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ABSTRAK

Rahmawati, Y. D. 2017. Variasi Eluen pada Pemisahan Senyawa Triterpenoid
dan Steroid Alga Merah Eucheuma spinosum dengan Kromatografi
Kolom Basah. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I:
Rachmawati Ningsih, M.Si ; Pembimbing Il: Ach. Nashichuddin, M.A ;
Konsultan: Ahmad Hanapi, M. Sc.

Kata Kunci: Eucheuma spinosum, Kromatografi Kolom, Steroid, Triterpenoid,

Variasi Eluen

Isolasi senyawa steroid dan triterpenoid pada alga merah Eucheuma
spinosum telah dilakukan menggunakan kromatografi kolom basah dengan
menggunakan variasi eluen. Ekstraksi senyawa aktif pada Eucheuma spinosum
menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol. Ekstrak kasar dihidrolisis
menggunakan HCI 2 N dan difraksinasi dengan pelarut petroleum eter. Fraksi
petroleum eter diuji dengan reagen Liebermann-Burchard. Kemudian dilakukan
pemisahan dengan metode kromatografi kolom basah dengan variasi eluen n-
heksana dan etil asetat dengan komposisi 16:4, 17:3 dan 18:2. Hasil pemisahan
dimonitoring menggunakan KLTA dan hasil terbaik diidentifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

Hasil penelitian menunjukkan kadar air kering dalam sampel sebesar
9,41%, rendemen ekstrak metanol sebesar 5,0713% dan rendemen fraksi
petroleum eter 23,07%. Pemisahan kolom dengan eluen n-heksana dan etil asetat
dengan komposisi 18:2 menghasilkan 1 fraksi tunggal berwarna hijau diduga
steroid dengan nilai Rf 0,3125 dan 3 fraksi tunggal berwarna merah diduga
triterpenoid dengan nilai Rf 0,187; 0,1125 dan 0,0625. Hasil identifikasi
spektrofotometer UV-Vis diketahui isolat memiliki panjang gelombang
maksimum 205, 207, 203 dan 204,9 nm serta identifikasi spektrofotometer FTIR
isolat 1 memiliki gugus fungsi OH, Csp®-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CH3),, C-OH
alkohol sekunder, CH-H dan =C-H siklik. Sedangkan isolat 2, 3 dan 4 memiliki
gugus fungsi OH, Csp®-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CHs),, C-OH alkohol sekunder
dan =C-H siklik.
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ABSTRACT

Rahmawati, Y. D. 2017. A Variety of Eluen on Isolation Triterpenoid and
Steroid Compound Red Algae Eucheuma spinosum by Slurry
Chromatography Column. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of
Science and Technology, State Islamic University Maulana Malik Ibrahim
Malang. Supervisor I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Supervisor Il: Ach.
Nashichuddin, M.A; Consultant: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Keywords: Eucheuma spinosum, Column Chromatography, Steroid, Triterpenoid,

Variety of Eluen

Isolation of steroid and triterpenoid compounds in red algae Eucheuma
spinosum was done using slurry column chromatography by variety eluen.
Extraction of active compounds on Eucheuma spinosum was done by maceration
method using methanol solvent. The crude extract was hydrolysis using HCI 2 N
and fractionated with petroleum ether solvent. The petroleum ether fraction was
tested with Liebermann-Burchard reagents. Then it separated by slurry column
chromatography method used variation of eluen n-hexane and ethyl acetate, the
composition of 16:4, 17:3 and 18:2. Separation results were monitored using TLC
and the best results was identified using UV-Vis and FTIR.

The results showed dry water content in samples of 9.41%, rendemen
methanol extract of 5.0713% and rendemen fraction of petroleum ether 23.07%.
Separation of the columns with eluent n-hexane and ethyl acetate by 18:2
composition was yield 1 fraction green color indicated as steroid wit Rf value of
0,3125 and 3 fraction red color indicated as triterpenoid with Rf value of 0,187;
0,1125 and 0,0625. The result of identification using UV-Vis known isolate were
maximum wavelength 205, 207, 203 and 204,9 nm and identification using FTIR
isolate 1 was functional group OH, Csps-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CHg3),, C-OH
secondary alcohols, CH-H and =C-H cyclic.. And isolates 2, 3 and 4 was
functional group OH, Csps-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CH3),, C-OH secondary
alcohols and =C-H cyclic.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah berfirman dalam surat An Nahl ayat 14:
Tl Gl % T4 2085 6k val e T80 A 20 lf Gy
& &5 K00 I b (ya  SATA 48 53050 T (555
Artinya: “Dan Dialah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu
dapat memakan daripadanya daging yang segar (ikan) dan kamu
mengeluarkan dari lautan itu perhiasan yang kamu pakai dan kamu
melihat bahtera berlayar padanya, dan supaya kamu mencari
(keuntungan) dari karunia-Nya, dan supaya kamu bersyukur“
Quran surat An Nahl ayat 14 menjelaskan bahwa laut merupakan karunia Allah
SWT. Tafsir Al-Maraghi (1992) pada kata 4l=é e 1585 Allah SWT
memerintahkan kepada kita untuk mencari rezeki dan keuntungan dari karuniaNya
yaitu sumber daya hayati laut. Salah satu sumber daya hayati laut yang berpotensi
untuk dimanfaatkan secara maksimal adalah alga merah. Jenis Alga merah yang
banyak dibudidayakan di Indonesia yaitu jenis Eucheuma spinosum (Diharmi,
dkk., 2011).

Alga merah Eucheuma spinosum mengandung senyawa bioaktif. Beberapa
penelitian yang telah dilakukan menunjukkan ekstrak alga merah Eucheuma
spinosum memiliki aktivitas antibakteri terhadap Stophylococus aureus, E.coli
(Miftahurrahaman, 2012) dan M. tuberculosis (Ahmad dan Massi, 2013),
antioksidan (Mardiyah, dkk., 2014 dan Laili, 2016) dan mengandung senyawa
toksik (Kholidiyah, 2013 dan Azizah, 2016). Senyawa bioaktif yang terdapat

dalam Alga merah Eucheuma spinosum disebabkan karena adanya senyawa



metabolit sekunder, yaitu flavonoid, alkaloid, triterpenoid, asam askorbat
(Mardiyah, 2012) dan steroid (Sholikah, 2016).

Diantara senyawa aktif yang terdapat dalam alga merah Eucheuma
spinosum adalah triterpenoid (Ahmad dan Massi, 2013). Senyawa triterpenoid
merupakan senyawa metabolit sekunder kelompok terpenoid. Alga coklat jenis
Kjellmaniella crassifolia mengandung senyawa triterpenoid 3-epicyclomusalenol
dan cyclosadol (Li, dkk., 2013). Menurut Ahmad dan Massi (2013) identifikasi
menggunakan infrared (IR) dan 2D-nuclear magnetic resonance (NMR) senyawa
triterpenoid fraksi kloroform ekstrak metanol alga merah Eucheuma spinosum
adalah triterpenoid asam karboksilat. Berdasarkan uji aktivitasnya senyawa ini
dapat menghambat aktivitas bakteri M. tuberculosis secara signifikan pada
konsentrasi 4 ppm (Ahmad dan Massi, 2013). Hingkau, dkk. (2013) mengisolasi
senyawa triterpenoid dari fraksi n-heksana dan etil asetata ekstrak metanol
tumbuhan mangrove Avicennia marina dan identifikasi menggunakan IR dan
NMR menunjukkan senyawa yang berhasil dilakukan isolasi adalah senyawa
lupeol. Hasil uji aktivitas, menunjukkan bahwa senyawa lupeol dapat
menghambat aktivitas bakteri S. aureus dan P. aeruginosa dengan nilai zona
hambat masing-masing sebesar 16 dan 12 mm.

Selain triterpenoid, alga merah Eucheuma spinosum juga mengandung
senyawa steroid. Senyawa steroid merupakan senyawa bioaktif yang termasuk
dalam golongan triterpenoid. Alga jenis Exophylum wenti mengandung senyawa
steroid kolesta-4,6-diene-35-0l dan kolest-5-ene-34-ol. Alga jenis Gracilaria
coronopifolia mengandung senyawa steroid kolest-4,6-dien-3-ol, kolest-5-en-3/-

ol dan kolest-4-en-3-one (Swantara dan Parwata, 2011). Beberapa penelitian uji



aktivitas senyawa steroid telah dilakukan. Uji toksisitas senyawa steroid dapat
dilakukan dengan menggunkan metode brine shrimp lethalit test (BSLT).
Novadiana dan Pasaribu (2014) melakukan uji toksisitas senyawa steroid dari
daun kerehau Callicarpa longifolia dan diperoleh nilai LCsy sebesar 96,4096 ppm,
sedangkan Azizah (2016) melakukan uji toksistas senyawa steroid dari alga merah
Eucheuma spinosum dan diperoleh nilai LCsy sebesar 18,879 ppm. Laili (2016)
melakukan uji antioksidan senyawa steroid dari alga merah Eucheuma spinosum
dan didapatkan nilai ECs, sebesar 94,98 ppm.

Isolasi senyawa triterpenoid dan steroid dapat dilakukan dengan
menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) dan kromatografi kolom. Prinsip
dari alat ini adalah pemisahan yang didasarkan pada peristiwa adsorpsi suatu
senyawa pada adsorben yang digunakan. Penelitian Handoko (2016) isolasi
senyawa steroid menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP)
didapatkan 0,001 mg, sedangkan isolasi senyawa steroid menggunakan
kromatografi kolom kering menghasilkan 7 mg dan cara basah yaitu 7,7 mg.
Penelitian Septiandari (2016) dengan menggunakan kromatografi kolom kering
didapatkan kelompok triterpenoid sebanyak 3 dan kelompok steroid sebanyak 2.
Sholikah (2016) melakukan isolasi dengan menggunakan kromatografi kolom
basah dan didapatkan 5 kelompok senyawa steroid dan 4 kelompok senyawa
triterpenoid. Berdasarkan hal tersebut, menunjukkan bahwa isolasi senyawa
triterpenoid dan steroid lebih baik menggunakan kromatografi kolom basah.

Faktor-faktor yang berperan pada keberhasilan pemisahan dengan
kromatografi kolom adalah pemilihan adsorben, pemilihan pelarut, dan

pengemasan kolom (Kristanti, dkk., 2008). Pemilihan eluen yang sesuai untuk



isolasi senyawa steroid dan triterpenoid merupakan faktor yang penting. Pramana
dan Chairul Saleh (2013) mengisolasi senyawa steroid dari daun kokang
Lepisanthes amoena (Hassk.) Leenh dengan kromatografi kolom menggunakan
eluen n-heksana dan etil asetat perbandingan 16:4. Pemilihan eluen 16:4
berdasarkan hasil KLT terbaik dan sesuai dengan sistem yang disarankan oleh
Harborne (1987) untuk pemisahan steroid vyaitu n-heksana dan etil asetat
dengan perbandingan 16:4. Septianti (2015) menggunakan eluen n-heksana dan
etil asetat perbandingan 17:3 untuk megisolasi senyawa triterpenoid dan steroid
dari alga merah Eucheuma spinosum. Pemilihan campuran eluen n-heksana dan
etil asetat 17:3 berdasarkan hasil eluen terbaik saat pemisahan di kromatografi
lapis tipis analitik (KLTA).

Tahap isolasi diawali dengan proses maserasi dengan menggunakan
pelarut metanol. Isolasi senyawa bahan alam dapat menggunakan pelarut
golongan alkohol, karena dapat melarutkan senyawa metabolit sekunder. Pelarut
metanol dipilih karena memiliki titik didih yang rendah dibandingkan etanol.
Kholidyah (2013) melakukan uji toksisitas fraksi petroleum eter terhadap larva
udang A. salina leach didapatkan nilai LCsy 176,06 ppm dan Mardiyah dkk.
(2014) melakukan uji aktivitas antioksidan dengan nilai ECs sebesar 12,65 ppm.
Selain itu, pelarut petroleum eter bersifat non polar dan akan mengikat senyawa
yang memiliki kepolaran sama (Kamboj dan Saluja, 2011). Proses hidrolisis
dibantu oleh HCI 2 N sebagai katalis (Wahyudi, dkk., 2011). Hasil partisi fraksi
petroleum eter dilakukan pemisahan menggunakan kromatografi kolom. Senyawa
triterpenoid dan steroid dalam fraksi petroleum eter memiliki sifat cenderung non

polar. Berdasarkan hal tersebut, maka digunakan eluen campuran n-heksana dan



etil asetat dengan variasi 16:4, 17:3 dan 18:2. Variasi eluen digunakan untuk
mengetahui eluen terbaik untuk isolasi senyawa triterpenoid dan steroid.

Isolasi menggunakan kromatografi kolom akan menghasilkan isolat yang
kemudian dimonitoring menggunakan KLTA. Hasil penelitian Setiyawan (2015)
eluen terbaik KLTA adalah n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 17:3
(Setiyawan, 2015). Eluat disemprot dengan pereaksi Liebermann-Burchard,
diamati dibawah lampu UV. Warna merah menunjukkan positif mengandung
senyawa triterpenoid (Setiyawan, 2015) dan warna hijau positif mengandung
senyawa steroid (Aprelia dan Suyatno, 2013). Identifikasi senyawa dilakukan
menggunakan spektrofotometer ultraviolet-visible (UV-Vis) dan fourier transform
infrared (FTIR). Hal ini berfungsi untuk mengetahui panjang gelombang

maksimum dan mengetahui gugus fungsi yang terdapat pada isolat.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana hasil isolasi senyawa triterpenoid dan steroid pada alga merah
Eucheuma spinosum dengan kromatografi kolom basah menggunakan variasi
eluen?
2. Bagaimana hasil identifikasi isolat triterpenoid dan steroid menggunakan
spektrofotometer UV-Vis?
3. Bagaimana hasil identifikasi isolat triterpenoid dan steroid menggunakan

spektrofotometer FTIR?



1.3

1.4

Tujuan

Untuk mengetahui eluen terbaik isolasi senyawa triterpenoid dan steroid pada
alga merah Eucheuma spinosum dengan kromatografi kolom basah.

Untuk mengetahui hasil identifikasi isolat triterpenoid dan steroid
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Untuk mengetahui hasil identifikasi isolat triterpenoid dan steroid

menggunakan spektrofotometer FTIR.

Batasan Masalah

Sampel yang digunakan adalah fraksi petroleum eter dari ekstrak metanol
alga merah Eucheuma spinosum yang berasal dari pantai Jumiang Pamekasan
Madura.

Isolasi senyawa triterpenoid dan steroid dilakukan dengan menggunakan
kromatografi kolom basah.

Kolom yang digunakan berdiameter 1,5 cm.

Rasio sampel dan silika yang digunakan adalah 1:100.

Eluen n-heksana dan etil asetat yang digunakan adalah perbandingan 16:4,
17:3 dan 18:2.

Identifikasi isolat triterpenoid dan steroid menggunakan spektrofotometer

UV-Vis dan FTIR.



1.5 Manfaat
1. Dapat memberikan informasi mengenai cara isolasi triterpenoid dan steroid
menggunakan kromatografi kolom basah dengan variasi eluen n-heksana dan

etil asetat.
2. Dapat memberikan informasi mengenai hasil identifikasi spektrofotometer
UV-Vis dan FTIR pada senyawa triterpenoid dan steroid hasil isolasi
kromatografi kolom basah fraksi petroleum eter dari alga merah Eucheuma

spinosum.
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2.1 Keanekaragaman Tumbuhan dalam Al-Quran
Firman Allah AWT dalam surat Thaha ayat 53:
U3 AL Sl oLl G 005 Sl L &0 Gl 1530 (YT A0 s o
o AN /“.,g ¢ L%
Vo f—‘t-‘-’ e )l 2—’
Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit

air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis
dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam”

Maksud dari Quran surat Thaha ayat 53 menurut tafsir Al-Maragi adalah
Allah SWT menciptakan berbagai macam jenis tumbuhan dengan berbagai
manfaat, warna, aroma dan bentuk. Sebagian cocok untuk manusia dan sebagian
cocok untuk hewan (Al-Maragi, 1993). Hal serupa juga dijelaskan oleh Ash
Shiddigieqy (2000) dalam tafsir Al-Qur’anul Masjid An-Nuur bahwa Allah SWT
menumbuhkan beberapa pasangan tanaman dari berbagai macam jenis dengan
berlainan rasa buah dan berlainan manfaat. Ada yang bermanfaaat bagi manusia
dan ada yang bermanfaat bagi hewan. Tafsir Al-Mishbah juga menjelaskan bahwa
setiap macam tumbuhan yang diciptakan oleh Allah dengan berbagai jenis bentuk
dan rasa semata-mata hanya untuk kemaslahatan manusia, salah satunya dapat
dimanfaatkan oleh manusia untuk memenuhi kebutuhan manusia (Shihab, 2002).
Lafaz nabatin syatta dalam tafsir Ibnu Katsir adalah berbagai macam tumbuhan
berupa tanam-tanaman dan buah-buahan baik yang asam, manis maupun pahit dan

berbagai macam lainnya (Abdullah, 2007). Sedangkan menurut Asy Syanqithi



(2007) dalam tafsir Adhwa’ul Bayan, lafaz nabatin syatta adalah jenis yang
bermacam-macam bentuk, ukuran, manfaat, warna, bau dan rasanya.

Selain itu, firman Allah yang menjelaskan tentang keanekaragaman
tumbuhan adalah surat Lugman ayat 10:
e &5 2k o o a1 o LB T e e, 0 gla

' ?JJSCEJJ}SUALG—J“;-’:‘-Séugw‘\'UA\j}U 93 0K e

ﬁ M

Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu dan memperkembang biakkan padanya segala
macam jenis binatang. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik”

Maksud Quran surat Lugman ayat 10 adalah Allah telah menurunkan
hujan dari langit, lalu ditumbuhkanlah berbagai macam tumbuhan dari berbagai
jenis dan berlainan rasa buahnya serta berlainan manfaatnya. Ada yang
bermanfaat bagi manusia dan ada pula yang bermanfaat bagi hewan (Al-Qarni,

2007). Lafaz =8 z35 3K e dalam tafsir Al-Maragi menjelaskan bahwa berbagai

macam tumbuh-tumbuhan memiliki banyak manfaat (Al-Maragi, 1993). Hal ini

kembali dijelaskan dalam tafsir Al-Aisar bahwa lafaz ~_S z35 JS o« menjelaskan
setiap jenis dari tumbuh-tumbuhan yang indah, bermanfaat dan tidak
membahayakan (Al Jazaizi, 2008). Lafaz ~_S z35 memiliki arti jenis tumbuhan
bermanfaat dan indah (Ar Rifa’i, 2008) yang beraneka ragam warna yang indah
dan memiliki banyak manfaat (DEPAG, 2010). Lafaz ~_S menurut Shihab (2002)

dalam tafsir Al Mishbah digunakan untuk menunjukkan sifat segala sesuatu yang

baik sesuai objeknya.
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Allah SWT telah menciptakan berbagai macam tumbuhan yang tersebar di
muka bumi semata-mata hanya untuk memenuhi kebutuhan manusia. Allah SWT
menciptakan keanekaragaman tumbuhan dengan berbagai bentuk, warna, ukuran,
bau, rasa dengan penuh hikmah agar dapat dimanfaatkan. Banyak tumbuhan yang
bisa dikaji manfaatnya. Semakin kita mengkaji ilmu Allah SWT semakin kita

dapat meningkatkan keimanan dan ketagwaan kepada Allah SWT.

2.2 Alga Merah Eucheuma spinosum

Setiyawan (2015) telah melakukan uji taksonomi alga merah Eucheuma
spinosum yang diperoleh dari Pantai Jumiang, Pamekasan, Madura. Alga merah
merupakan salah satu tanaman yang mempunyai warna merah disebabkan oleh
pigmen fikoeritrin (Diharmi, dkk., 2011). Alga merah tergolong tumbuhan tingkat
rendah karena seluruh bagian tubuhnya tidak dapat dibedakan yaitu antara akar,
daun dan batang yang disebut talus. Tumbuhan alga merah Eucheuma spinosum
ditunjukkan oleh Gambar 2.1. Hasil uji taksonomi berdasarkan deskripsi karakter
dan kunci identifikasi, alga merah Eucheuma spinosum mempunyai taksonomi

sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo . Gigartinales
Famili : Solieriaceae
Genus : Eucheuma

Spesies : Eucheuma spinosum
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Gambar 2.1 Alga merah Eucheuma spinosum (Anggadiredja, dkk., 2006)

Alga merah merupakan salah satu jenis tumbuhan tingkat rendah. Genus
ini mempunyai talus berwarna kuning kecoklat-coklatan sampai keungu-unguan,
berbentuk agak pipih dan bercabang tidak beraturan (Setiyawan, 2015). Senyawa
bioaktif yang terdapat dalam alga merah Eucheuma spinosum disebabkan karena
adanya senyawa metabolit sekunder, yaitu flavonoid, alkaloid, triterpenoid, asam

askorbat (Mardiyah, 2012) dan steroid (Sholikah, 2016).

2.3 Triterpenoid

Senyawa triterpenoid merupakan golongan terpenoid yang memiliki
kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan isoprena dan secara biosintesis
diturunkan dari hidrokarbon Cj3, asiklik yaitu skualena, senyawa ini tidak
berwarna dan berbentuk kristal. Senyawa ini banyak ditemukan dalam jaringan
tanaman sebagai glikosida. Triterpenoid siklik banyak ditemukan berupa alkohol,
aldehida atau asam karboksilat (Harborne, 1987). Triterpenoid yang paling
penting dan paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik (Robinson, 1995).

Struktur dari skualena ditunjukkan pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Struktur dasar golongan senyawa triterpenoid (skuelena) (Robinson,
1995)

Ahmad dan Massi (2013) mengisolasi senyawa triterpenoid pada fraksi
kloroform ekstrak metanol alga merah Eucheuma spinosum dengan menggunakan
kromotografi kolom. Identifikasi menggunakan IR dan D-NMR menunjukkan
senyawa triterpenoid yang berhasil dilakukan isolasi adalah triterpenoid asam
karboksilat, ditunjukkan pada Gambar 2.3. Li, dkk. (2013) melakukan identifikasi
senyawa triterpenoid pada alga cokelat Kjellmaniella crassifolia adalah 3-
epicyclomusalenol dan cyclosadol. Struktur senyawa triterpenoid tersebut

ditunjukkan pada Gambar 2.4.

S
N

Gambar 2.3 Struktur senyawa triterpenoid asam karboksilat (Ahmad, 2013)



13

m

>
Z

HO\\\\\\. .

a b

Gambar 2.4 (a) Struktur senyawa 3-epicyclomusalenol dan (b) struktur senyawa
cyclosadol (Li, dkk., 2013)

2.4 Steroid

Steroid merupakan salah satu senyawa bioaktif dalam alga merah Eucheuma
spinosum. Keberadaan senyawa steroid di alam secara biogenetik berasal dari
senyawa triterpenoid dan termasuk kelompok senyawa bahan alam yang sebagian
besar strukturnya terdiri atas 17 atom karbon dengan membentuk struktrur dasar
1,2-siklopentenoperhidrofenantren. Pengelompokkan senyawanya berdasarkan
pada gugus yang terikat pada kerangka dasar rantai karbon (Kristanti, dkk., 2008).

Struktur dasar 1,2-siklopentenoperhidrofenantren ditunjukkan pada Gambar 2.5.

Gambar 2.5 Struktur dasar steroid 1,2-siklopentenoperhidrofenantren (Kristanti,
dkk., 2008)
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Sumber steroid dapat digolongkan menjadi 4, yaitu dari tumbuhan
(fitosterol), dari hewan (zoosterol), dari fungi (mikosterol) dan dari organisme laut
(marinesterol). Fitosterol misalnya g-sitosterol yang biasanya terdapat pada serum
lemak, stigmasterol dan kompesterol yang umumnya terdapat dalam minyak
kedelai. Sedangkan zoosterol misalnya kolesterol yang umumnya terdapat dalam
otak, sumsum tulang belakang dan hati, progesteron yang terdapat dalam indung
telur dan sekitar kelenjar susu. Mikosterol misalnya ergosterol yang terdapat di
khamir dan membran jamur, dan marinesterol misalnya spongesterol, fukosterol
pada alga coklat dan desmosterol pada alga merah (Vembriarto, 2013).

Swantara dan Parwata (2011) mengisolasi senyawa steroid pada rumput laut
dari pantai sekitar Bali menggunakan kromatografi kolom. Identifikasi senyawa
menggunakan GC-MS, senyawa steroid hasil isolasi adalah kolesta-4,6-diene-34-
ol, kolest-5-ene-34-0l (kolesterol) dan kolest-4-en-3-one yang ditunjukkan pada

Gambar 2.6 dan Gambar 2.7.

Gambar 2.6 Struktur senyawa kolesta-4,6-diene-3f-ol (Swantara dan Parwata,
2011)
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Gambar 2.7 (a) Struktur senyawa kolest-5-ene-34-ol (kolesterol) dan (c) struktur
senyawa kolest-4-en-3-one (Swantara dan Parwata, 2011)

2.5 Ekstraksi Maserasi
Maserasi adalah perendaman sampel menggunakan pelarut organik pada

suhu ruang. Pada proses perendaman, dinding serta membran sel analit tumbuhan
akan terpecah akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan diluar sel, yang
mengakibatkan metabolit sekunder dalam sitoplasma terlarut dalam pelarut
organik. Lama perendaman yang diatur akan menghasilkan ekstraksi yang
sempurna. Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas
yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut
(Indrayani, dkk., 2006). Pemilihan pelarut organik untuk ekstraksi merupakan
faktor penting agar tercapai tujuan dan sasaran ekstraksi komponen. Konstanta

dielektrik beberapa pelarut ditunjukkan pada Tabel 2.1

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Tabel 2.1 Konstanta dielektrik dan tingkat kelarutan beberapa pelarut

Jenis pelarut Konstanta dielektrik ~ Tingkat kelarutan Titik didih

dalam air (°C)

Heksana 1,9 Tidak larut 68,7
Petroleum eter 2,28 Tidak larut 60

Etil asetat 6,02 Sedikit larut 771
Metanol 33,60 Larut 64

Sumber: Fesenden dan Fesenden (1997) dan Mulyono (2006)

Ekstraksi maserasi pada penelitian ini menggunkan metanol, karena
menurut penelitian Sharo, dkk. (2013) ekstraksi alga merah Eucheuma cottoni
dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut n-heksana dan diperoleh
rendemen 0,78%, sedangkan menggunkan pelarut etanol diperoleh rendemen
1,33% dan Anam (2015) menggunkan pelarut metanol didapatkan rendemen
12,37%. Selain itu, pelarut metanol memiliki titik didik yang lebih rendah
dibandingkan n-heksana dan etanol. Semakin rendah titik didih pelarut maka akan

lebih mudah untuk diuapkan.

2.6 Hidrolisis dan Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Metanol
Hidrolisis merupakan reaksi antara air dengan suatu senyawa hingga
membentuk reaksi kesetimbangan (Mulyono, 2006). Hidrolisis berfungsi untuk
memutuskan ikatan glikosida pada senyawa organik. Glikosida merupakan
senyawa Yyang terdiri dari gabungan bagian gula (glikon) yang bersifat polar dan
bagian bukan gula (aglikon) yang bersifat polar, semipolar maupun non polar

(senyawa metabolit sekunder) (Gunawan, dkk., 2008)
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Reaksi hidrolisis dengan menggunakan air berjalan lambat, sehingga perlu
katalisator untuk mempercepat reaksi. Katalisator yang sering digunakan adalah
HCI. Pemilihan HCI sebagai katalisator karena HCI memiliki sifat yang lebih
asam dibandingkan H,SO,, hal ini bisa dilihat dari nilai pKa HCI (-8,00) yang
lebih kecil dibandingkan H,SO, (-3,00). Selain itu, HCI dipilih karena akan
membentuk garam NaCl yang tidak berbahaya (Setiyawan, 2015). Laju reaksi
HCI 2 N (0,052 min™) lebih cepat dibandingkan 1 N (0,036 min™) (Tasic, dkk.,

2009). Dugaan reaksi yang terjadi pada saat proses hidrolisis pada Gambar 2.8.

¢ H
HO -0
SN
H v Metabolit Sekunder +H,0 HCI, + Metabolit oH + HCl
¥ Sekunder

HO
Gambar 2.8 Dugaan reaksi hidrolisis gI|k05|da (Mardiyah, 2012)

Setelah proses pemecahan ikatan glikon dan aglikon perlu dilakukan
penetralan dengan menggunakan natrium bikarbonat. Penetralan dilakukan karena
glikosida bersifat stabil pada kondisi netral (Fessenden dan Fessenden, 1986).
Berikut adalah reaksi penetralan antara HCI dan natrium bikarbonat yang

ditunjukkan pada Gambar 2.9.

HCI + NaHCO;——> NaCl + CO; + H,0

Gambar 2.9 Reaksi antara HCI dan natrium bikarbonat (Mardiyah, 2012)
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Setelah proses hidrolisis selanjutnya adalah proses partisi dengan
menggunakan petroleum eter. Berdasarkan penelitian Setiyawan (2015) hidrolisis
ekstrak kasar metanol Eucheuma spinosum yang dipartisi menggunakan pelarut
petroleum eter, diperoleh rendemen sebesar 4,9%. Sedangkan Susetyo (2015)
menghidrolisis dengan menggunakan partisi menggunakan pelarut etil asetat dan

diperoleh rendemen sebesar 4,78%.

2.7 Uji Fitokimia Senyawa Triterpenoid dan Steroid

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif golongan senyawa aktif pada suatu
sampel baik pada tumbuhan maupun pada hewan. Uji ini membantu memberikan
gambaran tentang golongan senyawa aktif berupa metabolit sekunder di dalam
sampel. Metode yang digunakan secara umum merupakan reaksi pengujian warna
dengan suatu pereaksi dan pemisahannya (Kristanti, dkk., 2008).

Uji fitokimia senyawa triterpenoid dan steroid dilakukan dengan
penambahan kloroform, asam asetat anhidrat dan H,SO, pada dinding tabung
reaksi. Uji fitokimia dari fraksi petroleum eter hasil ekstrak metanol alga merah
Eucheuma spinosum menunjukkan adanya senyawa triterpenoid dan steroid
(Septiandari, 2016). Adanya senyawa triterpenoid ditandai dengan terbentuknya
cincin berwarna kecoklatan atau violet pada perbatasan (Ciulei, 1984). Sedangkan
adanya senyawa steroid ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau kebiruan

(Zamroni, 2011).
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2.8 Kromatografi Kolom

Isolasi senyawa triterpenoid dan steroid dapat dilakukan menggunakan
kromatografi kolom. Prinsip dasar dari kromatografi kolom adalah suatu
pemisahan yang didasarkan pada prinsip adsorpsi. Kromatografi kolom dilakukan
dengan membuat bubur antara eluen dengan fase diam (Kristanti, dkk., 2008).
Fase diam yang digunakan pada proses pemisahan kromatografi kolom adalah
silika gel G-60 (0,063-0,200 mm). Silika gel memberikan luas permukaan yang
besar dikarenakan ukuran partikel silika gel yang kecil. Adapun struktur dasar

silika gel ditunjukkan pada Gambar 2.10 (Noviyanti, 2010).
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Gambar 2.10 Struktur silika gel (Noviyanti, 2010)

Permukaan silika gel memiliki gugus silanol, hidroksil yang terdapat pada
gugus silanol ini merupakan pusat aktif dan berpotensi mampu membentuk ikatan
hidrogen yang kuat dengan senyawa yang akan dipisahkan. Silika gel membentuk
ikatan hidrogen terutama dengan donor H seperti alkohol, fenol, amina, amida dan
asam karboksilat. Semakin kuat kemampuan ikatan hidrogen suatu senyawa maka

semakin kuat akan tertahan pada silika gel (Noviyanti, 2010).
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Pemilihan fasa gerak atau eluen juga merupakan hal penting untuk
keberhasilan isolasi senyawa. Eluen yang digunakan dalam isolasi senyawa dalam
kromatografi kolom bervariasi, sesuai dengan kebutuhan. Pramana dan Saleh
(2013) mengisolasi senyawa steroid dari daun kukang Lepisanthes amoena
(hassk.) Leenh menggunakan kromatografi kolom. lIsolasi dilakukan dengan
melakukan ekstraksi menggunakan metanol dan difraksinasi dengan n-heksana.
Eluen yang digunakan untuk isolasi adalah campuran eluen n-heksana dan etil
asetat dengan perbandingan 16:4. Hasil isolasi diperoleh 9 kelompok fraksi
gabungan, kelompok fraksi ke 6 merupakan kelompok fraksi yang paling murni
karena telah membentuk Kristal, sehingga dilakukan rekristalisasi untuk
memurnikan dan diperoleh kristal jarum berwarna putih seberat 10,2 mg. Solikah
(2016) mengisolasi senyawa triterpenoid dan steroid fraksi petroleum eter ekstrak
metanol dari alga merah Eucheuma spinosum dengan perbandingan eluen n-
heksana dan etil asetat 17:3. Hasil isolasi diperoleh 9 kelompok fraksi gabungan
yang terdiri dari 4 kelompok triterpenoid dan 5 kelompok steroid. Hasil isolasi
diperoleh rendemen senyawa triterpenoid sebesar 0,41 mg dan senyawa steroid
0,55 mg.

Campuran eluen yang digunakan untuk isolasi senyawa steroid dan
triterpenoid terdiri dari senyawa n-heksana dan etil asetat. Larutan n-heksana
merupakan larutan yang bersifat non polar sedangkan larutan etil asetat
merupakan larutan yang bersifat semi polar, sehingga campuran n-heksana dan
etil asetat dengan perbandingan 16:4, 17:3 dan 18:2 memiliki sifat cenderung non
polar, karena n-heksana memberikan kontribusi yang lebih besar dibandingkan

etil asetat. Variasi eluen yang cenderung bersifat non polar dikarenakan senyawa
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triterpenoid dan steroid yang akan diisolasi bersifat cenderung non polar.
Senyawa yang bersifat non polar akan ikut bersama dengan laju eluen sedangkan
senyawa yang bersifat polar akan tertahan dalam kolom, karena silika yang
digunakan bersifat polar.

Monitoring hasil isolasi menggunakan kromatografi kolom dapat
dilakukan dengan menggunakan KLTA dengan menggunakan plat KLT silika gel
F,s4. Berdasarkan penelitian Setiyawan (2015) eluen terbaik pada proses KLTA
untuk memisahkan senyawa triterpenoid dan steroid dari alga merah Eucheuma
spinosum adalah n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 17:3. Monitoring
dilakukan dengan menyemprot pereaksi Liebermann-Burchard, lalu dilihat di
bawah lampu UV pada panjang gelombang 366 nm. Warna merah menunjukkan
positif mengandung senyawa triterpenoid (Setiyawan, 2015) dan warna hijau
positif mengandung senyawa steroid (Aprelia dan Suyatno, 2013). Hasil
identifikasi dikelompokkan berdasarkan warna dan nilai Rf yang hampir sama.
Nilai Rf dapat ditentukan berdasarkan perbandingan antara jarak senyawa yang

terelusi dengan jarak pelarut yang mengelusi, ditunjukkan pada Persamaan 2.1.

jarak tempuh =senyawa

Nilai Rf =

jarak tempuh pelarut

2.9 ldentifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Prinsip dari spektrofotometer UV-Vis adalah adanya transisi elektronik
suatu molekul yang disebabkan oleh peristiwa absorbsi energi berupa radiasi
elektromagnetik pada frekuensi yang sesuai oleh molekul tersebut (Gandjar dan
Rohman, 2007). Absorbsi radiasi oleh sampel diukur oleh detektor pada berbagai

panjang gelombang dan diinformasikan ke perekam untuk menghasilkan
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spektrum. Spektrum ini akan memberikan informasi penting untuk identifikasi
adanya gugus kromofor (Hendayana, 2006). Penerapan spektrofotometer UV-Vis
kebanyakan diterapkan pada senyawa organik yang didasarkan pada transisi n-z*
ataupun z-z* dan kehadiran gugus kromofor dalam molekul. Transisi ini terjadi
dalam daerah UV-Vis, sehingoga pada identifikasi ini menggunakan panjang
gelombang 200-800 nm (Day dan Underwood, 1999).

Kiranawati dan Suyatno (2014) melakukan isolasi senyawa triterpenoid
dari kulit batang bakau merah Rhizopora stylosa. Senyawa hasil isolasi dilakukan
identifikasi menggunakan UV-Vis, FTIR dan GC-MS. Identifikasi menunjukkan
senyawa yang diisolasi adalah senyawa lupeol yang memiliki serapan maksimum

pada panjang gelombang 202,4 nm. Spektrum ditunjukkan pada Gambar 2.11.

300.00

Gambar 2.11 Spektrum UV-Vis senyawa lupeol dari kulit batang bakau merah
Rhizopora stylosa (Kiranawati dan Suyatno, 2014)
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Aprelia dan Suyatno (2013) melakukan penelitian tentang senyawa
metabolit sekunder pada tumbuhan paku Christella arida. Senyawa hasil isolasi
dilakukan identifikasi menggunakan UV-Vis, FTIR dan GC-MS. Identifikasi
menunjukkan senyawa yang berhasil diisolasi adalah senyawa steroid yang
memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang 203 nm. Spektrum

ditunjukkan pada Gambar 2.12.

203

N

Absotbanst

Panjang selombang (rim

Gambar 2.12 Spektrum UV-Vis senyawa steroid dari tumbuhan paku Christella
arida (Aprelia dan Suyatno, 2013)

Patel, dkk. (2016) melakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari daun
palem gula Caryota urens dengan menggunakan kromatografi kolom. Hasil
isolasi dilakukan identifikasi menggunakan UV-Vis, FTIR dan GC-MS.
Berdasarkan hasil identifikasi menunjukkan senyawa yang berhasil diisolasi
adalah senyawa steroid. Hasil identifikasi menggunakan UV-Vis didapatkan
panjang gelombang maksimum adalah 270,4 nm yang ditunjukkan pada Gambar

2.13.
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270.4

Gambar 2.13 Spektrum UV-Vis senyawa steroid dari daun palem gula Caryota
urens (Patel dkk., 2016)

2.10 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer FTIR

Spektrofotometer FTIR biasa digunakan untuk mengidentifikasi gugus
fungsi suatu senyawa. Daerah spektrum Spektrofotometer IR dibagi menjadi 3,
yaitu IR dekat (antara 0,8-2,5 pm atau 12.500-4.000 cm™), IR tengah (antara 2,5-
25 um atau 4.000-400 cm™) dan IR jauh (antara 25-1.000 pm atau 400-10 cm™)
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Senyawa yang berinteraksi dengan radiasi IR akan menyebabkan terjadi
vibrasi ikatan-ikatan kovalen pada molekul senyawa tersebut. Hal ini yang
dijadikan dasar untuk mengidentifikasi gugus fungsi pada suatu senyawa.
Identifikasi menggunakan FTIR hanya akan memberikan informasi mengenai
gugus fungsi yang terdapat pada struktur triterpenoid dan steroid.

Prayitno, dkk. (2015) melakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari
kulit batang tumbuhan katsuri Mangifera casturi. Hasil isolasi dilakukan
identifikasi menggunakan UV-Vis, FTIR dan H-NMR. Identifikasi menunjukkan
senyawa yang berhasil diisolasi adalah senyawa triterpenoid. Spektrum FTIR

ditunjukkan pada Gambar 2.14.
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Gambar 2.14 Spektrum FTIR senyawa triterpenoid dari tumbuhan kasturi
Mangifera casturi (Prayitno, dkk., 2015)

Berdasarkan hasil spektrum FTIR senyawa adanya serapan pada bilangan
gelombang 3382 cm™ yang menunjukkan adanya gugus OH. Bilangan gelombang
2939 dan 2872cm™ menunjukkan serapan C-H alifatik. Diperkuat oleh adanya
serapan gem dimetil pada bilangan gelombang 1373 cm™ dan vibrasi tekuk C-H
pada bilangan gelombang 1457 cm™ (Prayitno dkk., 2015).

Muharni (2010) melakukan isolasi senyawa triterpenoid dari daun manggis
hutan Garcinia bancana Miq. Isolasi dilakukan dengan menggunakan
kromatografi vakum cair dan dilakukan identifikasi menggunakan UV-Vis, FTIR
dan NMR. Hasil identifikasi menunjukkan senyawa triterpenoid yang berhasil
diisolasi adalah senyawa lupeol. Gambar 2.15 menunjukkan spektrum senyawa

lupeol.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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33540

Gambar 2.15 Spektrum FTIR senyawa lupeol dari daun manggis hutan Garcinia
bancana Miqg (Muharni, 2010)

Berdasarkan spektrum dapat diketahui bahwa isolat tersebut memiliki
gugus beberapa serapan, antara lain pada bilangan gelombang untuk gugus
hidroksil pada bilangan gelombang 3354 cm™, gugus C-H alifatik pada bilangan
gelombang 2943 dan 2856 cm™. Pada bilangan gelombang 1639 cm™
menunjukkan serapan C=C, bilangan gelombang 1380 dan 1334 cm™
menunjukkan serapan gem dimetil dan pada bilangan gelombang 1188 cm™
menunjukkan serapan C=0.

Solikah (2016) melakukan isolasi senyawa steroid pada alga merah
Eucheuma spinosum dengan metode kromatografi kolom. Hasil isolasi dilakukan
identifikasi menggunakan FTIR. Gambar 2.16 menunjukkan spektrum dari

senyawa steroid.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Gambar 2.16 Spektrum FTIR senyawa steroid dari alga merah Eucheuma
spinosum (Solikah, 2016)

Berdasarkan hasil spektrum dapat diketahui bahwa isolat tersebut
memiliki gugus OH pada bilangan gelombang 4338 cm™, terdapat gugus C-H
pada bilangan gelombang 2929 cm™ dan bilangan gelombang 2859 cm™
menunjukkan serapan gugus —CH,-. Pada bilangan gelombang 1738 cm™
menunjukkan serapan C=0, pada bilangan gelombang 1462 cm™ menunjukkan
serapan C-C serta pada bilangan gelombang 1383 cm™ menunjukkan serapan
gugus —C(CHgs),. Serapan gugus alkohol sekunder ditunjukkan pada bilangan
gelombang 1259 cm™, pada bilangan gelombang 1174 cm™ menunjukkan serapan
C-O-C dan bilangan gelombang 1063 cm™ menunjukkan adanya C-O alkohol

sekunder.

N :!
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Januari-Mei 2017 di
Laboratorium Organik Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah oven, rotary
evaporator, spektrofotometer UV-Vis (Varian Cary 50), spektrofotometer FTIR
merk (Varian tipe FT-100), ayakan 60-90 mesh, hotplate, pisau, desikator, shaker,

corong pisah, kolom kromatografi, statif dan seperangkat alat gelas laboratorium.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini sampel kering alga
merah Eucheuma spinosum yang berasal dari pantai Jumiang, Pamekasan Madura,
metanol p.a 99,9%, petroleum eter p.a, akuades, HCI p.a 37%, H,SO, p.a 98%,
etanol p.a 96%, glass woll, kloroform p.a, n-heksana p.a 99%, etil asetat p.a,

silika gel G-60 (0,063-0,200 mm), plat silica gel G F2s4 dan NaHCO3 p.a.

28
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kualitatif. Diawali dengan
preparasi sampel. Sampel kering alga merah Eucheuma spinosum dihaluskan dan
diayak meggunakan ayakan 60-90 mesh. Lalu melakukan uji kadar air pada
sampel yang berbentuk serbuk. Serbuk sampel dimaserasi menggunakan pelarut
metanol 99,9%. Selanjutnya ekstrak kasar dihidrolisis menggunakan HCI 2 N.
Setelah itu, difraksinasi dengan pelarut petroleum eter p.a, diambil fase organik,
dipekatkan dan dilakukan uji fitokimia dengan reagen untuk mengetahui senyawa
aktif pada fraksi petroleum eter. Kemudian ekstrak dipisahkan dengan metode
kromatografi kolom basah menggunakan eluen n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan 16:4, 17:3 dan 18:2 secara isokratik. Hasil pemisahan lalu
dimonitoring menggunakan KLTA. Monitoring pertama dilakukan dengan
diambil tiap 5 vial eluat hasil elusi (vial ke 5, 10, 15, 20 sampai vial terakhir).
Kemudian hasil monitoring pertama dimonitoring kembali dengan diambil tiap 1
vial hingga diperoleh batas antara vial murni dan campuran dengan
memperhatikan kenampakan noda dan nilai Rf. Noda yang positif senyawa
triterpenoid dan steroid kemudian diidentifikasi menggunakan spektrofotometer

UV-Vis dan FTIR.

3.4 Tahapan Penelitian

Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu:
1. Preparasi sampel
2. Analisis kadar air

3. Ekstraksi sampel dengan maserasi
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4. Hidrolisis dan ekstraksi cair-cair (partisi) ekstrak pekat metanol

5. Uji fitokimia senyawa triterpenoid dan steroid

6. Pemisahan senyawa triterpenoid dan steroid dengan kromatografi kolom basah
7. Monitoring noda dengan KLTA, penggabungan dan pemekatan fraksi

8. Identifikasi isolat menggunakan spektrofotometer UV-Vis

9. Identifikasi isolat menggunakan spektrofotometer FTIR

3.5 Cara Kerja
3.5.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan merupakan sampel kering alga merah Eucheuma
spinosum. Sampel dihaluskan menggunakan blender dan disaring menggunakan

ayakan 60-90 mesh.

3.5.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan pada semua bagian Eucheuma spinosum.
Cawan dipanaskan dalam oven pada suhu 100-150 °C selama 15 menit untuk
menghilangkan kadar airnya, kemudian cawan disimpan dalam desikator sekitar
10 menit. Cawan selanjutnya ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama
sampai diperolen berat cawan yang konstan. Serbuk Eucheuma spinosum
dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya sebanyak 2,5
gram dan dikeringkan ke dalam oven pada suhu 100-105 °C selama 15 menit,
kemudian sampel disimpan dalam desikator selama 10 menit dan ditimbang.
Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven selama 15 menit, disimpan

dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi sampai berat
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konstan. Kadar air dalam serbuk alga merah dihitung menggunakan Persamaan

3.1.

Kadar air = :T_: X100 B0 e (3.1)

Dengan: a adalah berat cawan kosong, b adalah berat cawan dan sampel sebelum

dikeringkan dan c adalah berat cawan dan sampel setelah dikeringkan

3.5.3 Ekstraksi Sampel dengan Maserasi

Ekstraksi komponen aktif pada Eucheuma spinosum dilakukan dengan
cara ekstraksi maserasi atau perendaman dengan pelarut metanol. Ekstraksi
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan agar kandungan senyawa pada tanaman
terekstrak secara maksimal. Serbuk Eucheuma spinosum ditimbang sebanyak 300
gram dan diekstraksi secara maserasi menggunakan pelarut metanol 1500 mL di
dalam erlenmeyer dan diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120
rpm selama 3 jam. Kemudian disaring dan ampas yang diperoleh dimaserasi
kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama dilakukan sampai 3 Kali
pengulangan atau sampai diperoleh filtrat yang cukup bening. Selanjutnya ketiga
filtrat yang diperoleh digabung menjadi satu. Kemudian dipekatkan menggunakan
rotary evaporator (Anam, 2015). Ekstrak pekat ditimbang dan dihitung

rendemennya dengan menggunakan Persamaan 3.2.

EBerat ekstrak metanol

% rendemen = X100 %0 (3.2)

Berat sampel

3.5.4 Hidrolisis dan Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Metanol
Ekstrak pekat metanol diambil sebanyak 6,5 gram dimasukkan ke dalam

gelas kimia, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 13 mL HCI 2 N ke
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dalam ekstrak pekat. Hidrolisis dilakukan selama 1 jam pada suhu ruang. Hasil
hidrolisis yang diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat sampai pHnya
netral, lalu hasil hidrolisis dipartisi menggunakan 32,5 mL pelarut petroleum eter.
Proses partisi dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Ekstrak hasil partisi
dipekatkan dengan rotary evaporator (Setiyawan, 2015). Ekstrak pekat yang
diperoleh ditimbang dan dihitung rendemennya dengan menggunakan Persamaan

3.3.

Barat fraksi petroleum ster

0% rendemen = X100 %....ccoeviivereneee, (3.3)

Berat eketrak metanol

3.5.5 Uji Fitokimia Senyawa Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak petroleum eter sebanyak 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi,
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat.
Campuran ini selanjutnya ditambah 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung.
Jika hasil yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan 2
pelarut menunjukkan adanya triterpenoid dan jika diperoleh hasil berupa cincin
berwarna biru sampai hijau pada perbatasan 2 pelarut menunjukkan adanya

senyawa steroid (Mardiyah, dkk., 2014).

3.5.6 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dan Steroid Menggunakan
Kromatografi Kolom Basah

Silika gel G-60 sebanyak 10 gram diaktivasi menggunakan oven pada suhu
110 °C selama 2 jam lalu didinginkan dalam desikator selama 15 menit. Kolom
bagian bawah diisi glass wool dan eluen (n-heksana:etil asetat). Dibuat bubur
silika gel dengan dimasukkan silika gel dalam gelas kimia lalu ditambahkan

campuran eluen n-heksana dan etil asetat 16:4, diaduk hingga homogen dan tidak
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ada gelembung udara. Bubur silika gel dimasukkan ke dalam kolom dan
didiamkan selama 24 jam. Sampel diambil 0,1 gram dicampur dengan 1 mL
campuran eluen n-heksana dan etil asetat 16:4. Selanjutnya kran sedikit dibuka
dan dikeluarkan eluen hingga tersisa di atas fase diam namun tidak melebihi fase
diam. Setelah itu, kran ditutup dan dimasukkan campuran sampel dan eluen
menggunakan pipet. Selanjutnya ditambahkan campuran eluen n-heksana dan etil
asetat 16:4. Kran dibuka, dilakukan elusi kemudian hasil elusi ditampung setiap 2
mL dalam botol vial. Selain itu, elusi dilakukan untuk menjaga agar silika gel
dalam kolom selalu terendam eluen (Septiandari, 2016). Diulangi perlakuan
dengan menggunakan campuran eluen n-heksana dan etil asetat perbandingan

17:3 dan 18:2.

3.5.7 Monitoring Noda dengan KLTA, Penggabungan dan Pemekatan
Fraksi

Fraksi-fraksi yang didapat dari pemisahan kromatografi kolom kemudian
dimonitoring dengan KLTA. Monitoring pertama dilakukan dengan cara diambil
tiap 5 vial yaitu vial ke 5, 10, 15, 20 sampai vial terakhir. Hasil monitoring
kemudian dikelompokkan berdasarkan noda dan nilai Rf yang muncul. Kelompok
fraksi dari monitoring pertama dimonitoring kembali dengan cara diambil tiap 1
vial. Sehingga dapat dilakukan penyederhanaan fraksi dengan cara penggabungan
fraksi berdasarkan pola noda dan Rf yang sama dari hasil KLTA.

Eluen yang digunakan sebagai fase gerak untuk monitoring adalah n-
heksana:etil asetat perbandingan 17:3 dan fase diam yang digunakan adalah plat
silika gel Fus4 dengan ukuran 10x10 cm. Eluen dijenuhkan dalam bejana

pengembang selama 1 jam. Plat silika gel ditandai 1 cm pada batas atas dan
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bawah, lalu diaktivasi dengan dioven selama 30 menit. Kelompok tiap fraksi
ditotolkan pada plat KLTA yang telah diaktivasi menggunakan pipa kapiler
dengan jarak 1 cm dari batas bawah plat. Setelah selesai penotolan, dimasukkan
plat tersebut ke dalam eluen yang telah dijenuhkan dan dielusi sampai tanda batas
atas. Kemudian diamati noda yang terbentuk menggunakan lampu UV, disemprot
dengan reagen Liebermann-Burchard lalu diamati dibawah lampu UV 366 nm dan

dihitung Rf tiap noda.

3.5.8 Identifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat hasil isolasi dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Pembuatan blanko dilakukan dengan memasukkan 5 ml etanol dalam kuvet. Isolat
dimasukkan ke dalam kuvet dan ditambahkan etanol. Analisis dilakukan pada
panjang gelombang 200-800 nm, sehingga akan diperoleh spektrum dan panjang

gelombang maksimum.

3.5.9 Identifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer FTIR
Isolat triterpenoid dan steroid yang diperolen kemudian dianalisis
menggunakan spektrofotometer FTIR. Spektra yang dihasilkan dilakukan analisis

untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat dalam isolat.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan adalah alga merah jenis Eucheuma spinosum yang
sudah kering berbentuk butiran, diperoleh dari pantai Jumiang, Pamekasan,
Madura. Preparasi sampel diawali dengan proses penghalusan untuk memperbesar
luas permukaan sampel. Sampel dalam bentuk serbuk dengan tingkat kehalusan
yang tinggi, kemungkinan terjadinya pemecahan sel-sel akan semakin besar
sehingga memudahkan pelarut mengambil kandungan yang terdapat dalam sampel
dan proses ekstraksi akan semakin cepat (Voight, 1995). Sampel sesudah

dihaluskan ditunjukkan pada Gambar 4.1.

Gambar 4.1 Sampel sesudah dihaluskan

4.2 Analisis kadar air
Analisis kadar air bertujuan untuk mengetahui kadar air dalam sampel alga
merah Eucheuma spinosum, tinggi rendahnya kadar air akan mempengaruhi

proses maserasi. Semakin tinggi kadar air akan menyebabkan adanya kompetisi
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antara air dan zat aktif untuk diikat oleh pelarut, misalnya metanol dan semakin
rendah kadar air dapat mempermudah proses penarikan zat aktif dalam sampel
karena pelarut mudah menembus dinding sel sampel tanpa adanya gangguan dari
molekul air. Menurut Septyaningsih (2010) jika kadar air dalam sampel lebih dari
11% maka akan tumbuh mikroorganisme dan mempengaruhi reaksi enzimatis
sehingga mempercepat pembusukan sampel. Analisis kadar air dilakukan
pengulangan sebanyak 4 kali hingga berat konstan dengan menggunakan 3 cawan
yang berbeda. Hasil analisis kadar air ditunjukkan pada Tabel 4.1. Rata-rata kadar

air alga merah Eucheuma spinosum sebesar 9,41%.

Tabel 4.1 Hasil analisis kadar air

Pengulangan Berat (gram) Kadar
Cawan Cawan kosong + Cawan kosong +  air (%)
kosong sampel sebelum sampel setelah

dioven dioven
Cawan 1 56,3142 58,8194 58,5854 9,34
Cawan 2 5 Seaal S 57,7172 57,4851 9,28
Cawan 3 51,2933 53,7985 53,5578 9,60
Rata-rata 9,41

4.3 Ekstraksi Sampel

Ekstraksi sampel menggunakan metode maserasi bertujuan untuk
mengekstrak senyawa aktif yang terdapat dalam sampel. Pada saat perendaman
menggunakan pelarut metanol terjadi proses difusi karena adanya perbedaan
konsentrasi larutan. Pelarut metanol yang memiliki konsentrasi lebih tinggi masuk
ke dalam sel alga merah Eucheuma spinosum melewati dinding sel, sehingga isi

sel keluar dari dinding sel dan larut dalam metanol.
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Proses maserasi dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan dan terjadi
penurunan intensitas warna pada filtrat yang diasumsikan bahwa senyawa aktif
dalam sampel telah terekstrak dengan maksimal dalam pelarut metanol.
Penurunan intersitas warna ditunjukkan pada Gambar 4.3. Ekstrak metanol yang
diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator, untuk
menguapkan pelarut dan diperoleh ekstrak pekat yang ditunjukkan pada Gambar
4.3. Rendemen ekstrak metanol Eucheuma spinosum yang diperoleh sebesar

5,0713%.

Gambar 4.2 Proses maserasi (a) hari ke-1, (b) hari ke-2 dan (c) hari ke-3

Gambar 4.3 Ekstrak metanol pekat
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4.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Ekstrak metanol dihidrolisis dengan HCI 2 N untuk memutus ikatan
glikosida sehingga diperoleh senyawa metabolit sekunder. Reaksi hidrolisis
merupakan reaksi reversible (dapat balik), sehingga apabila tidak dihentikan maka
akan terbentuk kembali ikatan glikosida (Fessenden dan Fessenden, 1986). Hasil
reaksi hidrolisis bersifat asam sehingga reaksi dapat dihentikan dengan
menambahkan basa natrium bikarbonat hingga pH 7 yang ditunjukkan pada

Gambar 4.4 dan reaksi penetralan ditunjukkan pada Gambar 4.5.

a b

Gambar 4.4 (a) Penambahan NaHCO3 dan (b) pengukuran pH

HCI + NaHCO; ——> NaCl + CO, 1+ H,0

Gambar 4.5 Reaksi antara HCI dan natrium bikarbonat (Mardiyah, 2012)

Hasil hidrolisis dipartisi menggunakan petroleum eter yang memiliki
kecenderungan sifat non polar dengan konstanta dielektrik 2,28. Senyawa
triterpenoid dan steroid memiliki sifat yang cenderung non polar, sehingga

senyawa triterpenoid dan steroid dapat terekstrak dalam petroleum eter. Pada
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proses ini terdapat dua lapisan yang tidak saling bercampur yaitu fase air (bersifat
polar) dan fase petroleum eter (bersifat non polar), fase petroleum eter hasil partisi
dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator, untuk menguapkan sisa
pelarut. Rendemen ekstrak pekat yang diperoleh sebesar 23,07%. Proses partisi

ditunjukkan Gambar 4.6 dan hasil partisi ditunjukkan pada Gambar 4.7.

Gambar 4.6 Proses partisi

Gambar 4.7 Hasil partisi

4.5 Uji Fitokimia Senyawa Triterpenoid dan Steroid
Langkah awal untuk identifikasi adanya kandungan senyawa triterpenoid
dan steroid dilakukan uji fitokimia menggunakan reagen Liebermann-Burchard.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa alga merah Eucheuma spinosum
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mengandung senyawa steroid dan triterpenoid. Terbentuknya cincin berwarna
kecoklatan yang menandakan adanya kandungan triterpeoid dan warna hijau yang
menunjukkan adanya kandungan steroid (Setyowati, dkk., 2014). Hasil

identifikasi kandungan ditunjukkan pada Gambar 4.8.

steroid

triterpenoid
N

Gambar 4.8 Hasil uji Liebermann-Burchard

4.6 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dan Steroid Menggunakan
Kromatografi Kolom

Pemisahan senyawa steroid dan triterpenoid dalam sampel alga merah
Eucheuma spinosum menggunakan kromatografi kolom basah. Sampel yang
masuk dalam kolom akan dibawa oleh fase gerak, sehingga terjadi interaksi
senyawa sampel dengan fase diam. Menurut Wonorahardjo (2013) interaksi yang
terjadi dimungkinkan karena adanya gaya-gaya van der Walls seperti gaya
London, dipol-dipol, dipol induksian bahkan ikatan hidrogen untuk beberapa
sampel. Fase diam yang digunakan adalah silika gel dan fase gerak yang
digunakan adalah campuran eluen n-heksana dan etil asetat dengan komposisi

16:4, 17:3 dan 18:2.
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Eluat hasil elusi dilakukan monitoring menggunakan KLTA untuk
mengetahui dugaan senyawa yang terkandung dalam eluat. Noda hasil KLTA
direaksikan dengan reagen Liebermann-Burchard dan diamati di bawah sinar UV
pada panjang gelombang 366 nm, karena pada panjang gelombang 366 nm noda
hasil pemisahan dapat berfluoresensi sehingga dapat diamati. Senyawa steroid dan
triterpenoid pada plat KLT akan menghasilkan berbagai warna. Triterpenoid akan
memberikan warna merah (Ridhia, dkk., 2013) dan ungu (Kiranawati dan
Suyatno, 2014). Sedangkan steroid akan memberikan warna hijau (Saleh, 2007)
dan biru (Astuti, 2014). Noda tunggal dengan nilai Rf dan warna yang sama
dikumpulkan menjadi satu fraksi. Hasil monitoring ditunjukkan pada Gambar
4.9, 4.10 dan 4.11. Tabel hasil monitoring menggunakan komposisi eluen n-
heksana dan etil asetat dengan perbandingan 16:4 ditunjukkan pada Tabel 4.2,

perbandingan 17:3 ditunjukkan pada Tabel 4.3 dan perbandingan 18:2

ditunjukkan pada Tabel 4.4.

a b

Gambar 4.9 (a) Hasil monitoring eluen n-heksana dan etil asestat dengan
perbandingan 16:4 dan (b) ilustrasi hasil monitoring

8cm
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t8 cm

a b

Gambar 4.10 (a) Hasil monitoring eluen n-heksana dan etil2asestat dengan
perbandingan 17:3 dan (b) ilustrasi hasil monitoring

t8 cm

a b

Gambar 4.11 (a) Hasil monitoring eluen n-heksana dan etil asestat dengan
perbandingan 18:2 dan (b) ilustrasi hasil monitoring
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Tabel 4.2 Hasil monitoring pemisahan steroid dan triterpenoid menggunakan

komposisi eluen n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 16:4

No. Fraksi ~ Warna noda Jarak Jarak Rf Dugaan
(UV 366 nm)  senyawa elusi senyawa
(cm) (cm)
1. 1-26 - - 8 - -
2. 27-35 Hijau 1,25 8 0,1562  Steroid
Hijau 1,25 8 0, 1562
3. 36-46 Birg 0.8 3 0.1 Campuran
Ungu 1,75 8 0,2187
4. 47-80 Hijau 1,25 8 0,156  Campuran
Biru 0,8 8 0,1
Ungu 1,75 8 0,2187
5. 81-135 Biru 0,8 8 0,1 Campuran
Merah 0.5 8 0,0625
Ungu 1,75 8 0,2187
6. 136-192 Biru 0.8 3 0.1 Campuran
7. 193-200 - - 8 - -
Tabel 4.3 Hasil monitoring pemisahan steroid dan triterpenoid menggunakan
komposisi eluen n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 17:3
No. Fraksi ~ Warna noda Jarak Jarak Rf Dugaan
(UV 366 nm)  senyawa elusi senyawa
(cm) (cm)
1. 1-14 - - 8 - -
Vs 15-22 Hijau 3 8 0,375 Steroid
Hijau 3 8 0,375
5 23-33 Merah 15 3 0.1875 Campuran
Merah 1,5 8 0,1875
4. 34-44 Meral 0.9 3 0.1125 Campuran
5. 45-60 Merah 0,9 8 0,1125 Triterpenoid
Merah 0,9 8 0,1125
6. 61-72 Merah 0.3 3 0.0375 Campuran
7. 73-180 Merah 0,3 8 0,0375  Triterpenoid
8. 181-200 - - 8 - -
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Tabel 4.4 Hasil monitoring pemisahan steroid dan triterpenoid menggunakan
komposisi eluen n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 18:2

No. Fraksi Warna Jarak Jarak Rf Dugaan
(UV 366 nm) senyawa elusi senyawa
(cm) (cm)

1. 1-27 - - 8 - -

2. 28-66 Hijau 2,5 8 0,3125 Steroid

3. 67-77 - - 8 - -

4. 78-107 Merah 185 8 0,187  Triterpenoid
5. 108-140 Merah 0,9 8 0,1125  Triterpenoid
6. 141-181 Merah 0,5 8 0,0625  Triterpenoid
7. 182-200 - - 8 - -

Berdasarkan Tabel 4.1, 4.2 dan 4.3 hasil isolasi terbaik menggunakan
komposisi eluen dengan perbandingan 18:2 menghasilkan 4 fraksi tunggal, yaitu 1
fraksi tunggal berwarna hijau dan 3 fraksi tunggal berwarna merah. Vial ke 67-77
tidak muncul warna saat dimonitoring, hal ini disebabkan senyawa triterpenoid
masih tertahan dalam silika. Penggunaan komposisi eluen 16:4 dan 17:3 masih
menghasilkan senyawa campuran.

Silika sebagai fase diam memiliki gugus aktif bersifat polar yaitu gugus
silanol (Si-OH), sehingga senyawa-senyawa yang bersifat lebih polar akan
tertahan pada silika. Senyawa steroid memiliki sifat lebih non polar akan keluar
terlebih dahulu dibandingkan senyawa triterpenoid, karena senyawa triterpenoid
akan terikat lebih lama di dalam fase diam (Wonorahardjo, 2013). Pemisahan
senyawa steroid dan triterpenoid hasil terbaik dengan menggunakan perbandingan
18:2. Pelarut n-heksana memiliki konstanda dielektrik 1,9 dan etil asetat memiliki
konstanta dielektrik 6,02 , sehingga urutan sifat polar dari pelarut adalah 16:4 >
17:3 > 18:2. Penggunaan eluen yang lebih polar menyebabkan senyawa

triterpenoid dan steroid berikatan lebih lama dengan silika.
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4.7 Identifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat hasil pemisahan dengan menggunakan variasi eluen n-heksana dan
etil  asetat perbandingan 18:2 dilakukan identifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui panjang gelombang maksimum.

Spektrum isolat ditunjukkan pada Gambar 4.12, 4.13, 4.14 dan 4.15.

3
w 2
g
1
0
200 300 400 500 600 700
Panjang gelombang (nm)
Gambar 4.12 Spektrum UV-Vis isolat 1 (vial ke-28-66)
3
0 2
q
1
0
200 300 400 500 600 700

Panjang gelombang (nm)

Gambar 4.13 Spektrum UV-Vis isolat 2 (vial ke-78-107)
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Gambar 4.14 Spektrum UV-Vis isolat 3 (vial ke-108-140)

200 300 400 500 600 700
Panjang gelombang (nm)

Gambar 4.15 Spektrum UV-Vis isolat 4 (vial ke-141-187)

Berdasarkan Gambar 4.12 isolat 1 memiliki panjang gelombang

maksimum 205 nm, hasil penelitian Patra, dkk. (2010) senyawa steroid dari daun

tumbuhan Hygrophila spinosa memiliki panjang gelombang maksimum 206 nm.

Selain i1tu muncui puncak pada panjang geiombang 214 nm yang menunjukkan

panjang gelombang dari pelarut etil asetat dan pada panjang gelombang 275 nm

yang menunjukkan panjang gelombang pelarut n-heksana.
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Spektrum isolat 2 pada Gambar 4.13 memiliki panjang gelombang
maksimum 207, 217 dan 275 nm, berdasarkan hasil penelitian Awang, dkk.
(2012) daun pacar cina Aglaia exima mengandung senyawa triterpenoid dengan
panjang gelombang maksimum 208 nm. Panjang gelombang 218 nm merupakan
panjang gelombang dari pelarut etil asetat dan panjang gelombang 275 nm
merupakan panjang gelombang dari pelarut n-heksana.

Berdasarkan Gambar 4.14 isolat 3 menunjukkan memiliki panjang
gelombang 203 nm, penelitian Kiranawati dan Suyatno (2014) kulit bakau batang
merah Rhizophora stylosa mengandung senyawa triterpenoid dengan panjang
gelombang maksimum 202,4 nm. Selain itu, juga muncul puncak pada panjang
gelombang 275 nm yang merupakan panjang gelombang dari pelarut n-heksana.

Berdasarkan Gambar 4.15 isolat 4 memiliki panjang gelombang
maksimum 204,9; 217 dan 275 nm, hasil penelitian Praveena, dkk. (2013)
senyawa triterpenoid dari daun nyamplung Calophyllum inophyllum memiliki
panjang gelombang maksimum 204 nm. Panjang gelombang 217 nm merupakan
panjang gelombang dari pelarut etil asetat dan 275 nm merupakan panjang
gelombang dari pelarut n-heksana.

Menurut Rohman dan Gandjar (2007) munculnya puncak pada panjang

gelombang 200-700 nm disebabkan adanya transisi n — 7" dan = — =*. Adanya
absorpsi kromosom karbonil yang menyebabkan transisi n — =* dan adanya

absorpsi kromosom karboksil menyebabkan transisi = — m*.



48

4.8 Ildentifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer FTIR

Langkah lanjut untuk identifikasi isolat hasil pemisahan dilakukan
identifikasi menggunakan spektrofotmeter FTIR, untuk mengetahui gugus fungsi
dari suatu senyawa. Spektra FTIR isolat ditunjukkan pada Gambar 4.14 dan

identifikasi yang ditunjukkan pada Tabel 4.5 dan 4.6.

— T T 17 T 7 T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Bilangan gelombang (cm™)

Gambar 4.16 Spektra FTIR isolat (a) 1, (b) 2, (c) 3 dan (d) 4



Tabel 4.5 Hasil identifikasi spektrum FTIR isolat 1
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No. | Hasil penelitian Referensi (Socrates, 1994)
(cm™) Bilangan gelombang Jenis vibrasi
(cm™)
1. 3450 3550-3230 O-H stretch
2. 2926 3000-2800 Csp®-H stretch
3. 2855 2870-2840 -CH,- sym stretch
4. 1731 1780-1730 C=0 stretch
5. 1638 1680-1620 C=C stretch tidak
terkonjugasi
6. 1543 1600-1450 C-C stretch
7. 1464 1480-1440 —CH; bend
8. 1383 1395-1365 -C(CHj3); stretch
9. 1282 1300-1000 -C-O stretch
1126 1300-1000 -C-O stretch
1 1074 1125-1000 C-OH Alkohol sekunder
2, 800 850-790 C=CH- stretch
13. 742 995-650 =C-H siklik

Tabel 4.6 Hasil identifikasi spektra FTIR isolat 2, 3 dan 4

Hasil penelitian (cm™) Referensi (Socrates, 1994)
N Isolat Isolat vial Isolat vial Bilangan Jenis vibrasi
0. .
vial ke- ke- ke- gelombang
(cm™)
1. 3471 3470 3465 3550-3230 O-H stretch
2. 2926 2925 2924 3000-2800 Csp’-H stretch
% 2859 2858 2854 2870-2840 -CH5- sym stretch
4. 1732 1Lyt 1731 1780-1730 C=0 stretch
5. 1650 1638 1635 1680-1620 C=C stretch tidak
terkonjugasi
6. 1544 1574 1600-1450 C-C stretch
7. 1463 1464 1463 1480 — 1440 —CH; bend
8. 1383 1383 1384 1395-1365 -C(CHz); stretch
9. 1283 1283 1283 1300-1000 -C-0O stretch
10. 1126 1125 1124 1300-1000 -C-O stretch
11. 1075 1074 1074 1125-1000 C-OH Alkohol
sekunder
12. 743 742 742 995-650 =C-H siklik
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Berdasarkan Gambar 4.16a isolat 1 memiliki gugus fungsi OH pada
bilangan gelombang 3450 cm™, Csp®-H pada bilangan gelombang 2926 cm™ dan
gugus -CH,- pada bilangan gelombang 2855 cm™. Adanya serapan gugus C=0O
pada bilangan gelombang 1731 cm™ serta C=C tidak terkonjugasi pada bilangan
gelombang 1638 cm™. Serapan dari gugus -C(CHs), pada hilangan gelombang
1383 cm™ dan gugus fungsi C-OH alkohol sekunder pada bilangan gelombang
1126 dan 1074 cm™. Selain itu, juga muncul serapan pada bilangan gelombang
800 cm™ yang menunjukkan serapan dari C=CH serta pada bilangan gelombang
742 cm™ muncul serapan dari gugus fungsi dari =C-H siklik. Spektrum yang
dihasilkan mirip dengan spektrum senyawa steroid hasil isolasi dari akar
tumbuhan Caylusea abyssinic yang dilakukan oleh Edilu, dkk. (2015). Isolat akar
tumbuhan Caylusea abyssinic dilakukan identifikasi menggunakan FTIR, 'H-
NMR, *C-NMR dan DEPT-135 senyawa yang berhasil diisolasi adalah senyawa
p-sitosterol.

Berdasarkan Gambar 4.16b isolat 2 memiliki gugus fungsi O-H pada
bilangan gelombang 3471 cm™, gugus Csp-H pada bilangan gelombang 2926
cm™ dan -CH,- pada bilangan gelombang 2859 cm™. Pada bilangan gelombang
1732 em™ menunjukkan adanya serapan dari gugus fungsi C=0, serapan pada
bilangan gelombang 1650 cm™ menunjukkan adanya gugus C=C tidak
terkonjugasi, bilangan gelombang 1075 cm™ menunjukkan gugus fungsi dari
senyawa alkohol sekunder. Serta serapan pada bilangan gelombang 1383 cm™
yang merupakan gugus —C(CHs), dan bilangan gelombang 743 cm™ menunjukkan
gugus fungsi dari =C-H. Spektrum yang dihasilkan mirip dengan spektrum

senyawa triterpenoid dari daun Gymnema sylvestre (Khanna, dkk., 2011).



o1

Identifikasi menggunakan FTIR, H-NMR dan *C-NMR diketahui senyawa
triterpenoid hasil isolasi dari daun Gymnema sylvestre adalah gymnemagenol.

Berdasarkan Gambar 4.16¢ isolat 3 menunjukkan adanya serapan pada
bilangan gelombang 3470 cm™ yang menunjukkan adanya gugus fungsi OH, pada
bilangan gelombang 2925 cm™ menunjukkan adanya gugus Csp®-H dan hilangan
gelombang 2858 cm™ menunjukkan adanya gugus -CH,-. Pada bilangan
gelombang 1731 cm™ menunjukkan adanya gugus fungsi C=0O dan serapan pada
bilangan gelombang 1638 cm™ menunjukkan adanya gugus C=C tidak
terkonjugasi. Serapan bilangan gelombang 1464 cm™ terdapat gugus C-C dan
gugus —C(CH3), pada bilangan gelombang 1383 cm™, serta gugus alkohol
sekunder pada bilangan gelombang 1074 cm™. Selain itu, muncul serapan pada
bilangan gelombang 742 cm™ menunjukkan gugus fungsi dari =C-H.

Berdasarkan Gambar 4.16d isolat 4 memiliki serapan pada bilangan
gelombang 3465 cm™ yang menunjukkan adanya gugus fungsi OH, serapan dari
gugus Csp*-H pada bilangan gelombang 2924 cm™ dan serapan gugus -CH.- pada
bilangan gelombang 2854 cm™, gugus C=0 pada bilangan gelombang 1731 cm™.
Pada bilangan gelombang 1635 cm™ menunjukkan adanya serapan C=C tidak
terkonjugasi, pada bilangan gelombang 1463 cm™ terdapat gugus C-C dan
serapan gugus —C(CHa), pada bilangan gelombang 1384 cm™, serta gugus alkohol
sekunder pada bilangan gelombang gelombang 1074 cm™. Selain itu, pada
bilangan gelombang 742 cm™ menunjukkan adanya gugus =C-H siklik.

Spektra FTIR senyawa triterpenoid 3 dan 4 memiliki gugus fungsi yang
sama, yaitu O-H, Csp®-H, -CH,-, C=0, C=C tidak terkonjugasi, —C(CH3),, C-OH

alkohol sekunder dan =C-H siklik. Spektra yang dihasilkan mirip dengan



52

spektrum senyawa lupeol dari daun Helicanthus elasticus (Kalyani dan Rambhau,
2012). Selain itu, serapan pada spektra isolat 3 dan 4 juga memiliki kemiripan

dengan serapan senyawa lupeol dan a-amyrin dari daun Bauhinia variegata

(Saha, dkk., 2012). Identifikasi senyawa yang dilakukan oleh Saha, dkk. (2012)
menggunakan FTIR, H-NMR, ¥C-NMR dan MS. Senyawa lupeol dan senyawa

a-amyrin merupakan senyawa triterpenoid yang memiliki gugus fungsi OH.

4.9 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dan Steroid Menurut Perspektif Islam

Alga merah Eucheuma spinosum merupakan salah satu jenis tumbuhan
yang telah Allah SWT ciptakan untuk memenuhi kebutuhan manusia. Penelitian
mengenai isolasi senyawa triterpenoid dan steroid pada alga merah Eucehuma
spinosum merupakan salah satu wujud syukur atas nikmat yang telah Allah SWT
berikan. Mempelajari mengenai fenomena alam adalah perintah kepada manusia
agar dapat menyadari kekuasaan dan kebesaran Allah SWT sehingga menambah
keimanan manusia kepada Allah SWT. Sebagaimana firman Allah SWT dalam

Quran surat Al Imran: 190-191 yaitu:

| % a0

Ve T Y el AT gl ey (T il gla )
Gl BIA 3 (0805 g es Msady Ul al (5080 Gl
14 AN Clde U Ghanl Sl 13 Gl L G La YTy

Artinya:  “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang
yang berakal. (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka
memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “
Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa api neraka.”
(QS. Ali Imran 190-191).
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Quran surat Ali Imran ayat 191 menjelaskan bahwa kata ulul albab adalah
orang-orang selalu mengingat Allah di setiap kondisi baik ketika berdiri, duduk,
maupun berbaring. Setiap waktu digunakan untuk memikirkan penciptaan semesta
alam tentang kejadian-kejadian di alam yang menggambarkan kesempurnaan alam
dan keagungan Allah SWT. Hal ini akan semakin meningkatkan keimanan, rasa
syukur, serta ketakwaan manusia kepada Allah sebagai Tuhan seluruh alam
(Shihab, 2002). Dijelaskan juga dalam tafsir Adhawa'ul Bayan Allah
menyebutkan bahwa di antara perkataan yang diucapkan oleh orang-orang yang
berakal itu adalah perkataan mereka yang mensucikan Tuhan mereka. Dijelaskan
bahwa tidak mungkin Allah menciptakan langit dan bumi ini dengan sia-sia atau
tanpa hikmah satu pun (Asy-Syaginthi, 2006). Ayat tersebut menjelaskan bahwa
sesungguhnya Allah SWT menciptakan segala sesuatu tidaklah sia-sia bagi orang
yang mau berfikir.

Petunjuk bahwa Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu penuh
hikmah untuk dimanfaatkan oleh manusia juga dijelaskan dalam Quran surat
Lugman ayat 10 bahwa Allah menumbuhkan tumbuhan yang baik tanpa terkecuali
alga merah Eucheuma spinosum. Berdasarkan beberapa penelitian yang telah
dilakukan alga merah Eucheuma spinosum memiliki manfaat antara lain sebagai
antioksidan (Mardiyah, dkk., 2014), mengandung senyawa toksik (Kholidiyah,
2013) serta memiliki aktivitas antibakteri terhadap Stophylococus aureus, E.coli
(Miftahurrahaman, 2012) dan M. tuberculosis (Ahmad dan Massi, 2013). Hal ini
karena adanya senyawa metabolit sekunder yaitu senyawa triterpenoid dan
steroid. Isolasi dengan menggunakan kromatografi kolom baik dengan cara kering

atau basah telah dilakukan dan hasilnya menunjukkan isolasi dengan kromatografi
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kolom basah menghasilkan senyawa tunggal yang lebih banyak (Septiandari,
2016), sehingga dilakukan langkah selanjutnya sebagai optimanisasi isolasi
dengan menggunakan berbagai kombinasi campuran eluan.

Hasil penelitian menunjukkan kombinasi eluen terbaik untuk isolasi
senyawa triterpenoid dan steroid adalah n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan 18:2, dengan perbandingan 18:2 didapatkan 1 fraksi tunggal
berwarna hijau dengan nilai Rf 0,375 dan 3 fraksi tunggal berwarna merah dengan
nilai Rf 0,187; 0,1625 dan 0,1. Identifikasi spektrofotometer UV-Vis isolat hasil
pemisahan memiliki panjang gelombang maksimum 205, 207, 203 dan 204,9 nm.
Serta identifikasi spektrofotometer FTIR isolat isolat 1 memiliki gugus fungsi
OH, Csp®-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CHj3),, C-OH alkohol sekunder, C-CH dan =C-
H siklik. Sedangkan isolat 2, 3 dan 4 memiliki gugus fungsi OH, Csps-H, -CH,-,

C=0, C=C, C(CHpg3),, C-OH alkohol sekunder dan =C-H siklik.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penetilian dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil pemisahan senyawa triterpenoid dan steroid menggunakan variasi eluen
n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 18:2 didapatkan 1 fraksi tunggal
berwarna hijau dengan nilai Rf 0,375 dan 3 fraksi tunggal berwarna merah
dengan nilai Rf 0,187; 0,1625 dan 0,1.

2. Hasil identifikasi spektrofotometer UV-Vis isolat hasil pemisahan memiliki
panjang gelombang maksimum 205, 207, 203 dan 204,9 nm.

3. Hasil identifikasi spektrofotometer FTIR isolat isolat 1 memiliki gugus fungsi
OH, Csp*-H, -CH,-, C=0, C=C, C(CHj3),, C-OH alkohol sekunder, C-CH dan
=C-H siklik. Sedangkan isolat 2, 3 dan 4 memiliki gugus fungsi OH, Csps-H, -

CHy-, C=0, C=C, C(CHs3),, C-OH alkohol sekunder dan =C-H siklik.

5.2 Saran

Pemisahan senyawa triterpenoid dan steroid pada alga merah Eucheuma
spinosum perlu dilakukan penelitian lebih lanjut. Penggunaan eluen gradien perlu
dilakukan untuk mengetahui hasil pemisahan, selain itu perlu digunakan ukuran
kolom terbaik, perbandingan silika dan sampel terbaik. Identifikasi isolat lebih

lanjut juga perlu dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Alga Merah Eucheuma spinosum

\ 4

Preparasi Sampel

l

Ekstraksi Maserasi

l

Hidrolisis dengan HCI 2 N

l

Ekstraksi Cair-Cair (Partisi)
Ekstrak Pelkat Metanol

s

Uji Fitokimia Senyawa

Triterpenoid dan Steroid

|

Pemisahan Senyawa Steroid dan

Triterpenoid dengan Kromatografi

B}

Monitoring dengan KLTA

l

v

Uji Kadar

Air Kerinn

Uji Liebermann-
Burchard

Identifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

l

Identifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer FTIR
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Lampiran 2. Diagram Alir
1. Preparasi Sampel

Alga merah kering

- Diambil 300 gram sampel kering
- Dihaluskan menggunakan blender

- Diayak dengan ayakan 60-90 mesh

Serbuk alga merah

2. Analisis Kadar Air

Serbuk alga merah Eucheuma spinosum

- Dimasukkan ke dalam cawan yang beratnya telah konstan

- Ditimbang 2,5 gram

- Dikeringkan di dalam oven pada suhu 100-105 °C selama sekitar
15 menit

- Disimpan dalam desikator selama 10 menit

- Ditimbang cawan dan sampel

- Dipanaskan kembali sampel dalam oven selama 15 menit

- Didinginkan kembali dalam desikator selama 10 menit

- Ditimbang kembali sampel dan cawan

- Diulangi sampai berat konstan

- Dihitung kadar air dengan menggunakan rumus pada Persamaan
3.1

Hasil
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3. Ekstraksi Maserasi

300 gram serrbuk alga

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL
- Ditambahkan metanol 1500 mL

selama 3 jam
- Didiamkan selama 24 jam
- Disaring

- Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali

Filtrat

Ampas

- Dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator
- Dialiri gas N,

Ekstrak

- Ditimbang
- Dihitung rendemennya

Hasil
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- Diaduk menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm



4. Hidrolisis dan Partisi

Ekstrak metanol alga merah

Diambil 6,5 gram

Dimasukkan dalam gelas kimia

Dihidrolisis dengan menambahkan 13 ml HCI 2 N

Ditambahkan natrium bikarbonat

Ditambahkan dengan pelarut petroleum eter 32,5 ml
Diekstraksi (ekstraksi diulangi sebanyak 3 kali)

Fraksi organik Fase air

- Dipekatkan dengan rotary evaporator

- Ditimbang berat yang dihasilkan

- Dihitung rendemennya

Hasil

5. Uji Fitokimia Senyawa Triterpenoid dan Steroid

Fraksi petroleum eter ekstrak metanol

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL asam asetat anhidrat
- Ditambahkan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung

Hasil
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6. Kromatografi Kolom

0,1 gram ekstrak pekat Petroleum

Diaktivasi 10 gram silika gel G-60 pada suhu 110°C selama 2 jam
Didinginkan dalam desikator selama 15 menit

Diisi kolom dengan glass wool pada bagian bawah dan ditambahkan
campuran eluen n-heksana:etil asetat (16:4)

Dimasukkan silika gel dalam gelas kimia

Ditambahkan campuran eluen n-heksana:etil asetat (16:4), diaduk
hingga homogen dan tidak ada gelembung udara

Dimasukkan bubur silika dalam kolom sambil diketok-ketok dan
didiamkan selama 24 jam

Ditambahkan eluen n-heksana:etil asetat (16:4) 1 mL lalu dipipet ke
dalam kolom

Dilakukan proses elusi dan ditampung setiap 2 mL dalam botol vial
(diulangi perlakuan di atas menggunakan campuran eluen n-heksana

dan etil asetat perbandingan 17:3 dan 18:2)

Hasil

7. Monitoring Senyawa Menggunakan KLTA

Ekstrak metanol

Ditotolkan pada jarak 1 cm pada pelat yang telah diaktivasi

Dielusi dengan menggunakan n-heksana:etil asetat (17:3) yang telah
Dijenuhkan sampai tanda batas

Dihitung nilai Rfnya

Disemprot dengan reagen Lieberman-Buchard

Dilihat noda di bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm
dan 366 nm

Hasil
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8. ldentifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat hasil isolasi

Dimasukkan pelarut etanol ke dalam kuvet sebanyak 5 ml sebagai
blanko.

Dilarutkan isolat dengan pelarut etanol dimasukkan ke dalam kuvet.

Dianalisis menggunakan UV-Vis pada panjang gelombang 200-800

Hasil

9. Ildentifikasi Isolat Menggunakan Spektrofotometer FTIR

Isolatl hasil isolasi

- Digerus sampel dengan serbuk KBr dalam mortar agate
- Diberi tekanan selama 10 menit dengan tekanan sebesar 80 torr lalu
divakum

- Dipindahkan pelet yang terbentuk ke dalam holder

- Dianalisis menggunakan FTIR

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan
1. Larutan HCI 2 N

BJ HCI pekat =1,267 g/mL
Konsentrasi =37%

BM HCI = 36,5 g/mol

n = 1 (jumlah mol ion H")
Normalitas HCI = n x Molaritas HCI

=1x37%xBJHCI x 10
BM HCI pekat

=37% x 12,67 g/mL
36,5 g/mol

=12,84 N
N1 X V1 =Nz x V,
12,84 N x V1 =2 N x 100 mL
V=156 mL
Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCI 37% sebanyak 15,6
mL, dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL yang telah terisi akuades 15 mL.

Kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas dan dihomogenkan.

2. Larutan NaHCOj3 jenuh

Kelarutan NaHCOj3 sebesar 9,99 gr dalam 100 mL akuades. Sehingga
untuk membuat larutan NaHCO3 jenuh digunakan NaHCO3 dengan berat >9,99 gr
(sampai terdapat endapan padatan yang tidak larut). Lalu disaring larutan tersebut

untuk memisahkan residu dan filtrat sehingga didapatkan larutan NaHCOj3 jenuh.
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3. Reagen Liberman Burchard
Reagen Liberman-Burchard dibuat dengan cara dipipet sebanyak 5 mL
asam asetat anhidrat dan 5 mL asam sulfat, kemudian ditambahkan secara hati-

hati melalui dindingnya ke dalam 50 mL etanol p.a dalam keadaan dingin.
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Lampian 4. Uji Kadar Air Kering

Tabel L.4.1 Berat cawan kosong

Berat cawan kosong

Ulangan Cawan 1 (gram) Cawan 2 (gram) Cawan 3 (gram)
Ulangan 1 56,3165 55,2171 51,2941
Ulangan 2 56.3156 55,2166 51,2935
Ulangan 3 56,3142 55,2157 51,2933
Ulangan 4 56,3142 55,2157 51,2933

Tabel L.4.2 Berat cawan dan sampel

Berat cawan dan sampel

angap Cawan 1 (gram) Cawan 2 (gram) Cawan 3 (gram)
Sebelum dioven 58,8194 Sl fi8 2 53,7985
Ulangan 1 58,6205 57,5082 53,5972
Ulangan 2 58,5953 57,4926 53,5972
Ulangan 3 58,5954 57,4851 53,5578
Ulangan 4 58,5954 57,4851 53,5578

Contoh perhitungan kadar air berdasarkan Persamaan 3.1

1. Kadar air = 58,8194 - 58,5854 X 100%
58,8194 - 56,3142

_ 0234 )
F o sges L
= 9,34%
Rata-rata = WWW x 100%

= 3



Lampiran 5. Perhitungan Rendemen

Tabel L.5.1 Hasil perhitungan rendemen sampel

71

Ekstrak Berat sampel Berat ekstrak rendemen (%)
(gram) pekat (gram)
Metanol 300 15,214 5,0713

Fraksi petroleum

6,5 1,5014 23,07
eter

Contoh perhitungan rendemen

1. Ekstrak metanol alga merah

Berat sampel =300 gram

Berat ekstrak pekat metanol = 15,214 gram

% Rendemen — Berat ekstrak pekat metanol , 1004
Berat sampel

— 15,214 gram , 1000
300 gram

=5,0713%



Lampiran 6. Hasil Monitoring Isolat menggunakan KLTA

1. Eluen n-heksana:Etil Asetat (16:4)

Gambar L.6.1 Hasil monitoring vial
5-95

Gambar L.6.3 Hasil monitoring vial
195, 200, 26, 27, 28,
29, 36, 37, 38, 39,
46, 47, 48, 49, 81,
82, 83, 84, dan 136

Gambar L.6.2 Hasil monitoring vial
100-190

Gambar L.6.4 Hasil monitoring vial
137, 138, 139, 191,
192, 193 dan 194
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2. Eluen n-heksana:Etil Asetat (17:3)

Gambar L.6.5 Hasil monitoring vial
5-95

Gambar L.6.7 Hasil monitoring vial
195, 200, 11, 12, 13,
14, 21, 22, 23, 24,
31, 32, 33, 34, 41,
42,43, 44 dan 61

Gambar L.6.6 Hasil monitoring vial
100-190

Gambar L.6.8 Hasil monitoring vial
62, 63, 64, 71, 72, 73,
74, 161, 162, 163,
164, 181, 182, 183,
dan 184
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3. Eluen n-heksana:Etil Asetat (18:2)

Gambar L.6.9 Hasil monitoring vial Gambar L.6.10 Hasil monitoring vial
5-100 105-200

Gambar L.6.11 Hasil monitoring vial Gambar L.6.12 Hasil monitoring vial
26, 27, 28, 29, 30, 68, 69, 71,72, 73, 74
66, dan 67 dan 75

Gambar L.6.13 Hasil monitoring vial Gambar L.6.14 Hasil monitoring vial
76, 76, 78, 79, 106, 109, 141, 142, 143,
143, 144, 181 dan

107 dan 108 182



Lampiran 7. Contoh Perhitungan Rf
Contoh perhitungan nilai Rf berdasarkan persamaan 2.1

1. Nilai Rf hasil monitoring kromatografi kolom variasi eluan n-heksana dan etil

asetat 16:4
a. Fraksi 27-35
.. | 28I
Rf noda 1 (hijau) = gom
—8 cm
=0, 1562
}1,25 cm

62
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Lampiran. 8 Spektrum UV-Vis Pelarut

1. Spektrum UV-Vis Etil Asetat

221.0,3.554

Abs
i

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (hm)

Scan Analysis Report

Report Time : Tue 19 Feb 05:40:56 AM 2008

Method:

Batch: D:\YunitalLamdha Maks Etil Asetat (15-03-2017) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Etil Asetat

Collection Time 2/19/2008 5:41:03 AM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 800.0nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs

623.1 0.086

248.0 3.333

243.9 3.603

. °%} °) 10.000

233.0 3 Al

230.9 10.000

229.0 4.059

224.0 3.641

221.0 3.554

218.1 3.488

214.9 PSS

209.0 3.511

203.9 3.476
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2. Spektrum Uv-vis n-Heksana

2.0

1.5

1.0

Abs

0.5 2750, 0.071

0.0

200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Tue 07 Mar 10:06:53 AM 2017

Method:

Batch: D:\YunitalLamdha Maks n-Heksana (07-03-2017) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: n-Heksana

Collection Time 3/7/2017 10:07:17 AM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 800.0nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs

635.0 0.001

P A 0.071
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3. Spektrum UV-Vis Etanol

Abs

78

1 2080, 3108 2631, 03049

0 2090, 0.314

200 250 300 350
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Tue 07 Mar 10:04:39 AM 2017

Method:

Batch: D:\YunitalLamdha Maks Etanol (07-03-2017) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Etanol
Collection Time 3/7/2017 10:04:42 AM

Peak Table

Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 800.0nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs
623.0 0.005
269.0 0.314
263.1 0.309
214.0 2.976
208.0 3.108
205.0 3.210

400
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