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PENDAHULUAN

Zingiber officinale atau yang biasa disebut
dengan tanaman jahe, merupakan salah satu

Innovation Agency, South Tangerang, 15314, Indonesia;

ABSTRACT

Zingiber officinale (Ginger) was widely known as one of the most herbal medicines
containing many bioactive compounds claimed to be useful as an antioxidant, anti-
inflammatory, anti-cancer, and anti-coagulant. Gingerol, shogaol, and paradol are
some of the most bioactive compounds found in ginger. Several studies have been
conducted to isolate the bioactive compounds. However, a study about simultaneous
isolation with a fast and effective methodology has yet to be found in Indonesia.
Therefore, this study aimed to simultaneously isolate the bioactive compounds such as
6-gingerol, 6-shogaol, and 6-paradol in ginger using Vacuum Liquid Chromatography
(VLC). Etil acetate (EA) fraction from the ginger crude extract was treated with VLC
using a mix of hexane-EA as a mobile phase to gain the isolates, and then it was
purified using HPLC semi-prep. 6-gingerol and 6-shogaol were found in the fraction
of VLC 80% hexane. Meanwhile, 6-paradol was found in the fraction VLC 90%
hexane. Further isolation of each compound was conducted using semi-prep HPLC.
LC-MS was used to confirm the molecular weight of each isolate compared to the
literature. This study obtained isolate 6-gingerol, 6-shogaol, and 6-paradol with a
purity of 99%, 94%, and 92%, respectively.

ABSTRAK

Isolasi 6-Gingerol, 6-Shogaol, dan 6-Paradol dari Tanaman
Zingiber officinale (Jahe) secara Simultan dengan Menggunakan
Metode Vaccum Liquid Chromatography (VLC)

Zingiber officinale (jahe) merupakan salah satu dari jenis tanaman obat yang memiliki
banyak kandungan senyawa aktif yang bermanfaat sebagai antioksidan, antiinflamasi,
antikanker, dan antikoagulan. Gingerol, shogaol, dan paradol adalah beberapa jenis
senyawa aktif yang umumnya dapat ditemukan pada tanaman ini. Sejumlah penelitian
telah dilakukan untuk proses isolasi senyawa tersebut. Akan tetapi, di Indonesia, isolasi
senyawa tersebut belum dilakukan secara simultan dan efektif. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi senyawa aktif 6-gingerol, 6-shogaol,
dan 6-paradol secara simultan menggunakan metode VVaccum Liquid Chromatography
(VLC). Fraksi etil asetat dari ekstrak jahe di VLC dengan campuran perlarut heksan-
etil asetat (EA) untuk memperoleh isolat senyawa dan kemudian dimurnikan dengan
menggunakan HPLC semi-prep. Pada hasil VLC 80 % heksana didapatkan senyawa 6-
gingerol dan 6-shogaol. Sementara senyawa 6-paradol didapatkan pada VLC 90 %
heksana. Selanjutnya, konfirmasi berat molekul senyawa dilakukan menggunakan LC-
MS untuk mecocokkan dengan literatur yang sudah ada. Dari hasil penelitian
didapatkan isolat senyawa aktif jahe berupa 6-gingerol, 6-shogaol, dan 6-paradol,
masing-masing dengan kemurnian 99 %, 94 %, dan 92 %.

Kata kunci : Isolasi, Zingiber officinale, 6-gingerol, 6-shogaol, 8-paradol, VLC

tanaman yang termasuk kedalam suku temu-
temuan kategori Zingiberaceae (Abbasi et al.,
2019). Tanaman yang juga dikenal dengan nama
latin ginger ini banyak tersebar di daerah beriklim
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tropis dan sub-tropis seperti kawasan Asia
Tenggara (Ezzat et al., 2018; Supriadi et al.,
2011). Tanaman ini secara umum telah banyak
dimanfaatkan oleh masyarakat, baik sebagai
obat-obatan maupun rempah-rempah (Mao et al.,
2019; Sofia et al., 2016; Srikandi et al., 2020).
Komposisi utama dari jahe adalah : karbohidrat
(60 — 70 %), serat (3 — 8 %), lemak jenuh (3 — 6
%) dan senyawa volatile (Srinivasan, 2017). Jahe
juga mengandung berbagai senyawa kimia dari
golongan polifenol dan terpena (Mao et al.,
2019), alkaloid, flavonoid, triterpenoid dan tanin
(Srikandi et al., 2020), yang telah diketahui
memiliki manfaat untuk tubuh.

Pada umumnya, senyawa Kkimia dari
golongan polifenol yang telah teridentifikasi dari
tanaman ini adalah gingerol, shogaol, dan
paradol (Ezzat et al., 2018; Indiarto & Subroto,
2021; Mao et al.,, 2019). Kontribusi utama
terhadap bau atau rasa yang khas dari jahe adalah
adanya komponen volatile (2 - 3 % dari jahe

segar) dan komponen non-volatile seperti
zingerone, shogaol, dan gingerol (Indiarto &
Subroto, 2021; Srinivasan, 2017). Selain

memberikan rasa yang khas pada jahe, empat
senyawa utama dari jahe dari hasil penelitian juga
mempunyai bioaktivitas sebagai antioksidan
(Indiarto & Subroto, 2021; Mahboubi, 2019;
Murthy et al., 2015), antiinflamasi (Mahboubi,
2019), antikanker (Srinivasan, 2017; Zhao et al.,
2020) dan antikoagulan (Wang et al., 2020).

Maserasi merupakan cara Yyang lazim
digunakan untuk mengekstrak senyawa aktif
gingerol dan shogaol. Proses ekstraksi umumnya
dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol
dengan konsentrasi tertentu, bergantung pada
polaritas dari senyawa yang akan diisolasi (Ezzat
et al., 2018). Akan tetapi, pelarut yang digunakan
pada percobaan adalah metanol, yang mampu
mengekstrak komponen senyawa kimia dari suatu
bahan alam secara maksimal. Proses ini dilakukan
pada suhu ruang karena maserasi pada suhu tinggi
dapat sangat merusak senyawa gingerol yang
tidak stabil pada suhu tinggi dan dapat berubah
menjadi shogaol (Mao et al., 2019; Srikandi et al.,
2020). Selain itu, penyimpanan pada waktu yang
lama juga mampu menguraikan senyawa shogaol
melalui hidrogenasi menjadi senyawa paradol
(Mao et al., 2019; Supriadi et al., 2011).

Vacuum Liquid Chromatography (VLC)
merupakan salah satu tipe dari kromatografi yang
bagus dan efektif untuk proses pemisahan dan
isolasi metabolit sekunder (Hakim, 2021; Maurya
et al., 2018). Cara ini mengurangi tingkatan
proses pemisahan senyawa Yyang biasanya
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dilakukan menggunakan dua kali proses Column
Chromatography (CC) dengan fase diam yang
berbeda (Ezzat et al., 2018; Maurya et al., 2018).
Metode ini menggunakan silika gel sebagai
adsorber dan campuran pelarut yang memiliki
tingkat polaritas yang berbeda, seperti heksana
(nonpolar) dan etil asetat (EA) (semipolar)
sebagai eluen dengan bantuan pompa vakum
untuk mempercepat proses eluasi. Basis metode
yang digunakan pada Thin Layer
Chromatography (TLC) dipergunakan untuk
mengembangkan metode untuk VLC (Hakim,
2021). Oleh karena itu, VLC biasa disebut dengan
Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC)
karena mekanisme kerjanya yang mirip dengan
TLC atau kromatografi lapis tipis (Maurya et al.,
2018). Dalam pengaplikasiannya, VLC tidak
memerlukan biaya yang besar karena tidak
memerlukan alat khusus dan dapat dilakukan
regenerasi ulang (Maurya et al., 2018). Saat ini,
penelitian mengenai kandungan senyawa bioaktif
pada jahe telah umum dilakukan di Indonesia,
akan tetapi belum ada penelitian yang
menjelaskan cara isolasi senyawa aktif tersebut
secara simultan, cepat, murah dan efektif. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
melakukan isolasi senyawa 6-gingerol,6-shogaol,
dan 6-paradol dari jahe secara simultan
menggunakan metode VLC.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang dibutuhkan berupa rimpang jahe
didapatkan dari pasar tradisional Serpong, pelarut
metanol, heksana, dan etil asetat teknis
laboratorium  sebagai eluen untuk proses
ekstraksi, partisi dan VLC, sedangkan asetonitril,
air, dan asam asetat (Merck dengan grade HPLC)
dipergunakan untuk keperluan analisis isolat
senyawa aktif. Untuk keperluan isolasi senyawa
aktif digunakan Silika Gel 60 (for column
chromatography) ukuran 0,040-0,005 mm
(Merck, fase diam VLC) dan TLC Silika Gel 60 -
F254 (Merck) (Hossain et al., 2015). Dalam
percobaan ini dibutuhkan alat-alat penunjang
penelitian berupa sonikator, rotary vacuum
evaporator (Buchi), kolom VLC dengan diameter
5 x 15 c¢cm, pompa vakum, kolom HPLC C-18
Inertsil ODS-3, HPLC semi-prep (Waters 600),
HPLC analitik (Knauer) dan LC - MS
Biospechtrometry (Hitachi L6200).
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Gambar 1. Skema Proses Fraksinasi Ekstrak Kental Jahe Gajah Segar dengan Metode Partisi Cair-Cair

Dilanjutkan dengan VLC.

Metode
Maserasi

Sebanyak +1 kg rimpang jahe (usia 10 - 12
bulan) yang sudah dikupas, dihaluskan kemudian
dimaserasi dalam metanol dengan rasio 1 : 6 b/v
menggunakan sonikator selama 2 jam dengan 3
kali pengulangan. Maserat disaring menggunakan
kertas saring dan filtrat kemudian dipekatkan
dengan menggunakan rotary vacuum evaporator.

Fraksinasi

Ekstrak  metanol  difraksinasi  dengan
menggunakan 2 tahapan, yaitu partisi cair - cair
dan dilanjutkan dengan menggunakan metode
VLC. Ekstrak metanol dipartisi cair - cair
menggunakan heksana, EA, dan air secara
berurutan dengan perbandingan 1 : 1 (v/v).
Selanjutnya,  fraksi  heksana  difraksinasi
menggunakan metode VLC dengan fase diam
Silica Gel 60 (Merck) sebagai adsorber untuk
memisahkan senyawa berdasarkan tingkat
polaritasnya. Slurry silika gel dipadatkan dalam
kolom VLC hingga memenuhi 1/2 volume kolom.
Kemudian, ditimbang + 5 g ekstrak, ditambahkan
sejumlah silika gel dan dicampur menggunakan
mortar hingga rata dan membentuk dry sampel.
Sampel dimasukkan sampai memenuhi 2/3 kolom
lalu dielusi menggunakan campuran heksana-etil
asetat dengan rasio gradien elusi 100, 98, 96, 94,
92, 90, 88, 85, dan 80 % terhadap heksana untuk
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memisahkan senyawa berdasarkan polaritasnya
secara bertahap. Masing - masing fraksi yang
didapatkan dipekatkan kembali dengan rotary
evaporator. Secara detail, skema proses dapat
dilihat pada Gambar 1.

Analisis dan Pemurnian Senyawa

Profil senyawa hasil fraksinasi dianalisis
menggunakan KLT dan HPLC. Optimasi metode
KLT menunjukkan pola pemisahan yang
optimum dengan fase gerak heksana : EA (7 : 3).
Analisis dilakukan dengan HPLC analitik Knauer
dengan volume injektor 20 uL, detektor UV dan
detektor PDA (photo diode array) pada panjang
gelombang 280 nm menggunakan kolom reversed
phase (RP) C-18, 5 um, 150 x 46 mm merek
Inertsil  ODS-3. Metode fase gerak yang
digunakan sebagai berikut :

Tabel 1. Metode Gradien untuk Analisis Senyawa
Aktif pada HPLC Analitik Knauer

Waktu Flow Asetonitril 0,05 %
(menit) (mL) (%) Asam asetat

0 1 45 55

12 1 65 35

18 1 80 20

25 1 80 20

27 1 100 0

32 1 100 0
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Selanjutnya isolasi senyawa aktif dilanjutkan
dengan menggunakan HPLC semi-prep (Waters
600) dengan spesifikasi kolom RP C-18 Inertsil
ODS 3, panjang 150 mm, diameter 10 mm dan
ukuran partikel 5 pm, dengan menggunakan
metode yang telah dioptimasi berikut :

Tabel 2. Metode Gradien untuk Isolasi Senyawa
Aktif pada HPLC Semi-prep Waters

Wakiu_Flow Metanol :
(mgniltj) (mOL) ((eO/i) 7 Air)
0 42 10 30
5 42 80 20
10 42 &0 20
12 42 9 10
17 42 9 10
19 42 100 0
24 42 100 0
25 42 70 30
0 42 70 30

Determinasi Berat Molekul Senyawa.

Pengujian berat molekul dilakukan di
Laboratorium Pusat Pengujian Kimia dan
Laboratorium Bioteknologi BRIN Serpong,
Tangerang Selatan. Pengujian isolat 6-gingerol
dan 6-shogaol dilakukan dengan menggunakan
LC-MS Biospechtrometry (merk LC Hitachi
L6200) dengan volume injeksi 5uL, flow rate 0,2
mL/min, eluen, etanol 100 % dengan kolom C-8
(15 mm x 2 mm).

Sementara itu, penentuan berat molekul
untuk isolat  6-paradol diukur dengan
menggunakan HRMS Xevo G2 qToF-MS/MS
(Waters) yang tehubung dengan Acquity UPLC
dengan kolom BEH Cy51,7 um; 2,1 x 100 mm.
Analisis  dilakukan dengan  menggunakan
asetonitril : 0,1 % asam format gradien umum 5 %
Acn — 100 % Acn selama 7 menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fraksinasi Senyawa

Metode isolasi senyawa aktif yang dilakukan
pada rimpang jahe, secara umum memiliki
flowchart seperti yang digambarkan pada Gambar
1. Rimpang jahe dimaserasi menggunakan pelarut
metanol kemudian dipartisi dengan heksana.
Selanjutnya, untuk mengetahui efektivitas hasil
partisi cair - cair, dilakukan analisis menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT) untuk mengetahui
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pola pemisahan senyawa dengan fase diam silika
gel dan fase gerak heksana : etil asetat (EA)
dengan rasio 7 : 3 serta penampakan isaldehid
yang dapat dilihat pada Gambar 2. Hasil KLT
menunjukkan  terdapat perbedaan  antara
kandungan senyawa kimia pada ekstrak metanol
dibandingkan dengan hasil partisi. Fraksi heksana
menunjukkan banyaknya kandungan senyawa
nonpolar yang ditandai dengan banyaknya spot
yang menjauhi titik start (Retardation factor (Rf)
besar) sedangkan fraksi EA menunjukkan adanya
kandungan senyawa semipolar yang ditandai
dengan nilai Rf yang kecil. Dimana, Rf
merupakan jarak yang ditempuh senyawa
dibandingkan dengan jarak yang ditempuh pelarut
sehingga semakin besar nilai ini, maka semakin
besar pula jarak bergeraknya senyawa dalam plat
KLT. Sementara itu, pada fraksi air tidak terlihat
adanya spot senyawa dikarenakan sifatnya yang
sangat polar.

Gambar 2. Kromatogram TLC Hasil Fraksinasi
Metode Partisi Cair-cair; 1) Standar
6-gingerol, 2) Ekstrak Metanol, 3)
Fraksi Heksan, 4) Fraksi EA, dan 5)
Fraksi Air.

Senyawa 6-gingerol, 6-shogaol, dan 6-
paradol merupakan senyawa yang tidak larut
dalam air (Al-hilal et al., 2019). Dalam studinya,
Srikandi et al., (2020) menyebutkan bahwa kadar
gingerol tertinggi didapatkan pada fraksi EA,
sementara kadar shogaol tertinggi didapatkan
pada fraksi heksana. Studi lain menyebutkan
bahwa ekstraksi jahe dengan pelarut heksana atau
etil asetat selama 6 jam mampu menghasilkan
kadar gingerol yang sama (Tririzqi, 2013). Hal ini
menunjukkan bahwa senyawa gingerol memiliki
nilai polaritas yang hampir sama jika
dibandingkan dengan shogaol. Hasil KLT pada
Gambar 2., menunjukkan banyaknya variasi
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senyawa yang terkandung pada fraksi heksana.
Oleh karena itu, fraksi heksana dipilih untuk
difraksinasi ~ lebih  lanjut  dengan  fast
chromatography menggunakan metode VLC.
Metode ini dilakukan menggunakan fase gerak
gradien dengan kenaikan polaritas berkala
menggunakan campuran pelarut heksana : EA
dengan komposisi sebagaimana yang tercantum
pada skema Gambar 1.

Fraksinasi dengan metode VLC bertujuan
untuk memberikan pengelompokkan senyawa
secara Dbertahap, sehingga dapat dilakukan
pemisahan senyawa lebih lanjut untuk proses
isolasi. Teknik kromatografi merupakan teknik
yang umumnya digunakan dalam proses separasi

UV 254 nm

produk bahan alam. Dari keseluruhan teknik
tersebut, VLC diketahui sebagai metode yang
paling efisien untuk proses pemisahan komponen
bahan alam baik dalam skala besar maupun kecil.
Ukuran partikel silika yang lebih kecil dalam
metode ini menyebabkan banyaknya plate teoritis
sehingga menghasilkan proses pemisahan
senyawa yang lebih bagus (Maurya et al., 2018).
Pompa vakum yang digunakan dalam metode ini
mampu  mempersingkat waktu elusi dan
menghemat jumlah pelarut sehingga hasil yang
didapatkan lebih cepat dibandingkan dengan
kromatografi  kolom konvensional (kolom
gravitasi).

Anisaldehid

Gambar 3. Kromatogram KLT Hasil Kolom VVLC dengan Berbagai Variasi Pelarut Campuran Heksana
dan EA; 1) Standar Gingerol, 2) Fraksi Heksana, 3) 100 % Heksana, 4) 98 % 5) 96 %, 6) 94
%, 7) 92 %, 8) 90 %, 9) 88 %, 10) 85 %, dan 11) 80 % Heksana.

Gambar 3., menunjukkan hasil KLT fraksi
heksana yang telah melalui proses VLC dimana
telah terlihat pengelompokkan senyawa yang
lebih detail berdasarkan tingkat polaritasnya
(Reza, 2014). Pada tiap fraksi dilakukan analisis
HPLC untuk mengetahui pola kromatogram
senyawa dan prediksi isolat yang diinginkan. Dari
hasil HPLC tersebut, diketahui bahwa senyawa
gingerol dan shogaol berada pada fraksi VLC 80
% heksana : EA, sedangkan senyawa paradol
berada pada fraksi VLC 90 % heksana : EA
(Mariadoss et al., 2013; Suresh et al., 2010). Elusi
gradien dengan rentang konsentrasi yang kecil
menyebabkan proses pemisahan fraksi semakin
spesifik sehingga komponen yang dituju dapat
lebih terpisah dengan pengotornya. Cara ini
menghasilkan fraksi yang memiliki spesifisitas
yang hampir sama dengan ekstrak yang melalui
dua kali proses kolom kromatografi konvensional
dengan fase diam yang berbeda

Isolasi Senyawa dan Determinasi Berat
Molekul
Profil kromatogram hasil VLC yang

ditunjukkan pada Gambar 4. dibandingkan
dengan standar dan literatur untuk menunjukkan
target senyawa yang akan diisolasi. Berdasarkan
referensi urutan spot KLT dan referensi retention
time (RT) (Shodex, 2022), diketahui bahwa peak
ke-1 dengan RT = 4,7 adalah gingerol, sedangkan
dengan RT = 11 untuk peak ke-2 diprediksi adalah
senyawa shogaol, dan peak ke-3 dengan RT =
22,7 diperkirakan adalah senyawa paradol.
Optimasi metode HPLC semi-prep (Tabel 2.)
dilakukan untuk mempermudah proses isolasi
masing-masing senyawa tersebut. Isolat yang
didapatkan kemudian ditentukan kemurnian dan
berat molekulnya untuk mengkonfirmasi prediksi
senyawa yang telah terisolasi.
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Gambar 5. Kromatogram HPLC dan Profil MS Hasil Isolat 6-gingerol

Hasil MS untuk isolat pertama terdapat
intensitas 100 % pada ES (+) di 277,17 dengan
asumsi fragmen tersebut adalah [M* - H.0*] + H*=
(294,26 -18) + 1 = 277,17 yang diperkuat dengan
fragmen m/z 589,73 yang diduga dari , [2M*] +
H'= (2 x 294,26 ) + 1 = 589,73 maka berat
molekul isolat tersebut adalah 294,26 gram/mol.

Dari perbandingan literatur, maka isolat senyawa
tersebut diprediksi sebagai 6-gingerol dengan
kadar kemurnian + 99 %. Menurut data literatur,
berat molekul 6-gingerol adalah 294,4 g/mol
(Pubchem, 2022) atau sekitar 294,19 g/mol (Choi
etal., 2017).
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Gambar 6. Kromatogram HPLC dan Profil MS Hasil Isolat 6-shogaol
Sementara itu, isolat kedua didapatkan molekul isolat adalah 278,2441 gram/mol. Dari

dengan kemurnian = 94 % terlihat memiliki
intensitas 100 % pada ES (+) di 277,16 dengan
asumsi fragmen tersebut adalah [M* + H'= 276,16
+ 1= 277,16 yang diperkuat dengan fragmen m/z
553,82 yang diduga dari, [2M*] + H*= (2 x 276,16
) + 1 = 553,82 maka berat molekulnya adalah
276,16 gram/mol, hal ini mendekati nilai berat
molekul dari literatur untuk 6-shogaol yaitu 276,4
g/mol (Pubchem, 2022) atau berkisar 276,18
g/mol (Choi et al., 2017).

Isolat ketiga dengan kemurnian £ 92 %
menunjukkan intensitas 100 % pada ES (-) m/z di
277,2441 dengan asumsi fragmen tersebut adalah
[M* - H"] = 278,2441 - 1 = 277,2441, maka berat

hasil analisis MS dan perbandingan dengan
literatur, maka isolat senyawa ini memiliki
kemiripan dengan berat molekul 6-paradol yaitu
278,4 g/mol (Pubchem, 2022) atau pada literatur
yang lain disebutkan dengan angka 278,19 g/mol
(Choi et al., 2017). Analisis MS untuk isolat ini
dilakukan dengan menggunakan HRMS dengan
ketelitian yang lebih besar daripada menggunakan
LC-MS. Ketiga hasil kromatogram isolat 6-
gingerol, 6-shogaol, dan 6-paradol (Gambar 5. —
7.) ini dapat dilakukan secara simultan dengan
menggunakakan ~ HPLC  analitik  dengan
menggunakan metode yang sama sebagaimana
tercantum dalam Tabel 1.
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Gambar 7. K}Bmatogram HPLC dan Profil MS Hasil Isolat 6-paradol

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini, telah berhasil
dilakukan isolasi senyawa aktif secara efektif
menggunakan metode VLC pada rimpang jahe
berupa 6-gingerol, 6-shogaol, dan 6-paradol
secara berurutan dengan kadar £ 99 %, + 94 %,
dan + 92 %. Metode VLC terbukti cepat dan
efektif untuk digunakan pada isolasi senyawa
aktif pada tanaman jahe karena mampu
mengisolasi ketiga jenis senyawa tersebut secara
bersamaan dalam waktu yang singkat. Untuk
pengembangan selanjutnya, dapat dilakukan
analisis fitokimia secara spesifik terkait potensi

vz

masing — masing marker tersebut kemudian dapat
dilakukan optimasi metode ekstraksi untuk
menghasilkan ekstrak dengan efikasi tertentu
berdasarkan marker yang digunakan.
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