diekstraksi harus diasamkan dahulu. Pada kedua cara 

hidrolisis itu, fenol yang terbebaskan diekstraksi dengan eter, dan ekstrak eter ini 

dicuci, dikeringkan, dan diuapkan sampai kering. Sisa penguapan dilarutkan dalam 

eter, kemudian dikromatografi dua arab pada silika gel dengan pengembang asam 

asetat-kloroforrn dan etil asetat-benzen~ pada selulosa MN 30 dengan pengembang 

benzen-metanol-asam asetat dan asam asetat-air (Harborne, 1996). 
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b. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

Kemajuan dalam tekhnologi kolom, sistem pompa tekanan tinggi, dan 

detektor yang sensitif telah menyebabkan perubahan kromatografi kolom cau 

menjadi suatu sistem pemisahan dengan kecepatan dan efisiensi yang tinggi. Metode 

ini dikenal sebagai kromatografi cair kinerja tinggi. 

Teknologi kolom didasarkan atas penggunaan kolom berlubang kecil (diameter 

dalam antara 2 mm hingga 50 mm) dan isi kolom berupa partikel kedl (311m hingga 

50 !lm), yang memungkinkan tercapainya keseimbangan secara cepat antara fase 

gerak dan fase diam. Teknologi kolom partikel kecil ini memerlukan sistem pompa 

tekanan tinggi yang mampu mengaJirkan fase gerak pada tekanan tinggi sampai 300 

atmosfer, agar tercapai laju aliran beberapa ml per menit. Oleh karena sering 

digunakan jumlah zat uji yang kecil (umumnya lebih kecil dari 20 !lg) untuk isi 

kolom tersebut diatas, maka diperlukan detektor yang sensitif. Dengan teknologi ini 

kromatografi cair dalam banyak hal dapat menghasilkan pemisahan yang sangat 

cepat seperti pada kromatografi gas, dengan keunggulan zat-zat yang tidak menguap 

atau tidak tahan panas dapat dlkiomatograh tanpa peruralan atau tanpa perlunya 

membuat derivat yang dapat menguap. 

Salah satu jenis penyangga' fase diam yang digunakan untuk isi koJom terdiri 

dari partikel mikro berdiameter antara 30 !lm hingga 50 !lm, yang mempunyai inti 

padat dan kulit tipis yang berpori. Beberapa diantara bahan penyangga yang tipis ini 

dapat diaktifkan terlebih dahulu agar memperoleh sifat adsorpsi, sedang yang lain 

dapat diberi lapisan fase diam yang tipis untuk pemisahan berdasarkan partisi atau 

penukar ion. Fase diam dapat berupa cairan atau pohmer, yang disalut atau terikat 
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secara kimia pada permukaan penyangga sebagai sebagai lapisan tipis, yang 

mengurangi hambatan terhadap pemindahan masa sahingga keseimbangan antara 

fase gerak dan fase diam dapat tercapai cepat. Suatu fase diam cair harns mempunyai 

sifat praktis tak bercampur dengan fase gerak, umumnya fase gerak perlu dijenuhkan 

terlebih dahulu dengan fase diam cair, agar fase diam tidak terbawa dari kolom. Fase 

diam berupa polimer yang disalutkan pada penyangga umumnya lebih dapat 

bertahan. Suatu fase diam yang terikat secara kimia pada penyangga lebih mudah 

pemakaiannya dengan beraneka ragam pelarut serta suhu yang lebih tinggi. 

Bahan pengisi kolom yang lainnya dengan diameter yang lebih kecil, antara 3 

~m hingga 10 Jlm, hampir seluruhnya berpori dan memberikan pemisahan yang lebih 

efisien dari pada partikel pengisi kolom berukuran antara 30 Jlm hingga 50 Jlm. 

Partikel tersebut dapat dibuat bersifat adsorpsi atau dilapisi dengan suatu fase diam. 

Dalam hal ini pengisian ke dalam kolom harus dibuat dalam bentuk bubur untuk 

mendapatkan efisiensi kolom yang tinggi, berbeda dengan partikel berukuran antara 

30 frm hingga 50 Jlm yang dapat diisi dalam bentuk kering. 

Tiga bentUk kiomatografi cair kinerja tinggi yang paling banyak digunakan 

adalah penukar ion, partisi, dan adsorpsi. Kromatografi penukar ion terutama 

digunakan untuk pemisahan zat-zat larut dalam air yang ionik atau yang dapat 
" 

terionisasi dengan bobot molekul kurang dari 1500. Fase diam dalam kromatografi 

penukar ion umumnya resin organik dengan gugus aktif yang berbeda-beda. Pada 

resin penukar kation terdapat gugus aktif yang bennuatan negatif dan resin ini 

digunakan untuk pemisahan zat-zat bersifat basa, misalnya amina. Sebaliknya pada 

resin penukar anion terdapat gugus aktif bermuatan positif, yang akan menarik zat­
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zat dengan gugus fosfat, sulfonat atau karboksilat, yang bermuatan negatif Senyawa 

larut air yang ionik atau yang dapat terionisasi akan mengalami tarikan oleh resin, 

dan perbedaan dalam afinitas akan menyebabkan teIjadinya pemisahan kromatografi. 

pH fase gerak, suhu, jenis ion, konsentrasi ionik, dan senyawa organik tertentu yang 

berfungsi untuk memodifikasi dapat mempengaruhi tertariknya zat terlarut, dan 

variabel-variabel tersebut dapat diatur agar diperoleh derajat pemisahan yang 

diinginkan. 

Pada kromatografi partisi digunakan fase gerak dan fase diam dengan 

polaritas yang berbeda. Jika fase gerak bersifat polar dan fase diam non-polar, 

dikenal sebagai kromatografi fase balik, maka senyawa non-polar yang lamt dalam 

hidrokarbon dengan bobot molekul kurang dari 1000, seperti vitamin larut lemak dan 

antrakinon, dapat dipisahkan berdasarkan atas afinitasnya terhadap fase diam. 

Modifikasi pelarut fase gerak yang polar dengan pelarut yang kurang polar 

mrnyebabkan berkurangnya afinitas serta retensi senyawa pada kolom. Jika fase 

gerak bersifat non-polar dan fase diam polar, maka zat yang bersifat polar, seperti 

alkohol dan amina dapat dikromatografi. Fase gerak non-polar dapat dimodifikasi 

dengan suatu pelarut yang lebih polar, untuk mengurangi retensi dan mengubah 

pemisahan. Beraneka ragam senyawa non-ionik dapat dikromatografi dengan 

kromatografi adsorpsi, dengan memilih fase diam dan fase gerak yang tepat. 

Alat Alat Pada dasamya alat kromatograf eair terdiri dari sistem pompa, 

tempat penyuntikan analit, kolom kromatografi, detektor, penguat sinyal, dan 

perekam. Sistem pompa tekanan tinggi mengalirkan pelarut fase gerak dari bejana 

pelarut ke kolom melalui pipa tekanan tinggi. Dua eara digunakan untuk 
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memasukkan anaht ke dalam kolom, yakni injeksi ke dalam arus yang mengalir dan 

injeksi waktu "aJiran berhenti". Teknik-teknik tersebut dapat dilakukan 

menggunakan alat suntik atau katup penyuntik. Untuk teknik penyuntikan dengan 

alat suntik, dapat digunakan suatu spatum apabila tekanan pada bagian atas kolom 

kurang dari 70 atmosfer (lebih kurang 1000 psi ). Pada tekanan yang lebih tinggi 

dapat digunakan suatu katup penyuntik untuk memasukan zat uj i. Beberapa sistem 

mempunyai suatu tabung lingkar terkalibrasi yang diisi dengan zat uji, kemudian 

dipindahkan oleh sistem katup ke dalam arus fase gerak yang mengalir. Sistem katup 

lainnya memungkinkan analit dimasukan ke dalam suatu rongga dengan 

menggunakan alat suntik. Rongga yang telah terisi tersebut kemudian oleh' sistem 

katup dialihkan ke dalam arus bertekanan tin,ggi. Pada teknik "aliran berhenti", aliran 

kolom dihentikan, dan setelah tekanan pada tempat penyuntikan turun hingga nol, 

tempat penyuntikan dibuka dan analit disuntikan dengan memakai alat suntik. 

Kemudian tempat penyuntikan ditutup dan pompa dijalankan kembali. Tekanan 

tinggi dengan eepat tereapai kembali dan zona penyebaran keci! da!am proses ini. 

Teknik "alilan bellrenti" membelikan kebelUlallgan penyuntikall pada tekanan yang 

lebih tinggi yang lebih baik daripada kalau menggunakan septum. Masalah rusaknya 

septum oleh berbagai pelarut dengan demikianjuga dapat dihindari. 

Kolom yang digunakan untuk pemisahan umumnya mempunyai diameter 

dalam yang keeil (2 nm hingga 4 nm ) kolom yang berdiameter lebih besar 

digunakan untuk keperJuan preparatif. Kolom dapat dipanaskan agar dihasilkan 

pemisahan yang lebih efisien, akan tetapi suhu diatas 60°C jarang digunakan, oleh 

karena mungkin terjadi penguraian fase diam ataupun penguapan fase gerak pada 
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suhu yang lebih tinggi tersebut. Jika tidak dinyatakan lain dalam monografi, kolom 

dipertahankan pada suhu kamar. 

Detektor yang biasa dipakai mencakup fotometer ultraviolet, refralctometer 

diferensial dan fluorometer. Fotometer ultraviolet raksa tekanan rendah merupakan 

detektor yang umum dan stabil, tetapi penggunaannya terbatas pada deteksi bahan 

yang menyerap radiasi pada panjang gelombang 254 nm. Batas kepekaan untuk 

senyawa yang menyerap cahaya ultraviolet dengan kuat lebih kurang 1 ng. Senyawa 

yang tidak menyerap cahaya pada 254 nm secara berarti, dapat diubah menjadi 

derivat yang sesuai yang menyerap panjang gelombang ini, sehingga dengan 

demikian memperluas ruang lingkup penggunaan detektor panjang gelombang 

tunggal tersebut. Ruang lingkup detektsi ultraviolet tersebut bertambah luas lagi 

dengan pemakaian spektrofotometer yang dilengkapi dengan kuvet mikro serta 

<.1elektor yang dapat dioperasikan pada panjang gelombnng lnin. 

Refraktometer diferensiaI mendeteksi perhedaan indeks bias pelamt murni dan 

inueks bias larutan zat yang di uji dalam pelarut itu. Sekalipun penggunaannya lebih 

umum, detektor im kurang peka, bataS dctcksmya Icblh kurang I ffilkfogram, serta 

peka terhadap perubahan yang kecil dalam komposisi pelarut, laju aliran dan suhu 

sehinggga mungkin perlu dipakai suatu kolom dan aliran fase gcrak pembanding 

untuk memperoleh garis dasar yang memuaskan. 

Fluorometer merupakan detektor yang peka untuk senyawa yang 

berfluoresensi atau dapat diubah menjadi derivat yang berfluoresensi dengan j alan 

perubahan kimia atau dengan reaksi penggabungan dengan pereaksi yang 

berfluoresensi pada gugus fungsional yang spesifik. Untuk beberapa pereaksi, 

" -~ 
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pembuatan derivat dilakukan sebelum pemisahan kromatografi. Pada pendekatan 

lain, pereaksi dimasukkan kedalam aliran fase gerak dan bereaksi langsung dengan 

alanit seeara in situ, dan derivat yang diukur oleh detektor. 

Suatu detektor elektrokimia, yang menggunakan elektrode pasta-karbon 

dalam sebuah sel film-tipis yang volumenya sangat keeil, mempunyai keunggulan 

jika dipakai untuk mengukur sejumlah senyawa mudah teroksidasi, terutama 

golongan fenol dan katekol sangat keeil. Pada umumnya, sinyal yang berasal dari 

detektor diperkuat terlebih dahulu sebelum disampaikan pada alat perekam otomatis 

yang scsuai, biasanya berupa perekam potensiometrik, dalam hal ini sinyal 

merupakan fungsi dari waktu. Dapat pula sinyal dikirimkan kepada suatu integrator 

digital elektronik untuk mengukur luas puneak kromatogram seeara otomatik. 

Komposisi fase gerak berpengaruh nyata terhadap kinerja kromatografi dan 

harus dikendalikan dengan eermat. Komposisi dapat mempunyai pengaruh yang jauh 

lebih besar terhadap fiLktor kapasitas daripada suhu, (faktor kapasitas -::- k adalah 

pcrbandingan waktu yang diperlukan selama berada dalam fase diam terhadap waktu 

yang dipcrlukan sclama berada dalam fase gerak seperti yang tertera dalam HPT,c). 

Pada kromatografi adsorpsi dan partisi, fase gerak dapat dimodifikasi dengan 

pclurut yung lain, sedungkan pada kromatografi penukar ion, book pH dun kekuatan 

ion maupun modifi kasi pelarut dapat mengubah faktor kapasitas. Teknik yang 

mengubah komposisi pelarut seeara sinambung selama berlangsungnya kromatografi 

dinamakan eluasi gradien, eontoh kompleks yang terdiri dari komponen-komponen 

dengan faktor kapasitas yang perbedaannya besar. Detektor yang peka terhadap 
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perubahan komposisi pelarut, seperti refraktometer diferensial, lebih sukar untuk 

digunakan dengan teknik elusi gradien. 

Prosedur Prosedur identifikasi senyawa dan teknik kalibrasi dan reduksi data 

yang digunakan daJam kromatografi cair kinerja tinggi pada dasarnya sama dengan 

yang digunakan dalam kromatografi gas (seperti tertera pada prosedur daJam HPJ,C). 

Untuk analisis kuantitatif yang akurat, detektor perIu mempunyai jangkauan rentang 

linier yang Juas dan komponen yang akan diukur harus dapat dibedakan dari zat 

pengganggu. Rentang dinamik linier didefinisikan sebagai rentang ukuran contoh 

dari batas deteksi minimum sampai ukuran maksimum contoh linier, artinya respons 

puncak pada perekarn berbanding lurus dengan kadar zat yang diuji. Agar 

fleksibilitas maksimum dalam kuantitatif, jankauan ini sedikitnya harus mencakup 

lebih kurang tiga orde besaran. 

Baik tinggi puncak maupun luasnya dapat dihubungkan dengan konsentrasi 

contoh. Istilah "respons puncak", dinyatakan sebagai ru untuk resporis contoh dan rs 

untuk respons baku, telah digunakan untuk menyatakan pengukuran dalarn 

kromatografi. Istilah ini mencakup luas puncak, tinggi puncak serta pcngukuran 

elektronik lainnya. Tinggi puncak mudah diukur tetapi sangat dipengaruhi waktu 

rctcnsi yang disebabkan oleh variasi suhu dan komposisi pelarut. Oleh karena itu, 

luas puncak dianggap merupakan parameter yang lebih akurat untuk pengukuran 

kuantitatif Respons dapat dikalibrasi berdasarkan respons puncak dari baku 

pembanding yang kadarnya diketahui menggunakan prosedur standarisasi ekstemal 

atau internal. 
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Suatu kekurangan dalam kalibrasi ekternal, yaitu perbandingan langsung 

respons puncak yang diperoleh pada kromatografi contoh yang diuji dan kadar 

tertentu baku pembanding yang bersangkutan, akurasi dan presisinya ditentukan oleh 

keberulangan penyuntikan anaJit. Oleh karena itu keberulangan penyuntikan pada 

tekanan tinggi sangat bervariasi, hasil kuantitatif yang lebih baik umumnya diperoleh 

bila digunakan metode kalibrasi internal. Suatu baku internal dengan kadar yang 

diketahui ditambahkan pada larutan uji maupun larutan baku pembanding yang 

kadarnya diketahui, dan perbandingan respons puncak obat terhadap baku internal 

dibandingkan. Oleh karena secara normal terdapat variasi dalam peralatan, bahan dan 

teknik,suatu pengujian kesesuaian sistem (seperti yang tertera pada kesesuaian sistem 

) dq.pat digunakan untuk memastikan bahwa suatu sistem dapat digunakan. 

B. Keterangan Empirik 

Menurut Setiawan dalimartha dalam bukunya «Atlas Tumbuhan Gbat 

Indonesia jilid 3" menyebutkan bahwa dalam biji rambutan terdapal scnyawa 

polifenol, selain itu biji rambutan dapat berkhasiat untuk menurunkan kadar gula 

darah dan dapat mengobati diabetes mellitus. 

1 



BAB III 

CARA PENELITIAN 

A. Bahan dan Alat 

1. Bahan-bahan yang digunakan 

a.	 Bahan utama 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini berupa simplisia biji buah 

rambutan (Nephelii lappacei semen). 

b. Bahan penyari 

Bahan penyari yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari dua penyari. 

Pertama menggunakan pertroleum eter kemudian dilanjutkan dengan ethanol 

70%. 

c.	 Bahan untuk fase gerak pada anahsis KLT. 

Bahan kimia yang digunakan berderajat pro analysis. Bahan kimia yang 

dimakslIcI adalah asam asetat : kloroform dengan perbandingan 1 : 9. 

d. Bahan fase diam pada analisis KLT.
 

Bahan yang dipakai adalab lempeng sllika gel (;1'254
 

e. Bahan pereaksi semprot pada analisis KLT.
 

Bahan yang digunakan untuk semprC't adalah vanillin-RCI.
 

f	 Bahan fase gerak pada analisis HPLC 

Bahan kimia yang digunakan berderajat pro analysis. Bahan kimia yang 

dimaksud adalah air: methanol: asam asetas glasial dengan perbandingan 69 

: 28 : 3. .---=~ 

24 
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g.	 Bahan fase diam pada analisis HPLC
 

Bahan yang dipakai adalah CJ 8.
 

2. AJat-aJat yang digunakan 

a.	 Perangkat alat Soxhlet 

b. Alat identifikasi senyawa dengan KLT 

Alat yang digunakan adalah lempeng KLT dengan ukuran 4 x 15 cm, lampu 

UV 254 nm, lampu UV 366 nm, oven, pipa kapiler, bejana pengembang dan 

seperangkat alat penyemprot. 

c. Alat identifikasi dengan HPLC 

Alat yang digunakan adalah seperangkat peralatan HPLC Shimadzu dengan 

kolom Shim-Pack CLC-ODS sedangkan detektor yang digunakan SPD6A 

UV Spectrophotometric detector. 

B. JaJannya PeneJitian 

1.	 Detenninasi tumbuhun. 

2.	 Pengumoulan bahan. 

Pengumpulan biji rambutan diambil dati buah yang masih segar. Biji yang sudah 

didapat dicuci dengan air bersih kemudian dipotong kecil-kecil, setelah itu biji 

rambutan dikeringkan. Biji. rambutan yang sudah kering kemudian digiling 

sehingga menjadi serbuk . 

3.	 Penyarian dengan alat soxhlet 

Biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) yang sudah diserbuk dibungkus 

menggunakan kertas saring kemudian dimasukan kedaJam bejana soxhlet. 
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Penyarian dilakukan sebanyak 2 kali dengan penyari yang berbeda yaitu 

petrolewn eter dan etanol 70%. Penyarian dengan petroleum eter didapatkan 

filtrat yang berupa senyawa yang dapat larut dalam petroleum eter seperti lemak, 

klorofil, dan senyawa lain yang terdapat dalam biji rambutan yang tidak 

diinginkan pada penelitian ini, setelah itu filtrat dibuang. Sedangkan ampas sisa 

dari penyarian dikeringkan didalam lemari pengering. Setelah ampas kering 

dilakukan penyarian lagi dengan menggunakan etanol 70% sehingga didapatkan 

filtrat yang diduga senyawa polifenol. Filtrat yang didapat kemudian di evaporasi 

sehingga didapatkan ekstrak kental. 

4.	 Reaksi warna 

Reaksi warna digunakan sebagai indikator untuk mengidentifikasi secara 

sederhana untuk mendeteksi adanya seny:lwa fenol. 

Filtrat + FeCh -7 Ungu agak gelap. Menandakan adanya senyawa fenol. 

5.	 Identifikasi dengan KLT dan HPLC 

a.	 Uji kandungan kimia dilakukan dengan prosedur KLT, dengan cara sebagai 

berikut: 

Fase diam silika gel GF254
 

Fase gerak asam asetat - kloroform (1 : 9)
 

Deteksi UV 254 nm, UV 366 nm, pereaksi Vanilin-HCl
 

b.	 Uji kandungan kimia dilakukan dengan prosedur HPLC, dengan cara sebagai 

berikut: 

Fase diam : CI8 

Fase gerak : air - metanol - asam asetat glasial (69:28:3) 
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Kolom : Shim-Pack CLC-ODS dengan panjang kolom 15-20 cm. 

Detektor : UV spectrophotometric detector dengan A275 nm 

Tekanan : 257 atm 

Volume injeksi : 20 JlL 

Debit : 1,5 IlL/menit 

C. Skematika Penelitian 

Serbuk b\ii rambutan dimasukkan kedalam kertas saring I 

~ 
Penyarian pertama dilakukan dengan petroleum eter I 

~ 
Ampas 

~ 
Ampas kering 

masukkan dalam 
kertas saring 

j 

I 

I 
~ 

Filtrat I 

.. 

, 

, 

~ 
renyanan Keaua 

dilakukan dengan etanol 
70% 

" 

I 
~ 

Ampas 

I 

I 
~ 

I Filtrat 

~ 
Filtrat di eva,::)Orasi hingga didapatkan filtrat 

kental kemudian hitung rendemennya 

i 
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Disiapkan ekstrak kental yang telah dilarutkan dengan 
etanol70% secukupnya 

Totolkan sampel diatas lempeng silika gel GF254 

berukuran 4x 15 sebanyak 3 totolan dan masing­
masing sebanyak 3x 

Masukkan lempeng kedalam bejana yang berisi fase 
gerak dan telah dijenuhkan 

Setelah terelusi sempuma, lempeng diambil dan 
diangin-anginkan, kemudian baca dan catat 

flouresensinya dibawah lampu UV254 dan UV366 

~ 
Setelah itu semprot dengan Vanilin-HCI dan catat 

perubahan apa yang teIjadi 

Siapkan larutan stok sampel 1% yang dibuat dengan 
cara 0.5g dalam 50mI 

1 
Siapkan larutan stok asam salisilat 0.1 %, 1%, 10% 

1 
Masukkan stok sampel, asam salisilat 0.1 %, 1%, 10% 

... 

" 

, 
! 

! 

kedalam kuvet masing-masing 

i 
I 1 

I 

Analisis menggunakan HPLC dengan fase diam C18 
dan fase gerak air : metanol : asam asetet glasial 
(69:28:3). Catat wak1u retensinya untuk masing­

masing puncak yang terbaca ,. 
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D. Analisis Hasil 

HasiJ dari isoJasi biji rambutan (Nephelium lappac:eum, L) berupa nilai 

rendemen yang didapatkan, sedangkan hasil dari identifikasi biji rambutan berupa 

harga Rf yang diperoleh pada identifikasi dengan KLT dibandingkan dengan data 

dari pustaka. Sedangkan jdentifikasi rnenggunakan HPLC hasil yang diperoleh 

berupa waktu retensi yang dapat digunakan untuk rnendeteksi senyawa yang 

terkandung dalarn biji rarnbutan (Nephelium lappac:eum, L). 

r
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BABIV
 

HASILPENELITIAN DANPEMBAHASAN
 

A. Identifikasi Tanaman 

Detenninsi tanaman rambutan adalah'sebagai berikut: 

lb, 2b, 3b, 4b, 12b, Db, 14a, 15a (137.Sapindaceae), lb, 2b, 4a, 5b, 7b, 8b, 9b, 25b, 

26b, 27b, 28b, 29b (15. Nephelium),J a, 2b Nephelium !appaceum, L 

Dari hasil detenninasi dapat disimpulkan bahwa tanaman tersebut adalah tanaman 

rambutan Nephelium !appaceum, L 

B. Persiapan Bahan 

Bahan utama berupa tanaman rambutan (Nephelium !appaceum, L) yang 

diperoleh dari desa Kaliwanglu Degolan Umbulmartani Ngemplak Sleman 

Jogjakarta pada bulan Januari 2004. Bagian tanaman rambutan (Nephelium' 

!appaceum, L) yang digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini adalah bijinya. 

Kemudian biji buah rambutan (Nephe!ium lappaceum, L) tersebut dipotong kecil­

ke~i1 untuk mempercepat· proses pengeringan serta mempennudah proses 

pengilingan sehingga diperoleh sampel dalam bentuk serbuk. Proses penggilingan 

dilakukan dengan menggunakan mesin penggiling khusus. Setelah didapat sampel 

dalam bentuk serbuk, kemudian dilakukan proses isolasi dan identifikasi untuk 

mendapatkan senyawa polifenol dari biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) yang 

telah diserbuk. 

30
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C. Isolasi dan penetapan rendemen 

Isolasi senyawa polifenol dilakukan dengan alat penyari soxhlet. Cara ini 

dipiJih karena sampel yang digunakan dalam jumlah keeil dan dalam bentuk serbuk. 

Selain itu penggunaan alat soxhlet dapat memberikan hasil yang lebih mumi. 

Pada metode ini serbuk biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) yang akan 

diisolasi dimasukan ke dalam wadah gelas yang diletakan diantara labu penyulingan 

dengan pendingin aliran balik dan dihubungkan dengan labu melalui pipa. Akan 

tetapi serbuk biji Rambutan (Nephelium lappaceum, L) teIah dibungkus dalam kertas 

saring sebelum dimasukan kedalam wadah gelas tersebut. Pembungkusan serbuk biji 

Rambutan (Nephelium lappaceum, L) ini dimaksudkan agar sampel tidak terbawa 

oleh pelarut. Penyarian dilakukan seIama 3-4 jam dengan kecepatan 4-6 sirkulasi per 

Jam. 

Penyarian dengan alat suxhlet dihkukan sebanyak dua kali untuk. 8atu 

sampel, pertama menggunakan pelarut petroleum eter yang bersitat non polar. 

Petroleum eter berfungsi untuk mdarutkan lemak, klorofil, dan senyawa-scnyawa 

lain yang dapat mengganggu proses isolasi polifenol, sehingga sampel yang telah 

dickstraksi dengun p~troleum eter bebas dari lemak, klorofil, dan scnyawa-senyawa 

yang dapat mengganggu proses isolasi senyawa polifenol. Setelah sampel selesai 

diekstraksi dengan petroleum eter sampel dikeringkan dan kemudian sampel yang 

telah kering disohlet lagi dengan menggunakan pelarut etanol 70%. Untuk 

mendapatkan ekstrak kentaI maka sampeI yang teIah disoxhlet dengan etanol 70% di 

evaporasi. Ekstrak kental yang didapat berupa eairan yang sangat kental, lengket dan 

berwarna eoklat. 
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Dari hasil isolasi diperoleh ekstrak kental biji Rarnbutan (Nephelium 

lappaceum, L). Hasil isolasi yang berupa ekstrak kental tersebut dihitung 

rendemennya dalam bib terhadap berat kering serbuk biji Rambutan. Hasilnya dapat 

dilihat pada tabel. I. 

Tabe1 I. Hasil rendemen senyawa polifenol biji rambutan 

No Berat Sampel (g) Berat ekstrak kental (g) Rendemen (%) 

1 200 1.38 0.69 

2 200 2.24 1.12 

3 200 1.89 0.95 

Duri hasil sokhletasi diperoleh senyawa polifenol dari biji rambutan berwama coklat 

muda, berbau agak manis, lengket dan mempunyai rendemen 0.92%. 

D. Pemeriksaan dengan KLT 

Cara terbaik untuk isolasi dan identifikasi senyawa fenol ialah dengan 

mengunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). KLT memiliki beberapa kelebihan, 

antara lain spesifik, sensitif dan lebih mudah dilakukan. Pada penelitian ini plat KLT 

yang digunakan adalah siJika gel GF254 yang berfungsi sebagai fase diamnya 

sedangkan fase geraknya terdiri dari asam asetat dan kloroform dengan perbandingan 

I : 9. 

Sampel yang digunakan berupa ekstrak kental biji rambutan (Nephelium 

lappaceum, L) diambil secukupnya kemudian ditambahkan pelarut etanol 70% 

secukupnya sehingga ekstrak kental tadi berubah menjadi ekstrak yang cairo Dalam 

penambahan pelarut ini perlu diperhatikan baik-baik karena jika penarnbahan pelarut 
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kurang maka hasil dari KLTnya nanti kurang bagus begitu juga sebaliknya jika 

pcnambahan pcJarut terlalu banyak maka pada deteksi menggunakan KLT senyawa 

yang dimaksud tidak dapat muneul. Plat KLT yang digunakan berukuran 4xl 5 em, 

plat KLT yang sudah siap kemudian ditotoli dengan larutan sampelsebanyak 3 

sejajar sehingga pada satu plat terdapat 3 totolan sampel yang sejajar, adapun 

tujuannya adalah untuk melihat dan membandingkan seeara bersama-sama pada satu 

plat bereak-bereak yang terdeteksi. Setelah ketiga totolan yang sejajar tadi kering 

kemudian masing-masing totolan ditambahkan 2 totolan lagi sehingga totalnya untuk 

satu totoIan dilakukan penotolan sebanyak 3 kali. Setelah semua totolan kering plat 

KLT siap untuk dielusi didalam bejana pengembang. 

Sebelum plat KLT yang telah siap untuk dielusi dimasukan kedalam bejana 

pengembang ada hal-hal yang perlu dilakukan yaitu penjenuhan bejana pengembang, 

penjenuhan bejana pengembang dilakukan dengan tujuan agar bejana benar-benar 

jenuh oleh fase gerak sehingga arah pengembangan yang dihasilkan menjadi lurus 

dan terarah. 

dapal dilakukan dengan sinar UV254, UV366 dan pereaksi scmpfUl vanilin Hel 

Pengembangan dilakukan satu kali untuk memperoleh senyawa polifenol yang 

spesifik dan terbatas. Data bereak dan harga Rf dari ekstrak biji Rambutan 

(Nephelium lappaceum, L) dapat dilihat pada tabel II dan profil KLT dapat dilihat 

pada gambar 1 dan 2. 
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Tabel II. Hasil KLT senyawa polifenol biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) 
dengan deteksi sinar UV254, UV366 dan pereaksi semprot vanilin HCl 

No hRf Setelah disemprot vanilin HCl Keterangan 

UV254 UV366 

1 8 Biru - Pirogalol 

2 17 Merah gelap - Resorsinol 
I ...; 35.) - Hijau kekuningan Katekol 

4 82 Merah muda - Vanilat 

5 91 - Bim terang Salisilat 
....- '.'."'._.'" ....--._..... 

Berdasarkan data diatas terdeteksi ada 5 bercak setelah desemprot dengan Vanilin-

HCl yaitu terdeteksi 3 bcrcak pada UV254 dengan hRf 8 berwama bim yang 

mcnandakan senyawa pirogalol, hRf 17 berwarna merah gelap yang menandakan 

senyawa resorsinol dan hRf 82 berwarna merah muda yang menandakan senyawa 

vanilat. Sedangkan pada UV366 terdeteksi 2 bercak dengan hRf 35 berwama hijau 

kekuningan yang menandakan senyawa katekol dan hRf 9] berwama bim terang 

yang menandakan senyawa salisilat. 

I 
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o 

o 
o 

o 

o 

Gambar 1. Kromatogram KLT UV254 Gambar 2. Kromatogram KLT UV366 

Semprot Vanilin-HCl Semprot VaniJin-HCI 

E. Pemeriksaan dengan HPLC 

Kemajuan dalam tekhnologi kolom, sistem pompa tekanan tinggi, dan 

detektor yang sensitif telah menyebabkan perubahan kromatografi kolom calf 

menjadi suatu sistem pemisahan dengan kecepatan dan efisiensi yang tinggi. Metode 

ini dikenal sebagai kromatografi cair kinerja tinggi. 



36 

Pada penelitian ini HPLC digunakan untuk menguji keberadaan suatu 

senyawa dalam sampel. Hal yang pertama dilakukan adalah melarutkan sampel yang 

berupa ekstrak kental kedalan pelarut yang sesuai, hal ini dilakukan dengan cara 

membuat larutan stok 1% untuk sampel dimana ekstrak kental ditimbang sebanyak 

sao mg dan dilarutkan dalam etanol 70% sebanyak 50 ml. Setelah itu membuat 

larutan stok untuk senyawa standar dalam hal ini yang digunakan adalah asam 

salisilat, pada pembuatan larutan standar asam salisilat ini dibuat dengan kadar 0.1 %, 

1%,10%. 

Pada kondisi penelitian ini menghasilkan 6 puncak kromatogram pada ekstrak 

biji rambutan (NepheliuJ11 lappaceum. L) dengan waktu tambat / retention time (Rt) 

tiap-tiap puncak dapat dilihat pada Tabel III. Waktu tambat ini merupakan waktu 

sejak penyuntikan sampel maksimum puncak. Sifat ini sebenamya ciri khas cuplikan 

pada kondisi operasi tertentu, artinya pada kondisi operasi yang tepat dan sarna 

waktu tambat dapat terulang dalarn batas 1% sehingga dapat untuk mengidentifikasi 

setiap puncak (analisis kuantitatif) dengan bantuan senyawa mumi sebagai 

unvai waktu tambat yang sarna atau 

berdekatan, tetapi tiap senyawa hanya mempunyai satu waktu tambat saja dUll waktu 

tambat ini tidak dipengaruhi adanya komponen lain. Pada penelitian ini identifikasi 

seayawa dapat dilihat dan data waktu tambat senyawa pembanding, dalam hal ini 

senyawa pembanding yang digunakan adalah asam salisilat. Berikut data waktu 

tambat yang mengindikasikan suatu senyawa beserta dengan salah satu senyawa 

pembanding yaitu asam salisilat. 

1­
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Tabel Ill. Hasil analisismenggunakan HPLC 

r--NO------No----------------Waktu rete~sT-------~--- -------- -----Kete-ia~gan ---

Puncak 
I--­

7 5.1441 
19.2752 18 

'"l 
;) 19 23.422 

26.5094 21 
40.3165 9 

19 58.9706 
7 15 20.293 Pembanding (asam salisilat) 

Dari data diatas dapat djambil keterangan bahwa sebenamya tujuan dari 

pengujian sampel menggunakan metode HPLC adalah untuk melihat apakah didalam 

sampel terdapat senyawa asam salisilat. Ada atau 6dak adanya senyawa asam 

salisilat dalam sampel dapat dilihat dari waktu retensi yang ada, seharusnya pada 

pengujian ini tidak hanya pembanding asam salisilat saja yang ada seharusnya 

pembanding yang disediakan adalah sesuai dengan senyawa yang terdeteksi dengan 

rnenggunakan metode KLT sehingga kita bisa membandingkan hasil yang didapat 

antara penggunaan metode KLT dan metode llPLC apakah data analisis kedua 

metode tersebut dapat saling mendukung. Tidak dibuatnya pembanding dari 5 

senyawa yang terdeteksi dengan menggunakan metode KLT dikarenakan tidak 

tersedianya senyawa-senyawa tersebut didalam laboratorium dan senyawa-senyawa 

tersebut juga sulit dicari. Jadi kesimpulan yang didapat dari analisis menggunakan 

metode HPLC ini adalah bahwa didalam sampel ekstrak biji rambutan (NepheliuJJl 

lappaceum. L) tidak terdapat senyawa asam salisilat akan tetapi terdapat minimal 5 

senyawa polifenol lain yang jenis-jenisnya be1um terdeteksi dan solusi yang terbaik 

adalah dengan cara membuat senyawa pembanding sesuai dengan yang terdeteksi 

1_ 
.1 
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pada metode KLT kemudian mencoba-coba senyawa pernbanding satu demi satu 

disuntikkan kedaJam sampeJ secara berJebih untuk dapat meJihat perubahan puncak 

waktu retensi tertentu sehingga dari ke 6 puncak tersebut dapat terdeteksi baik satu 

maupun seluruhnya apakah sesuai dan sarna jenis senyawanya yang terdeteksi 

dengan KLT. 

-------,­
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KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

J.	 HasiJ penyarian dengan alat soxhletasi dari biji rambutan (Nepheliu/71 

lappaceum, L) menghasilkan rendemen sebesar 0.92% berwama coklat 

muda, berbau agak manis, dan lengket. 

2.	 Pemisahan dan identifikasi komponen senyawa polifenol dari biji rambutan 

(Nephelium lappaceum, L) secara KLT setelah disemprot VaniJin-HCI 

terdeteksi 3 bercak pada tN254 dengan hRf 8 berwama biru yang 

menandakan senyawa pirogalol, hRf ]7 berwama merah gelap yang 

menandakan senyawa resorsinol dan hRf 82. berwama merah muda yang 

menandakan senyawa vanilat. Sedangkan pada UV366 terdeteksi 2 bercak 

dengan hRf 35 berwama hijau kekuningan yang menandakan senyawa 

katekol dan hRf 91 berwama biru terang yang menandakan senyawa 

salisi Iat. 

3.	 Analisis dengan HPLC dari biji rambutan (Nepheliu-m lappaceum, L) 

mcnghasilkan scJikilnya 6 puncak ulama Imhkan Icbih yang JiJuga 

senyawa poJifenol. 

B. Saran 

1.	 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan metode HPLC dengan 

menyediakan senyawa-senyawa pembanding seperti katekol, resorsinol, 

pirogalol, asam vanilat, asam salisilat. 

39 
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2. Perlu dilakukan penelitian dengan menggunaan metode yang berbeda 

scpcrti pcnggunaan GeMS. 

II 
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Foto 1. Deteksi dengan UV366 Foto 2. Deteksi dengan UV366 

Sebe1um disemprot Sete1ah disemprot 
VanilinHCI Vanilin HCI 

Foto 3_Deteksi dengan UV254 

: sete1ah l disemprot 
Vanilin HCI 



Foto 4. Biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) yang sudah dikeringkan. 

Foto 5. Serbuk biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) kering. 

Foto 6. Ekstrak Biji rambutan (Nephelium lappaceum, L) yang telah diencerkan 
dengan kadar 1%. 
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