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ABSTRACT

Several non aromatic compounds of the leaf Morus macroura Miq. as the rare Indonesian plant has been extracted using n-hexane as an extractant. The soxletation technique was applied in this extraction. The result are separated by fractionation methods of the liquid vacuum chromatographic and continued with the column gravitation chromatographic. The eluent are n-hexane-ethyl acetate are used in the separation method, based on principles of solvent polarity step by step. These separation was monitoring by  thin layer chromatographic. The identification result by spectroscopy ultraviolet, infrared spectroscopy, mass spectroscopy, 1H-NMR  and   13C-NMR , are four compounds found such as hidroxy tridecanil eicosanoic m.p.67-69 oC, long chain n-alkane m.p. 61-62 oC, long chain aliphatic ester m.p. 65-66 oC and wax ester ketone m.p. 68-70oC.
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PENDAHULUAN

Sejak munculnya peradaban di muka bumi hingga kini, hubungan antara manusia dan tumbuhan adalah sangat dekat. Manusia telah menggunakan ekstrak tumbuhan sebagai obat sejak lama. Hal ini dimungkinkan oleh banyaknya ditemukan tumbuhan di muka bumi ini serta mudah memperolehnya. Disamping itu tumbuhan juga telah digunakan untuk meningkatkan taraf hidup dan kesejahteraan manusia seperti untuk pangan, papan, rempah-rempah, bahan baku industri, insektisida, zat warna dan lain-lain [1].

Moraceae adalah salah satu tumbuhan yang relatif besar, dengan genus terpentingnya Artocarpus, Morus dan Ficus. Tumbuhan yang termasuk famili Moraceae memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Beberapa spesies menghasilkan buah yang dapat dimakan seperti Artocarpus chempeden (cempedak) dan Artocarpus integra (nangka). Sebagai obat tradisional, famili Moraceae menempati urutan ketujuh dari sekitar 40 famili tumbuhan yang tercatat digunakan sebagai obat tradisional di Indonesia [2]. 

Morus (mulberry) terdiri dari 10 spesies, dua diantaranya ditemukan di Indonesia yakni Morus alba L. (Murbei) dan Morus macroura Miq. (Andalas). Di Jepang dan Cina M. alba telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional dan sebagai pakan ulat sutera. Tiap bagian dari tanaman M. alba mempunyai khasiat, seperti daun kering sebagai antiflogistik, kulit akar kering sebagai diuretik, ranting muda kering untuk arthritis dan reumatik. M. macroura Miq. adalah salah satu tumbuhan berguna Indonesia yang sangat langka dan hanya ditemukan di Sumatera Barat dan sedikit di Jawa Barat.
Penyelidikan kimia terhadap kerabat M. macroura Miq., seperti M. alba  telah dilakukan sampai tuntas oleh para peneliti dari Jepang dan India [1,3,4]. Tumbuhan ini diketahui mengandung senyawa kimia yang unik dan potensial seperti morasin (anti jamur), kuwanon (anti microbial), mulberrofuran (anti tumor), asam betulinat (anti viral), maupun dikumarol (anti koagulan). M. macroura Miq. yang telah sejak lama digunakan kayunya untuk bahan bangunan, mulai dilaporkan kandungan kimianya[5]. 
Dari ekstrak kulit akar M. macroura telah ditemukan beberapa senyawa non aromatik, seperti asam betulinat, hidroksi tridekanil eikosanoat dan senyawa aromatik seperti moracin B, moracin P dan mulberosida C [6,7]. Dari daun  M.macroura Miq telah ditemukan dua senyawa dari golongan triterpen dan steroid yaitu triterpen tetrasiklik asetat dan β-sitosterol[8]. Sebagai kelanjutan dari penelitian terhadap daun M. macroura Miq. maka akan dilaporkan hasil isolasi dan elusidasi struktur dari beberapa senyawa non aromatis yang telah berhasil dipisahkan. 

METODOLOGI
Metoda yang digunakan dalam penelitian ini berawal dari tumbuhan hingga penemuan bahan-bahan kimia yang murni sesuai dengan bagan dibawah ini:
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Bahan tumbuhan yang digunakan berupa daun kering M. macroura Miq. dikumpulkan dari desa Paninjauan, Kab. Tanah Datar, Sumatera Barat. Bahan kimia untuk ekstraksi dan isolasi pelarut teknis n-heksan. Untuk analisis kromatografi dan kristalisasi adalah pelarut p.a n-heksan, kloroform, etil asetat, methanol, benzen, silica gel G-60, silica gel GF 254, dan plat silica gel GF 254 untuk kromatografi lapis tipis (KLT). 

Peralatan yang digunakan berupa alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium organik, dengan alat-alat pendukung seperti rotary evaporator, mantel pemanas, kolom kromatografi, alat penentuan titik leleh Fisher Jones, spektrometer UV, FTIR 8501 Shimadzu, alat spektrometer massa Hewlett Packard 5896, 1H-NMR dan 13C-NMR Bruker dari University of Western Australia. 

Isolasi  Senyawa  n-Alkana                          

Sokletasi menggunakan n-heksan dari 550 gram daun kering M.macroura Miq. menghasilkan 22,2 gram ekstrak cair kental kecoklatan. Fraksi kental ini dipisahkan secara kromatografi vakum cair dengan fasa diam silika gel GF 254 dan fasa gerak n-heksan-etil asetat dengan metoda penaikkan kepolaran pelarut. Secara bertahap, menghasilkan 23 fraksi. Hasil ekstrak dimonitor dengan KLT menggunakan eluen n-heksan-etil asetat 8:2. Fraksi-fraksi dengan noda bersesuaian digabung membentuk delapan fraksi.

Fraksi I, 872 mg (gabungan fraksi 1-3 kromatografi vakum), direkristalisasi berulang kali dengan kloroform-metanol menghasilkan senyawa A berupa kristal putih. Terhadap senyawa A dilakukan analisis KLT dengan berbagai sistem eluen, penentuan titik leleh dan analisis struktur dengan spektrometer UV, IR, MS, 1H-NMR dan 13C-NMR.

Isolasi  Senyawa Ester Alifatis

Fraksi II, 4,12 gram (gabungan fraksi 4-5 kromatografi vakum) dipisahkan lebih lanjut secara kromatografi kolom gravitasi I didapatkan 76 fraksi. Gabungan fraksi 9 dan 10 dari kromatografi gravitasi I dipisahkan lebih lanjut dengan flash kromatografi I dan II menggunakan eluen heksan-etil asetat 96:4. Fraksi dengan noda bersesuaian hasil flash kromatografi I dan II digabung dan direkristalisasi berulang kali dengan kloroform-metanol menghasilkan senyawa B, berupa kristal putih. Terhadap senyawa B dilakukan analisis KLT dengan berbagai sistem eluen, penentuan titik leleh dan analisis struktur dengan spektrometer UV, IR, MS, 1H-NMR dan 13C-NMR.

Isolasi Senyawa Wax Ester Keton 

Fraksi 11-26 dari kromatografi kolom gravitasi I dipisahkan lebih lanjut dengan kromatografi kolom gravitasi II menghasilkan 24 fraksi menggunakan eluen heksan : etil asetat. Fraksi 1 dan 2 (216 mg) dari kolom gravitasi II direkristalisasi dengan kloroform–metanol menghasilkan senyawa C berupa kristal jarum putih. Terhadap senyawa C dilakukan analisis KLT dengan berbagai system eluen, penentuan titik leleh dan analisis struktur dengan spektrometer UV, IR, MS, 1H-NMR dan 13C-NMR.
Isolasi senyawa wax ester alkohol

Fraksi III (gabungan fraksi 6-7 hasil dari kromatografi vakum, 846 mg) direkristalisasi berulang kali dengan kloroform-metanol, menghasilkan senyawa D berupa kristal putih . Terhadap senyawa D dilakukan analisis KLT dengan berbagai system eluen, penentuan titik leleh dan analisis struktur dengan spektrometer UV, IR, dan MS. 

HASIL DAN PEMBAHASAN

Senyawa n-Alkana Rantai Panjang

Hasil analisis KLT terhadap senyawa A dengan berbagai system eluen memberikan satu noda, dan titik leleh 61-62 oC. Data ini menunjukkan bahwa senyawa A telah murni. Analisis struktur menggunakan spektroskopi UV tidak memberikan serapan maksimum, mengindikasikan bahwa senyawa ini tidak mempunyai ikatan rangkap yang terkonjugasi dengan gugus kromofor. 

Pola serapan spektrum IR sangat sederhana, memperlihatkan serapan karakteristik alkana normal rantai panjang pada  2916 dan 2847 cm-1 untuk ulur C-H, 1465 dan 1375 cm-1 untuk tekuk C-H serta 723 cm-1 serapan karakteristik untuk goyang metilen yang hanya muncul jika ada tujuh atau lebih gugus metilen dalam rantai. Perkiraan bahwa senyawa ini adalah n-alkana rantai panjang diperkuat oleh spektrum 1H-NMR yang hanya memberikan sinyal resonansi proton metil dan metilen (daerah resonansi kurang dari 2 ppm). Spektrum 13C-NMR hanya memperlihatkan sinyal resonansi dari CH3 (δ 14,1 ppm) dan CH2 (δ 22,7 –32 ppm). Dari perhitungan integrasi proton 1H-NMR disarankan rumus molekul senyawa ini C29H60, nonakosana, yang sesuai dengan puncak ion molekul  (m/z) 408. Pola fragmentasi yang sangat karakteristik untuk alkana normal adalah sebagai berikut:
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Senyawa Ester Alifatis Rantai Panjang  

Hasil analisis KLT terhadap senyawa B dengan berbagai sistem eluen memberikan satu noda, dan titik leleh 65-66 oC. Data ini menunjukkan bahwa senyawa B telah murni. Analisis struktur menggunakan spektroskopi UV tidak memberikan serapan maksimum, mengindikasikan bahwa senyawa ini tidak mempunyai ikatan rangkap yang terkonjugasi dengan gugus kromofor. 

Pola serapan spektrum IR menunjukkan bahwa senyawa ini mengandung suatu karbonil ester alifatik pada ν maks.1738 cm-1 yang didukung oleh pola spektrum 13C-NMR dengan resonansi C=O ester pada δ 174 ppm. Adanya gugus ester diperkuat oleh spektrum 1H-NMR  dengan sinyal resonansi (-CH2-O-COR) pada δ 4,15 ppm dan (-CH2-COOR) pada δ  2,29 ppm. Perkiraan bahwa senyawa ini suatu ester alifatik rantai panjang diperkuat oleh serapan ulur C-H alifatik pada spektrum IR di daerah 2918 dan 2849 cm-1 , tekuk CH pada 1466 cm-1  dan goyang metilen pada 725 cm-1. Spektrum 1H-NMR dan 13C-NMR memberikan sinyal resonansi metil dan metilen masing-msing pada  δ 0,8-1,7 ppm dan δ 14-35 ppm.

Dari perhitungan integrasi proton spektrum  ditemukan 88 jenis proton pada senyawa ini, maka dapat disarankan senyawa ini adalah suatu ester alifatis rantai panjang dengan rumus molekul C44H88O2. Dari  spektrum massa ditemukan puncak ion molekul m/z 648 dan puncak dasar  m/z 57. Pola fragmentasi senyawa yang diusulkan adalah sebagai berikut:
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Senyawa Wax Ester Keton 

Hasil analisis KLT terhadap senyawa C dengan berbagai sistem eluen memberikan satu noda, dan titik leleh 68-70 oC. Data ini menunjukkan bahwa senyawa C telah murni. Analisis struktur menggunakan spektroskopi UV tidak memberikan serapan maksimum, mengindikasikan bahwa senyawa ini tidak mempunyai ikatan rangkap yang terkonjugasi dengan gugus kromofor. 

Pola serapan spektrum IR menunjukkan adanya dua jenis serapan ulur karbonil untuk ester (ν maks 1740 cm-1) dan keton (ν  maks. 1713  cm-1). Keberadan dua gugus karbonil ini diperkuat oleh spektrum 13C-NMR dengan sinyal resonansi untuk ester dan keton masing-masing pada geseran kimia δ 174 dan 211,7 ppm. Kedua sinyal resonansi atom karbon kwarterner ini tidak tampak pada spektrum 13C-NMR DEPT 135 yang semakin memperkuat dugaan adanya dua buah atom karbon kuarterner. Sinyal resonansi untuk karbon metilen yang bersebelahan dengan gugus ester muncul pada δ 64,4 ppm. Dari spektrum 1H-NMR muncul sinyal resonansi proton metilen yang bersebelahan dengan gugus karbonil pada δ 4,05 ppm (-CH2-O-C-OR) dan sinyal pada δ 2,35 ppm (gugus metilen,-CH2CO-OR).

Spektrum infra merah memperlihatkan bahwa senyawa ini adalah suatu wax ester keton alifatis rantai panjang dengan munculnya serapan ulur C-H(ν maks. 2918 dan 2849 cm-1). Tekuk C-H (ν maks.1400 cm-1) dan goyang metilen (ν maks.719 cm-1). Perkiraan ini diperkuat spektrum 1H NMR dan 13C-NMR yang masing-masing memberikan sinyal resonansi untuk metil dan metilen pada geseran kimia δ 0,8-1,7 ppm dan 14-43 ppm.
Puncak ion molekul pada spektrum massa muncul pada m/z 522 dengan puncak dasar pada m/z 57. Diperkirakan senyawa ini mempunyai rumus molekul C34H66O3, 12-ketotetradesil eicosanoat dengan perkiraan pola fragmentasi sebagai berikut :
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Senyawa Wax Ester Alkohol 
 Hasil analisis KLT terhadap senyawa D dengan berbagai sistem eluen memberikan satu noda, dan titik leleh 67-69 oC. Data ini menunjukkan bahwa senyawa D telah murni. Analisis struktur menggunakan spektroskopi UV tidak memberikan serapan maksimum, mengindikasikan bahwa senyawa ini tidak mempunyai ikatan rangkap yang terkonjugasi dengan gugus kromofor. Pola serapan spektrum infra merah menunjukkan adanya suatu serapan ulur karbonil ester alivatis (ν maks. 1738 cm-1) dan ulur C-H alifatis pada 2918,2848cm-1. Senyawa ini juga mengandung gugus alkohol sekunder yang ditunjukkan oleh vibrasi regang OH pada 3400 cm-1.

Titik leleh dan harga Rf kromatografi lapisan tipis dengan berbagai sistim pelarut senyawa yang diperoleh ini dibandingkan terhadap senyawa standar wax ester, hidroksitridekanil eikosanoat9. Data untuk kedua senyawa tersebut memberikan hasil yang sama. Dengan demikian diketahui bahwa senyawa yang didapat adalah suatu hidroksitridekanil eikosanoat.

KESIMPULAN 

1. Dari ekstrak n-heksan daun Morus macroura Miq. ditemukan empat senyawa nonaromatis yakni n-alkana rantai panjang  titik leleh 61-62 oC, ester alifatis rantai panjang titik leleh 65-66 oC, wax ester keton titik leleh 68-70 oC, dan hidroksi tridekanil eikosanoat  titik leleh 67-69 oC.  
2. Senyawa hidroksitridekanil eikosanoat telah ditemukan sebelumnya dalam kulit akar M.macroura Miq.
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