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ABSTRAK
Mardaneni, 1. 2017. Pemisahan dan Identifikasi Senyawa Steroid Alga Merah
(Eucheuma cottonii) Fraksi Etil Asetat Perairan Wongsorejo-Banyuwangi
dengan Metode Kromatografi Lapis Tipis dan LC-MS/MS. Skripsi. Jurusan
Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing II: Nur
Aini, M.Si; Konsultan: Suci Amalia, M.Sc.

Kata kunci: Alga merah (Eucheuma cottonii), steroid, kromatografi lapis tipis, LC-
MS/MS

Alga merah Eucheuma cottonii merupakan salah satu jenis makro alga yang
banyak dibudidayakan di Indonesia. Ekstrak E. cottonii banyak manfaat
diantaranya yaitu sebagai antibakteri, antioksidan, antikanker, dan senyawa toksik
yang berkaitan berasal dari senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Salah satu
senyawa aktif pada E. cottonii yaitu steroid. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui jenis senyawa steroid yang terkandung dalam tanaman E. cottonii
beserta identifikasinya.

Penelitian dilakukan dengan mengekstraksi E. cottonii menggunakan
metanol. Ekstrak pekat metanol dihidrolisis menggunakan HCI dan dipartisi
menggunakan etil asetat. Hasil partisi kemudian diuji fitokimia senyawa steroid dan
dipisahkan dengan KLT. Isolat steroid KLTP dilihat pola pemisahan dengan KLT
dua dimensi. Hasil isolat dengan pemisahan terbaik diidentifikasi dengan
spektrometer UV-Vis dan LC-MS/MS. Hasil penelitian menunjukkan eluen terbaik
pemisahan menggunakan KLT yaitu n-heksana:etil asetat (17:3). Pola pemisahan
isolat steroid terbaik dengan KLT dua dimensi yang diduga senyawa tunggal adalah
isolat 2. Identifikasi isolat 2 senyawa steroid hasil pemisahan menggunakan UV-
Vis diperoleh panjang gelombang 203 dan 284 nm. Hasil LC-MS/MS yang
diperoleh yaitu 397, 395, 369, 383, dan 367 m/z yang menunjukkan senyawa steroid
jenis p-sitosterol, stigmasterol, fukosterol, kampesterol, dan desmosterol.
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ABSTRACT

Mardaneni, I. 2017. Separation and Identification of Steroid Compound Fraction Ethyl
Acetate Red Algae (Eucheuma cottonii) Wongsorejo Marine-
Banyuwangi with Thin Layer Chromatography and LC-MS/MS
Method. Essay. Chemistry Department. Science and Technology Faculty of
State Islamic University Maulana Malik lbrahim Malang. Supervisor I: A.
Ghanaim Fasya, M.Sc; Supervisor Il: Nur Aini, M.Si; Consultant : Suci
Amalia, M. Sc.

Keyword: Red algae (Eucheuma cottonii), steroid, thin layer chromatography, LC-MS/MS

Red algae (Eucheuma cottonii) is the kind of macro-algae that many
cultivated in Indonesia. E. cottonii extract can use as an antioxidant, antibacterial,
anticancer and toxic compounds. The benefits from active compounds contained
inside of E. cottonii. The purpose of this study to determine the type of steroid
compound contained in the plant and the identify.

The study was conducted with E. cottonii extraction using methanol. The
methanol extract hydrolyzed using HCI and partitioned using ethyl acetate. The
partition extract were tested for phytochemical steroid compound and separated by
TLC. Isolate steroid from TLCP were seen separation patterm with two dimensional
TLC. The best isolate were identified by UV-Vis and LC-MS/MS Spectrometers.
The result of the study showed the best eluen that separation using TLC is n-
hexane:ethyl acetate (17:3). The best separation pattern with two dimensional TLC
is isolate 2. Identification of isolate 2 of steroid compound using UV-Vis obtained
the wavelenght 203 and 284 nm. The result of LC-MS/MS obtained were 397, 395,
369, 383, and 367 m/z that indicating the type of steroid compound were S-
sitosterol, stigmasterol, fukosterol, and desmosterol.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang
Sumber daya alam yang dimiliki Indonesia jumlahnya dapat dikatakan
melimpah, Indonesia dikenal sebagai negara maritim dan terbesar di dunia dengan
garis pantai terpanjang kedua setelah Kanada sekitar 95,191 km (Nursid, Wikanta,
dan Susilowati, 2013), sehingga tidak perlu diragukan lagi bahwa laut nusantara
memang menyimpan mega potensi sumber daya hayati dan non hayati. Laut
merupakan lambang dari kesuburan sekaligus kemakmuran karena mempunyai
potensi sumber daya alam yang tidak ternilai harganya. Laut mempunyai peranan
penting dalam kehidupan manusia (Hefni, 2010). Dalam surat an Nahl ayat 14
Allah SWT berFirman :
| 2805 48 Dl 5a Gl 655 G ol Al )4 38055 6 T a4 1 8 2 AL G g
()£) &K K5 4l
Artinya: “Dan Dia-lah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu
dapat memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan
dari larutan itu perhiasan yang kamu pakai; dan kamu melihat bahtera berlayar

padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-Nya, dan supaya
kamu bersyukur.” (0S.16:14)”

=
-

Lafadz J,j]‘;,w berdasarkan tafsir Adhwal’ul Bayan menyebutkan
bahwa Allah SWT menurunkan kepada hambanya laut sebagai sumber daya alam
yang mempunyai banyak manfaat yang dapat digunakan oleh hambanya (Asy-
Syaungqity, 2007). Sedangkan menurut tafsir Nurul Qur’an bahwa laut mempunyai
peran penting dalam kehidupan manusia. Air laut adalah sumber uap, awan dan

hujan. Kedalaman laut memberikan manusia makanan lezat berupa ikan-ikan, dan
1



permukaan airnya menyediakan sarana transportasi paling murah bagi
pengangkutan barang dan penumpang. Semua manfaat ini menjadi mungkin
berkat kebijaksanaan dan kekuasaan Allah, dan manusia tak punya peran apapun
dalam menjadikan semua itu (Faqgih, dkk., 2005). Salah satu sumber kekayaan laut
yang dapat dimanfaatkan adalah alga atau rumput laut.

Alga dapat dibedakan dari bentuk morfologinya yaitu makroalga dan
mikroalga. Makroalga atau yang sering disebut rumput laut, secara tradisional
telah lama digunakan sebagai bahan makanan kaya akan mineral, elemen makro
dan elemen mikro lainnya (Yunus, Arisandi, & Abida, 2009). Rumput laut
biasanya dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan tepung agar-agar,
karaginan dan alginat (Horan, 2013). Alga memiliki beberapa jenis yang dapat
dibedakan berdasarkan morfologinya. Alga merah (Rhodophyceae) merupakan
salah satu jenis rumput laut yang dapat menyediakan sumber bahan alam dalam
jumlah yang melimpah dan mudah untuk dibudidayakan.

Perkembangan penelitian dewasa ini dalam eksplorasi dan eksploitasi
sumber daya alam cenderung dikembangkan ke arah laut karena sebagian besar
sumber daya alamnya belum dimanfaatkan secara maksimal. Biota laut
merupakan produsen senyawa bioaktif terbesar diantara biota lainnya dan
beberapa organisme laut menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang lebih
banyak dibandingkan biota darat. Senyawa metabolit sekunder ini diantaranya
yaitu triterpenoid, alkaloid, steroid, polifenol dan sebagainnya. Metabolit
sekunder dari laut inilah yang selama dua dekade belakangan ini diminati secara
luar biasa ekstensif sebagai sumber farmasi baru yang alami (Dali, 2011; Hefni,

2010)



Penelitian Sharo, dkk. (2013) tentang uji toksisitas dan identifikasi
senyawa ekstrak Eucheuma cottonii menyatakan bahwa salah satu senyawa yang
dominan terdapat dalam alga jenis alga merah (Rhodophyceae) yaitu senyawa
steroid. E. cottonii merupakan salah satu jenis alga merah yang mengandung
senyawa steroid, senyawa bioaktif tersebut merupakan senyawa metabolit
sekunder yang cukup penting dalam bidang fitofarmaka. Beberapa jenis senyawa
steroid yang digunakan dalam dunia obat-obatan antara lain estrogen merupakan
jenis steroid hormon seks yang digunakan untuk kontrasepsi sebagai penghambat
ovulasi, progestin merupakan steroid sintetik digunakan untuk mencegah
keguguran dan uji kehamilan, glukokortikoid sebagai anti inflamasi, alergi,
demam, leukemia dan hipertensi serta kardenolida merupakan steroid glikosida
jantung digunakan sebagai obat diuretik dan penguat jantung (lkalinus, dkk.,
2015).

Berbagai manfaat dari alga merah E. cottoni di bidang fitofarmaka ini
selanjutnya dilakukan penelitian lebih lanjut oleh para peneliti pada berbagai
bidang diantaranya seperti penelitian (Laksmiani, N. P. L, dkk., 2014) tentang uji
kompatibilitas karaginan sebagai media tumbuh mikroba dengan daya kompatibel
setara dengan agar komersial, (Abu Bakar, dkk., 2016) melakukan penelitian E.
cottonii  sebagai anti kanker payudara. (Andriani, dkk., 2015) melakukan
penelitian uji aktivitas antibakteri alga merah E. cottonii pada beberapa bakteri,
daya hambat terbesar diperoleh pada ekstrak metanol dengan konsentrasi 4%.
(Swantara & Parwata, 2011) mengkaji senyawa antioksidan pada rumput laut
sekitar Bali dihasilkan bahwa senyawa yang paling aktif bersifat antioksidan yaitu

senyawa steroid jenis kolesterol dan kolesta-4,6-diene-34-0l dengan persentase



keaktifan sebesar 90,09 %. Penelitian yang dilakukan oleh Afif, dkk. (2015)
tentang toksisitas alga merah E. cottonii menyebutkan bahwa ekstrak 1-butanol
mengandung metabolit sekunder diantaranya alkaloid dan steroid dengan nilai
LCso 70,32 ppm.

Menurut Ranganayaki, dkk. (2013) bahwa senyawa steroid merupakan
senyawa yang berpotensi sebagai antimikroba karena dapat merusak dinding sel
yang mana memiliki sifat mudah larut dalam lipid sehingga dapat lebih mudah
menembus dinding sel bakteri gram positif dan gram negatif. Sedangkan menurut
Kordi (2010) bahwa rumput laut banyak dimanfaatkan oleh masyarakat pesisir
sebagai obat luar, salah satunya sebagai bahan antiseptik alami. Hal ini dapat
dibuktikan pada penelitian (Fard, dkk., 2011) alga merah E. cottonii dapat
digunakan sebagai penyembuh luka, sifat penyembuh luka diperoleh dari ekstrak
etanol E. cottonii dengan efektivitas penyembuhan lebih baik daripada madu.

Penelitian (Siregar, dkk., 2012) dalam uji fitokimia pada 12 ekstrak rumput
laut dan menunjukkan bahwa senyawa yang dominan adalah golongan steroid.
Senyawa ini dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan mekanisme
penghambatan terhadap sintesis protein karena terakumulasi dan menyebabkan
perubahan komponen-komponen penyusun sel bakteri tersebut.

Berbagai penelitian steroid dalam berbagai bidang seperti yang telah
dijelaskan diatas telah menjadi bahan penelitian yang perlu dikaji kembali untuk
mengisolasi steroid. Penelitian dalam pemisahkan dan identifikasi senyawa
steroid menggunakan alga merah (E. cottonii) fraksi etil asetat perairan
Wongsorejo Banyuwangi dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dan

Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) belum pernah



dilakukan sebelumnya. Perbedaan tempat, metode dan pelarut mempengaruhi
jenis dan randemen dari senyawa metabolit sekunder, maka penelitian tersebut
perlu dikaji kembali.

Penelitian yang telah dilakukan (Afif, dkk., 2015) bahwa mengekstraksi E.
cottonii dapat dilakukan dengan metode maserasi menggunakan metanol dan
randemen ekstrak kasar metanol sebesar 16,97 %; 16,25 % (Mardiyah, 2013);
14,8 % (Khoiriyah, dkk., 2014). Senyawa metabolit sekunder seringkali berikatan
dengan senyawa gula (glikon) yang mana bersifat polar, sehingga digunakan
pelarut metanol (polar) dalam ekstraksi maserasi. Kemudian dihidrolisis dengan
HCI 2 M selama 2-3 jam untuk memaksimalkan dalam memisahkan antara
senyawa metabolit sekunder (aglikon) dengan gula (glikon), selanjutnya dipartisi
dengan etil asetat. Penelitian (Andriani, dkk., 2015) melakukan skrining fitokimia
terhadap fraksi etil asetat pada alga merah (E. cottoni), dari penelitian tersebut
dihasilkan nilai randeman yang paling besar diantara fraksi yang lain yaitu sebesar
7,17% ; fraksi n-heksan, petroleum eter, kloroform berturut-turut sebesar 2,50%;
3,44% dan 1,90%. Dari hasil ini dapat diasumsikan bahwa senyawa metabolit
sekunder paling banyak terlarut dalam pelarut etil asetat yang lebih bersifat
semipolar. Hal ini didukung oleh penelitian (Shofiatun, 2012) bahwa ekstrak
metanol dan etil asetat teripang mengandung senyawa saponin, steroid dan
triterpenoid.

Senyawa steroid selanjutnya dipisahkan dengan kromatografi lapis tipis
analitik (KLTA), kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP) dan kromatografi
lapis tipis dua dimensi (KLT dua dimensi). Menurut penelitian (Susetyo, 2015)

dalam mengelusi ekstrak metanol fraksi etil asetat alga merah E. cottonii yang



dipisahkan dengan berbagai perbandingan eluen terbaiknya yaitu n-heksana : etil
asetat dan menghasilkan 9 noda pada KLTA, sebagian besar noda berwarna ungu,
hijau, jingga dan biru setelah disemprot reagen dengan nilai faktor retardasi (Rf)
yang diduga steroid adalah perbandingan (17:3) sebesar 0,94. Hasil eluen terbaik
tersebut dipakai untuk KLTP dan menghasilkan isolat 1,3,4,6 dan 7. Hasil isolat
selanjutnya diuji pola pemisahannya menggunakan KLT dua dimensi. Dugaan
senyawa steroid dari hasil isolat terdapat pada isolat 6 dengan nilai Rf sebesar
0,82. Nilai Rf digunakan sebagai nilai perbandingan relatif antara sampel dan
dapat dijadikan acuan dalam membandingkan nilai Rf dengan nilai Rf standar.

Fraksi etil asetat dan isolat steroid yang diperoleh akan diidentifikasi
menggunakan spektrofotometer ultraviolet-visible (UV-Vis) dan LC-MS/MS
untuk mengetahui jenis steroid yang terdapat pada E. cottonii . Bauzidi, dkk.,
(2014) melakukan penelitian pada alga coklat Cystoseira foeniculacea dengan
hasil deteksi steroid golongan fukosterol. Menurut penelitian Machado, dkk.
(2004) tentang kandungan steroid pada alga merah Palmaria sp. menunjukkan
adanya golongan desmosterol dan fukosterol. Lopez, dkk. (2011) meneliti
kandungan steroid pada beberapa rumput laut, salah satunya alga merah
(Rhodophyceae) dengan memunculkan sinyal pada steroid jenis desmosterol,
kampesterol, kolesterol, fukosterol, g-sitosterol dan stigmasterol.

Berbagai manfaat dari aktivitas golongan senyawa steroid tersebut,
mengindikasikan perlunya untuk mengisolasi dan mengidentifikasi steroid fraksi
etil asetat hasil hidrolisis metanol alga merah E. cottonii perairan Wongsorejo

Banyuwangi.



1.2

1.

Rumusan Masalah

Bagaimana hasil pemisahan senyawa steroid alga merah E. cottonii fraksi etil
asetat menggunakan metode KLT analitik, KLT preparatif dan KLT dua
dimensi?

Bagaimana hasil identifikasi isolat steroid alga merah E. cottonii fraksi etil

asetat menggunakan LC-MS/MS?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

2.

Mengetahui hasil pemisahan senyawa steroid alga merah E. cottonii fraksi etil
asetat dengan menggunakan metode KLT analitik, KLT preparatif dan KLT
dua dimensi.

Mengetahui hasil identifikasi isolat steroid alga merah E. cottonii fraksi etil

asetat menggunakan LC-MS/MS.

1.4 Batasan Masalah

1.

Sampel yang digunakan adalah alga merah E. cottonii yang berasal dari pantai

Wongsorejo, Banyuwangi.

. Metode ekstraksi yang digunakan ialah maserasi dilanjutkan hidrolisis asam

dan partisi menggunakan pelarut etil asetat.

. Uji golongan senyawa steroid menggunakan pereaksi Liemberman Burchard.

. Pemisahan steroid alga merah E. cottonii menggunakan metode KLTA,

KLTP dan KLT dua dimensi.

. Identifikasi senyawa steroid menggunakan UV-Vis dan LC-MS/MS.



1.5 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan kepada
masyarakat tentang senyawa aktif golongan steroid yang terkandung dalam alga
merah E. cottonii fraksi etil asetat, serta pemisahan senyawa steroid dengan
menggunakan metode KLT dan identifikasinya menggunakan UV-Vis dan LC-
MS/MS. Pemisahan ini diharapkan dapat mempermudah pengkajian lebih lanjut
tentang elusidasi struktur senyawa steroid alga merah E. cottonii  dan

pemanfaatannya dalam bidang kesehatan.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Alga Merah (Eucheuma cottonii)

Alga atau yang sering disebut rumput laut merupakan salah satu hasil
perikanan yang memiliki nilai ekonomi tinggi di Indonesia. Hal ini telah
dibudidayakan di beberapa wilayah perairan Indonesia seperti Lombok,
Banyuwangi dan sebagainya. Alga memiliki banyak pigmen dan salah satunya
alga merah yang memiliki pigmen merah fikoretrin yang memancarkan warna
oranye dan pigmen biru fikosianin yang memancarkan warna merah tua (Atmadija,

2007). Dalam surat An-Nahl ayat 14 Allah SWT berFirman :

~E 5 -

o < - - - =g £ =8 7 o E
P B e T I L 2ol laleee 2N a2 5 e A=
:m_;:)\_)jj&.g,j}a.lqﬁéll/sé\_ﬂ{j J"-—-‘}-J]u-l'—;f)¥1\_3pb-]1)3bjt@é?

Y

Artinya :

Dan dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu di bumi
dengan berlain-lainan warnanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat tanda bagi kaum yang mau mengambil pelajaran.

Lafadz “Qf)ﬁ@,_; memiliki arti bahwa makhluk hidup memiliki
bermacam-macam warna. Menurut tafsir Nurul Qur’an menjelaskan bahwa
berbagal warna yang ada di alam merupakan tanda kekuasaan dan kebijaksanaan
Allah SWT yang berguna bagi kepentingan manusia. Allah SWT menyatakan
bahwa makhluk-makhluk yang diciptakan-Nya untuk manusia di bumi ini juga
dijadikan tunduk kepada manusia. Mereka terdiri dari berbagai penampilan,
memakan beragam makanan, memilki pasangan dan bermacam-macam tempat

berlindung (habitat) untuk kelangsungan hidup (Fagih, dkk., 2005). Alga merah

jenis E. cottonii merupakan salah satu jenis tanaman yang memilki warna merah.
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E.cottonii merupakan salah satu jenis rumput laut merah (Rhodophyceae)
dan berubah nama menjadi Kappaphycus alvarezii karena karaginan yang
dihasilkan termasuk fraksi kappa-karaginan. Eucheuma salah satu genus dari
kelompok rumput laut merah yaitu dari Famili Solieracea. Klasifikasi Eucheuma

adalah sebagai berikut (Doty, 1985):

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta

Kelas : Rhodophyceae

Ordo : Gigartinales

Famili : Solieracea

Genus : Eucheuma

Spesies : Eucheuma alvarezii (E.cottonii)

Gambar 2.1 Alga merah (E. cottonii)

Ciri fisik E. cottonii adalah mempunyai thallus silindris, permukaan licin,
cartilogeneus. Keadaan warna tidak selalu tetap, kadang-kadang berwarna hijau,
hijau kuning, abu-abu atau merah. Perubahan warna sering terjadi hanya karena
faktor lingkungan. Kejadian ini merupakan suatu proses adaptasi kromatik yaitu
penyesuaian antara proporsi pigmen dengan berbagai kualitas pencahayaan

(Aslan, 1998).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Penampakan thalli bervariasi mulai dari bentuk sederhana sampai
kompleks. Duri-duri pada thallus runcing memanjang, agak jarang-jarang dan
tidak bersusun melingkari thallus (Gambar 2.1). Percabangan ke berbagai arah
dengan batang-batang utama keluar saling berdekatan ke daerah basal (pangkal).
Tumbuh melekat ke substrat dengan alat perekat berupa cakram. Cabang pertama
dan kedua tumbuh dengan membentuk rumpun yang rimbun dengan ciri khusus

mengarah ke arah datangnya sinar matahari (Atmadja, 1996).

2.2 Ekstrak Kasar Alga Merah (Eucheuma cottonii)

Ekstraksi awal yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi yang
memiliki prinsip yaitu pengikatan atau pelarutan zat aktif yang dilakukan dengan
cara merendam sampel dalam bentuk serbuk dalam suatu pelarut pada suhu kamar
yang terlindung dari cahaya (Muhimmah, 2011). Keuntungan dari metode ini
terletak pada proses perendaman, dinding serta membran sel sampel tumbuhan
akan pecah akibat perbedaan tekanan udara dan konsentrasi larutan antara di
dalam dan diluar sel. Hal itu mengakibatkan metabolit sekunder yang ada dalam
sitoplasma akan larut dalam pelarut organik (Afif, dkk., 2015).

Pemilihan metode maserasi dikarenakan senyawa sejenis steroid,
triterpenoid dan alkaloid rentan terhadap panas sehingga tidak bagus
menggunakan metode soxhlet (Hukmah, 2007). Hal-hal yang perlu diperhatikan
dalam ekstraksi yaitu pemilihan pelarut, syarat-syarat pelarut diantaranya adalah
selektivitas, toksisitas, kepolaran, tidak higroskopis, kemudahan untuk diuapkan,

derajat polaritas dan harga pelarut (Lenny, 2006).
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Metanol merupakan pelarut universal dan memiliki kelebihan yang lebih
dibandingkan pelarut yang lain diantaranya seperti tidak menyebabkan
pembekakan sel, menghambat kerja enzim, memperbaiki stabilitas bahan obat
terlarut, mengendapkan protein dan melarutkan hampir semua senyawa organik
(baik polar, semi polar maupun non polar), sehingga menghasilkan bahan aktif
yang optimal (Lenny, 2006). Menurut Sastrohamidjojo (1985) menyebutkan
bahwa E. cottonii dapat larut dalam methanol dan klorofom, hal ini sesuai dengan
karakteristik senyawa steroid yang dapat bersifat polar maupun non polar.
Pemilihan pelarut ini juga didasarkan pada koefisien dielektrik metanol sebesar
33,60 dengan tingkat kepolaran dan kelarutan lebih tinggi dibandingkan pelarut
lain (Mulyono, 2006).

Hasil ekstraksi Eucheuma cottonii menggunakan pelarut metanol
didapatkan sebesar 16,97 % (Afif, dkk., 2015); 20,7% (Andriani, dkk., 2015), dan
sampel rumput laut (Caulerpa sp, Eucheuma sp, Glacilaria sp dan Sargassum sp)
hasil penelitian Siregar, dkk., (2012) menunjukkan bahwa berat ekstrak dari
larutan etil asetat berkisar antara 0,55 g sampai 2,85 g, sedangkan dari larutan
metanol berkisar antara 2,19 g sampai 10,64 g. Pada penelitian tersebut
menunjukkan bahwa sampel rumput laut banyak mengandung senyawa polar

golongan alkaloid, triterpenoid/steroid, flavonoid dan tannin.

2.3 Hidrolisis Glikosida
Senyawa organik dalam tanaman umumnya berbentuk glikosida yakni
senyawa Yyang terdiri atas gabungan bagian gula (glikon) yang bersifat polar dan

bagian bukan gula (aglikon) yang dapat bersifat polar, semipolar, maupun non
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polar. Senyawa metabolit sekunder tergolong dalam senyawa aglikon (Saifudin,
dkk., 2006). Hidrolisis merupakan suatu reaksi yang terjadi antara air dengan
suatu senyawa hingga membentuk reaksi kesetimbangan (Mulyono, 2006).

Senyawa-senyawa metabolit sekunder umunya nonpolar dan dapat ikut
terekstrak dalam pelarut polar golongan alkohol karena berikatan dengan gugus
gula (Harbone, 1987). Adanya perubahan struktur ke bentuk glikosida,
menyebabkan suatu senyawa mengalami perubahan sifat fisika, kimia, dan
aktivitas biologi yang berbeda dimana senyawa tersebut akan bersifat lebih polar
dan lebih cepat diabsorbsi. Jika dalam suatu senyawa terdapat banyak ikatan
glikosidanya maka senyawa tersebut cenderung bersifat lebih polar (Saifudin,
dkk., 2006).

Pemutusan ikatan glikosida dapat dilakukan dengan memanaskan larutan
dengan air dan sedikit asam, dimana reaksi ini dikatalisis oleh asam encer dan
ester dipanaskan dibawah refluks dengan sebuah asam encer seperti asam
hidroklorat encer, asam klorida atau asam sulfat encer (Saifudin, dkk., 2006).

Hidrolisis dilakukan untuk memutuskan ikatan glikosida pada senyawa
organik. Dugaan reaksi yang terjadi pada saat proses hidrolisis dapat dilihat pada

Gambar 2.2.

HO K HO HO X HO
’ O et el on i
. ewbolt sekancer .0 HOL_ - H— ) + Metabolit Sekunder + Hcl
H OH /H

OH
HO HO

Gambar 2.2 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida (Lailah, 2014)
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Menurut penelitian Nihlati (2008) menyebutkan bahwa glikosida (polar)
dapat dihirolisis menggunakan HCI 2 M dengan menghasilkan aglikon yang

bersifat non polar dan glukosa yang bersifat polar.

2.4 Ekstraksi Cair-Cair

Ekstraksi cair-cair merupakan metode ekstraksi yang didasarkan pada sifat
kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, yakni sebagian komponen larut pada fase pertama dan sebagian larut
pada fase kedua. Pemilihan pelarut yang baik yaitu memiliki kepolaran yang
sesuai dengan bahan yang diekstraksi dan harus terpisah secara pengocokan yang
ditandai dengan terbentuknya dua lapisan yang tidak saling campur (Khopkar,
2008). Kelebihan dari metode ini adalah dapat memperoleh komponen bioaktif
yang lebih spesifik dan waktu ujinya cepat (waktu total ekstraksi pendek)
(Guenther, 2006). Adapun syarat-syarat agar pemisahan analit dapat dilakukan
dengan baik yaitu kedua campuran tidak saling campur dan analitnya lebih larut
dalam pelarut pengekstraknya daripada dalam pelarut asalnya (Afriyanti, dkk.,
2013).

Hasil penelitian (Andriani, dkk., 2015) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
hasil hidrolisis ekstrak metanol E.cottonii menghasilkan randemen terbesar dari

beberapa pelarut yaitu sekitar 7,17 % dan filtrat berwarna hijau pekat.

2.5 Steroid
Steroid adalah senyawa golongan triterpenoid yang mengandung inti

siklopentana perhidrofenantren. Senyawa steroid terdapat dalam setiap makhluk



15

hidup, steroid yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut fitosterol,
sedangkan yang ditemukan dalam jaringan hewan disebut kolesterol (Robinson,
1995). Menurut Sinulingga (2011) steroid memiliki gugus metil yang berada pada
C10 dan C13, rantai samping alkil dapat juga berada pada C17. Struktur dasar

steroid dapat dilihat pada Gambar 2.3.

1,2-siklopentenoperhidrofenantren

Gambar 2.3 Struktur dasar steroid (Kristanti, dkk., 2008)

Menurut Lopez, dkk. (2011) beberapa alga memilki jenis steroid yang
bermacam-macam  diantaranya  kampesterol,  pS-sitosterol,  stigmasterol,
desmosterol, fukosterol, dan kolesterol. Jenis-jenis steroid serta fragmentasinya
dapat dilihat pada Gambar 2.4. Penelitian yang dilakukan (Siregar, dkk., 2012),
bahwa dengan menggunakan fraksi n-heksana, metanol dan etil asetat
menunjukkan adanya senyawa steroid yang terkandung di dalamnya dengan

terbentuknya warna hijau, hijau kebiruan, biru dan cincin hijau.
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Gambar 2.4 Struktur jenis-jenis steroid dan fragmentasinya (Mo, dkk., 2013)

2.5.1 Uji Fitokimia Senyawa Steroid

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif kandungan golongan senyawa aktif
pada suatu sampel (tanaman, hewan) berupa senyawa metabolit sekunder di
dalamnya. Secara umum metodenya merupakan reaksi pengujian warna (spot test)

dengan suatu pereaksi warna dan pemisahannya (Kristanti, dkk., 2008). Uji
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steroid dilakukan dengan menambahkan sejumlah ekstrak dengan kloroform,
asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat dengan perbandingan 1:3 (pereaksi

Liemberman-Burchard) (Lestari, 2012).

2.6 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
2.6.1 Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)

KLTA dilakukan untuk mengetahui eluen terbaik. Pemisahan senyawa
steroid dengan KLTA menggunakan 2 variasi eluen yaitu n-heksana dan etil asetat
dengan bebagai perbandingan. Pemilihan eluen etil asetat dan n-heksana ini
didasarkan sifat kepolarannya yang sama dengan senyawa steroid yaitu semi polar
dan non polar. Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan
menggunakan lembaran kaca atau plastik yang dilapisi dengan lapisan tipis
adsorben yang melibatkan dua fase yaitu fase diam (padatan atau cairan) dan fase
gerak (eluen atau pelarut atau gas pembawa yang inert). Gerakan fase ini
mengakibatkan terjadi migrasi diferensial komponen-komponen dalam sampel
(Rohman dan Gandjar, 2007). Pemisahan yang baik ditandai dengan banyaknya
noda yang dihasilkan, noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda
yang satu dengan yang lainnya jelas (Harbone, 1987).

Media pemisahannya adalah lapisan dengan ketebalan sekitar 0,1 sampai
0,3 mm dan berukuran 8x2 inci. Zat padat yang umum digunakan adalah alumina,
gel silika dan selulosa (Kristanti, dkk., 2008).

Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan tipis
menggunakan harga Rf. Rf merupakan nilai yang menyatakan derajat retensi suatu

komponen fase diam. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut :

Harga Rf = Jarak senyawa yang terelusi (21)

Jarak pelarut yang mengelusi
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Harga-harga Rf untuk senyawa-senyawa murni dapat dibandingkan dengan
harga-harga Rf standar. Faktor yang mempengaruhi gerakan noda dan harga Rf
diantaranya adalah struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan, sifat dari
penyerap dan derajat aktivitasnya, jenis eluennya serta jumlah cuplikan yang
digunakan tidak terlalu berlebihan (Sastrohamidjojo, 1996). Pemisahan yang baik
mempunyai harga Rf antara 0,15-0,2 cm antara noda 1 dengan lainnya (Rohman,

2007).

2.6.2 Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP)

Pemisahan steroid dari KLTA berupa hasil eluen terbaiknya akan
dilanjutkan pada KLT preparatif untuk memisahkan campuran senyawa dari
sampel dalam jumlah besar (gram) berdasarkan fraksinya, selanjutnya fraksi
tersebut dikumpulkan menjadi satu dan digunakan untuk analisa berikutnya
(Sastrohamidjojo, 2005). Penggunaan KLT preparatif ini dilakukan dengan
sampel ditotolkan dalam lempeng dengan lapisan yang besar lalu dideteksi. Waktu
pengembangan perlu diperhatikan agar senyawa yang berkontak dengan penyerap
tidak terlalu lama berinteraksi, karena akan menyebabkan senyawa tersebut dapat
mengurai kembali. Bercak yang mengandung analit yang diinginkan selanjutnya
dikerok dan dilakukan analisis lebih lanjut (Rohman dan Gandjar, 2007).

Ningsih, dkk., Susetyo., Setiawan (2015) melakukan penelitian tentang
pemisahan dan identifikasi senyawa steroid pada fraksi n-heksana alga merah
menggunakan berbagai macam eluen dan menghasilkan pemisahan terbaik pada

eluen n-heksana dan etil asetat (17:3).
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2.6.3 Kromatografi Lapis Tipis Dua dimensi (KLT 2D)

KLT dua dimensi disebut juga KLT dua arah yang merupakan salah satu
metode yang dapat memungkinkan pemakaian fase diam yang lebih luas dalam
memisahkan campuran yang mengandung banyak komponen. KLT dua dimensi
ini bertujuan untuk mengetahui kemurnian isolat sampel dengan meningkatkan
resolusi sampel ketika komponen-komponen senyawa memiliki karakteristik
kimia dan harga Rf yang hampir sama (Rohman dan Gandjar, 2007).

KLT dua dimensi dapat dilakukan dengan penotolan sampel di salah satu
sudut lapisan lempeng tipis dan mengembangkannya sebagaimana dapat dengan
eluen pertama. Kemudian lempeng dipindahkan dari chamber yang menggunakan
eluen kedua sehingga pengembangan dapat terjadi pada arah kedua yang tegak
lurus dengan arah pengembangan yang pertama (Rohman dan Gandjar, 2007).

Proses pemisahan KLT dua dimensi dapat dilihat pada Gambar 2.5

|

Gambar 2.5 Pemisahan menggunakan KLT dua dimensi (Gandjar dan Rohman,
2007).

2.7 Penampakan noda pada UV-366 nm pada KLT
Hasil bercak yang disinari UV-366 nm akan berflouresensi dan lempeng
akan berwarna gelap. Proses penampakan noda dikarenakan adanya daya interaksi

antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom yang ada
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pada noda tersebut. Cahaya tampak yang berflouresensi adalah emisi cahaya yang
dipancarkan oleh komponen tersebut ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat
energi dasar ke energi yang lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan semula
bersamaan terlepasnya energi, sehingga noda yang tampak pada lampu UV 366
nm terlihat terang karena silika gel yang digunakan tidak berflouresensi pada sinar

UV 366 nm (Sudarmadji, 1996).

2.8 Identifikasi senyawa steroid
2.8.1 ldentifikasi dengan 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 (Rohman dan
Gandjar, 2007). Absorbsi radiasi oleh sampel diukur oleh detektor pada berbagai
panjang gelombang dan diinformasikan ke perekam untuk menghasilkan
spektrum. Spektrum ini akan memberikan informasi penting untuk identifikasi
adanya gugus kromofor (Hendayana, 2004).

Penerapan spektrofotometer ultraviolet dan cahaya tampak (UV-Vis)
kebanyakan diterapkan pada senyawa organik yang didasarkan pada transisi n-z*
ataupun z-z* dan karenanya memerlukan kehadiran gugus kromofor dalam
molekul itu. Transisi ini terjadi dalam daerah spektrum (sekitar 200 hingga 700
nm) yang praktis digunakan dalam eksperimen (Day and Underwood, 1999).

Menurut penelitian Nursyid, dkk. (2013) pada beberapa ekstrak alga coklat
diantarannya T. decurrens, P. australis, dan H. triquetra diuji dengan UV-Vis
menghasilkan panjang gelombang 226, 267, dan 447 nm. Berdasarkan panjang

gelombang tersebut mengindikasikan adanya senyawa fukosantin. Shu, dkk.
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(1999) melaporkan bahwa tidak semuanya alga coklat mengandung fukosantin,
melainkan mengandung senyawa-senyawa steroid teroksigenasi yang tergolong
senyawa fukosterol. Oliveira, dkk. (2015) melakukan penelitian tentang aktivitas
biologi dari ekstrak rumput laut Padina biorgesenni dan Sargassum stenophyllum,
dan berhasil mengidentifikasi senyawa steroid jenis fukosterol berada pada
panjang gelombang 290-310 nm.

Penelitian yang dilakukan Aprelia dan Suyatno (2013) tentang senyawa
metabolit sekunder pada tumbuhan paku Christella arida ekstrak etil asetat,
menghasilkan senyawa steroid jenis g-sitosterol yang ditunjukkan pada panjang
gelombang 203 nm. Spektrum UV-Vis senyawa steroid dapat dilihat pada Gambar

2.6.

1oy

G CHCHD 2
pie PR F) ETin )

Gambar 2.6 Senyawa steroid pada trumbuhan paku Christella arida ekstrak etil
asetat (Aprelia dan Suyatno, 2013)
2.8.2 ldentifikasi Steroid Menggunakan LC-MS/MS
LC-MS/MS merupakan pemisahan kromatografi cair (HPLC) dengan
analisis massa spektrometri. Alat ini memiliki hasil data baik kuantitatif maupun
kualitatif diantarannya untuk mengidentifikasi senyawa yang tidak diketahui,

menentukan struktur senyawa dengan mengamati fragmentasinya dan menghitung
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jumlah senyawa dalam sampel. Menurut Michael (2008) LC-MS/MS memiliki

beberapa kelebihan dibandingkan alat lain, yaitu :

1. Alat dapat diaplikasikan secara luas tidak terbatas untuk molekul yang bersifat
volatil, sangat polar dan persiapan sederhana tanpa derivtisasi.

2. Pengujian berbeda dapat dikembangkan dengan fleksibilitas yang tinggi
dengan waktu analisa yang singkat.

3. Hasil analisa sangat khas dan spesifik dari adanya spektrometer massa yang
tandem dengan alat.

4. Data kuantitatif maupun kualitatif dapat diperoleh karena seleksi ion yang
cepat dengan banyak parameter.

MS (Spektrometer massa) bekerja dengan mengionkan molekul dan
memilih berdasarkan rasio fragmentasi (m/z). Beberapa komponen yang harus
terdapat dalam MS vyaitu sumber ion dan analisis massa. Komponen tersebut
memiliki berbagai jenis yang akan disesuaikan berdasarkan kepolaran senyawa
serta kelebihan dan kekurangan masing-masing. Sumber ion yang digunakan pada
penelitian yaitu sumber ion jenis lonisasi Kimia Tekanan Atmosfer (Ahomspheric
Pressure Chemical lonization/APCI), menurut pedoman Agilent Tech (2011)
metode ini menggunakan eluen yang disemprotkan melalui pemanas bersuhu
tinggi (200-400° C) pada tekanan atmosfer. Cairan akan menguap karena adanya
uap panas yang timbul dari pemanas. Fase gas pelarut yang dihasilkan akan
terionsasi dan ion-ionnya akan mentransfer muatan pada molekul analit. lon dari
analit akan melewati pipa kapiler menuju spektrometer massa. APCI biasanya
digunakan pada kromatografi fase normal karena analit yang digunakan

merupakan fasa normal.
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Proses identifikasi steroid menggunakan LC-MS/MS dengan dilengkapi
APCI mode positif sebagai sumber ionisasi. Menurut Diaz (2006) APCI dapat
menganalisa m/z dengan range 70-1000. Sistem LC menggunakan alliance 2695
lengkap dengan autosampler, degasser, dan pemanas kolom. Sistem MS
menggunakan ZQ 2000 single quardropole. Sehinngoa diperoleh data dengan
menggunakan softwere MassLynx 4.0. Kolom yang digunakan adalah Cig 150 X
2,1 mm dengan fase gerak asetonitril/air (0,01% asam asetat) dengan laju alir 0,5
mL/menit.
lon yang dihasilkan kemudian menuju pipa kapiler dan menuju penganalisa
masa. LC-MS/MS digunakan untuk menganalisa senyawa yang sangat nonpolar
dengan laju alir rendah. Penganalisa masa yang digunakan yaitu analisa massa
Quandropole, metode ini terdiri atas empat batang paralel yang diatur dalam
persegi yang ditengah persegi dialirkan ion analit. Bidang ini digunakan untuk
menentukan rasio massa dari senyawa yang dianalisa dapat melewati bagian filter
dengan waktu tertentu. Hasil identifikasi steroid yang telah dilakukan Pereira,
dkk. (2016) dengan alga coklat sebagai sampel menggunakan metode APCI
menunjukkan 7 puncak senyawa dengan retention time yang berbeda. Puncak
yang dihasikan beberapa diantaranya merupakan senyawa kampestrol dengan m/z
383, p-sitosterol m/z 397, brassikasterol dengan m/z 381, stigmasterol dengan
m/z 395, fukosterol dengan m/z 369, kolesterol dengan m/z 369, dan ergosterol
dengan m/z 379. Hasil kromatogram steroid alga coklat dapat dlihat pada Gambar

2.7.
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Gambar 2.7 Hasil identifikasi senyawa steroid dari alga coklat menggunakan
APCI positif mode LC-MS/MS (Pereira, dkk., 2016).

Menurut penelitian Machado, dkk. (2004) telah melakukan penelitian pada
beberapa jenis rumput laut diantaranya Himanthalia elongata, Undaria
pinnatifida, Laminaria ochroleuca, Porphyra sp, dan Palmaria sp. Berdasakan
hasil penelitian diperoleh beberapa steroid yang terkandung didalamnya yaitu
desmosterol yang paling dominan dan terdapat golongan 24-ethylenecholesterol,
fukosterol, kolesterol dan kampesterol. Hasil identifikasi LC-MS/MS alga merah

Palmaria sp dapat dilihat pada Gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Hasil kromatogram LC-MS/MS ekstrak alga merah Palmaria sp
dengan (A) m/z 395 (B) m/z 381 (C) m/z 367 dan (D) mode scan
penuh (Machado, dkk., 2004).
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METEDOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari sampai dengan April 2017 di
Laboratorium Kimia Organik, Layanan dan Instrumen Jurusan Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mortar, oven, kertas
saring, neraca analitik, desikator, cawan penguap, ayakan 60-250 mesh,
erlenmeyer tutup, hot plate, magnetic stirrer, corong pisah, pengaduk gelas, pH
meter, corong Buchner, gunting, spatula, alumunium foil, penyaring Buchner,
shaker, rotary evaporator, beaker glass, tabung reaksi, corong gelas, pipet ukur,
bola hisap, labu ukur, lemari asap, pipet tetes, pipa kapiler, plat KLT G2ss, lampu
UV, spektrofotometer UV-Vis dan UHPLC-MS/MS merk ACCELLA type 1250
dan MS/MS triple Q (Quadrupole) spektrometer massa TSQ QUANTUM

ACCESS MAX.

3.2.2 Bahan

Bahan obyek yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga merah jenis

E. cottonii yang diambil dari perairan pantai Wongsorejo, Banyuwangi, aquades,

26
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metanol p.a, n-heksana p.a, etil asetat p.a, HClI 2 N, Na-bikarbonat jenuh,

kloroform dan asam asetat anhidrat, H2SO4 pekat.

3.3  Rancangan Penelitian

Sampel yang digunakan yaitu alga merah E. cottonii yang telah
dibersinkan dengan cara dicuci dan dikeringkan dalam oven serta dilakukan
penentuan kadar air. Selanjutnya diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan metanol. Ekstrak E. cottonii pekat yang dihasilkan dihirolisis
dengan HCI 2 M. Setelah itu dipartisi dengan etil asetat. Kemudian digunakan
reagen Liemberman-Buchard untuk diuji fitokimianya. Kemudian dipisahkan
steroid dengan metode KLTA untuk mengetahui eluen terbaik dalam memisahkan
senyawa. Selanjutnya dipisahkan lagi dengan metode KLTP untuk mendapatkan
hasil isolat yang lebih banyak dan KLT dua dimensi untuk mendapatkan senyawa
steroid dengan pemisahan yang lebih baik, kemudian diidentifikasi dengan

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan LC-MS/MS.

3.4  Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui tahapan-tahapan sebagai berikut :

Tahap | . Uji taksonomi alga merah E. cottonii.

Tahap 11 : Preparasi sampel.

Tahap I11 : Penentuan kadar air.

Tahap IV :Ekstraksi alga merah E. cottonii dengan metode maserasi

menggunakan pelarut metanol p.a.
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Tahap V :Hidrolisis asam dan partisi menggunakan etil asetat p.a.

Tahap VI :ldentifikasi senyawa steoid dengan penambahan reagen.

Tahap VII :Pemisahan steroid menggunakan KLTA untuk mencari eluen
terbaik.

Tahap VIII  :Pemisahan steroid menggunakan KLTP untuk mendapatkan isolat.

Tahap IX :Pemisahan steroid menggunakan KLT dua dimensi untuk

mengetahui pola pemisahan terbaik.

Tahap X :ldentifikasi isolat KLTP menggunakan UV-Vis dan LC-MS/MS.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Uji Taksonomi

Uji taksonomi alga merah (E. cottonii) dilakukan secara kualitatif di
Laboratorium Taksonomi, Struktur dan Perkembangan Tumbuhan Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang.

3.5.2 Preparasi Sampel

Alga merah jenis E. cottonii segar sebanyak 70 Kg dibersihkan dengan
cara dicucl, dipotong-potong untuk memperbesar luas permukaan sampel dan
dikeringkan menggunakan oven pada suhu 37-38 °C sekitar satu minggu hingga
berwarna hitam dan rapuh. Kemudian dihaluskan menggunakan blender dan
didapatkan sampel dalam bentuk serbuk. Serbuk E. cottonii diayak menggunakan

ayakan 60-90 mesh.
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3.5.3 Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri

Penentuan kadar air yaitu dipanaskan cawan penguap dalam oven bersuhu
105 °C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar airnya. Kemudian
dipindahkan cawan penguap pada desikator sekitar 10 menit. Setelah itu
ditimbang untuk mengetahui massa dari cawan penguap. Kemudian 5 gram E.
cottonii ditimbang dan dikeringkan dalam oven bersuhu 100-105 °C selama 15
menit. Selanjutnya dipindahkan sampel ke desikator selama 10 menit dan
kemudian ditimbang (AOAC, 1984). Perlakuan ini diulangi sampai diperoleh

berat konstan. Kadar air dapat dihitung menggunakan Persamaan 3.1

. _ (b=0)
Kadar air = M SO O0MN T 1S o NSRS S P | (31)

Dengan adalah a adalah bobot cawan kosong, b adalah bobot sampel + cawan
sebelum dikeringkan, dan c adalah bobot cawan + sampel setelah dikeringakan

Faktor koreksi dapat dihitung menggunakan Persamaan 3.2

EaOrKareksir S0 S S5 S I A (3.2)

100—%kadar air

Kadar air terkoreksi dapat dihitung menggunaka Persamaan 3.3

% Kadar air terkoreksi = kadar air — faktor koreksi ............................ (3.3)

3.5.4 Ekstraksi Maserasi, Hidrolisis, dan Partisi Alga Merah (E. cottonii)
Alga Merah E. cottonii sebanyak 100 gram ditimbang dan dilarutkan dalam
metanol 500 mL. Selanjutnya dihomogenkan sampel dengan shaker dengan
kecepatan 120 rpm selama 24 jam. Kemudian ekstrak disaring menggunakan
corong Buchner dan residu dimaserasi lagi sebanyak tiga kali dengan pelarut.

Selanjutnya disaring dan filtrat yang diperoleh digabung menjadi satu. Filtrat



30

ekstrak kasar dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator (Andriani, dkk.,
2015). Ekstrak pekat yang diperoleh kemudian ditimbang dan dihitung

rendemennya menggunakan Persamaan 3.4

Berat Ekstrak
Berat Sampel

% rendemen = X 100% .ooveiveieciee e (3.9

Sebanyak 5 gram ekstrak pekat yang diperoleh dihirolisis dengan
penambahan 10 mL asam klorida (HCI) 2 M, dihomogenkan selama 1 jam
menggunakan magnetic stirrer pada suhu ruang. Hasil hidrolisis ditambahkan
dengan natrium bikarbonat sampai pH netral, selanjutnya dipartisi dengan 25 mL
etil asetat. Kemudian lapisan fase air diambil dan partisi dengan 25 mL etil asetat
sebanyak tiga kali pengulangan. Lapisan fasa organik yang diperoleh dipekatkan
menggunakan rotary evaporator (Susetyo, 2015). Ekstrak pekat yang diperoleh

ditimbang dan dihitung randemennya.

3.5.,5 ldentifikasi Senyawa Steroid dengan Uji Reagen

Fraksi etil asetat E. cottonii dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL anhidrida asetat. Campuran ini
kemudian ditambahkan 1-2 mL H>SO; melalui dinding tabung reaksi. Hasil
identifikasi steroid akan menunjukkan warna hijau kebiruan (Indrayani, dkk.,

2006).
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3.5.6 Pemisahan Steroid menggunakan KLTA, KLTP dan KLT Dua
Dimensi

Pemisahan dengan KLT Analitik digunakan plat silika gel GF2s4 dengan
ukuran 1 x10 cm? yang sudah diaktifkan dengan pemanasan dalam oven bersuhu
100-105 °C selama 30 menit. Isolat fraksi etil asetat E. cottonii ditotolkan pada
dua titik sebanyak 5 totolan dan 10 totolan pada jarak = 1 cm dari tepi bawah plat
dengan pipa kapiler. Selanjutnya dikeringkan dan dielusi dengan masing-masing
fase gerak berbagai variasi pelarut yaitu n-heksana : etil asetat. Setelah gerakan
larutan pengembang sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Plat hasil elusi
dikeringkan dan noda yang terbentuk diamati dengan lampu UV dengan panjang
gelombang 366 nm (Bawa, 2009). Fase gerak yang digunakan dalam pemisahan
steroid yaitu n-heksana : etil asetat dengan perbandingan (18:2), (17:3), (16:4),
(15:5) dan (14:6). Setelah itu plat KLT disemprot dengan reagen Liemberman-
Burchard, diamati plat KLTA yang sudah kering pada lampu UV dengan panjang
gelombang 366 nm dan dihitung nilai Rf (Imamah, 2015).

Bagian perlakuan KLTP sama dengan KLTA, akan tetapi berbeda pada
penggunaan ukuran plat dan perlakuan selanjutnya. Hasil eluen terbaik pada
KLTA selanjutnya digunakan pada KLTP. Kemudian plat disemprot reagen
Liemberman-Burchard, noda dikerok dan dilarutkan dengan etil asetat kemudian
disentrifugasi. Filtrat didekantasi dan disimpan. Isolat KLTP diuji pola
pemisahannya dengan KLT dua dimensi menggunakan plat silika gel ukuran 10 x
10 cm?, isolat ditotolkan dan dielusi dengan fase gerak pertama benzena : etil
asetat (3:2) dan fase gerak kedua n-heksana : etil asetat (4:1) Setelah mencapai

batas atas elusi, plat diangkat dan dikeringkan selama 10-15 menit dan diamati di
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bawah lampu UV-366. Plat diputar 90° dan diletakkan dalam bejana yang berisi
fase gerak kedua. Noda akan terpisah sepanjang dibagian bawah lempeng, lalu
dielusi kembali, dikeringkan, dan diamati dibawah sinar UV-366 nm (Susetyo,

2015).

3.5.7 Identifikasi Senyawa hasil pemisahan menggunakan UV-Vis

Isolat sampel dengan pemisahan terbaik kemudian dianalisis menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Sebanyak 2 mL sampel dimasukkan ke dalam kuvet
dan dianalisis pada panjang rentang gelombang 200-800 nm, sehingga akan

diperoleh spektrum dan panjang gelombang maksimum (Susetyo, 2015).

3.5.8 Identifikasi Steroid menggunakan LC-MS/MS

Hasil isolat senyawa steroid KLTP diidentifikasi menggunakan LC-
MS/MS. LC-MS/MS atau UHPLC merk ACCELLA type 1250 buatan thermo
scientific dengan kolom berspesifikasi (50 mm x 2.1 x 1,9 um). LC-MS/MS ini
terdiri dari pompa quartener, autosampler thermostatic dengan program x-calibur
2.1 dan degasser vakum. Fasa geraknya adalah 0,1 % asam format dalam air (fasa
A) dan 0,1 % asam format dalam asetonitril (fase B). Eluen diatur secara gradien
linier 100% (A): 0% (B) sampai 0% (A) : 100% (B) yang diatur selama 5 menit
dengan laju alir 500 pL/menit. Volume yang diinjeksikan 2 pL. Kemudian kolom
dikontrol pada suhu 30°C, dan kompartemen autosampler 10°C.

MS/MS triple Q (Quadrupole) spektrometer massa TSQ QUANTUM

ACCESS MAX dari Thermo Finnigan dengan APCI (Atmospheric Pressure
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Chemica lonization) sebagai sumber ionisasi dan dikendalikan oleh softwere TSQ
Tune dengan mode positif. lon APCI dikondisikan menggunakan arus 4 pA, suhu
penguapan 250 °C, suhu kapiler 300°C, heat gas pressure 45 arbitrary units, dan

Aux gas pressure 15 arbitrary units.

3.6 Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan memperhatikan
pola pemisahan dan penampakan noda pada kromatogram dari eluen yang
digunakan. Analisa senyawa steroid dilakukan dengan memperhatikan bentuk
umum spektrum UV-Vis dan didukung dari intrepretasi kromatogram LC-
MS/MS. Hasil identifikasi dapat digunakan untuk menentukan jenis senyawa
steroid yang terdapat dalam alga merah (E. cottonii) perairan \Wongsorejo,

Banyuwangi.



BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Uji Taksonomi

Uji taksonomi dilakukan untuk mengetahui jenis alga merah
(Rhodophyceae) yang digunakan dalam penelitian. Hal ini dikarenakan alga
merah memiliki berbagai macam jenis, diantaranya Eucheuma cottoni, Eucheuma
spinosum, Gracillaria gigas, Gracillaria verrucosa, Gelidium rigidum,
Sargassum polycystum dan Galaxaura oblongata (Anggadiredja, dkk., 2010).
Berdasarkan hasil uji taksonomi, alga merah yang digunakan dalam penelitian
merupakan alga merah jenis Eucheuma cottoni yang diperoleh dari pantai

Wongsorejo, Banyuwangi. Hasil uji taksonomi dapat dilihat pada Lampiran 3.

4.2 Preparasi Sampel

Sampel utama dalam penelitian ini yaitu alga merah E. cottoni yang
diperoleh dari pantai Wongsorejo, Banyuwangi. Preparasi sampel terdiri dari
beberapa tahap diantaranya, pencucian, pengeringan dan penyerbukkan sampel.
Pencucian sampel dilakukan untuk membersihkan sampel dari kotoran yang
menempel pada alga, selanjutnya dilakukan pengeringan yang bertujuan untuk
menurunkan kadar air yang terkandung pada sampel dan untuk mempermudah
dalam proses penyimpanan. Proses pengeringan sampel dilakukan dengan cara
diangin-anginkan tanpa menggunakan pemanasan sinar matahari selama 30 hari

dengan suhu ruang antara 35-38 °C. Pengeringan tanpa menggunakan pemanasan

34
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matahari ini dilakukan agar senyawa aktif yang diinginkan tidak mengalami

kerusakan akibat suhu yang tinggi. Hasil dari preparasi dapat dilihat pada Gambar

4.1.

(@) (b)
Gambar 4.1 Preparasi alga merah E. cottonii (a) sebelum dikeringkan (b) setelah
dikeringkan (c) setelah dihaluskan.

Proses penghalusan atau penyerbukkan sampel dilakukan dengan tujuan
memperluas permukaan sampel sehingga memudahkan kontak antara sampel
dengan pelarut pada saat proses maserasi. Menurut Voight (1995) semakin kecil
bentuk sampel maka luas permukaannya akan semakin besar sehingga kontak
yang terjadi antara sampel dengan pelarut akan semakin besar, maka proses
ekstraksi akan semakin cepat. Sampel dalam bentuk serbuk dengan tingkat
penghalusan yang tinggi, kemungkinan terjadinya kerusakan sel-sel akan semakin
besar sehingga memudahkan pelarut mengambil kandungan yang terdapat dalam

sampel. Pembuatan serbuk sampel dilakukan menggunakan ayakan 60-90 mesh,

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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dimana serbuk yang diambil diantara ayakan 60-90. Hal ini dikarenakan dengan
rentang tersebut, serbuk yang dihasilkan akan memiliki ukuran yang hampir sama.
4.3  Penentuan Kadar Air

Penentuan kadar air bertujuan untuk mengetahui kandungan air yang
terdapat dalam sampel E. cottoni. Hal ini perlu dilakukan karena tinggi rendahnya
kadar air akan mempengaruhi konsentrasi dan kepolaran pelarut yang digunakan
pada saat maserasi. Menurut Khoiriyah, dkk. (2014) menyatakan kadar air yang
rendah dapat mempermudah proses penarikan zat aktif dalam sampel karena
pelarut mudah menembus dinding sel sampel tanpa adanya gangguan dari molekul
air. Kadar air dalam sampel sangat berpengaruh terhadap daya simpannya, karena
erat kaitannya dengan aktivitas mikrobiologi selama sampel tersebut disimpan.
Menurut Baraja (2008) kadar air dalam sampel harus seminimal mungkin agar
kerusakan akibat degradasi oleh mikroorganisme dapat diminimalkan serta
mencegah tumbuhnya jamur sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lama dan
tidak merusak komposisi kimia di dalamnya.

Penentuan kadar air pada penelitian ini menggunakan metode pengeringan
(Thermogravimetri). Prinsip dari metode ini yaitu adanya pemanasan dan
penimbangan menggunakan oven pada temperatur 105 °C sampai diperoleh berat
konstan. Selisih antara berat sampel sebelum dan sesudah pemanasan
menunjukkan jumlah air yang terkandung dalam sampel.

Hasil penentuan kadar air sampel basah alga merah E. cottoni sebesar 89,28
% dan pada sampel kering sebesar 5,07 %. Kadar air pada alga kering lebih kecil

dari pada alga basah, hal ini disebabkan pada alga kering telah kehilangan
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beberapa persen kadar air akibat penguapan. Kadar air kering pada alga telah
menunjukkan hasil yang baik. Menurut Cahyono, dkk. (2011) kadar air kering
tidak boleh lebih dari 10% karena akan menyebabkan mikroorganisme tumbuh

dan mempengaruhi reaksi enzimatis sehingga mempercepat proses pembusukan.

4.4  Ekstraksi Alga Merah Eucheuma cottoni

Pemisahan senyawa metabolit sekunder pada penelitian ini menggunakan
metode ekstraksi maserasi. Ekstraksi maserasi memiliki beberapa kelebihan
diantaranya yaitu prosesnya mudah, murah dan tidak memerlukan perlakuan yang
lain seperti pemanasan yang dapat merusak senyawa metabolit sekunder di
dalamnya. Proses ekstraksi ini menurut Rosyidah, dkk. (2010) akan memecah
dinding sel karena adanya perbedaan tekanan dari luar dan dalam sel yang
menyebabkan metabolit sekunder di dalam sitoplasma akan ikut terbawa keluar
sel bersama pelarut.

Ekstraksi maserasi ini dilakukan dengan cara perendaman serbuk sampel
dengan pelarut metanol p.a selama 24 jam dan dikocok menggunakan shaker
berkecepatan 120 rpm untuk mempercepat proses ekstraksi. Proses ekstraksi ini
dilakukan sampai larutan dari berwarna hijau pekat menjadi hijau bening dengan
pengulangan tiga kali maserasi. Pengulangan tiga kali untuk mengetahui bahwa
senyawa aktif dalam sampel telah terekstrak secara maksimal dalam pelarut. Hasil

dari pengulangan tiga kali dapat dilihat pada Gambar 4.2.
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(a) (b) (©)

Gambar 4.2 Hasil pengulangan maserasi alga merah E. cottonii (a) hari ke-1 (b)
hari ke-2 (c) hari ke-3.

Hasil maserasi berupa larutan yang disaring menggunakan corong Buchner,
penggunaan corong Buchner ini lebih mudah digunakan dan efisien. Hal ini sesuai
dengan prinsip kerja corong Buchner menurut Khamdinal (2009) vyaitu
memisahkan endapan dari pelarutnya dengan cara menghisap udara dan tekanan
dalam Buchner dengan menggunakan pump Buchner sehingga tekanan di dalam
lebih kecil dari pada tekanan yang diluar sehingga filtrat lebih cepat menetes ke
bawah dan akan menghasilkan residu yang lebih banyak.

Pemekatan filtrat dari proses penyaringan digunakan vacuum rotary
evaporator, dimana memiliki pompa vacum yang dapat memberi tekanan
sehingga pelarut mendidih pada suhu yang lebih rendah dan pelarut dapat
diperoleh kembali. Menurut Heryudi, dkk. (2015) proses pemekatan filtrat pelarut
metanol ini menggunakan suhu 40 °C dengan tekanan sekitar 500 Ampere
sehingga tidak akan merusak senyawa aktif akibat panas dari titik didihnya.

Hasil dari pemekatan berupa ekstrak kental metanol alga merah (E. cottonii)
dengan randemen yang dihasilkan sebesar 13,93 %. Sedangkan penelitian Abu

Bakar, dkk. (2016) randemen yang diperoleh untuk ekstrak metanol dari E.
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cottonii daerah utara Borneo Malaysia sebesar 10,1 % dari 100 gram sampel.
Perbedaan hasil randemen terjadi menurut Chithra dan Chandra (2014)
dikarenakan habitat yang berbeda akan menghasilkan senyawa metabolit sekunder
dengan jumlah yang berbeda. Hasil randemen yang berbeda menurut Djagal, dkk.
(2010) juga dapat dilihat dari pengaruh umur panen, penelitian tersebut
menggunakan sampel E. cottonii yang berumur 30, 45, dan 60 hari. Berdasarkan
penelitian tersebut bahwa sampel yang berumur 45 hari lebih banyak
menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Hal ini dikarenakan pada umur panen
30 hari kemungkinan kebutuhan tumbuhan akan nutrisi sebagai penyusun jaringan
terjadi secara intensif, sedangkan pada umur panen 60 hari dimungkinkan karena
kemampuan tumbuhan untuk menghasilkan nutrisi sudah menurun dan senyawa

yang dihasilkan juga sedikit.

45  Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol dengan Pelarut Etil
Asetat

Ekstrak pekat metanol dihidrolisis menggunakan HCI 2 M sebagai katalis
dengan pengadukan menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam pada suhu
ruang. Dilakukan selama 1 jam pada suhu ruang agar ekstrak pekat dapat
tercampur dan memutuskan ikatan gula dengan menghasilkan senyawa gula
dengan maksimal. Hasil hidrolisis yang didapat selanjutnya ditambahkan natrium
bikarbonat sampai pH netral. Penambahan natrium bikarbonat untuk menetralkan
pH agar reaksi hidrolisis dapat berhenti. Hal ini dikarenakan reaksi hidrolisis

berjalan secara bolak-balik sehingga perlu adanya pemberhentian supaya tidak
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kembali menjadi reaktan. Reaksi yang terjadi saat hidrolisis glikosida ditunjukkan
pada Gambar 2.2.

Hidrolisat yang telah diperoleh dipartisi (ekstraksi cair-cair) dengan
pelarut etil asetat. Pelarut etil asetat bersifat semi polar yang dapat memisahkan
senyawa dengan kepolaran yang sama dari hasil hidrolisis. Senyawa yang bersifat
polar (fase air) seperti gula (glikon) akan terekstrak begitu juga senyawa yang
bersifat selain polar akan terekstrak pada pelarut etil asetat (fase organik).

Proses ekstraksi dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan sampai fase
organik berubah menjadi bening yang dapat diasumsikan bahwa senyawa bersifat
semipolar hingga nonpolar dapat terdistribusi secara maksimal pada pelarut etil
asetat. Fase organik yang diperoleh dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator
dengan suhu 40 °C. Hasil pemekatan atau ekstrak etil asetat (E. cottonii)
ditimbang dan diperoleh randemen sebesar 21,12 % dari ekstrak metanol yang
digunakan. Menurut penelitian Andriani, dkk. (2015) randemen terbesar yang
dihasilkan dari beberapa pelarut yaitu randemen fraksi etil asetat. Tae-Hyung,
dkk. (2013) melakukan partisi pada alga coklat dengan pelarut etil asetat, butanol,
n-heksana, kloroform dan air. Hasil yang paling banyak dimiliki oleh fraksi etil
asetat sebesar 263,27 mg/Kg. Berdasarkan randemen tersebut dapat diasumsikan

bahwa senyawa steroid larut pada pelarut etil asetat.

4.6  Uji Fitokimia Senyawa Steroid
Senyawa steroid yang terdapat dalam ekstrak etil asetat alga merah (E.

cottonii) dianalisis senyawanya dengan tes uji warna dari pereaksi. ldentifikasi
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steroid dalam penelitian ini menggunakan uji reagen Liemberman-Burchard
(anhidrida asetat-H.SO4 pekat) yang memberikan warna biru kehijauan
(Setyowati, 2014).

Hasil identifikasi steroid pada sampel memberikan hasil positif yaitu
terbentuknya cincin warna hijau. Uji fitokimia senyawa steroid dilakukan dengan
menambahkan kloroform untuk melarutkan senyawa steroid dalam sampel.
Sampel yang telah larut ditambahkan asam asetat anhidrat untuk proses asetilasi
gugus hidroksil yang membentuk turunan asetil. Hal ini dikarenakan gugus asetil
yang merupakan gugus pergi yang baik akan lepas, sehingga terbentuk ikatan
rangkap. Selanjutnya ditambahkan dengan H2SO4 untuk membentuk garam dan
perpanjangan konjugasi terjadi karena proses dehidrasi. Menurut Arsianti (2016)
uji fitokimia senyawa steroid ekstrak etil asetat alga merah (E. cottonii) dengan
reagen Liemberman-Burchard menunjukkan hasil yang positif yaitu terbentuknya
cincin berwarna biru kehijauan. Hasil uji fitokimia alga merah E. cottonii

menggunakan reagen Liemberman-Burchard dapat dilihat pada Gambar 4.3.

Neny

Gambar 4.3 Hasil fitokimia alga merah E. cottonii menggunakan reagen
Liemberman-Burchard.



42

4.7  Pemisahan Steroid menggunakan KLT
4.7.1 Pemisahan Steroid menggunakan KLTA

Hasil uji fitokimia pada fraksi etil asetat menunjukkan bahwa alga merah
E.cottonii positif mengandung senyawa steroid. Pemisahan steroid diperkuat
dengan metode KLT. Metode KLT adalah metode yang pemisahannya didasarkan
pada perbedaan distribusi dua fasa diam dan fasa gerak. KLT Analitik ini
digunakan untuk mencari eluen terbaik dari beberapa eluen yang baik dalam
pemisahan senyawa steroid.

Pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat hasil hidrolisis ekstrak
metanol alga merah dengan KLTA dilakukan dengan menjenuhkan eluen n-
heksana:etil asetat pada beberapa eluen terbaik diantaranya (18:2), (17:3), (16:4),
(15:5) dan (14:6) selama 1 jam. Plat yang digunakan ukuran 10x10 cm diaktivasi
pada suhu 100 °C untuk menghilangkan kandungan air pada plat agar pemisahan
senyawa tidak dipengaruhi oleh adanya air. Sampel ditotolkan dan dielusi sampai
garis batas elusi. Identifikasi hasil kromatografi dilakukan penyinaran pada lampu
UV 366 nm. Noda yang tampak ditandai dan nilai Rf dihitung berdasarkan
masing-masing noda. Penggunaan beberapa pelarut diharapkan mampu
memisahkan senyawa steroid yang terdapat dalam ekstrak alga merah E.cottonii
dengan baik.

Berdasarkan lima eluen campuran yang digunakan untuk memisahkan
senyawa steroid pada fraksi etil asetat menunjukkan hasil noda dari KLTA dengan

nilai Rf yang dapat dilihat pada Tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Hasil KLTA fraksi etil asetat ekstrak metanol E. cottonii menggunakan

eluen n-heksana : etil asetat

No Fase Gerak Jumlah Rf Warna Dugaan
Noda Noda senyawa
0,5 Biru Steroid
0,275 Merah Triterpenoid
) 0,225 Hijau Steroid
! 18:2 i 0,125 Ungu Triterpenoid
0,075 Merah Triterpenoid
0,025 Merah Triteperneoid
0,825 Biru Steroid
0,612 Merah Triterpenoid
) 0,475 Hijau Steroid
2 e g 0,337 Biru Steroid
0,3 Merah Triterpenoid
0,225 Merah Triterpenoid
0,837 Biru Steroid
0,7 Merah Triterpenoid
. 0,537 Hijau Steroid
3 o g 0,362 Merah Triterpenoid
0,337 Merah Triterpenoid
0,287 Merah Triterpenoid
0,925 Biru Steroid
0,887 Merah Triterpenoid
D l7& Hijau Steroid
0,737 Merah Triterpenoid
0,637 Merah Triterpenoid
, 0,512 Ungu Triterpenoid
4 $o:2 o 0,437 Merah Triterpenoid
0,362 Merah Triterpenoid
0,287 Merah Triterpenoid
0,212 Merah Triterpenoid
0,075 Merah Triterpenoid
0,037 Jingga Triterpenoid
0,935 Biru Steroid
0,734 Hijau Steroid
0,696 Ungu Triterpenoid
5 14:6 7 0,637 Merah Triterpenoid
0,512 Merah Triterpenoid
0,475 Ungu Triterpenoid
0,287 Merah Triterpenoid
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Berdasarkan Tabel 4.1 tersebut, variasi eluen (17:3) merupakan eluen
terbaik yang didasarkan pada penelitian Susetyo (2015) dan Anam (2015) yang
telah melakukan variasi eluen untuk memisahkan senyawa dari fraksi etil asetat
hasil hidrolisis ekstrak metanol alga merah E. spinosum. Eluen yang baik adalah
yang menghasilkan senyawa dalam jumlah yang banyak ditandai dengan
munculnya noda. Noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda satu
dengan lainnya jelas (Harbone, 1987).

Nilai Rf hasil variasi eluen n-heksana:etil asetat (17:3) menunjukkan
adanya 6 noda dengan 3 noda yang diduga senyawa steroid. Noda yang dihasilkan
tidak berekor dan jarak antara spot satu dan lainnya jelas. Hasil KLT Analitik

untuk variasi (17:3) tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.4

O
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Gambar 4.4 Profil KLTA fraksi etil asetat ekstrak metanol dari alga merah
E.cottonii menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (17:3) (a)
setelah disinari UV 366 nm (b) tanpa disinari UV 366 nm
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Perbedaan nilai Rf dari masing-masing isolat terjadi karena perbedaan
struktur dan kepolaran senyawa terhadap fasa gerak dan fasa diam. Senyawa yang
memiliki nilai kepolaran yang besar maka senyawa tersebut lebih tertahan dalam
fasa diam sehingga memiliki nilai Rf yang kecil. Sedangkan senyawa yang
memiliki nilai kepolaran yang kecil maka senyawa tersebut kurang bertahan

dalam fasa diam sehingga nilai Rf dari senyawa tersebut besar.

4.7.2 Pemisahan Steroid menggunakan KLTP

Senyawa steroid dapat dipisahkan dari hasil fraksi alga merah E. cottonii
dengan pelarut etil asetat menggunakan kromatografi lapis tipis. Pemisahan
menggunakan KLTP ini dilakukan untuk mendapatkan isolat dalam jumlah
banyak yang akan digunakan dalam pemisahan dan identifikasi senyawa steroid
pada KLT dua dimensi, spektrofotometri UV-Vis dan LC-MS/MS serta.
Penggunaan metoda KLTP dilakukan dengan penotolan fraksi etil asetat hasil
hidrolisis ekstrak metanol E. cottonii pada sepanjang garis di salah satu sisi plat.
Menurut Handayani (2008) pemisahan menggunakan KLTP lebih baik daripada
menggunakan KLTA, hal ini dapat dilihat dari lamanya kontak senyawa dengan
eluen yang digunakan atau semakin besar kontak dengan eluen maka pemisahan
senyawanya semakin baik.

Fasa gerak yang digunakan yaitu perbandingan fasa gerak hasil eluen
terbaik dari pemisahan KLTA vyaitu (17:3). Sedangkan fase diam yang digunakan
yaitu plat alumunium berlapis silika yang dapat berpendar dalam sinar ultraviolet.

Plat yang digunakan untuk KLTP vyaitu plat GFzs4 berukuran 10x20 cm. Pada
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proses sebelum elusi, plat yang digunakan diaktivasi terlebih dahulu untuk
menghilangkan kadar air yang akan menggangu elusi. Kemudian campuran eluen
dijenuhkan selama 1 jam untuk mempercepat jalannya elusi. Fraksi etil asetat
ditotolkan pada sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis tepi. Hasil penotolan
kemudian dielusi dengan pelarut yang digunakan.

Setelah elusi mencapai titik batas atas elusi dihentikan, kemudian muncul
noda-noda hasil pemisahan dan diidentifikasi menggunakan lampu UV dengan
panjang gelombang 366 nm. Hasil pemisahan senyawa steroid pada KLTP

ditunjukkan pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil KLTP fraksi etil asetat hasil hidrolisis ekstrak metanol alga merah
E. cottonii menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (17:3)

Noda ke- Rf Warna noda Dugaan senyawa
1 0, 872 Hijau Steroid
2 0,777 Biru Steroid
3 0,594 Hijau Steroid
4 0,555 Merah Triterpenoid
5 0,394 Hijau Steroid
6 0,277 Biru Steroid
7 0,222 Merah Triterpenoid
8 0,194 Ungu Triterpenoid
9 95133 Ungu Triterpenoid
10 0,066 Merah Triterpenoid
11 0,033 Merah Triterpenoid

Hasil noda pemisahan menggunakan KLTP terdapat 5 senyawa steroid
yang berada pada isolat 1, 2, 3, 5 dan 6. Isolat steroid pada umumnya memiliki
nilai Rf yang besar, hal ini dikarenakan adanya perbedaan struktur dan distribusi
senyawa pada fasa diam dan fasa gerak yang digunakan. Hasil isolat yang diduga

senyawa steroid tersebut kemudian dilihat pola pemisahannya dengan KLT dua
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dimensi setelah diperoleh noda tunggal, lalu diidentifikasi menggunakan UV-Vis

dan LC-MS/MS.

4.7.3 Uji Pola Pemisahan Isolat Steroid dengan KLT Dua Dimensi

Isolat steroid hasil KLT Preparatif diuji pola pemisahannya pada KLT dua
dimensi menggunakan plat KLT silika gel GF2s4 dengan ukuran 10x10 cm. Isolat
yang diduga senyawa steroid dari KLTP sebelumnya dilarutkan dengan pelarut
etil asetat dan disentrifuge untuk mengendapkan silika sehingga filtrat yang
diambil tidak bercampur dengan silika tersebut. Filtrat yang diambil diuapkan
dengan gas N2 untuk menghilangkan pelarut pada senyawa steroid. Senyawa yang
diduga steroid dilarutkan dengan pelarut etil asetat pada konsentrasi tertentu.
Selanjutnya senyawa steroid ditotolkan pada jarak 1 cm dari garis bawah dan 1 cm
dari garis tepi lalu dielusi dengan satu sistem fase gerak sehingga campuran
terpisah menurut jalur yang sejajar dengan salah satu sisi.

Menurut Rohman (2007) penggunaan beberapa eluen dengan tingkat
kepolaran yang berbeda secara berurutan dapat memisahkan analit dengan tingkat
polaritas yang berbeda. Setelah dielusi plat diangkat dan dikeringkan, diputar 90°
kemudian dielusi dengan sistem fase gerak kedua. Bercak noda atau komponen
yang dihasilkan dari pengembangan pertama akan terelusi dan dapat terpisah
dimana saja di dalam plat.

Eluen pengembang yang digunakan pada KLT dua dimensi yaitu
kombinasi eluen pertama adalah benzena:etil asetat (3:2) dan fase gerak kedua

adalah n-heksana:etil asetat (4:1). Penggunaan eluen pengembang yang berbeda
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dimaksudkan agar senyawa steroid dapat terelusi pada berbagai eluen pada satu
kesatuan yaitu membentuk senyawa tunggal. Hasil uji pola pemisahan isolat
steroid dengan KLT dua dimensi dapat dilihat pada Tabel 4.3. Berdasarkan Tabel
4.3 menunjukkan bercak noda yang berbeda-beda. Akan tetapi, pada isolat 2
proses elusi fase gerak pertama dan kedua konsisten menghasilkan 1 bercak noda
yang diduga senyawa steroid dengan warna biru terang. Oleh karena itu, dapat
diketahui bahwa isolat 2 merupakan isolat dengan pola pemisahan yang baik dan

diindikasikan terdapat senyawa tunggal didalamnya.

Tabel 4.3 Uji pola pemisahan isolat steroid dengan KLT dua dimensi
Eluen 1 Eluen 2

el Warna noda & Warna noda R
Biru 0,65 Biru 0,637

1 . Hijau 0,475
Biru 0,487 Birg 0.375

2 Biru 0,975 Biru 0,962
Biru 0,837 Biru 0,9

3 Hijau 0,562 Hijau 0,862
Biru 0,5 Biru 0,887

Biru 0,975 Biru 0,862

5 Biru 0,962 Biru 0,65
Hijau 0,95 Hijau 0,612

Biru 0,625

6 Biru 0,987 Hijau 0,637

4.8 Identifikasi senyawa steroid menggunakan UV-Vis

Hasil isolat dari KLT preparatif yaitu isolat 2 yang telah diuji kemurnian
dengan KLT dua dimensi selanjutnya diidentifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Berdasarkan hasil identifikasi, diperoleh serapan pada

panjang gelombang 203 dan 284 nm yang disajikan pada Gambar 4.5
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Gambar 4.5 Spektrum UV-Vis isolat steroid 2 hasil KLTP

Hasil serapan panjang gelombang yang diperoleh adalah 203 dan 284 nm.
Panjang gelombang 203 nm tersebut menunjukkan adanya senyawa seroid jenis /-
sitosterol dan terdapat ikatan C=C tidak terkonjugasi dengan transisi z-z*. Hal ini
sesuai dengan penelitian Aprelia dan Suyatno (2013) dengan melakukan
identifikasi senyawa metabolit sekunder pada tumbuhan paku Critella arida dan
diperoleh serapan pada panjang gelombang 203 nm. Sedangkan pada panjang
gelombang 284 nm berdasarkan penelitian Susilawati, dkk. (2010) dengan
melakukan isolasi dan identifikasi senyawa steroid dari daun rimbang
memberikan serapan panjang gelombang 281 nm yang memiliki ikatan rangkap

terkonjugasi dengan transisi n-z*.

4.9  Identifikasi senyawa steroid menggunakan LC-MS/MS
Identifikasi metabolit sekunder senyawa steroid pada alga merah E.cottonii
dengan LC-MS/MS yang mana memisahkan senyawa berdasarkan distribusi

kepolaran senyawa terhadap fasa diam dan fasa gerak yang digunakan dan berat
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serta struktur molekul. Looi, dkk. (2013) menyatakan bahwa LC-MS/MS adalah
teknik yang banyak digunakan untuk berbagai aplikasi yang memiliki sensitivitas
dan spesifikasi sangat tinggi. LC-MS/MS yang digunakan pada penelitian ini
yaitu UHPLC-MS/MS dengan tingkat sensitivitas yang tinggi, hal ini dikarenakan
HPLC yang digunakan menggunakan tenaga ultra dengan detektor ganda yaitu
MS/MS. Sehingga akan menghasilkan beberapa m/z diantaranya yaitu massa
induk (parent mass) dan massa anak (daughter mass) atau massa ion hasil
pecahan dari massa induk. Hasil identifikasi LC-MS/MS merupakan data
berbentuk kromatogram yang menunjukkan puncak dan waktu retensi (Rt) serta
data nilai m/z. Berdasarkan kromatogram yang diperoleh, hasil pemisahan steroid
dari isolat 2 fraksi etil asetat hasil KLTP dapat dilihat pada Gambar 4.6.

Menurut Khalaf, dkk. (2011) senyawa steroid tersebut berada pada kondisi
ionisasi sehingga semua senyawa kehilangan satu molekul air dan ion yang
terdeteksi oleh spektrometer selalu berbentuk [M-H2O+H]" untuk massa induk
(parent mass) sedangkan massa anak (daughter mass) akan terdeteksi sebagian
dari massa induk. Berikut hasil ion-ion steroid yang terdeteksi dengan LC-MS/MS

disajikan pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 lon steroid yang terdeteksi oleh LC-MS/MS

Waktu Massa (m/z)
Steroid retensi M M-H20  M-H20+H*  Daughter
(menit) mass
/- sitosterol 1,54 414 396 397 160,5-161,5
Stigmasterol 1,43 412 394 395 254-255
Fukosterol 1,35 386 368 369 80,5-81,5
Kampesterol 1,24 400 382 383 146,5-147,5

Desmosterol 0,85 384 366 367 160,5-161,5
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Gambar 4.6 Kromatogram LC-MS/MS isolat steroid 2 hasil KLTP

Berdasarkan hasil identifikasi pada Tabel 4.4 ionisasi steroid dapat terjadi
proses fragmentasi. Menurut Mo, dkk (2013) yang mengacu pada pelabelan

deuterium dan prinsip kimia organik, semua fragmentasi steroid pada LC-MS/MS

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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terjadi pemutusan rantai pada cincin D dan apabila terdapat ikatan c=c pada cincin
B maka terjadi pemutusan pada cincin C. Pola ion fragmentasi struktur massa
induk (parent mass) dan massa anak (daughter mass) dari steroid dapat dilihat
pada Gambar 2.4

Hasil m/z yang diperoleh dapat dibuktikan dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Lopez, dkk. (2011) pada 18 makrolaga di semenanjung Portugis
termasuk alga merah jenis Rhodophyta menyatakan bahwa alga merah jenis
tersebut mengandung beberapa jenis steroid diantaranya yaitu p-sitosterol,
stigmasterol, fukosterol, dan kampesterol dengan retensi waktu 18, 16, 12 dan
14,5 menit. Pereira, dkk. (2016) mengidentifikasi steroid pada alga coklat dan
terdeteksi beberapa steroid diantaranya yaitu S-sitosterol, stigmasterol, fukosterol,
dan kampesterol dengan berat molekul sebesar 397, 395, 369, dan 383 m/z.
Machado, dkk. (2004) meneliti steroid pada beberapa jenis rumput laut termasuk
alga merah Palmaria sp yang menghasilkan puncak pada waktu retensi 10,93
menit dengan berat molekul 367 m/z yaitu steroid jenis desmosterol.

Senyawa steroid yang terdeteksi tersebut juga mucul pada beberapa jenis
alga yang lain dan tumbuhan tingkat tinggi. Penelitian Machado, dkk. (2004) pada
alga coklat Undaria pinnalifida sp memunculkan puncak senyawa steroid jenis
desmosterol dan fukosterol. Abdel-Aal, dkk. (2015) mendeteksi steroid pada alga
hijau Spirogyra longata dan menghasilkan puncak pada senyawa steroid jenis
stigmasterol, p-sitosterol, kampesterol dan ergosterol. Steroid pada tumbuhan
tingkat tinggi menurut penelitian Khalaf, dkk. (2011) pada tumbuhan akar

Glycyrrhiza glabra dan Mo, dkk. (2013) pada minyak tumbuhan memunculkan
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puncak steroid yaitu steroid jenis stigmasterol, kampesterol, g-sitosterol dan
ergosterol. Berdasarkan hal tersebut maka dapat diketahui bahwa sebagian besar
senyawa steroid yang terkandung pada tumbuhan tingkat rendah dan tingkat tinggi
yaitu jenis fg-sitosterol, stigmasterol, fukosterol, kampesterol, desmosterol dan
ergosterol. Kazlowska, dkk. (2013) mendeteksi senyawa steroid pada ekstrak alga
merah Porphyra dentata dan senyawa yang terdeteksi pada alga tersebut yaitu
steroid jenis kolesterol, p-sitosterol dan kampesterol dengan presentase
kelimpahan sebesar 15, 55 dan 30 %. Berdasarkan hasil penelitian dapat diketahui
bahwa steroid jenis p-sitosterol, stigmasterol, fukosterol, desmosterol dan
kampesterol memilki jumlah kelimpahan yang paling banyak dibandingkan jenis
yang lain, sehingga pada penelitian ini menggunakan standar jenis steroid
tersebut.

Hasil pemisahan yang baik senyawa steroid dapat dilihat dari bentuk
puncak yang dihasilkan, puncak pada retensi waktu 1,54 menit dengan berat
molekul 397 m/z merupakan senyawa yang pemisahannya cukup baik. Puncak
tersebut merupakan puncak senyawa pg-sitosterol dengan menunjukkan puncak
yang tunggal/ lurus, sedangkan puncak dengan retensi waktu 1,35 dan 1,24
menghasilkan puncak yang lurus akan tetapi disekitar puncak yang terbaik
terdapat puncak yang lain. Hal ini mengindikasikan senyawa tersebut belum
sepenuhnya terpisah dengan sempurna dan menunjukkan adanya senyawa steroid
jenis lain yang bercampur. Puncak pada retensi waktu 1,43 dan 0,85 tidak

menunjukkan puncak yang lurus dan masih terdapat banyak puncak kecil
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disekitarnya, sehingga dapat diasumsikan bahwa senyawa tersebut masih
terkandung senyawa steroid yang lain dan senyawa lain selain steroid.

Kepolaran senyawa steroid dapat diketahui dari waktu retensi yang
didapatkan, yaitu semakin rendah waktu retensi maka semakin polar senyawa
tersebut begitu juga sebaliknya. Berdasarkan waktu retensi dari hasil penelitian,
senyawa steroid diurutkan dari yang polar hingga sedikit polar (non polar) yaitu
steroid jenis desmosterol, kampesterol, fukosterol, stigmasterol dan j-sitosterol.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan tim E. cottonii Banyuwangi
UIN Maliki Malang angkatan 2013 untuk alga merah E. cottonii dapat digunakan
untuk perbandingan dalam menentukan hasil identifikasi senyawa steroid pada
berbagai fraksi yang ditunjukkan pada Tabel 4.5. Berdasarkan Tabel 4.5 dapat
diketahui bahwa senyawa steroid yang terkandung pada alga merah E. cottonii
dalam berbagai fraksi yaitu g-sitosterol.

Kazlowska, dkk. (2013) melakukan penelitian dengan menginjeksikan
senyawa steroid jenis p-sitosterol dan kampesterol dari ekstrak alga merah
Porphyra dentata pada tikus dan dapat mengurangi penyebaran penyakit kanker
payudara. Menurut Woyeongo, dkk. (2009) menjelaskan bahwa makanan yang
mengandung fitosterol seperti p-sitosterol sendiri maupun kombinasi dengan

kampesterol dapat menghambat sel kanker, angiogenesis dan sebagainya.
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Tabel 4.5 Hasil identifikasi senyawa steroid alga merah E. cottonii Banyuwangi
menggunakan berbagai fraksi yang berbeda dengan LC-MS/MS

Fraksi

Steroid Metanol hasil

hidrolisis * n-butanol**

Etil esetat

Petroleum
eter***

[S-sito v v
sterol

v

v

Stigma v
sterol

v

v

Fuko
Sterol

Kampe
v
Sterol

Desmo
Sterol

Kole
Sterol

Keterangan :
*Lutfiyah (2017)
**Ratnasari (2017)
***Baderos (2017)

4.10 Pemanfaatan Alga Merah (E. cottonii) dalam Perspektif Islam

Penelitian ini mengkaji mengenai isolasi salah satu senyawa kimia yaitu

senyawa steroid yang terkandung di dalam alga merah. Berdasarkan ayat-ayat Al-

qur’an, Allah SWT sering kali menyeru manusia untuk memperhatikan dan

merenungkan ciptaan-ciptaan-Nya yang amat menakjubkan. Agar senantiasa

manusia selalu berfikir dan menjadi hamba Allah yang tunduk dan patuh

dihadapan Allah SWT. Sebagaimana Firman Allah SWT dalam Qs. Ali Imran

ayat 190-191 yaitu :
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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 sambal berdiri atau duduk atau dalam keadaan

berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi” (Qs. Ali
‘Imran: 190-191).

Manurut tafsir Ibnu Kasir lafadz gbii\ﬁj‘;)wbi;ﬁ;:-_{i menjelaskan
tentang kekuasaan dan kebesaran Allah SWT yang menciptakan alam beserta
isinya seperti hewan dan tumbuhan. Tidak ada segala sesuatu yang diciptakan
oleh Allah menjadi sesuatu yang sia-sia, melainkan Allah SWT menciptakan
segala sesuatu dengan hikmah-hikmah tertentu. Sedangkan lafadz uj\ﬁg);\f,uﬂ
“terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal” ini menjelaskan tentang
akal manusia yaitu akal-akal yang sempurna lagi memilki kecerdasan, karena
dengan akal manusia dapat mengetahui segala sesuatu secara langsung dan jelas
untuk merenungi tanda-tanda kekuasaan Allah SWT (Ad-Dymasyqy, 2000). Ayat
tersebut seperti yang dilansir oleh Lajnah (2015) menyebutkan bahwa manusia
sejak duiu sudah tergugah naiurinya untuk tahu lebih banyak keadaan alam
semesta dan segala isinya, termasuk Bumi. Berkembangnya dunia sains dan
teknologi dewasa ini, para peneliti sedikit demi sedikit telah membuka rahasia

alam semesta.
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Salah satu ciptaan atau karunia Allah SWT kepada umat manusia yang
ada di muka bumi adalah aneka ragam tumbuhan dengan segala macam

manfaatnya. Sebagaimana Allah SWT berFirman dalam Qs. Asy-Syu’araa ayat 7:

- - 3 o tE - o o s . « E
o : -yl .o
S g0 S o Ll 5 20 |
Artinya : g
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Qs. .
Asy-Syu’araa:7)

Tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang subur dan
bermanfaat bagi mahkluk hidup. Berdasarkan tafsir Al-Mishbah lafadz Cjej
menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan bumi yang didalamnya b;nyak
terdapat tumbuhan yang baik, yang dapat dimanfaatkan oleh mahkluk hidup.
Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan sebagai obat
berbagai penyakit (Shihab, 2002). Salah satu tumbuhan yang telah Allah SWT
ciptakan ialah Alga merah E. cottonii. Alga merah E. cottonii dapat dijadikan
bahan makanan dan obat-obatan karena mengandung senyawa aktif seperti
steroid. Steroid merupakan senyawa golongan triterpenoid yang mengandung inti
siklopentana perhidrofenantren dengan gugus metil pada C10, C13 dan C17.
Steroid memilki banyak manfaat diantaranya sebagai senyawa penghambat
tumbuhnya sel kanker (Kazlowska, dkk., 2013), antioksidan (Swantara dan
Parwata, 2011), toksisitas (Afif, dkk., 2015) dan sebagainya.

Alga merah E. cottonii merupakan bagian dari jenis rumput laut yang

memilki beraneka ragam kandungan senyawa metabolit sekunder. Apabila
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senyawa metabolit sekunder tersebut di analisis lebih lanjut maka senyawa
tersebut pasti memiliki kadar dan ukuran. Sebagaimana dengan Firman Allah

SWT dalam surat Al-Qamar ayat 49:

Artinya :

“Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran”( Al-Qamar:

49)

Menurut tafsir Ibnu Kasir lafadz _:;.:L'é_. ayat tersebut menjelaskan bahwa
Allah SWT telah menentukan atau memberi ukuran/kadar masing-masing
makhluk-Nya dan memberi petunjuk kepada mahkluk-Nya. Menurut tafsir
Jalalain juga menjelaskan ayat tersebut dimana Allah SWT menciptakan segala
sesuatu menurut ukuran. Semua mahkluk telah ditetapkan kadarnya dalam segala
hal (Ad-Dymasyqy, 2000). Berdasarkan hasil penelitian, senyawa steroid yang
diperoleh tersebut memilki beraneka ragam jenis yang dapat dilihat dari gugus
fungsi dan strukturnya serta kelimpahannya dalam Alga merah E. cottonii
diantaranya yaitu steroid jenis kampesterol, S-sitosterol, stigmasterol, fukosterol
dan desmosterol, berdasarkan hal tersebut senyawa steroid yang didapatkan paling
banyak dalam alga merah E. cottoni adalah steroid jenis fukosterol. Sesuai dengan
ayat tersebut maka gugus fungsi, struktur dan NL atau sensitivitas senyawa steroid
dalam sampel dapat dikategorikan sebagai ukuran serta berbeda metode juga akan
mempengaruhi kadar/ukuran yang dihasilkan. Ayat tersebut juga mendasari para

peneliti dalam melakukan penelitian, dimana menentukan ukuran merupakan hal
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yang sangat penting karena segala sesuatu yang diteliti akan lebih efisien dalam
pemanfaatannya.

Al-Qur’an dalam ayat-ayatnya pada hakikatnya telah memberikan banyak
petunjuk kepada manusia salah satunya dalam hal menguak rahasia alam lewat
penelitian-penelitan para ilmuwan. Penelitian yang telah dilakukan sampai saat ini
merupakan salah satu bentuk dari penafsiran terhadap ayat-ayat Al-Qur’an secara
praktis untuk membantu umat manusia dalam mengembangkan teknologi demi

kelangsungan hidup di masa depan.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Eluen terbaik hasil pemisahan senyawa steroid dari fraksi etil asetat hasil
hidrolisis ekstrak metanol alga merah E. cottonii menggunakan KLT adalah
eluen n-heksana : etil asetat (17:3). Hasil pemisahan steroid pada KLTP
menunjukkan 5 noda yang diduga senyawa steroid. Isolat steroid diuji pola
pemisahan dengan KLT dua dimensi dan menunjukkan adanya noda tunggal
berwaran biru yang diduga terkandung senyawa tunggal pada isolat 2.

Hasil analisis senyawa steroid dari alga merah E. cottonii menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan LC-MS/MS, menunjukkan adanya serapan
pada panjang gelombang 203 dan 284 nm dengan dugaan senyawa steroid S-
sitosterol. Isolat diuji dengan LC-MS/MS memunculkan beberapa m/z
diantaranya yaitu 397, 395, 369, 383, dan 367 m/z yang menunjukkan adanya
senyawa steroid jenis g-sitosterol, stigmasterol, fukosterol, kampesterol dan
desmosterol. Berdasarkan hasil UV-Vis dan LC-MS/MS menunjukkan
adanya kesamaan hasil dugaan steroid yang terkandung dalam alga merah E.

cottonii.

5.2 Saran

Perlu adanya penelitian lebih lanjut dengan menganalisis isolat menggunakan

teknik lain dari LC-MS/MS untuk mengetahui kadar steroid pada alga merah E.

cottonii secara menyeluruh.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Uji taksonomi Alga merah
(Eucheuma cottoni)

|

Preparasi sampel

Ekstraksi
maserasi

\
Dipekatkan dengan
rotary evaporator

Hidrolisis dengan
HCI2 M

Partisi menggunakan etil asetat

Uji fitokimia senyawa steroid

Pemisahan setroid menggunakan KLTA

}

Pemisahan dengan
KLTP

|

Pemisahan steroid
menggunakan KLT
Dua Dimensi

Identifikasi menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis
dan LC-MS/MS
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Lampiran 2. Skema Kerja

1. Preparasi Alga Merah (Eucheuma cottonii)

Alga Merah
(Eucheuma cottonii)

dicuci dengan air sampai bersih
diiris kecil-kecil
dikeringkan tanpa menggunakan sinar matahari

dihaluskan sampai menjadi serbuk dengan ukuran 90 mesh

Hasil

2. Penentuan Kadar Air

Serbuk Alga

ditimbang sebanyak 2,5 gram

dimasukkan kedalam cawan porselen yang sudah dioven
dioven dan dikeringkan pada suhu 100-105 °C selama + 15
menit

didinginkan dalam desikator

ditimbang kembali

diulangi sampai diperoleh berat yang konstan

dihitung dengan persamaan:

Kadar air = % x 100%

Hasil
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3. Ekstraksi Alga Merah (Eucheuma cottonii)

serbuk Alga

- ditimbang sebanyak 100 gram

- dimasukkan kedalam erlenmeyer tutup

- direndam dalam 500 mL pelarut metanol selama 24 jam

- dishaker dengan kecepatan 120 rpm

- disaring menggunakan corong buchner

- diambil filtratnya

- dimaserasi kembali ampas yang diperoleh sampai diperoleh filtrat
yang agak bening

- digabung ketiga filtrat

Seluruhnya

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacuum

Ekstrak metanol

- ditimbang ekstrak pekat

- dihitung rendemen ekstrak

Hasil
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4. Hidrolisis dan ekstraksi cair-cair ekstrak pekat metanol

Ekstrak pekat
metanol

- ditimbang sebanyak 5 gram dan dimasukkan ke beaker glass
- ditambahkan 10 mL asam klorida (HCI) 2 M
- dihidrolisis selama 1 jam menggunakan magnetik stirer hot plate pada

suhu ruang
drolisat

- ditambahkan natrium bikarbonat sampai pH-nya netral

T

- dipartisi menggunakan 25 mL etil asetat dengan tiga kali pengulangan

[Ekstrak

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator vakum

- dialiri gas N2

Ekstrak pekat

- ditimbang

- dihitung rendemen

Hasil
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5. Uji Fitokimia Senyawa Steroid

Ekstrak etil
asetat

dimasukkan kedalam tabung reaksi

dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

ditambahkan 1-2 mL asam sulfat pekat pada dinding tabung

diamati warna yang terbentuk

Hasil

6. Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik
(KLTA)

Ekstrak
sampel

diaktifkan plat KLTA di dalam oven pada suhu 100 °C selama 30
menit

dibuat garis batas atas dan bawah plat

ditotolkan ekstrak pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat

dikeringkan dan dielusi dengan masing-masing eluen

dihentikan elusi setelah fasa gerak mencapai garis batas atas (1 cm dari
tepi atas plat)

diperiksa noda dibawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm

diamati masing-masing hasil nodanya
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Pemisahan senyawa steroid dengan KLT Preparatif

Ekstrak pekat

ditotolkan sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis bawah, dan 1 cm

dari garis tepi

dielusi dengan menggunakan eluen n-heksan dan etil asetat

digunting bagian tepi plat

disemprot reagen Liemberman-Burchard pada permukaan plat

Spot

- dikerok yang menunjukkan senyawa steroid

s "R

- dilarutkan dalam pelarut etil asetat
- disentrifuge
supernatan Pelet ‘
- diuapkaﬁ pelarutnya
- diidentifikasi menggunakan LC-MS/MS dan UV-Vis

Isolat pekat

Pemisahan senyawa steroid dengan KLT 2 Dimensi

Ekstrak pekat
- ditotolkan sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis bawah, dan 1 cm

dari garis tepi

- dielusi dengan menggunakan eluen etil asetat: benzene (3:2) dan n-
heksana : etil asetat (4:1)

- diputar plat 90°

Hasil




Lampiran 3. Data Taksonomi

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS BRAWIJAYA FAKULTAS MIPA

JURUSAN BIOLOGI
JI. Veteran, Malang 65145, Jawa Timur, Indonesia, Telp-fax : +62-341-575841
http://biologi.ub.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI
No. 0187/Takso.ldentifikasi/03/2016

Kepala Laboratorium Taksonomi, Struktur dan Perkembangan Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas
MIPA, Universitas Brawijaya, menerangkan bahwa spesimen yang dibawa oleh:

Nama 1 Fitroh Annisaul Mubarokah (NIM 13630074)
Khumairo Nur Fitri (NIM 13630077)
Etika Nurul Luthfiyah (NIM 13630025)
Dwi Anik Rahmawati (NIM 13630049)
Ariska Purwaning Tyas (NHVI 13630046)
Ira Ratnasari (NIM 13630024)
Ahmad Baderos (NIM 13630021)
Isma Mardaneni (NIM 13630039)
Achmad Zaky Farid Rashmawan (NIM 13630018)

Instansi : Jurusan Kimia, Fakultas SAINTEK, UIN Maliki Malang
Berdasarkan deskripsi karakter dan kunci identifikasi pada Plant Resources of South East Asia. 15

Cryptogems: ALGAE Prosea Foundation Bogor (Von Raine, W.F.P & Trono G.C., 2002), halaman
150-153, diidentifikasi sebagai:

Familia : Solieraceae

Genus : Eucheuma

Species : Eucheuma cottonii (Weber van Bosse)
Nama lokal : Alga Merah

Demikian surat keterangan identifikasi ini dibuat untuk digunakan seperlunya.

Malang, 4 Agustus 2016
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Lampiran 4. Perhitungan Uji Kadar Air Alga Merah Eucheuma cottonii

4.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Kering

Tabel L4.1.1 Pengukuran berat cawan sampel konstan setelah dikeringkan

Ulangan Berat cawan kosong

Cawan 1 () Cawan 2 () Cawan 3 ()
Ulangan 1 53, 9958 58,5793 19,1462
Ulangan 2 53,9960 58,5793 19,1459
Ulangan 3 53,9960 58,5793 19,1459

Tabel L4.1.2 Pengukuran berat cawan dan sampel alga merah kering sampai

konstan
Ulangan Berat cawan kosong + sampel serbuk alga merah
Cawan 1 (g) Cawan 2 (g) Cawan 3 (9)
Sebelum dioven 54,9959 59,5793 20,1460
Ulangan 1 54,9610 59,5458 20,1021
Ulangan 2 54,9517 59,5379 20,0852
Ulangan 3 54,9486 59,5355 20,0849
Ulangan 4 54,9486 59,5355 20,0849
Kadar air =279 4 100 %

"~ (b-a)

_ -9
= oo X100 %

a. Kadar air cawan 1

_ 54,9959-54,9486
54,9959-53,9960

X 100 %

0,0473
=—— x 100 %
0,9999

=4,730 %

= %79 ,100 %

b. Kadar air cawan 2
(b-a)

_ 59,5793-59,5355

= X 100 %
59,5793-58,5793

=222 X 100 %

=4,38%
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=879+ 100 %

¢. Kadar air cawan 3
(b-a)

_20,1460—-20,0849

= X 100 %
20,1460—-19,1459

_0,0611
1,0001

x 100 %

=6,10%

4,730 +4,38+6,01 )
3

» Kadar air rata-rata  =( %

_ 1521
3

%

=5,07 %

4.2 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Basah

Tabel L4.2.1 Pengukuran berat cawan sampel konstan setelah dikeringkan

Ulangan Berat cawan kosong
Cawan 1 () Cawan 2 (g) Cawan 3 ()
Ulangan 1 53,9833 61,0447 54,6260
Ulangan 2 53,9834 61,0448 54,6261
Ulangan 3 53,9834 61,0448 54,6261
Tabel L4.2.2 Pengukuran berat cawan dan sampel alga merah basah sampai
konstan
Ulangan Berat cawan kosong + sampel serbuk alga merah
Cawan 1 () Cawan 2 () Cawan 3 ()
Sebelum dioven 54,9843 62,0471 55,6233
Ulangan 1 54,5678 61,7763 55,2879
Ulangan 2 54,2765 61,4560 54,9241
Ulangan 3 54,0894 61,1560 54,7303
Ulangan 4 54,0894 61,1560 54,7303

= (&9
= ra X 100 %

d. Kadar air cawan 1
_54,9843-54,0894
"~ 54,9843—53,9834

x 100 %

_0,8949

= x 100 %
1,0009
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e. Kadar air cawan 2

f. Kadar air cawan 3

> Kadar air rata-rata

=89,4 %

—_ (b—C) o,
= (o2 X 100 %

_62,0471-61,1560
62,0471-61,0448

X 100 %

_0,8911

= x 100 %
1,0023

=88,9 %

- (b_c) 0
=) x 100 %

_55,6233-54,7303
55,6233—-54,6261

X 100 %

_0,8930
0,9972

x 100 %

= 89,55 %

%

89,4 + 88,9+89,55
(1 et

267,8657
= A %

89,28 %
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Lampiran 5. Perhitungan Hasil Randemen

5.1 Hasil Randemen Ekstrak Metanol Alga Merah E. cottonii

Berat sampel serbuk =100 gram
Berat ekstrak pekat — Berat ekstrak sampel , 15094
Berat sampel serbuk
=222 X 100%
100
=13,93 %

5.2 Hasil Randemen Ekstrak Hasil Partisi dengan etil asetat Alga Merah E.
cottonii

Berat sampel serbuk =100 gram
Berat ekstrak kasar metanol = 15,587 gram
Berat ekstrak kasar yang dipartisi =5 gram

Berat ekstrak kasar hasil partisi = 1,056 gram

Berat ekstrak k hasil tisi
Berat ekstrak pekat = o P % 100%

Berat ekstrak kasar yang dipartisi

% X 100%

21,12 %
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Lampiran 6. Pembuatan Larutan dan Reagen
1. Pembuatan Larutan HCI 2 M

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
NiX Vi=N2Xx V>
12,84 N x V1 = 2N x 100 mL
Vi1 =156 mL
Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCI 37% sebanyak
15,6 mL. dimasukkan kedalam labu takar 100 mL yang telah terisi akuades 15

mL. kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas dan dihomogenkan.

2. Pembuatan Larutan NaHCOs3 Jenuh

Kelarutan NaHCO3 sebesar 9,99 gr dalam 100 mL aquades. 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 NaHCO3 jenuh.
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3. Pembuatan Reagen Liemberman Burchad

Reagen liberman burchard dibuat dengan cara dipipet sebanyak 5 mL asam
asetat anhidrat dan 5 mL asam sulfat konsentrat, kemudian ditambahkan secara
hati-hati melalui dindingnya ke dalam 50 mL etanol p.a dalam keadaan dingin

(Wagner, 2001).



Lampiran 7. Hasil KLTA dan perhitungan Rf
Contoh Perhitungan Nilai Rf Hasil KLTA

Nilai Rf fraksi etil asetat dapat dihitung menggunakan rumus dibawah ini :

Jarak spot (cm)

- Jarak pelarut yang mengelusi (cm)

Rf fraksi etil asetat = =<
8cm

=0,5

Nilai Rf steroid fraksi dan isolat etil asetat untuk yang lain dapat dihitung

dengan cara yang sama seperti perhitungan tersebut.

A. Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (18:2)

Noda 1

) — 10 cm
Noda 2
Noda 3 &
Noda 4
Noda 5 §
Noda 6 -

Gambar L7.1 Profil KLTA menggunakan eluen n-heksana: etil asetat (18:2)

Tabel L7.1 Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (18:2)

Noda Rf
1 0,5
0,275
0,225
0,125
0,075
0,025

OO IWIN

83

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



B. Hasil LTA n-heksana: etil asetat (17:3)

Noda 1
Noda 2

Noda 3

Noda 4
Noda 5
Noda 6

s

Pr————
S

O
O
8

>

-

84

L 10cm

Gambar L7.2 Profil KLTA menggunakan eluen n-heksana: etil asetat (17:3)

Tabel L7.2 Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (17:3)

Noda Rf
1 0,825
2 0,612
3 0,475
4 0,337
5 0,3
6 0,225
C. Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (16:4)
Noda 1
Noda 2 L 10em
Noda 3
Noda 4
Noda 5
Noda 6

Gambar L7.3 Profil KLTA menggunakar}ajén n-heksana: etil asetat (16:4)
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Tabel L7.3 Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (16:4)

Noda Rf
1 0,837

0,7
0,537
0,362
0,337
0,287

OB wWIN

D. Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (15:5)

Noda 1
Noda 2

Noda 3
Noda 4
Noda 5

Noda 6
Noda 7

Noda 8
Noda 9
Noda 10

Noda 11
Noda 12

L 10 cm

*© 00000 0WO0

Gambar L7.4 Profil KLTA menggunakan eluen n-heksana: etil asetat (15:5)

Tabel L7.4 Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (15:5)

Noda Rf
i 0,925
0,887
0,775
0,737
0,637
0,512
0,437
0,362
0,287
10 0,212
11 0,075
12 0,037

OO |NO OB (W
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E. Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (14:6)

Noda 1

Noda 2

Noda 3
Noda 4
Noda 5

Noda 6

Noda 7 o

Gambar L7.5 Profil KLTA menggunakan eluen n-heksana: etil asetat (14:6)

Tabel L7.5 Hasil KLTA n-heksana: etil asetat (14:6)

L 10 cm

Noda Rf

1 0,937

0,734

0,696

0,637

0,512

0,475

~NO OB~ WIN

0,287
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Lampiran 8. Hasil KLTP dan perhitungan Rf

20 cm

Gambar L8.1 Profil KLTP fraksi etil asetat dengan eluen n-heksana:etil asetat
(17:3)

Tabel L8.1 Hasil Perhitungan Rf fraksi etil asetat dengan eluen n-heksana:etil asetat (17:3)

Noda 1 2 3 4 D 6 7 8 9 10 11

Rf 0872 0,777 0594 0,555 0,394 0,277 0,222 0,194 0,133 0,066 0,333
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Lampiran 9. Hasil KLT Dua dimensi dan Perhitungan Rf

9.1 Isolat 1

(@)

asetat (4:1)

(b)
Gambar L9.1.1 Isolat 1 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-heksana:etil

_ 10cm

(a)

(b)

Gambar L9.1.2 llustrasi isolat 1 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-

heksana:etil asetat (4:1)

Tabel L9.1 Hasil KLT dua dimensi isolat 1

Benzena:etil asetat (3:2)

n-heksana:etil asetat (4:1)

Noda Rf Noda Rf
1 0,637
1 0,65 2 0,475
2 0,487 3 0,375
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9.2 Isolat 2

_ 10 cm

(a) (b)

Gambar L9.2.1 Isolat 2 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-heksana:etil
asetat (4:1)

(a) (b)

Gambar L9.2.2 llustrasi isolat 2 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-
heksana:etil asetat (4:1)

Tabel L9.2 Hasil KLT dua dimensi isolat 2

Benzena:etil asetat (3:2) n-heksana:etil asetat (4:1)

Noda Rf Noda Rf

1 0,975 1 0,962
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9.3 Isolat 3

— 10 cm

(a) (b)

Gambar L9.3.1 Isolat 3 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-heksana:etil
asetat (4:1)

(a) (b)

Gambar L9.3.2 llustrasi isolat 3 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-
heksana:etil asetat (4:1)

Tabel L9.3 Hasil KLT dua dimensi isolat 3

Benzena:etil asetat (3:2) n-heksana:etil asetat (4:1)
Noda Rf Noda Rf
1 0,837 1 0,9
2 0,562 2 0,862

3 0,5 3 0,887
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9.4 Isolat 4

(@) (b)

Gambar L9.4.1 Isolat 4 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-heksana:etil
asetat (4:1)

(a) (b)

Gambar L9.4.2 llustrasi isolat 4 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-
heksana:etil asetat (4:1)

Tabel L9.4 Hasil KLT dua dimensi isolat 4

Benzena:etil asetat (3:2) n-heksana:etil asetat (4:1)
Noda Rf Noda Rf
1 0,975 1 0,862
2 0,962 2 0,65

3 0,95 3 0,612

— 10 cm
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9.5 Isolat 5

— 10 cm

(@) (b)

Gambar L9.5.1 Isolat 5 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-heksana:etil
asetat (4:1)

(a) (b)

Gambar L9.5.2 llustrasi isolat 5 hasil KLTP (a) benzena:etil asetat (3:2) (b) n-
heksana:etil asetat (4:1)

Tabel L9.5 Hasil KLT dua dimensi isolat 5

Benzena:etil asetat (3:2) n-heksana:etil asetat (4:1)
Noda Rf Noda Rf
1 0,987 1 0,625

2 0,637




Lampiran 10. Data UV-Vis Steroid Alga Merah (Eucheuma cottonii)

203.0,0.428
3_
v 2
!
< 1 284.1,0.428
U_
200 400 600

Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Thu 20 Apr 02:29:14 PM 2017

Method:

Batch: D:\Isma Mardaneni\Lamdha Maks Steroid (20-04-2017).DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Steroid

Collection Time 4/20/2017 2:29:48 PM
Peak Table

Peak Style Peaks

Peak Threshold 0.0100

Range 800.0nm to 200.0nm

Wavelength (nm)  Abs

609.0 0.014
284.1 0.428
269.0 0.474
263.0 0.467
213.0 3.283
211.0 3.311
207.1 3.410
203.0 3.393
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10.1 Data UV-Vis Steroid Alga Merah (Eucheuma cottonii)

10.1.1 Pelarut Etil Asetat

94

10
8
w64
=
< 4]
2 -
0_ e S — e T e o e e a—
T T T T T
200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm}
Scan Analysis Report
Report Time : Thu 08 Jun 01:55:42 PM 2017
Method:
Batch: D:\Ira Ratnasaril\Lamdha Maks Etil Asetat (0B-06-2017).DSW
Software version: 3.00(339)
Operator: Rika
Sample Name: Etil Asetat
Collection Time 6/8/2017 1:55:49 PM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 799.9nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs
~ 616.0 0.089
249.1 10.000
242.9 3.516
240.0 10.000
235.0 10.000
229.9 10.000
224.0 3773
216.9 3.586
214.0 3.643
212.1 3.667
208.0 3.660
205.0 3.598
10.1.2 Pelarut Etanol
Vg~ 205.0,3.210
3 21402976
\
‘\
w 27 \
o \
< \
4 20803108 \ 26310309
e — e e emmee=269.0, 0.314
0 —
T T T i
200 250 300 350 400
Wavelength {(nm}
Wavelength (nm) Abs
623.0 0.005
269.0 0.314
2631 0.309
214.0 2.976
208.0 3.108
205.0 3.210
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10.1.3 Pelarut n-heksana

2.0

1.5
2 1.0
<{

0.5 \_ 2750,0071

0.0+

200 250 300 350
Wavelength (nm)

Wavelength (nm) Abs

635.0 0.001
275.0 0.071

10.1.4 Pelarut Metanol

3

400

95

200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Thu 08 Jun 01:52:28 PM 2017

Method:

Batch: D:\Ira Ratnasari\Lamdha Maks Metanol (08-06-2017).DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Metanol

Collection Time 6/8/2017 1:52:33 PM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 799.9nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs

653.1 0.094
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Lampiran 11. Dokumentasi Gambar

11. 1 Uji Kadar Air

11.2  Proses Hidrolisis

Gambar L11. 2 (a) sebelum 1 jam (b) setelah 1 jam dan penambahan
natrium bikarbonat (c) pengecekan pH

96
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11. 3 Proses Partisi dengan pelarut Etil Asetat

Gambar L11. 3 (a) Partisi ke-1 (b) Partisi ke-2 (c) Partisi ke-3 (d)
Pemekatan Fase organik (Ekstrak Etil Asetat)

11. 4 Uji Fitokimia

(a) (b)
Gambar L11. 4 (a) Sebelum (b) Sesudah ditambahkan reagen LB

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



98
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Gambar L11. 4 (a) Sebelum (b) Sesudah disemprot reagen LB
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