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CARA TDENTIFIKASI CEPAT UNTUK ASAM BONGKREK
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RINGKASAN

Di sini dikemukakan suatu metoda lapisan
tipis yang cepat dan baik wuntuk mengidentifi-
kasi adanya asam bongkrek di dalam bahan. ma-
kanan dengan menggunakan Silica gel G, H atau
GF dan sistem eluen metanol-etilasetat (1 : 1;
v/v). Identifikasi noda-noda dilakukan di ba-
wah ainar UV agtau dengan uap iodium. Harga Rf

yang diperoleh dibandingkan dengan harga R
zat standar asam bongkrek. 7
Ekstraksi asam bongkrek dilakukan sebagai
berikut: 10 gram bahan makanan yang dikering-
kan diekstraksi dengan 30 ml petrolewm ‘eter
(t.d. = 40°-60°) pada suhu kamar. Lalu ekstrak

petroleum eter ini dikocok dengan 10 ml NH ,OH

2%. Lapisan amonia ini nantinya yang dikroma-
tografi lapisan tipis.

ABSTRACT

A rapid thin-layer chromatographic proce-
dure was deseribed for the identification of
bongkrekic acid in foodstuffe using Silica gel
G, H or GF and the system methanol-ethyl ace-
tate (1 : 1; v/v). The torin was visualised
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under UV, or by exposure to icdine vapour,
Then the obtained Rf values were compared with
those of the authentic compound,

The extraction of bongkrekie acid was
done as follows: 10 grams of the dried and
grounded foodstuff wae extracted with 30 ml of
petrcleum ether (b.p. = 40°-80°) at room tem-
perature. Then the obtained extract was well

shaken with 10 ml of 2% NH OH  solution and

this extract was used for TLC determinations.

PENGANTAR

Telah lama diketahui bahwa tempe bongkrek sering kali me~
nyebabkan keracunan yang menyebabkan kematian berpuluh-puluh
penduduk, teristimewa di daerah Banyumas. Di sini vang dimak-
sud dengan tempe bongkrek adalah semua tempe bungkil, tempe
kedele atau lain-lain macam tempe yang dalam pembuatannya di~
tambahkan ampas kelapa.

Mengenai toksin-toksin yang terdapat dalam tempe bongkrek.

yang beracun sebenarnya telah lama diketahuf oleh van Veen dan

Mertens (1). Mereka berhasil mengisolasi dua racun keras yang

disebut asam bongkrek yang tidak berwarna dan toxoflavin yang
berwarna kuning. Juga mereka berhasil mengisolasi bakteri
bongkrek yang terkenal sebagai Pseudomonas cocovenenans, vyang
ternyata yang memproduksi kedua racun tersebut.

Mengingat hingga kini masih belum ada metoda analisa yang
praktis, cepat dan yang dapat dipercaya hasilnya, maka dirasa
perlu untuk dicari metoda yang ideal tersebut yang dapat dila-
kukan oleh tiap-tiap laboratorium pengontrolan bahan makanan
di daerah-daerah. Dengan adanya cara yang praktis itu maka da-~
patlah diharapkan bahwa keracunan-keracunan dapat dihindari
atau dikurangi, sedangkan untuk korban-korban yang telah ter-
jadl dapatlah ditetapkan dengan pastl akan adanya keracunan
tempe bongkrek dengan jalan menganalisa sisa makanannya,
untah-~untahannya dan sebagalnya. .

Dalam publikasi ini akan dikemukakan metoda analisa tempe

bongkrek yvang beracun terhadap adanya asam bongkrek.
' Adapun LDSO asam bongkrek adalah 1400 pg per kg berat

badan apabila diberikan intraveneus pada tikus. Racun inil da-
lam keadaan bebas tidak stabil dan tidak larut dalam air mela-
inkan larut dalam pelarut organik. Garamnya adalah stabil dan
mudah larut dalam larutan alkali. Rumus empirisnya adalah

C2883807 dengan berat molekul 486. Struktur vyang dikemukakan

oleh Lijmbach (2) adalah seperti di bawah ini.
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BAHAN DAN METODA

1. Zat-zat kimia. Zat-zat kimia yang dipakai adalah dari dera-
jat murni, kecuali apabila disebut lain. Yang dimaksud dengan
air adalah aqua destilata,

7. Tempe bongkrek normal. 1Ini diperoleh dari pasay di Purwo-
kerto, Jawa tengah.

3, Tempe bongkrek beracun. Ini diperoleh dari laboratorium Mi-
krobiologl Institut Teknologi Bandung, yang telah menewaskan
berpuluh-puluh orang di daerah Banyumas.

4. Standar asam bongkrek. Zat ini dibuat menurut metoda Soe-
digdo dan Liem Thiam Tjwan (). Ini disimparn pada suhu 2°¢ da-
lam bentuk garam natriumnya dalam larutan 2% NaHCOB.

5. Standar garam amowium asam bongkreX. Untuk membuat zat ini
maka 5 ml Na-asam bongkrek diasamkan dengan H,504 2 N sampal
pH =2 - 3. Ini diekstraksi dengan 20 ml eter bebas percksida.
Cuci dengan air dam akhirnya diekstraksi demgan 2 ml 2% WH OH.
Larutan ini yang dipakai untuk eksperimer. °

6. Plat lapisan tipis. Tni dibuat sebagai berikut: 1 bagian
berat silica gel (G, H atau GF) buatan E. Yerck dicampur de-
ngan 2 bagian volume air dan diaduk sampai menjadi bubur.
Dengan petrtolongan alat penglapis dibuatlah plat-plat lapisan
tipis berukuran 2,5 X 7,5 cm atau 10 x 20 cm, Kemudian ini di-
aktipkan pada 110°C selama 30 menit. Lalu didinginkan di dalam
eksikator dan baru diambil jika hendak melakukan percobaan-
percobaan.
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EKSPERIMEN DAN HASIL

Tempe bongkrek atau bahan makanan lainnya yang akan di-
analisa hendaknya cukup kering dan apabila dianggap perlu di-~
keringkan dalam eksikator pada vakum pada suhu kamar. Berbagai
percobaan telah dilakukan sebagal berikut:

1. Ekstraksi asam bongkrek

Sebagal langkah pertama dalam analisa tempe bongkrek atau
bahan makanan lainnya maka dilakukan ekstraksi asam bongkrek
sebagal berfkut: 10 gram tempe bongkrek vang cukup kering di~
gerus dalam mortir, kemudian dipindahkan ke dalam gelas pisah
dan diekstraksi dengan 30 ml petroleum eter dengan jalan pe-~
ngocokan selama kurang lebih 10 menit. Jika ada asam bongkrek
maka ini akan larut ke dalam pelarut organik tersebut. Pe~
troleum eter dipisahkan dan dimasukkan ke dalam gelas pisah,

kedua. Lalu ekstrak ini dikocok dengan 10 ml NHAOH 2%.

Prosedur tersebut kadang-kadang perlu diubah kwantitas
bahan~bahannya, hal mana ini bergantung pada keadaan sampel
dan kadar racun yang dikandungnya, Juga kadang-kadang perlu
dilakukan pemurnian lebih lanjut seperti berikut: Ekstrak da-
lam NHAOH vang diperoleh diasamkan dengan HZSO4 9§ sampai pH
sekitar 4 (kertas pH). Pengasaman diteruskan dengan H2504 2N
sampal pH 3 (kertas pH). Larutan ini harus segera diekstraksi
dengan 30 ml eter bebas peroksida. Selanjutnya larutan air di-
pisahkan dan eter yang tertinggal dicuci dengan *20 ml air.
Akhirnya eter ini dikocok dengan larutan NHQOH 2% dan larutan
inilah yang dipisahkan untuk dianalisa.

2. Kromatografi kertas

Untuk ini diperlukan kertas Whatman I dengan ukukan 25 X
8 cm. Ekstrak yang diperoleh seperti df atas dan standar garam
amonium asam bongkrek diteteskan berdampingan di atas kertas
kromatografi dengan jarak 2 ecm. Setelah kering, kertas dije-
nubkan selama 3 jam di dalam lemari kromatografi, Kemudian
dielusi dengan larutan yang terdiri dari campuran etanocl :
amonia : air (20 : 1 : 4; v/v). Di sing dipakai kromatografi
turun.

Setelah elusi berjalan 15 jam, kertas dikeringkan dan no-
da dideteksi di bawah sinar ultra violet, Jika ada asam bong-
krek maka akan terlihat noda yang semu gelap. Ini diberikan
oleh standarnya dan tempe bongkrek yang beracun.

Cara deteksi lain ialah denpan menaruh kertas di dalam
ruangan yang ada uap iodiumnya (4). Noda asam bongkrek akan
menjadi coklat dan ini dapat diabadikan lewat penyemprotan
dengan larutan kanji (4).
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Untuk mendapatkan noda yang cukup jelas maka asam bong-
krek yang diteteskan pada kertas adalah sedikit-dikitnya
3,5 ug.

Adapun Rf yvang diperoleh untuk asam bongkrek adalah 0,70.

Dari percobaan ini dapat ditarik kesimpulan bahwa metoda
ini dapat dipakai untuk mendeteksi akan adanya asam bongkrek
dalam sampel hanya sayangnya diperlukan waktu yang lama.

3. Kromatografi lapisar tipis (KLT)

Juga cara KLT dicoba untuk mendeteksi asam bongkrek,
Eluen yang dipakail terdirl dari campuran metanol : etil asetat
(1 :1; v/v). Larutan sampel dan standar garam amonium asam
bongkrek diteteskan berdampingan dengan jarak 2 cm pada lapis~
an tipis Silica gel yang dibuat menurut cara yang diuraikan
dalam Bab Bahan dan Metoda. Setelah kering plat dielusi selama
8 menit, lalu dikeringkan pada suhu kamar. Untuk mendeteksi
noda digupakan sinar ultra vioclet, juga digunakan uap fodium.’
Ternyata tempe bongkrek yang beracun menghasilkan noda yang
sama dengan noda standar dengan Ry yang sama ialah 0,64. -Ada-
pun tempe bongkrek yang tidak beracun tidak memberikan noda
seperti rersebut di atas,

Dari hasil-hasil tersebut dapatlah ditarik kesimpulan
bahwa KLT merupakan metoda untuk menganalisa asam bongkrek de-

-ngan cepat dan teliti. Kepekaannya sama dengan kromatografi
kertas yang telah diutarakan di atas.

4, Spektrum absorpet

Untuk meyakinkan bahwa noda-noda yang diperoleh pada kro-
matografi adalah memang benar-benar asam bongkrek, maka dapat
dibuat spektrum absorpsinya. Untuk ini maka noda pada plat
dikerik atau noda pada kertas kromatografi digunting, lalu di-
tkstraksi dengan larutan amonia 2% dengan volume yang sesedi-
kit-sedikitnya. Ekstrak yang diperoleh ini ditentukan spektrum
absorpsinya di daerah wultra violet. Bila ada asam hongkrek
maka spektrum akan menunjukkan dua maksima pada 263 nm dan 239
nm, sedangkan minimumnya pada 250 nm. ‘

Jika dikehendaki, maka kadar asam bongkrek yang ada pada
noda di kertas atau di lapisan tipis dapat ditetapkan pula se-
telah dilakukan ekstraksi seperti di atas lalu diukur absorp-
sinya pada 263 nm atau 239 nm. Pengukuran ini dilakuvkan di
daerah di mana hukum Beer berlaku. Maka kadar (c¢) asam bong-
krek dapat dihitung dari persamaan:

A =E.,c.d

"
]

abgorbansi
1 cn (kuvet)
ekstinksi molekular,

=
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Untuk garam amonium asam bongkrek maka E pada 263 nm dan
239 nm adalah sama dengan 40.600 sedangkan berat molekulnya
adalah 537,

DISKUST

Hasil~hasil eksperimen menunjukkan bahwa cara kromatogra-
fi lapisan tipis dapat diusulkan sebagal metoda analisa asam
bongkrek dalam tempe bongkrek atau bahap makanan lainnya yang
paling cepat, cermat dan terpercaya vyang hingga kini belum
gda. Analisa dapat diselesaikan dalam kira-kira setengah jam
mulal dari ekstraksinya. DI samping ini pekerjaan dapat dila-
kukan oleh laboratorium tiap~tiap universitas dan laboratorium
jawatan kesehatan di daerah-daerah yang mempunyai analis, Me-
toda ini juga balk untuk pemeriksaan-pemeriksaan di lapangan.

Kromatografi kertas juga dapat dipakai dengan hasil vang-
sama ketelitiannya, akan tetapi memakan waktu sampal sekitar
24 jam. ’ .

Perlu diketahul kiranya bahwa ampas kelapa yang dipakal
dalam pembuatan tempe bongkrek kadang-kadang sudah beracum,
hal mana telah dibuktikan dengan cara analisa vang diuvtarakan
di sini,

Prosedur analisa untuk analisa racun-racun bongkrek masih
terus akan disempurnakan, juga akan disesuaikan untuk keperlu-
an pemeriksaan umtah-untahan, bahan makan lainnya, urine, da-
rah dan lain sebagainya.
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