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Abstrak—Sebuah senyawa biflavonoid telah diisolasi dari
fraksi II.C ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda yaitu
morelloflavon (1). Senyawa ini pernah dilaporkan sebelumnya
dari beberapa spesies Garcinia. Penelitian ini merupakan
penelitian lanjutan dari Riyanto (2006). Isolasi senyawa
dilakukan dengan cara kromatografi dan rekritalisasi. Struktur
senyawa 1 dielusidasi menggunakan metode spektroskopi,
meliputi "H-NMR, ®C-NMR, dan DEPT 135.

Kata kunci—biflavonoid; Clusiaceae; Garcinia tetranda;
morelloflavon

I. PENDAHULUAN

Hutan tropis yang kaya akan berbagai jenis tumbuhan
merupakan sumber daya hayati sekaligus sebagai gudang
senyawa kimia, baik berupa senyawa metabolit primer seperti
protein, karbohidrat, dan lemak yang digunakan sendiri oleh
tumbuhan tersebut untuk pertumbuhannya, maupun senyawa
metabolit sekunder seperti terpenoid, steroid, kumarin,
flavonoid dan alkaloid yang pada umumnya digunakan
sebagai attractant, protectan, dan rappelant [1].

Tumbuhan dari famili Clusiaceae diketahui sebagai
sumber dari senyawa metabolit sekunder, antara lain
benzopenon, santon, flavonoid dan kumarin, yang aktif
sebagai antileukimia, antitumor, dan antimikrobial [2]. Famili
Cluseaceae terdiri dari 40 genus dan lebih dari 1000 spesies
yang tersebar di daerah tropis dan subtropis [3]. Salah satu
spesies Garcinia (Cluseaceae) yang masih jarang diteliti
kandungan kimianya adalah Garcinia tetranda yang akan
dijadikan objek pada penelitian ini.

Berdasarkan penelitian terhadap Garcinia tetranda
yang dilaporkan sebelumnya, telah berhasil diisolasi beberapa
senyawa santon dari berbagai bagian seperti kulit akar [4-7],
kulit batang [8-11], kayu batang [12-13], dan kayu akar [14-
15], serta biflavonoid dari kayu batang [16]. Pada penelitian
yang telah dilakukan oleh Riyanto pada tahun 2006, telah
berhasil diisolasi 1,3,4,5,8-pentahidroksisanton dari FG G
KCV pertama fraksi metilen klorida hasil partisi ekstrak etil
asetat kayu akar Garcinia tetranda. Selain itu juga berhasil
diisolasi 1,3,5-trihidroksi-6,7-kromanosanton dari FG 1-2 dan
dulsanton D dari FG 4 hasil KCV kedua [15]. Dari penelitian
tersebut, masih terdapat fraksi II.C yaitu gabungan beberapa
fraksi yang belum diteliti, sehingga memberi peluang besar
dilakukannya penelitian lanjutan untuk mengisolasi senyawa
baru yang terdapat pada kayu akar Garcinia tetranda.

II. METODOLOGI PENELITIAN
A. Perlatan dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain seperangkat alat gelas seperti gelas ukur, erlenmeyer, kaca
arloji, botol vial, pengaduk, pipet tetes, pipet kapiler, bejana
pengembang (chamber), dan corong. Peralatan lain yang
digunakan antara lain, seperangkat alat Kromatografi Cair
Vakum (KCV), seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis
(KLT), seperangkat alat penguap vakum (Rotary Evaporator
Buchi R-11), penyaring vakum, kertas saring, aluminium foil,
lampu Ultra Violet (UV) 254 dan 366 nm, spektrometer UV-
VIS 1700 Pharmastec Shimadzu, spektrometer IR BUCK
Scientific 500, spektrometer NMR (400 MHz untuk 'H dan
13C), dan DEPT 135.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain, fraksi II1.C hasil KCV ekstrak etil asetat kayu akar
Garcinia tetranda dari penelitian Riyanto (2006), beberapa
pelarut hasil detilasi dari pelarut teknis seperti n-heksana,
metilen klorida, etil asetat, kloroform, dan metanol, plat
aluminium silika gel Merck 60 F,s; 0,25 mm ukuran 20x20
dengan aluminium sebagai penyangga fasa diam untuk
Kromatografi Lapis Tipis (KLT), silika gel Merck 60 GF,s4
untuk kromatografi kolom, silika gel 60 (35-70 mesh ASTM)
untuk impregnasi, serium sulfat 1,5% dalam H,SO, 2N untuk
penampak noda KLT, dan metanol-d,, TMS (standar dalam).

B. Prosedur Penelitian

B1. Isolasi Senyawa

Serbuk kering seberat 2,2299 gram fraksi II.C ekstrak
etil asetat kayu akar Garcinia tetranda dari penelitian Riyanto
(2006) difraksinasi dengan kromatografi cair vakum (KCV)
menggunakan silika gel sebagai fasa diam dan dielusi
menggunakan n-heksan 100%, campuran n-heksan : etil asetat
dengan meningkatkan kepolarannya (99:1, 95:5, 90:10, 85:15,
80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50), etil asetat 100%, dan
metanol 100%. Hasil fraksinasi tersebut ditampung dalam 118
botol vial @150 mL kemudian dimonitoring dengan KLT
menggunakan eluen n-heksan : etil asetat (3 : 2). Vial-vial
yang memiliki Rf yang relatif sama kemudian digabungkan,
dievaporasi dan ditimbang, sehingga didapatkan 7 fraksi, yaitu
fraksi A (vial 1-22) 421,6 mg; fraksi B (vial 23-37) 307 mg;
fraksi C (vial 38-50) 93 mg; fraksi D (vial 51-56) 32,5 mg;
fraksi E (vial 57-80) 19,3 mg; fraksi F (vial 81-113) 1,0663
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gram; dan fraksi G (vial 114-117) 80,2 mg. Fraksi F
dimurnikan dengan cara rekristalisasi sebanyak 3 kali
menggunakan pelarut metilen klorida, kloroform, dan n-
heksan—etil asetat. Rekristalisasi dimonitoring dengan KLT
menggunakan eluen metilen klorida : etil asetat (1:1) yang
ditambahkan 2 tetes metanol. Padatan hasil rekristalisasi
ketiga selanjutnya disebut sebagai senyawa 1.

B2. Uji Kemurnian Senyawa

Senyawa 1 diuji kemurniannya dengan KLT 3 eluen
berbeda menggunakan n-heksan : etil asetat (2 : 3), kloroform
: metanol (9 : 1), dan metilen klorida : aseton (3 : 2), serta
KLT 2 dimensi dengan dua ecluen yang berbeda, yaitu
kloroform : metanol (9 : 1) dan metilen klorida : aseton (2 : 3).

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Elusidasi Struktur Senyawa 1

Senyawa 1 berupa padatan berwarna kuning kehijauan
seberat 86 mg berhasil diisolasi dari fraksi II.C ekstrak etil
asetat kayu akar Garcinia tetranda. Struktur senyawa 1
dielusidasi menggunakan spektroskopi UV, IR, 1H-NMR,
13C-NMR dan DEPT 135. Pengukuran menggunakan
spektroskopi UV senyawa 1 menghasilkan A, (MeOH) 286
nm yang mengindikasikan adanya eksitasi elektron dari ©# >
n*, merupakan kromofor yang khas untuk sistem ikatan
rangkap terkonjugasi (-C=C-C=C-) atau pada cincin aromatik.
Serapan pada Ay (MeOH) 344 nm mengindikasikan adanya
eksitasi elektron dari n = w*, yaitu adanya heteroatom atau
karbonil terkonjugasi (-C=C-C=0). Spektrum UV senyawa
flavonoid berkisar antara A, 260-290 nm untuk pita II dan
Amaks 330-360 nm untuk pita I serta dicirikan dengan intensitas
absorbsi yang rendah pada pita I [17], sesuai dengan spektrum
UV Apas (MeOH) senyawa 1. Penambahan NaOH
menyebabkan pergeseran batokromik dari 286 nm ke 322 nm
dan 344 nm ke lebih dari 400 nm. Hal ini menunjukkan
adanya gugus hidroksi yang mengalami kesetimbangan keto-
enol dengan gugus karbonil (C=0O). Adanya pergeseran
batokromik dengan penambahan AICl; dan spektrum senyawa
1 berada diantara MeOH dan AICl; dengan penambahan HCI
menunjukkan bahwa senyawa 1 berpeluang mengandung OH
khelat dan sistem orto-dihidroksi yang tersubtitusi pada
kerangka dasarnya.

Spektrum IR senyawa 1 menunjukkan adanya serapan-
serapan khas untuk gugus fungsi tertentu, diantaranya adanya
gugus OH bebas pada Vs 3283 cm™, C-H alifatik pada Vg
2905 cm™', karbonil (-C=0) yang terkhelat oleh gugus hidroksi
pada v, 1643 cm’ dan 1601 cm'l, C=C aromatik pada Vs
1582 cm™, 1516 cm™, 1462 cm’™, dan 1431 cm™ , C-C pada
Unmaks 1369 cm™, 1304 cm™, dan 1258 cm™ dan C-O pada Ly
1169 cm'l, 1111 cm'l, 1084 cm'l, dan 1046 cm’. Serapan-
serapan tersebut sesuai dengan serapan khas gugus fungsi
senyawa flavonoid, schingga memperkuat hipotesa hasil
analisa spektrum UV bahwa senyawa 1 diduga merupakan
golongan flavonoid.

Spektrum '"H-NMR senyawa 1 memperlihatkan sinyal-
sinyal pada pergeseran kimia oy (ppm) 7,35 (1H,d,J=2Hz);
7,29 (1H,dd,/=8,8&2Hz); 7,10 (1H,d,J=8,4Hz); 7,06
(1H,d,/=8,4Hz); 6,91 (1H,d,/=8,8Hz); 6,62 (1H,d,/=8,4Hz);
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6,42 (1H,d,J=8,4Hz); 6,42 (1H,s); 6,25 (1H,s); 5,98
(1H,d,/=2Hz); 5,96 (1H,d,/=2Hz); 5,75 (1H,d,J=12,4Hz), dan
4,82 (1H,d,J=12,4Hz). Adanya pergeseran pada &y (ppm) 5,98
(1H,d,J=2Hz); 5,96 (1H,d,J=2Hz); 5,75 (1H,d,J=12,4Hz);
7,10  (1H,dJ=8,4Hz); 7,06 (1H,d,J=8,4Hz); 6,62
(1H,d,J=8,4Hz); 6,42 (1H,d,J=8,4Hz) menunjukkan pola
yang sama dengan senyawa flavonon naringenin [18],
sehingga diduga salah satu struktur senyawa 1 adalah seperti
naringenin. Adanya pergeseran pada oy (ppm) 6,42 (1H,s);
6,25 (1H,s);7,35 (1H,d,J=2Hz); 7,29 (1H,dd,/=8,8&2Hz);
6,91 (1H,d,J=8,8Hz) menunjukkan pola yang sama dengan
senyawa flavon luteolin [19], sehingga diduga salah satu
struktur yang lain dari senyawa 1 seperti luteolin. Adanya
sinyal-sinyal proton doublet dengan coupling constant J=12
Hz pada 6y (ppm) 5,75 (1H,dJ=12Hz) dan 4,82
(1H,d,J=12,4Hz) merupakan data khas untuk proton pada H-2
dan H-3 flavanon dan adanya sinyal proton singlet pada oy
(ppm) 6,42 (1H,s) merupakan data khas untuk proton sp® pada
H-3 flavon dari senyawa biflavonoid gabungan flavonon-
flavon [20]. Analisa spektrum "H-NMR ini mengindikasikan
bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa biflavonoid
gabungan flavonon-flavon (naringenin-luteolin).  Untuk
memastikan hal tersebut perlu diperhatikan data perbandingan
'H-NMR senyawa 1 dengan senyawa biflavonoid gabungan
naringenin-luteolin atau yang disebut sebagai morelloflavon
dari beberapa literatur (Tabel 1). Berdasarkan data
perbandingan tersebut, secara keseluruhan data spektrum 'H-
NMR senyawa 1 dengan senyawa morelloflavon dari beberapa
literatur menunjukkan kemiripan. Hal ini mendukung hipotesa
sebelumnya bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa
biflavonoid (naringenin-luteolin) atau morelloflavon.

Tabel 1. Perbandingan data 8y (ppm) spektrum 'H-NMR
senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon

Po
sis | Senyawa 1?9 221 2319 2419 2519
ic
L | 5B(R.d | 573(Hd | 564(Hd | 5720Ad | 575 (I.d,
J=12,4Hz) J=12Hz) J=12H) J=12Hz) J=123Hz)
3 | A820Hd [ 486(H& [ 43 (IHA | 4860Hd | 4o
J=12,4Hz) J=12Hz) J=12Hz) J=12Hz) 6 (H,
5,96 (11, d, 5,07 (11, 4,
6 At 5970119 | sesams) | serams | G
5,08 (11, d, 5,08 (11, d,
8 atie) 5970119 | sesams) | seramy | 5 Gs
S | 706(IH.d. | 708(IH.d, | 709(IH.d. | 7.08(IH.d. | 7.06 (IH.d.
J=8,4Hz) J=9Hz) J=8Hz) J=8Hz) J=8,4Hz)
w | 62(Hd | 650(Hd | 650(IHd | 632(1H,d | 662(IHd
J=8,4Hz) J=9Hz) J=8Hz) J=8Hz) J=8,4Hz)
5 | 642(Hd | 650(IHd | 650(IH.d, | 632(1H,d | 642(IH.d
J=8,4Hz) J=9Hz) J=8Hz) J=8Hz) J=8,5Hz)
o | 710CHd | 708(HLd | 7.09(IH.d | 708 (IH.d, | 7,10 (IHd
J=8,4Hz) J=9Hz) J=8Hz ) J=8Hz) J=8,5Hz)
3 | 642(1s) | 643(10s) | 644(1lLs) | 653 (105 | 642(10,s)
6 | 625(IH,s) | 620(1Hs) | 619(1Hs) | 6.17(IHs) | 6.26(1H,s)
73530, d, | 7,72 (10, d, 731 (10, | 7,35 (10, d,
2 J=2Hz) J=2Hz) 7,37 (1H, m) brs) J=1,95Hz)
I 69T (IH,d, | 680(IH,d, | 684 (IH, 4, 6,92 (1H, d,
3 =8 8H2) J=9Hz) 8) 7,20 (1K, br) |y sy
7,30 (1H,
6" | 720 (10, dd, | 7,19 (1H, dd, dd,
J=88&2H7) | J=9&2Mzy | A7 (Hm) 680 (IHbr) g 4sk g
SHz)

Keterangan: pelarut yang digunakan a) metanol-d;, b) DMSO-ds;, ¢) DMSO-ds, d)
DMSO-d;, ¢) metanol-d;
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Selanjutnya perlu diperhatikan pula data spektrum Be-
NMR senyawa 1. Analisa spektrum "C-NMR senyawa
memperlihatkan sinyal-sinyal pada pergeseran kimia d¢ (ppm)
197,9; 183.,9; 168,3; 165,8; 164,9; 163,5; 162,6; 158,7; 157,8;
151,1; 151,0; 147,3; 146,9; 130,5; 129,3; 123,4; 120,6; 116,9;
115,6 (2x); 114,3; 105,1; 103,4; 103,1; 102,2; 99,8; 97,6; 96,4;
82,8; dan 48,6. Adanya pergeseran pada dc (ppm) 183,9 dan
197,9 merupakan data khas untuk C karbonil dari suatu
senyawa biflavonoid dan adanya pergeseran pada &¢ (ppm)
82,7; 48,6; 97,6; 96,4; 103,4; 99,8; 102,2; merupakan data
khas kerangka biflavonoid (flavonon-flavon) pada posisi C-2,
C-3, C-6, C-8, C-2", C-6", dan C-8" dengan kopling karbon-
karbon antara flavonon dan flavonnya terjadi pada C-3 dan C-
8" [20]. Adanya pergeseran pada d¢c (ppm) 130,5; 129,3 (2x);
115,6 (2x); 158,7 merupakan data khas untuk karbon-karbon
dalam satu kelompok proton aromatik tipe AA’BB’ seperti
senyawa naringenin [18] dan adanya pergeseran pada o¢
(ppm) 123,4; 114,3; 147,3; 151,0; 116,9; 120,6 merupakan
data khas untuk karbon-karbon dalam satu kelompok proton
aromatik tipe ABX, seperti senyawa luteolin [19]. Analisa
data spektrum “C-NMR ini mendukung hipotesa sebelumnya
bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa biflavonoid
(naringenin-luteolin) atau morelloflavon.

Tabel 2. Perbandingan data 3¢ (ppm) spektrum BC-NMR
senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon

Posi | Semws | pap | pap | 3P | 4 | s
2 82,7 81,0 82,3 81,0 81,1 82,2
3 48,6 48,7 50,1 48,4 48,1 48,4
4 197,9 195,6 197,2 196,3 195,4 197,7
4a 103,1 101,5 101,6 101,6 101,3 103,3
5 163,5 163,5 163,5 161,8 163,3 163,4
6 97,6 96,2 97,2 95,4 96,0 97,5
7 168,6 166,3 162,4 163,6 166,1 168,3
8 96,4 95,2 96,1 96,3 94,9 96,5
8a 164,9 162,5 164,2 166,6 162,4 164,9
I' 130,5 128,0 129,8 128,2 127,8 130,6
2' 129,3 128,1 129,4 128,6 127,6 129,4
3 115,6 114,4 115,5 114,5 1143 115,7
4 158,7 157,1 158,7 157,4 157,0 158,7
S' 115,6 114,4 115,5 114,5 1143 115,6
6' 129,3 128,1 129.,4 128,6 127,6 129,4
2" 165,8 163,2 164,2 163,8 163,3 165,9
3" 103,4 102,4 103,8 102,3 102,6 103,3
4" 183,9 181,4 183,1 181,7 181,0 183,9
4b 105,1 103,3 103,0 103,2 102,6 105,1
5" 157,8 160,3 164,9 160,6 160,1 157,5
6" 99,8 98,6 99,6 98,7 98,3 99,9
7" 162,6 161,4 165,6 162,9 161,5 162,7
8" 102,2 100,5 103,9 100,6 99,3 102,1
8b 151,1 155,0 165,8 155,3 154,8 151,1
" 123,4 121,2 123,5 121,1 121,3 123,5
2" 1143 113,1 114,2 113,4 1133 114,2
3" 1473 145,4 146,3 145,7 145,3 147,0
4" 151,0 149,4 150,0 149,8 149,2 151,0
5" 116,9 116,1 116,5 116,2 115,6 116,9
6" 120,6 119,0 120,7 119,4 118,4 120,6

Keterangan: pelarut yang digunakan a) metanol-dy, b) CDCl; , ¢) DMSO-ds, d) DMSO-
ds, €) DMSO-dj, f) metanol-d;

Berdasarkan tabel perbandingan data "“C-NMR
senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon (Tabel 2),
pergeseran BC-NMR senyawa 1 memiliki kesamaan dan
perbedaan dengan data pergeseran *C-NMR morelloflavon
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dari masing-masing literatur, namun tetap memperlihatkan
pola yang sama dan secara keseluruhan data pergeseran "*C-
NMR senyawa 1 memiliki kemiripan dengan data-data yang
dihasilkan dari [21-25], sehingga dapat disarankan sementara
bahwa senyawa 1 merupakan morelloflavon. Adanya sedikit
perbedaan data pergeseran BC.NMR senyawa 1 dan
morelloflavon dari kelima literatur ini dikarenakan efek
pelarut yang digunakan. Penggunaan pelarut yang berbeda
memiliki sifat magnetik yang berbeda-beda. Hal ini
berpengaruh terhadap interaksi dengan medan magnet
sehingga d¢ (ppm) suatu senyawa ikut bergeser, namun tetap
memiliki pola yang sama, dalam penelitian ini yaitu senyawa
morelloflavon [26].

Pergeseran "*C-NMR senyawa 1 paling mendekati
dengan pergeseran “C-NMR morelloflavon dari penelitian
[25]. Hal ini dikarenakan pelarut yang digunakan sama, yaitu
metanol. Nilai pergeserannya tidak persis sama disebabkan
perbedaan tingkat kemurnian masing-masing senyawa. Bila
diperhatikan lebih lanjut, spektrum '"H-NMR senyawa 1 mirip
dengan spektrum 'H-NMR senyawa morelloflavon dari
penelitian [24], hanya saja integrasi proton spektrum 'H-NMR
senyawa 1 sekitar dua kali lipat spektrum 'H-NMR senyawa
morelloflavon tersebut dan jumlah karbon dalam spektrum
BC-NMR senyawa 1 berjumlah lebih dari 30 atom karbon
(kelaziman satu senyawa biflavonoid mengandung 30 atom
karbon [20]) sehingga mengakibatkan perbedaan tingkat
kemurnian antara senyawa 1 dan morelloflavon tersebut.
Rentang pengukuran titik leleh merupakan salah satu
parameter kemurnian senyawa. Perbedaan rentang titik leleh
mengindikasikan tingkat kemurnian senyawa morelloflavon
yang terukur. Perbedaan tingkat kemurnian morelloflavon dari
beberapa literatur tersebut memungkinkan adanya beberapa
perbedaan pergeseran *C-NMR, namun masih memiliki pola
yang sama, sehingga adanya perbedaan pergeseran pada
senyawa 1 dan morelloflavon dari beberapa literatur secara
keseluruhan disebabkan oleh perbedaan pelarut dan tingkat
kemurnian senyawa.

Untuk memastikan letak posisi proton-proton senyawa
1 dilakukan analisa DEPT 135. Hasil analisa DEPT senyawa 1
menunjukkan adanya 12 proton metin yang terdiri dari 2
proton alifatik yaitu pada 8¢ (ppm) 82,8 dan 50,1 serta 10
proton aromatik yaitu pada 8¢ (ppm) 129,3; 120,6; 116,9;
115,6 (2x); 114,3; 103,4; 99,8; 97,4; dan 96,4. Data DEPT
tersebut menunjukkan pergeseran yang sama dengan data *C-
NMR senyawa 1 pada posisi C-2, C-3, C-6, C-8, C-2', C-5', C-
6, C-3", C-6", C-2™, C-5", C-6" hipotesa senyawa
morelloflavon, sesuai dengan perkiraan posisi proton
sebelumnya. Selain itu data HMBC dan HMQC morelloflavon
dari penelitian [25] sebagai data sekunder juga sesuai untuk
hipotesa senyawa 1 sebagai morelloflavon, sehingga semakin
memperkuat hipotesa dari analisa data "H-NMR dan *C-NMR
bahwa senyawa 1 Dberpeluang merupakan senyawa
morelloflavon. Berdasarkan hasil analisa di atas disarankan
senyawa 1 merupakan senyawa morelloflavon dengan struktur
sebagai berikut,
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IV. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian lanjutan yang telah dilakukan
terhadap fraksi II1.C dari ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia
tetranda, diisolasi senyawa 1 yaitu sebuah senyawa
biflavonoid morelloflavon, berupa padatan berwarna kuning
kehijauan. Senyawa ini pernah dilaporkan sebelumnya dari
beberapa spesies Garcinia.
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H

PENDAHULUAN

utan tropis yang kaya akan berbagai jenis tumbuhan merupakan sumber daya hayati sekaligus sebagai gudang senyawa kimia, baik berupa senyawa metabolit primer seperti protein, karbohidrat, dan lemak yang digunakan sendiri oleh tumbuhan tersebut untuk pertumbuhannya, maupun senyawa metabolit sekunder seperti terpenoid, steroid, kumarin, flavonoid dan alkaloid yang pada umumnya digunakan sebagai attractant, protectan, dan rappelant [1].

Tumbuhan dari famili Clusiaceae diketahui sebagai sumber dari senyawa metabolit sekunder, antara lain benzopenon, santon, flavonoid dan kumarin, yang aktif sebagai antileukimia, antitumor, dan antimikrobial [2]. Famili Cluseaceae terdiri dari 40 genus dan lebih dari 1000 spesies yang tersebar di daerah tropis dan subtropis [3]. Salah satu spesies Garcinia (Cluseaceae) yang masih jarang diteliti kandungan kimianya adalah Garcinia tetranda yang akan dijadikan objek pada penelitian ini. 

Berdasarkan penelitian terhadap Garcinia tetranda yang  dilaporkan sebelumnya, telah berhasil diisolasi beberapa senyawa santon dari berbagai bagian seperti kulit akar [4-7], kulit batang [8-11], kayu batang [12-13], dan kayu akar [14-15], serta biflavonoid dari kayu batang [16]. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Riyanto pada tahun 2006, telah berhasil diisolasi 1,3,4,5,8-pentahidroksisanton dari FG G KCV pertama fraksi metilen klorida hasil partisi ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda. Selain itu juga berhasil diisolasi 1,3,5-trihidroksi-6,7-kromanosanton dari FG 1-2 dan dulsanton D dari FG 4 hasil KCV kedua [15]. Dari penelitian tersebut, masih terdapat fraksi II.C yaitu gabungan beberapa fraksi yang belum diteliti, sehingga memberi peluang besar dilakukannya penelitian lanjutan untuk mengisolasi senyawa baru yang terdapat pada kayu akar Garcinia tetranda.

METODOLOGI PENELITIAN

Perlatan dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain seperangkat alat gelas seperti gelas ukur, erlenmeyer, kaca arloji, botol vial, pengaduk, pipet tetes, pipet kapiler, bejana pengembang (chamber), dan corong. Peralatan lain yang digunakan antara lain, seperangkat alat Kromatografi Cair Vakum (KCV), seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT), seperangkat alat penguap vakum (Rotary Evaporator Buchi R-11), penyaring vakum, kertas saring, aluminium foil, lampu Ultra Violet (UV) 254 dan 366 nm, spektrometer UV-VIS 1700 Pharmastec Shimadzu, spektrometer IR BUCK Scientific 500, spektrometer NMR (400 MHz untuk 1H dan 13C), dan DEPT 135.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, fraksi II.C hasil KCV ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda dari penelitian Riyanto (2006), beberapa pelarut hasil detilasi dari pelarut teknis seperti n-heksana, metilen klorida, etil asetat, kloroform, dan metanol, plat aluminium silika gel Merck 60 F254 0,25 mm ukuran 20x20 dengan aluminium sebagai penyangga fasa diam untuk Kromatografi Lapis Tipis (KLT), silika gel Merck 60 GF254 untuk kromatografi kolom, silika gel 60 (35-70 mesh ASTM) untuk impregnasi, serium sulfat 1,5% dalam H2SO4 2N untuk penampak noda KLT, dan metanol-d4, TMS (standar dalam).



Prosedur Penelitian

B1. Isolasi Senyawa

Serbuk kering seberat 2,2299 gram fraksi II.C ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda dari penelitian Riyanto (2006) difraksinasi dengan kromatografi cair vakum (KCV) menggunakan silika gel sebagai fasa diam dan dielusi menggunakan n-heksan 100%, campuran n-heksan : etil asetat dengan meningkatkan kepolarannya (99:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50), etil asetat 100%, dan metanol 100%. Hasil fraksinasi tersebut ditampung dalam 118 botol vial @150 mL kemudian dimonitoring dengan KLT menggunakan eluen n-heksan : etil asetat (3 : 2). Vial-vial yang memiliki Rf yang relatif sama kemudian digabungkan, dievaporasi dan ditimbang, sehingga didapatkan 7 fraksi, yaitu fraksi A (vial 1-22) 421,6 mg; fraksi B (vial 23-37) 307 mg; fraksi C (vial 38-50)  93 mg; fraksi D (vial 51-56) 32,5 mg; fraksi E (vial 57-80) 19,3 mg; fraksi F (vial 81-113) 1,0663 gram; dan fraksi G (vial 114-117) 80,2 mg. Fraksi F dimurnikan dengan cara rekristalisasi sebanyak 3 kali menggunakan  pelarut metilen klorida, kloroform, dan n-heksan─etil asetat. Rekristalisasi dimonitoring dengan KLT menggunakan eluen metilen klorida : etil asetat (1:1) yang ditambahkan  2 tetes metanol. Padatan hasil rekristalisasi ketiga selanjutnya disebut sebagai senyawa 1.

B2. Uji Kemurnian Senyawa

Senyawa 1 diuji kemurniannya dengan KLT 3 eluen berbeda  menggunakan n-heksan : etil asetat (2 : 3), kloroform : metanol (9 : 1), dan metilen klorida : aseton (3 : 2), serta KLT 2 dimensi dengan dua eluen yang berbeda, yaitu kloroform : metanol (9 : 1) dan metilen klorida : aseton (2 : 3). 



HASIL DAN PEMBAHASAN

Elusidasi Struktur Senyawa 1

Senyawa 1 berupa padatan berwarna kuning kehijauan seberat 86 mg berhasil diisolasi dari fraksi II.C ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda. Struktur senyawa 1 dielusidasi menggunakan spektroskopi UV, IR, 1H-NMR, 13C-NMR dan DEPT 135. Pengukuran menggunakan spektroskopi UV senyawa 1 menghasilkan  maks (MeOH) 286 nm yang mengindikasikan adanya eksitasi elektron dari π  π*, merupakan kromofor yang khas untuk sistem ikatan rangkap terkonjugasi (-C=C-C=C-) atau pada cincin aromatik. Serapan pada  maks (MeOH) 344 nm mengindikasikan adanya eksitasi elektron dari n  π*, yaitu adanya heteroatom atau karbonil terkonjugasi (-C=C-C=O). Spektrum UV senyawa flavonoid berkisar antara λmaks 260-290 nm untuk pita II dan λmaks 330-360 nm untuk pita I serta dicirikan dengan intensitas absorbsi yang rendah pada pita I  [17], sesuai dengan spektrum UV maks (MeOH) senyawa 1. Penambahan NaOH menyebabkan pergeseran batokromik dari 286 nm ke 322 nm dan 344 nm ke lebih dari 400 nm. Hal ini menunjukkan adanya gugus hidroksi yang mengalami kesetimbangan keto-enol  dengan gugus karbonil (C=O). Adanya pergeseran batokromik dengan penambahan AlCl3 dan spektrum senyawa 1 berada diantara MeOH dan AlCl3 dengan penambahan HCl menunjukkan bahwa senyawa 1 berpeluang mengandung OH khelat dan sistem orto-dihidroksi yang tersubtitusi pada kerangka dasarnya. 

Spektrum IR senyawa 1 menunjukkan adanya serapan-serapan khas untuk gugus fungsi tertentu, diantaranya adanya gugus OH bebas pada maks 3283 cm-1, C-H alifatik pada maks 2905 cm-1, karbonil (-C=O) yang terkhelat oleh gugus hidroksi pada maks 1643 cm-1 dan 1601 cm-1, C=C aromatik pada maks  1582 cm-1, 1516 cm-1, 1462 cm-1, dan 1431 cm-1 , C-C pada maks 1369 cm-1, 1304 cm-1, dan 1258 cm-1 dan C-O pada maks 1169 cm-1, 1111 cm-1, 1084 cm-1, dan 1046 cm-1. Serapan-serapan tersebut sesuai dengan serapan khas gugus fungsi senyawa flavonoid, sehingga memperkuat hipotesa hasil analisa spektrum UV bahwa senyawa 1 diduga merupakan golongan flavonoid.

Spektrum  1H-NMR senyawa 1 memperlihatkan sinyal-sinyal pada pergeseran kimia δH (ppm) 7,35 (1H,d,J=2Hz); 7,29 (1H,dd,J=8,8&2Hz); 7,10 (1H,d,J=8,4Hz); 7,06 (1H,d,J=8,4Hz); 6,91 (1H,d,J=8,8Hz); 6,62 (1H,d,J=8,4Hz);  6,42 (1H,d,J=8,4Hz); 6,42 (1H,s); 6,25 (1H,s); 5,98 (1H,d,J=2Hz); 5,96 (1H,d,J=2Hz); 5,75 (1H,d,J=12,4Hz),  dan 4,82 (1H,d,J=12,4Hz). Adanya pergeseran pada H (ppm) 5,98 (1H,d,J=2Hz); 5,96 (1H,d,J=2Hz); 5,75 (1H,d,J=12,4Hz); 7,10 (1H,d,J=8,4Hz); 7,06 (1H,d,J=8,4Hz); 6,62 (1H,d,J=8,4Hz);  6,42 (1H,d,J=8,4Hz) menunjukkan pola yang sama dengan senyawa flavonon naringenin [18], sehingga diduga salah satu struktur senyawa 1 adalah seperti naringenin. Adanya pergeseran pada H (ppm) 6,42 (1H,s); 6,25 (1H,s);7,35 (1H,d,J=2Hz); 7,29 (1H,dd,J=8,8&2Hz); 6,91 (1H,d,J=8,8Hz)  menunjukkan pola yang sama dengan senyawa flavon luteolin [19], sehingga diduga salah satu struktur yang lain dari senyawa 1 seperti luteolin. Adanya sinyal-sinyal proton doublet dengan coupling constant J=12 Hz pada δH (ppm) 5,75 (1H,d,J=12Hz) dan 4,82 (1H,d,J=12,4Hz) merupakan data khas untuk proton pada H-2 dan H-3 flavanon dan adanya sinyal proton singlet pada δH (ppm) 6,42 (1H,s) merupakan data khas untuk proton sp2 pada H-3 flavon dari senyawa biflavonoid gabungan flavonon-flavon [20].  Analisa spektrum 1H-NMR ini mengindikasikan bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa biflavonoid gabungan flavonon-flavon (naringenin-luteolin). Untuk memastikan hal tersebut perlu diperhatikan data perbandingan 1H-NMR senyawa 1 dengan senyawa biflavonoid gabungan naringenin-luteolin atau yang disebut sebagai morelloflavon dari beberapa literatur (Tabel 1).  Berdasarkan data perbandingan tersebut, secara keseluruhan data spektrum 1H-NMR senyawa 1 dengan senyawa morelloflavon dari beberapa literatur menunjukkan kemiripan. Hal ini mendukung hipotesa sebelumnya bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa biflavonoid (naringenin-luteolin) atau morelloflavon.



Tabel 1. Perbandingan data δH (ppm) spektrum 1H-NMR senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon



		Posisi C

		Senyawa 1a)

		[22]b)

		[23] c)

		[24] d)

		[25] e)



		2

		5,75 (1H, d, J=12,4Hz)

		5,73 (1H, d, J=12Hz)

		5,64 (1H, d, J=12Hz)

		5,72 (1H, d, J=12Hz)

		5,75 (1H, d, J=12,3Hz)



		3

		4,82 (1H, d, J=12,4Hz)

		4,86 (1H, d, J=12Hz)

		4,83 (1H, d, J=12Hz)

		4,86 (1H, d, J=12Hz)

		4,6 (1H, s)



		6

		5,96 (1H, d, J=2Hz)

		5,97 (1H, s)

		5,95 (1H, s)

		5,91 (1H, s)

		5,97 (1H, d, J=1,9Hz)



		8

		5,98 (1H, d, J=2Hz )

		5,97 (1H, s)

		5,95 (1H, s)

		5,91 (1H, s)

		5,98 (1H, d, J=1,9Hz)



		2'

		7,06 (1H, d, J=8,4Hz)

		7,08 (1H, d, J=9Hz)

		7,09 (1H, d, J=8Hz)

		7,08 (1H, d, J=8Hz)

		7,06 (1H, d, J=8,4Hz)



		3'

		6,62 (1H, d,  J=8,4Hz )

		6,50 (1H, d, J=9Hz)

		6,50 (1H, d,  J=8Hz)

		6,32 (1H, d,  J=8Hz)

		6,62 (1H, d, J=8,4Hz)



		5'

		6,42 (1H, d,  J=8,4Hz)

		6,50 (1H, d, J=9Hz)

		6,50 (1H, d,  J=8Hz)

		6,32 (1H, d,  J=8Hz)

		6,42 (1H, d, J=8,5Hz)



		6'

		7,10 (1H, d,  J=8,4Hz )

		7,08 (1H, d, J=9Hz)

		7,09 (1H, d,  J=8Hz )

		7,08 (1H, d,  J=8Hz)

		7,10 (1H, d, J=8,5Hz)



		3''

		6,42 (1H, s)

		6,43 (1H, s)

		6,44 (1H, s)

		6,53 (1H, s)

		6,42 (1H, s)



		6''

		6,25 (1H, s)

		6,20 (1H, s)

		6,19 (1H, s)

		6,17 (1H, s)

		6,26 (1H, s)



		2'''

		7,35 (1H, d, J=2Hz)

		7,72 (1H, d, J=2Hz)

		7,37 (1H, m)

		7,31 (1H, brs)

		7,35 (1H, d, J=1,95Hz)



		5'''

		6,91 (1H, d, J=8,8Hz)

		6,80 (1H, d, J=9Hz)

		6,84 (1H, d, 8)

		7,20 (1H, br)

		6,92 (1H, d, J=8,45Hz)



		6'''



		7,29 (1H, dd, J=8,8&2Hz)

		7,19 (1H, dd, J=9&2Hz)

		7,37 (1H,m)

		6,80 (1H,br)

		7,30 (1H, dd, J=8,45&1,95Hz)





Keterangan: pelarut yang digunakan a) metanol-d4, b) DMSO-d6, c) DMSO-d6, d) DMSO-d6, e) metanol-d3



Selanjutnya perlu diperhatikan pula data spektrum 13C-NMR senyawa 1. Analisa spektrum 13C-NMR senyawa memperlihatkan sinyal-sinyal  pada pergeseran kimia δC (ppm) 197,9; 183,9; 168,3; 165,8; 164,9; 163,5; 162,6; 158,7; 157,8; 151,1; 151,0; 147,3; 146,9; 130,5; 129,3; 123,4; 120,6; 116,9; 115,6 (2x); 114,3; 105,1; 103,4; 103,1; 102,2; 99,8; 97,6; 96,4; 82,8; dan 48,6. Adanya pergeseran pada δC (ppm) 183,9 dan 197,9 merupakan data khas untuk C karbonil dari suatu senyawa biflavonoid dan adanya pergeseran pada C (ppm) 82,7; 48,6; 97,6; 96,4; 103,4; 99,8; 102,2; merupakan data khas kerangka biflavonoid (flavonon-flavon) pada posisi C-2, C-3, C-6, C-8, C-2'', C-6'', dan C-8'' dengan kopling karbon-karbon antara flavonon dan flavonnya terjadi pada C-3 dan C-8'' [20]. Adanya pergeseran pada δC (ppm) 130,5; 129,3 (2x); 115,6 (2x); 158,7 merupakan data khas untuk karbon-karbon dalam satu kelompok proton aromatik tipe AA’BB’ seperti senyawa naringenin [18] dan adanya pergeseran pada δC (ppm)  123,4; 114,3; 147,3; 151,0; 116,9; 120,6 merupakan data khas untuk karbon-karbon dalam satu kelompok proton aromatik tipe ABX, seperti senyawa luteolin [19]. Analisa data spektrum 13C-NMR ini mendukung hipotesa sebelumnya bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa biflavonoid (naringenin-luteolin) atau morelloflavon.



Tabel 2. Perbandingan data δC (ppm) spektrum 13C-NMR senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon

		Posisi C

		Senyawa 1a)

		[21]b)

		[22]c)

		[23]d)

		[24]e)

		[25]f)



		2

		82,7

		81,0

		82,3

		81,0

		81,1

		82,2



		3

		48,6

		48,7

		50,1

		48,4

		48,1

		48,4



		4

		197,9

		195,6

		197,2

		196,3

		195,4

		197,7



		4a

		103,1

		101,5

		101,6

		101,6

		101,3

		103,3



		5

		163,5

		163,5

		163,5

		161,8

		163,3

		163,4



		6

		97,6

		96,2

		97,2

		95,4

		96,0

		97,5



		7

		168,6

		166,3

		162,4

		163,6

		166,1

		168,3



		8

		96,4

		95,2

		96,1

		96,3

		94,9

		96,5



		8a

		164,9

		162,5

		164,2

		166,6

		162,4

		164,9



		1'

		130,5

		128,0

		129,8

		128,2

		127,8

		130,6



		2'

		129,3

		128,1

		129,4

		128,6

		127,6

		129,4



		3'

		115,6

		114,4

		115,5

		114,5

		114,3

		115,7



		4'

		158,7

		157,1

		158,7

		157,4

		157,0

		158,7



		5'

		115,6

		114,4

		115,5

		114,5

		114,3

		115,6



		6'

		129,3

		128,1

		129,4

		128,6

		127,6

		129,4



		2''

		165,8

		163,2

		164,2

		163,8

		163,3

		165,9



		3''

		103,4

		102,4

		103,8

		102,3

		102,6

		103,3



		4''

		183,9

		181,4

		183,1

		181,7

		181,0

		183,9



		4b

		105,1

		103,3

		103,0

		103,2

		102,6

		105,1



		5''

		157,8

		160,3

		164,9

		160,6

		160,1

		157,5



		6''

		99,8

		98,6

		99,6

		98,7

		98,3

		99,9



		7''

		162,6

		161,4

		165,6

		162,9

		161,5

		162,7



		8''

		102,2

		100,5

		103,9

		100,6

		99,3

		102,1



		8b

		151,1

		155,0

		165,8

		155,3

		154,8

		151,1



		1'''

		123,4

		121,2

		123,5

		121,1

		121,3

		123,5



		2'''

		114,3

		113,1

		114,2

		113,4

		113,3

		114,2



		3'''

		147,3

		145,4

		146,3

		145,7

		145,3

		147,0



		4'''

		151,0

		149,4

		150,0

		149,8

		149,2

		151,0



		5'''

		116,9

		116,1

		116,5

		116,2

		115,6

		116,9



		6'''

		120,6

		119,0

		120,7

		119,4

		118,4

		120,6





Keterangan: pelarut yang digunakan a) metanol-d4, b) CDCl3 , c) DMSO-d6, d) DMSO-d6, e) DMSO-d6, f) metanol-d3



Berdasarkan tabel perbandingan data 13C-NMR senyawa 1 dengan beberapa senyawa morelloflavon (Tabel 2), pergeseran 13C-NMR senyawa 1 memiliki kesamaan dan perbedaan dengan data pergeseran 13C-NMR morelloflavon dari masing-masing literatur, namun tetap memperlihatkan pola yang sama dan secara keseluruhan data pergeseran 13C-NMR senyawa 1 memiliki kemiripan dengan data-data yang dihasilkan dari [21-25], sehingga dapat disarankan sementara bahwa senyawa 1 merupakan morelloflavon. Adanya sedikit perbedaan data pergeseran 13C-NMR senyawa 1 dan morelloflavon dari kelima literatur ini dikarenakan efek pelarut yang digunakan. Penggunaan pelarut yang berbeda memiliki sifat magnetik yang berbeda-beda. Hal ini berpengaruh terhadap interaksi dengan medan magnet sehingga δC (ppm) suatu senyawa ikut bergeser, namun tetap memiliki pola yang sama, dalam penelitian ini yaitu senyawa morelloflavon [26].

Pergeseran 13C-NMR senyawa 1 paling mendekati dengan pergeseran 13C-NMR morelloflavon dari penelitian [25]. Hal ini dikarenakan pelarut yang digunakan sama, yaitu metanol. Nilai pergeserannya tidak persis sama disebabkan perbedaan tingkat kemurnian masing-masing senyawa. Bila diperhatikan lebih lanjut, spektrum 1H-NMR senyawa 1 mirip dengan spektrum 1H-NMR senyawa morelloflavon dari penelitian [24], hanya saja integrasi proton spektrum 1H-NMR senyawa 1  sekitar dua kali lipat spektrum 1H-NMR senyawa morelloflavon tersebut dan jumlah karbon dalam spektrum 13C-NMR senyawa 1 berjumlah lebih dari 30 atom karbon (kelaziman satu senyawa biflavonoid mengandung 30 atom karbon [20]) sehingga mengakibatkan perbedaan tingkat kemurnian antara senyawa 1 dan morelloflavon tersebut. Rentang pengukuran titik leleh merupakan salah satu parameter kemurnian senyawa. Perbedaan rentang titik leleh mengindikasikan tingkat kemurnian senyawa morelloflavon yang terukur. Perbedaan tingkat kemurnian morelloflavon dari beberapa literatur tersebut memungkinkan adanya beberapa perbedaan pergeseran 13C-NMR, namun masih memiliki pola yang sama, sehingga adanya perbedaan pergeseran pada senyawa 1 dan morelloflavon dari beberapa literatur secara keseluruhan disebabkan oleh perbedaan pelarut dan tingkat kemurnian senyawa.

Untuk memastikan letak posisi proton-proton senyawa 1 dilakukan analisa DEPT 135. Hasil analisa DEPT senyawa 1 menunjukkan adanya 12 proton metin yang terdiri dari 2 proton alifatik yaitu pada C (ppm) 82,8 dan 50,1 serta 10 proton aromatik yaitu pada C (ppm) 129,3; 120,6; 116,9; 115,6 (2x); 114,3; 103,4; 99,8; 97,4; dan 96,4. Data DEPT tersebut menunjukkan pergeseran yang sama dengan data 13C-NMR senyawa 1 pada posisi C-2, C-3, C-6, C-8, C-2', C-5', C-6', C-3'', C-6'', C-2''', C-5''', C-6''' hipotesa senyawa morelloflavon, sesuai dengan perkiraan posisi proton sebelumnya. Selain itu data HMBC dan HMQC morelloflavon dari penelitian [25] sebagai data sekunder juga sesuai untuk hipotesa senyawa 1 sebagai morelloflavon, sehingga semakin memperkuat hipotesa dari analisa data 1H-NMR dan 13C-NMR bahwa senyawa 1 berpeluang merupakan senyawa morelloflavon. Berdasarkan hasil analisa di atas disarankan senyawa 1 merupakan senyawa morelloflavon dengan struktur sebagai berikut,
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KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian lanjutan yang telah dilakukan terhadap fraksi II.C dari ekstrak etil asetat kayu akar Garcinia tetranda, diisolasi senyawa 1 yaitu sebuah senyawa biflavonoid morelloflavon, berupa padatan berwarna kuning kehijauan. Senyawa ini pernah dilaporkan sebelumnya dari beberapa spesies Garcinia. 
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