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Abstract 

Gitaan (Willughbeia coriacea Wall.) is an endemic plant that grows wild in 

the forests of Kalimantan. Traditionally, parts of this plant have been 

applied for fork-lore medication in Dayak tribe. However, scarce 

information both for secondary metabolites and biological activities of this 

plant has been reported, especially for flavonoids. This research was 

conducted to determine structure of flavonoid from ethyl acetate fraction of 

gitaan roots by spectroscopy analysis. The ethyl acetate fraction was 

purified by several chromatography techiques in order to isolate compound 

1. On the basis of NMR analysis including DART-HRMS data and 

comparison with literature, an isoflavonoid obtained from the ethyl acetate 

fraction of gitaan roots is formononetin. 
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Pendahuluan 

Gitaan (Willughbeia coriacea Wall.) merupakan 

tumbuhan endemik dari famili Apocynaceae 

yang tumbuh liar di hutan Kalimantan. Gitaan 

telah lama dikenal masyarakat Kalimantan 

melalui rasa buahnya yang manis asam seperti 

manggis bercampur susu, sehingga 

memberikan sensasi yang khas dan enak untuk 

dikonsumsi. Gitaan juga dimanfaatkan oleh 

masyarakat di Kalimantan sebagai obat 

tradisional. Masyarakat suku Dayak Iban, desa 

sungai Mawang, Kalimantan Barat 

memanfaatkan tumbuhan gitaan sebagai obat 

panas dalam dengan cara meminum air 

rebusan batangnya[1]. 

Beberapa senyawa dari golongan fenolik pada 

tumbuhan famili Apocynaceae yang telah 

dilaporkan diantaranya adalah kumarin[2], 

flavonoid[3], dan lignan[4]. Senyawa flavonoid 

kalikosin, formononetin, dan farnisin telah 

diisolasi dari akar tumbuhan Tabernaemontana 

divaricate[5]. Dari famili yang sama, senyawa 

proantosianidin ditemukan dari batang 

tumbuhan Ecdysanthera utilis[6], antosianin 

diisolasi dari bunga Plumeria rubra[7], flavonoid 

glikosida telah diidentifikasi dari beberapa 

tumbuhan genus Pergularia, Gomphocarpus, 

dan Calotropis[8], dan senyawa isoflavonoid 

dikarakterisasi dari tumbuhan Trachelospermum 

jasminoides[9]. Sementara itu dari genus 

Willughbeia, senyawa golongan alkaloid, 

fenolik, flavonoid, dan terpenoid telah 

diketahui[10]. Senyawa golongan fenolik seperti 

lignan dan kumarin dari kulit batang dan akar 

tumbuhan W. coriacea telah berhasil diisolasi 

dan ditentukan strukturnya[11],[12]. Edwindar 

(2022) melaporkan golongan metabolit 

sekunder dari ekstrak dan fraksi-fraksi akar 
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gitaan (W. coriacea) yaitu senyawa flavonoid, 

fenolik, dan alkaloid. Uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode 2,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) terhadap ekstrak serta 

fraksi-fraksi akar gitaan juga telah dilakukan 

dimana fraksi etil asetat menunjukkan aktivitas 

antioksidan yang kuat dengan nilai IC50 57,25 

ppm[13]. Pada penelitian terkini, senyawa 

isoflavonoid formononetin (1) dari akar 

tumbuhan gitaan telah berhasil ditemukan dan 

ditentukan strukturnya menggunakan 

spektrometer Nuclear Magnetic Resonance Proton 

(1H-NMR) dan spektrometer massa (SM). 

Metodologi Penelitian 

Bahan Kimia 

Fraksi etil asetat akar gitaan (19,30 gram), etil 

asetat (CH3COOC2H5), metanol (CH3OH), n-

heksana (C6H14), asam klorida (HCl), serbuk 

logam Mg, kertas saring, plat alumunium silika 

gel 60 F254 Merck, silika gel 60 (0,2-0,5 mm, 

Merck), silika gel 60 G (Merck), dan silika gel 60 

(230-400 mesh, Merck).  

Peralatan 

Alat instrumentasi yang digunakan yaitu 

Kolom gelas kromatografi cair vakum (KCV) 

dan kromatografi kolom gravitasi (KKG), 

lampu UV 254/366 nm UVP UVGL-55 Analytik 

Jena, neraca analitik Ohaus Pioneer PX 224/E, 

spektrometer NMR Bruker Avance III HD600 

dengan prodigy liquid nitrogen cryoprobe, dan 

DART spektrometer massa exactive plus orbitrap. 

Prosedur penelitian 

Fraksinasi dan Pemurnian dengan Metode 

Kromatografi 

Fraksi etil asetat yang telah diimpregnasi pada 

silika gel 60 (0,2-0,5 mm) dimasukkan ke kolom 

gelas KCV (diameter 6 cm) yang telah berisi 

fase diam silika gel 60 G. Proses elusi dilakukan 

menggunakan fase gerak bergradien dimulai 

dengan n-heksana 100%, n-heksana:etil asetat 

(9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), etil asetat 

100%, dan diakhiri dengan metanol 100%, 

sehingga dihasilkan 7 fraksi (J1-J7). Masing-

masing fraksi ditimbang dan dianalisis KLT 

menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (1:1). 

Fraksi J4 (0,54 g) diimpregnasikan pada silika 

gel 60 (0,2-0,5 mm), lalu dimasukkan ke dalam 

kolom gelas KKG (diameter 2 cm) dengan fase 

diam silika gel 60 (230-400 mesh). Eluen sistem 

bergradien yang digunakan  yaitu n-heksana 

100%, n-heksana:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 

4:6), dan etil asetat 100%, sehingga diperoleh 13 

fraksi (J4A-J4M). Semua fraksi ditimbang dan 

dianalisis KLT menggunakan eluen n-

heksana:etil asetat (7:3). Fraksi J4G (16,8 mg) 

diuji flavonoid menggunakan serbuk logam Mg 

dan 2 tetes HCl pekat. Hasil positif ditandai 

dengan perubahan warna spesifik sampel uji[14]. 

Fraksi J4G dimurnikan lebih lanjut dengan KLT 

preparatif (KLT-P) menggunakan plat 

alumunium silika gel 60 F254 (20 × 20 cm). Elusi 

dilakukan 3 kali menggunakan fase gerak n-

heksana:etil asetat (8:2). Pola pemisahan 

dideteksi dengan sinar lampu UV 254 nm dan 

UV 366 nm yang menunjukkan adanya 2 pita 

noda. Pita noda ditandai dengan pensil dan 

digerus. Silika yang mengandung isolat 

diekstraksi dengan etil asetat kemudian larutan 

isolat disaring. Filtrat yang mengandung isolat 

dikeringkan dan ditimbang. Uji kemurnian 

terhadap isolat murni dilakukan menggunakan 

plat alumunium KLT dengan 2 variasi eluen, 

yaitu n-heksana:etil asetat (7:3) dan 

diklorometana:etil asetat (1:1). 

Hasil dan Diskusi 

Fraksinasi terhadap fraksi etil asetat akar gitaan 

menggunakan KCV menghasilkan 7 fraksi (J1-

J7). Analisis menggunakan KLT dilakukan 

untuk melihat kompleksitas senyawa setiap 

fraksi (Gambar 1). 

Fraksi J4 difraksinasi lebih lanjut menggunakan 

metode KKG menghasikan 13 fraksi (J4A-J4M). 

Profil kromatogram semua fraksi dianalisis 

KLT menggunakan eluen n-heksana:etil asetat 

(7:3) seperti ditunjukkan oleh Gambar 2. Fraksi 

J4G yang positif mengandung senyawa 

flavonoid berdasarkan uji fitokimia dipilih 

untuk dimurnikan dengan menggunakan 

metode KLT-P. 
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(a) (b) 

Gambar 1. Kromatogram fraksi J1-J7 dengan eluen n-heksana:etil asetat (1:1) dan dideteksi di bawah 

sinar lampu UV 254 nm (a) dan UV 366 nm (b) 

 

   
(a)                                                        (b) 

Gambar 2. Kromatogram fraksi J4A-J4M dengan eluen n-heksana:etil asetat (7:3) yang dideteksi di 

bawah sinar lampu UV 254 nm (a) dan UV 366 nm (b) 

 

        
(a)        (b) 

Gambar 3. KLT preparatif fraksi J4G dengan eluen n-heksana:etil asetat (8:2) yang dideteksi di bawah 

sinar lampu UV 366 nm (a) dan UV 254 nm (b) 

 

        
(a) (b) 

Gambar 4. Uji kemurnian isolat J4G-2 dengan eluen n-heksana:etil asetat (7:3) (a) dan 

diklorometana:etil asetat (1:1) (b), dideteksi di bawah sinar lampu UV 254 nm dan UV 366 nm  

 

 

J4G-2 

J4G-1 

J4G-2 
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KLT-P dilakukan untuk mengisolasi senyawa 

tunggal pada fraksi J4G. Hasil KLT-P terhadap 

fraksi J4G (Gambar 3) menunjukkan 2 pita noda 

yang berpendar di bawah sinar lampu UV 366 

nm, yaitu J4G-1 dan J4G-2. Masing-masing pita 

noda dikerok dan pisahkan dari plat KLT-P, 

dilarutkan dalam etil asetat, dan disaring. Hasil 

uji fitokimia menunjukkan bahwa isolat J4G-2 

positif senyawa golongan flavonoid. 

Hasil uji kemurnian isolat J4G-2 menggunakan 

KLT (Gambar 4) menunjukkan noda tunggal di 

bawah sinar lampu UV 254 nm dan 366 nm 

dengan Rf 0,45 (eluen n-heksana:etil asetat 7:3) 

dan 0,77 (diklorometana:etil asetat 1:1) yang 

mengindikasikan bahwa isolat J4G-2 yang 

berwujud padatan berwarna kuning sebanyak 5 

mg telah murni. 

Senyawa 1, diperoleh dalam bentuk padatan 

kuning. Rumus molekul senyawa 1 adalah 

C15H12O4 diperoleh dari data spektrum DART-

HRMS pada puncak ion molekul m/z 269.0806 

[M+H]+ (Gambar 5) yang secara perhitungan 

sebanding dengan C15H13O4 dan m/z 269,0814; 
1H NMR (DMSO-d6) δ ppm: 8,31 (1H, s, H-2), 

7,97 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-5), 7,50 dan 6,97 

(masing-masing 2H, d, J = 8,8 Hz, H-2′/H-6′ dan 

H-3′/H-5′), 6,94 (1H, dd, J = 8,7 dan 2,2 Hz, H-6), 

6,86 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), dan 3,78 (3H, s) 

yang karakteristik untuk gugus metoksi (OMe). 

Spektrum 13C NMR senyawa 1 (Gambar 6) 

menampilkan 14 sinyal untuk 16 atom karbon, 

yang terdiri dari satu karbon karbonil 

terkonjugasi (δC 174,6 ppm), 14 karbon-sp2, dan 

1 karbon-sp3 (δC 55,1 ppm) yang spesifik untuk 

gugus metoksi (OMe). Spektrum DEPT-135 

(Gambar 7) dan HSQC (Gambar 8) 

memperlihatkan adanya 7 sinyal untuk 8 

karbon-metin aromatik pada δC 153,1 (CH), 

130.0 (2CH), 127,3 (CH), 115,2 (CH), 113,6 

(2CH), 102,1 (CH) dan 1 karbon-sp3 pada δC 

55,1 ppm (OCH3).  Berdasarkan hasil uji 

fitokimia terhadap isolat murni serta 

memperhatikan jenis-jenis karbon, maka dapat 

disarankan bahwa senyawa 1 adalah suatu 

senyawa flavonoid yang mengandung satu 

gugus hidroksil dan satu gugus metoksi. Unit-

unit struktur yang terdapat pada senyawa 1 

selanjutnya diidentifikasi lebih lanjut 

berdasarkan sinyal-sinyal proton pada data 

spektrum 1H NMR (Tabel 1) serta data 

spektrum NMR 2 dimensi (COSY, HSQC, 

HMBC, dan NOESY). 

Spektrum 1H NMR senyawa 1 (Gambar 9) yang 

memperlihatkan sinyal yang khas pada δH 8,31 

ppm sebagai singlet dan spektrum 13C NMR 

yang menampilkan sinyal karbon olefin 

teroksigenasi pada δC 153,1 ppm dan 174,6 ppm 

mengindikasikan bahwa senyawa flavonoid 

yang diperoleh memiliki kerangka struktur 

isoflavonoid[15],[16]. 

 

 
Gambar 5. Spektrum DART-HRMS senyawa formononetin (1) 
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Gambar 6. Spektrum 13C-NMR senyawa formononetin (1) 

 

Gambar 7. Spektrum DEPT-135-NMR senyawa formononetin (1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Spektrum HSQC senyawa formononetin (1) 
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Gambar 9. Spektrum 1H-NMR senyawa formononetin (1) 

 

Gambar 10. Spektrum COSY senyawa formononetin (1) 

 

 

Gambar 11. Spektrum HMBC senyawa formononetin (1) 
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Selain itu, analisis sinyal-sinyal proton di 

daerah aromatik dan data COSY (Gambar 10) 

menunjukkan adanya unit 1,2,4-trisubstitusi 

benzena (δH 7,97, 6,94, dan 6,86 ppm) sebagai 

cincin A dan unit 1,4-disubstitusi benzena (δH 

7,50 dan 6,97 ppm) yang menjelaskan kondisi 

cincin B. Dengan memperhatikan nilai geseran 

kimia sinyal-sinyal proton dari dua unit 

aromatik tersebut, maka diduga bahwa 

senyawa 1 adalah formononetin[17]. 

Gugus OH yang terikat pada C-7 (δC 162,6 

ppm) dan gugus OMe pada C-4′ (δC 158,9 ppm) 

ditentukan berdasarkan data spektrum NMR 2 

dimensi HMBC (Gambar 11) termasuk NOESY 

(Gambar 12). Dua sinyal proton pada δH 3,78 

ppm (OMe) dan 7.50 (H-2′) ppm masing-

masing menunjukkan korelasi 3 ikatan 

terhadap karbon kuaterner pada δC 158,9 ppm. 

Sinyal pada δH 7,50 ppm juga menampilkan 

korelasi 3 ikatan terhadap geseran kimia δC 

123,6 ppm pada posisi C-3. Spektrum HMBC 

juga memberikan sinyal korelasi 3 ikatan antara 

geseran kimia δH 8,31 ppm (H-2) terhadap 

karbonil pada δc 174,6 ppm dan karbon 

kuaterner pada δC 124,2 ppm (C-1′). Lebih 

lanjut, proton pada δH 7,97 ppm (H-5) 

menunjukkan korelasi terhadap karbonil pada 

δC 174,6 ppm dan 2 karbon teroksigenasi 

masing-masing pada δC 157.4 ppm (C-8a) dan 

162,6 ppm (C-7). Kemudian, data spektrum 

NOESY melengkapi dan memperkuat posisi 

gugus OMe pada C-4′ dengan menunjukkan 

adanya korelasi antar ruang antara proton pada 

δH 6,97 ppm (H-3′) dengan proton pada δH 3,78 

ppm. Sehingga dapat ditetapkan bahwa gugus 

OH harus berada pada posisi C-7. Bukti-bukti 

korelasi dari data HMBC dan NOESY tersebut 

akhirnya menyimpulkan bahwa struktur 

senyawa 1 adalah formononetin (Gambar 13)[18]. 

 

 

 

Gambar 12. Spektrum NOESY senyawa formononetin (1) 
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Gambar 13. Sebagian hubungan 3 ikatan hidrogen-karbon (HMBC) dan hubungan ruang hidrogen-

hidrogen (NOESY) pada struktur 1 

 

Tabel 1. Data perbandingan 1H dan 13C NMR senyawa 1 dengan data dari literatur[17] 

 

 

 

Perbandingan data 13C NMR (Tabel 1) antara 

senyawa 1 yang diisolasi dengan yang data 

yang sama dari literatur membuktikan adanya 

kesesuaian yang tinggi[17],[18]. Senyawa 1 telah 

diisolasi sebelumnya dari akar dan batang 

tumbuhan Tabernaemontana divaricata 

(Apocynaceae)[5]. 

Aktifitas antioksidan yang kuat dari fraksi etil 

asetat dengan nilai IC50 57,25 ppm yang 

dilaporkan sebelumnya[13] salah satu 

kemungkinan disebabkan oleh keberadaan 

senyawa formononetin, dimana berdasarkan 

literatur, senyawa 1 telah dilaporkan 

menunjukkan beragam aktivitas biologis yang 

potensial sebagai antioksidan[17], antibakteri[19], 

anti kanker[20], anti jamur[21], dan 

antiinflamasi[22]. Sintesis turunan struktur 

senyawa 1 juga telah dilakukan untuk berbagai 

aktivitas lainnya seperti antitumor[23] dan 

antiparasit[24]. 

Kesimpulan 

Senyawa isoflavonoid formononetin (1) telah 

berhasil diisolasi dari fraksi etil asetat akar 

gitaan (W. coriacea Wall.). Struktur 

formonometin ditentukan berdasarkan data-

No 
H (multiplisitas, J dalam Hz)* C (ppm) 

1 1** 1 1** 

1 - - - - 

2 8.31 (s) 8,34 (s) 153.1 153,6 

3 - - 123.1 123,6 

4 - - 174.4 175,1 

4a - - 116,6 117,1 

5 7,97 (d, 8,7) 7,98 (d, 8,5) 127,3 127,7 

6 6,94 (dd, 8,7 & 2,2) 6,95 (dd, 8,5 & 2,5) 115,2 115,6 

7 - - 162,6 163,0 

8 6,86 (d, 2,2) 6,88 (d, 2,5) 102,1 102,6 

8a - - 157,4 157,9 

1′ - - 124,2 124,7 

2′ 7,50 (d, 8,8) 7,52 (d, 8,5) 130,0 130,5 

3′ 6,97 (d, 8,8) 7,00 (d, 9,0) 113,6 114,1 

4′ - - 158,9 159,4 

5′ 6,97 (d, 8,8) 7,00 (d, 9,0) 113,6 114,1 

6′ 7,50 (d, 8,8) 7,52 (d, 8,5) 130,0 130,5 

OMe-4′ 3,78 (s) 3,80 (s)   55,1   55,6 
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  data 1D dan 2D NMR termasuk DART-HRMS 

serta dibandingkan dengan data dari literatur. 

Struktur senyawa isoflavonoid ini baru 

pertama kali dilaporkan dari genus 

Willughbeia. 
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