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ABSTRAK

Mawaddah. 2019. Uji Toksisitas Isolat Steroid Hasil Kromatografi Kolom
Fraksi n-Heksana Hydrilla verticillata. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang.
Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing Il: Oky Bagas
Prasetyo, M.Pd.I; Konsultan : Dewi Yuliani, M.Si.

Kata kunci: Toksisitas, Hydrilla verticillata, Kromatografi Kolom, n-Heksana,
Artemia salina Leach, Steroid.

Hydrilla verticillata merupakan tumbuhan air yang terdapat pada perairan
tergenang seperti sungai, waduk, dan juga danau. H. verticillata yang digunakan
pada penelitian ini diperoleh dari danau Ranu Grati Pasuruan. H. verticillata
merupakan tumbuhan yang memiliki berbagai manfaat didalamnya yaitu
berpotensi sebagai antimikroba, antimalaria dan sitotoksik. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas dari isolat steroid hasil kromatografi
kolom H. verticillata. Isolasi senyawa steroid dilakukan dengan 3 tahapan yaitu
diekstrak dengan metode maserasi tunggal menggunakan pelarut metanol,
dipartisi dengan n-heksana dan pemisahan senyawa dilakukan dengan
kromatografi kolom gradien eluen. Isolat steroid diuji toksisitasnya menggunakan
metode Brine Shrimp Lethal Test dengan parameter nilai LCs, hasil yang didapat
yaitu 14,794 ppm. Hasil identifikasi senyawa pada isolat steroid menggunakan
UV-Vis didapat panjang gelombang maksimum 206 nm yang menunjukkan
adanya ikatan rangkap C=C tidak terkonjugasi. Identifikasi isolat dengan FTIR
menunjukkan adanya gugus fungsi khas steroid -OH, C=C, dan —-CH(CHj3),. Hasil
tersebut diperkuat dengan adanya identifikasi menggunakan LC-MS/MS dan
diperoleh hasil berupa 2 jenis senyawa steroid: 3-sitosterol dan stigmasterol.

Xiv



ABSTRACT

Mawaddah. 2019. The Toxicity Test of Isolated Steroid Column
Chromatography n-Hexane Fraction of Hydrilla verticillata. Thesis.
Chemistry Department, Science and Technology Faculty State Islamic
University Of Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: A.Ghanaim
Fasya, M.Si; Supervisor 1I: Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.I; Consultant :
Dewi Yuliani, M.Si.

Keyword: Toxicity, Hydrilla verticillata, column chromatography, n-Hexane,
Artemia salina Leach, Steroid.

Hydrilla verticillata is a water plant it can found in rivers, reservoirs, and
lakes. H. verticillata used in this research was obtained from Lake Ranu Grati
Pasuruan. H. verticillata has some benefical for antimicrobial, antimalarial and
cytotoxic. This research aims to determine the level of toxicity of isolated steroid
from column chromatography result of H. verticillata. The isolation of steroid
compounds was carried out by various stages, namely extracted by a single
maceration method using methanol solvent, partitioned with n-hexane and
separation compounds with eluent gradient column chromatography. The toxicity
of steroid isolate was tested using the Brine Shrimp Lethal Test method with LCsg
value parameters, the results obtained were 14,794 ppm. The results of
identification steroid compounds in isolate using UV-Vis obtained maximum
wavelength 206 nm which showed the presence of a non-conjugated C = C double
bond. Identification of isolate with FTIR showed the presence of a typical steroid
-OH, C = C, and —CH(CHpg),. These results were continued identification using
LC-MS/MS and the results show steroid compounds B-sitosterol and stigmasterol
in isolate from column chromatography.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hydrilla verticillata adalah tumbuhan air yang banyak dijumpai di perairan
Indonesia (Putri, 2014). Tumbuhan ini banyak ditemukan di sungai, waduk, dan
danau (Das, dkk., 2015). Menurut Hasanah (2017), danau Ranu Grati Pasuruan
merupakan danau yang didominasi oleh H. verticillata, namun belum ada
pemanfaatan secara maksimal karena kurangnya eksplorasi dari masyarakat.
Tumbuhan yang Allah SWT ciptakan memiliki manfaat yang beraneka ragam

bentuk dan jenisnya, dalam Surat Thaha (20) :53 Allah SWT berfirman:

z
PR AP EE S = “‘

Zay G306 A0 LA G U3ls ML G 250 G5 108 (oo NT o0 Jas sl

Gh el o Bl
Artinya : “yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jajan, dan menurunkan dari langit air

hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam” (Qs. Thaha (20):53).

Allah  SWT menumbuhkan tumbuhan seperti H. verticillata sebagai
petunjuk atas ketuhanan dan pemeliharaan Allah SWT terhadap ciptaanNya. Allah
SWT menurunkan air hujan agar tumbuhan dapat tumbuh subur dan dapat diambil
manfaatnya oleh manusia (Shihab, 2002).

Pemanfaatan H. verticillata di Negara Berkembang seperti India telah
dimanfaatkan sebagai makanan ikan dan pupuk organik (Misra, dkk., 2012),
sedangkan di Indonesia H. verticillata masih digunakan sebagai hiasan akuarium.

H. verticillata mempunyai berbagai aktivitas sebagai antioksidan dan antimikroba



(Prabha dan Rajkumar, 2015), antitumor (Das, dkk., 2015), antimalaria (Annie,
dkk., 2016), antipenuaan, agen detoksifikasi (Pal dan Nimse, 2006b), dan
antiinflamasi (Byju, dkk., 2013). Aktivitas yang beragam tersebut disebabkan
adanya kandungan metabolit sekunder dalam H. verticillata. Senyawa metabolit
sekunder yang terdapat dalam H. verticillata meliputi alkaloid, flavonoid, saponin,
triterpenoid dan steroid (Praba dan Rajkumar, 2015; Hafiz, 2017).

Senyawa metabolit sekunder dikenal sebagai senyawa yang berpotensi
sebagai obat. Steroid adalah senyawa metabolit sekunder yang mempunyai
aktivitas tertentu, seperti pada ekstrak alga Tydemnia exepditions mengandung
steroid yang dapat menghambat pertumbuhan kanker prostat (Zhang, dkk., 2012).
Nurcahyanti, dkk., (2015) juga menyatakan bahwa steroid stigmast-5-en-3p-ol
dan stigmasterol dari kulit batang Dysoxylum alliceum yang dapat digunakan
sebagai antikanker pada kanker payudara MCF-7. Potensi senyawa steroid sebagai
obat dapat menjadi dasar pentingnya isolasi senyawa steroid dari H. verticillata.

Senyawa steroid diisolasi dengan tahap awal berupa proses ekstraksi
menggunakan ekstraksi maserasi, ekstraksi ini aman digunakan untuk senyawa
yang tidak tahan panas (Guenther, 1987). Maserasi dilakukan dengan merendam
sampel menggunakan pelarut organik (polar). Metanol adalah pelarut yang
digunakan karena mampu melarutkan semua senyawa metabolit sekunder pada
suhu rendah (Atun, 2014). Kandukuri, dkk (2009), menyatakan bahwa ekstrak
metanol dapat mengekstrak senyawa alkaloid, fenol, steroid, tanin dan saponin
pada waterhyacinth. Penelitian Hafiz (2017) mendapatkan rendemen ekstrak kasar
metanol lebih banyak daripada ekstrak kloroform dan n-heksana H. verticillata

yaitu sebesar 12,72%.



Hasil dari ekstraksi maserasi masih terdapat senyawa yang terikat dengan
ikatan glikosida, sehingga semua senyawa metabolit sekunder yang bersifat
nonpolar pada H. verticillata dapat larut dalam metanol. Pemutusan ikatan
glikosida dapat dilakukan dengan hidrolisis menggunakan HCI 2N (Kaur dan
Murphy, 2012). Partisi dilakukan pada hasil hidrolisis untuk mengambil senyawa
target yaitu steroid yang bersifat nonpolar sehingga digunakan pelarut n-heksana
agar steroid larut ke fase nonpolar secara maksimal (Kristanti dkk,. 2008).
Kumala dan Sapitri (2011) menyatakan bahwa n-heksana memiliki kemampuan
untuk mengekstrak steroid dari daun prasman dan memberikan positif uji steroid.

Hasil partisi berupa fraksi non-polar biasanya masih berupa senyawa
campuran sehingga perlu dilakukan pemisahan lebih dengan kromatografi kolom
(Kristanti, dkk., 2008). Metode kromatografi kolom dipilih pada penelitian ini
karena memiliki kemampuan mengisolasi senyawa lebih banyak dibandingkan
dengan pemisahan kromatografi lapis tipis . Pemisahan dengan kromatografi
kolom dapat dilakukan dengan sistem elusi gradien untuk memaksimalkan
senyawa target dan terpisahnya senyawa secara maksimal berdasarkan tingkat
kepolaran. Etika dan Suryelita (2014) menggunakan n-heksana : etil asetat sistem
elusi gradien berdasarkan tingkat kepolaran menggunakan perbandingan (10:0,
9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8, 1.9, 0:10) dan diperoleh hasil murni berupa
steroid sebanyak 5 gram yang berbentuk jarum kristal.

Analisis senyawa hasil kromatografi kolom dapat dimonitoring dengan
Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) untuk mengetahui tingkat kemurnian
isolat yang didapat. Berdasarkan penelitian Mardaneni (2017) dan Luthfiyah

(2017), elusi KLTA dengan eluen n-heksana dan etil asetat (17:3) dapat



menghasilkan 3 noda positif steroid dari 6 noda dan 4 noda positif steroid dari 7
noda yang terdeteksi.

Isolat steroid yang diperoleh dapat diuji toksisitasnya menggunakan metode
Brine Shrimp Lethal Test (BSLT) dengan hewan uji berupa larva udang Artemia
salina L. Sukadirman, dkk., (2004) menyatakan bahwa metode BSLT telah
terbukti memberikan hasil toksisitas yang terpercaya, dan mempunyai korelasi
positif dengan daya toksisitas senyawa antikanker. Penelitian Hafiz (2017)
menyebutkan bahwa ekstrak metanol H.verticillata memberikan nilai LCsg
sebesar 633,171 ppm yang berpotensi sebagai pestisida. Semakin kecil nilai LCsq
atau nilai LCsp <1000 maka ekstrak tersebut semakin toksik (Meyer, dkk., 1982).

H. verticillata pada penelitian ini diambil dari danau Ranu Grati Pasuruan.
Keberadaan H. verticillata di danau tersebut sangat melimpah, akan tetapi
pemanfaatanya masih belum maksimal. H. verticillata dalam penelitian ini akan
diisolasi senyawa steroidnya menggunakan kromatografi kolom fraksi n-heksana
yang selanjutnya diuji toksisitas terhadap larva udang Artemia Salina L. Hasil
isolat steroid yang diperoleh dapat diidentifikasi dengan UV-Vis, FTIR dan LC-
MS/MS.

Allah SWT menciptakan segala sesuatu di muka bumi ini dengan manfaat
yang terkandung didalamnya. Tanda-tanda kebesaran Allah SWT hanya dapat
disadari dan diketahui oleh orang-orang ulul albab, seperti dalam firman Allah

SWT dalam surat Ar-Ra’d ayat 19.
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Artinya: “Adakah orang yang mengetahui bahwasanya apa yang diturunkan
kepadamu dari Tuhanmu itu benar sama dengan orang yang buta? hanyalah



orang-orang yang berakal saja yang dapat mengambil pelajaran” ( Ar-Ra’d
(13):19).

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT menyebutkan “ulul albab”
yang berarti fungsi akal manusia agar mereka dapat berfikir dan menggunakan
akal tersebut untuk merenungi kebesaran Allah SWT (Qurthubi, 2009). Seseorang
yang dikatakan ulul albab seyogyanya dapat merenungi kebesaran Allah SWT dan
juga dapat melakukan suatu kebaikan atau amal saleh yang dapat bermanfaat bagi

manusia pada umumnya. Allah SWT menyebutkan dalam surat An-Nahl ayat 97.

pos
A5 £ J <. sl

z P ~ 2 z

o 3% = 5 T-5 2, .- 9. _ 577 T B e d s “ o -
) sy ab sy a3l b 5ay (215 25 e Blo S e
- Aol - b .- £
le.a.s.g‘jjlbbwo-b

Artinya: “Barangsiapa yang mengerjakan amal saleh, baik laki-laki maupun
perempuan dalam Keadaan beriman, Maka Sesungguhnya akan Kami berikan
kepadanya kehidupan yang baik”( An-Nahl (16):97).

Ayat diatas menjelaskan kepada kita bahwa Allah SWT akan memberikan
kebaikan pada kehidupan manusia yang senantiasa beramal saleh baik laki-laki
maupun perempuan. Beramal saleh menurut Qarni (2008) yaitu perbuatan baik
yang dapat mengahapus dosa lampau. Amal saleh dapat kita lakukan seperti
halnya pada penelitian ini yaitu mengisolasi senyawa steroid yang berperan dalam
bidang farmakologi (obat-obatan) yang nantinya dapat bermanfaat bagi manusia

sekitar.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana tingkat toksisitas isolat steroid H. verticillata hasil kromatografi

kolom fraksi n-heksana terhadap Artemia salina L.?



2. Bagaimana hasil identifikasi isolat steroid H. verticillata hasil kromatografi
kolom fraksi n-heksana menggunakan UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS?

1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui tingkat toksisitas isolat steroid H. verticillata hasil
kromatografi kolom fraksi n-heksana terhadap Artemia salina L.

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi isolat H. verticillata hasil kromatografi
kolom fraksi n-heksana menggunakan UV-Vis, FT-IR dan LC-MS/MS

1.4 Manfaat

Manfaat dalam penelitian ini adalah dapat diketahui tingkat toksisitas dan

hasil identifikasi isolat steroid H. verticillata hasil kromatografi kolom fraksi n-

heksana.
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Batasan Masalah

Batasan masalah yang diambil dalam penelitian ini adalah

Sampel H. verticillata berasal dari danau Ranu Grati, Pasuruan.

Ekstraksi maserasi menggunakan pelarut metanol.

Hidrolisis menggunakan HCI 2N dan partisi menggunakan n-heksana.
Pemisahan senyawa dengan metode kromatografi kolom Step Gradient
Polarity (SGP).

Uji toksisitas terhadap Artemia salina L.

Identifikasi steroid menggunakan UV-Vis, FT-IR dan LC-MS/MS.
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2.1 Hydrilla verticillata

Hydrilla verticillata merupakan tumbuhan air keluarga Hydrocharitaceae
yang dapat ditemukan di India, Sri Lanka, Malaysia, China dan Amerika (Pal dan
Nimse, 2006). H. verticillata terdapat pada perairan tergenang seperti sungai,
waduk, dan juga danau (Das, dkk., 2015). Tumbuhan ini merupakan tumbuhan
yang seluruh bagian tubuhnya tenggelam di bawah permukaan air. Sebagian besar
H. verticillata dapat ditemukan di kedalaman 6 m (Pal dan Nimse, 2006).

Marer dan Garvey (2001) mengemukakan bahwa H. verticillata memiliki
daun berwarna hijau tipis, berduri halus dan bergerigi dengan panjang 6-20 mm
dan lebar 2-4 mm. Batangnya bercabang berwarna hijau dan tumbuh mendatar
sebagai stolon yang membentuk akar serabut (Langeland, 1996). Tahap awal
pertumbuhan H. verticillata adalah satu inci per hari. Pertumbuhan yang sangat
pesat inilah membuat H. verticillata terus menerus tumbuh hingga mencapai
permukaan air dan dapat menyebabkan terhalangnya cahaya matahari ke
tumbuhan disekitarnya (Departemen of Natural Resource, 2006). Gambar 2.1

merupakan H. verticillata segar setelah pengambilan sampel.

Gambar 2.1 Hydrilla verticillata (Hafiz, 2017)
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Klasifikasi H. verticillata sebagai berikut (Ramesh, Rajan dan sathanam, 2014) :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Liliopsida

Ordo : Hydrocharitales
Famili : Hydrocharitaceae
Genus : Hydrilla

Spesies  : Hydrilla verticillata (L. f.) Royle

2.2 Kandungan Hydrilla verticillata

Kandungan kimia dan nutrisi pada H. verticillata cukup beragam.

Kurniawan, dkk., (2010) mengemukakan bahwa H. verticillata mengandung

klorofil total sebesar 4,43 mg/g, karotenoid 0,92 mg/g dan vitamin C 4,70

mg/30g. H. verticillata juga mengandung beberapa kandungan kimia diantaranya

saponin, polisakarida, dan juga beberapa kandungan nutrisi seperti pada Tabel 2.1.

(Pal dan Nimse, 2006).

Tabel 2.1 Kandungan nutrisi pada H. verticillata

Nutrisi/mineral Jumlah Nutrisi/mineral Jumlah

(mg/10,5 g) (mg/10., g)
Vitamin B-1 26,2 Magnesium 76,1
Vitamin B-2 0,08 Potassium 245
Vitamin B-3 5,20 Fosfor 29,7
Vitamin B-5 11,4 Besi 35,8
Vitamin B-6 35,9 Zink 6,30
Vitamin B-12 1,10 Mangan 245
Kalsium 1460 Tembaga 0,20
Kobalt 0,40 Molibdenum 15 pg/10,50 g
[-karoten 19600 1U/10,50 g

Beberapa penelitian terdahulu juga mengemukakan kandungan senyawa

kimia pada H. verticillata. Byju, dkk., (2012) mengemukakan bahwa terdapat

senyawa phytol dan 3,5,11,15-tetrametil 1- hexadecen-3-ol pada ekstrak lipofilik

H. verticillata, yang keduanya merupakan isomer dari diterpenol. Hasil skrining



fitokimia H. verticillata pada ekstrak metanol menunjukkan adanya senyawa
metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, saponin,steroid dan triterpenoid

(Hafiz, 2017; Prabha dan Rajkumar, 2015).

2.3 Steroid

Steroid merupakan senyawa lemak turunan siklopentanoperhidrofenantrena.
Struktur steroid terdiri dari 3 cincin utama sikloheksana dan 1 cincin siklopentana
seperti pada Gambar 2.2. Pengelompokan senyawa steroid bergantung pada gugus

fungsi yang terikat pada kerangka dasar rantai karbon (Kristanti, 2008).

oy

Gambar 2.2 Struktur Dasar Steroid (Kristanti, dkk., 2008)

Kanazawa (1972) menyebutkan bahwa jenis senyawa steroid yang
terdapatkan pada alga merah p. cruentum terdiri dari 22-Dehydrocolesterol,
kolesterol, desmosterol dan ergosterol. Menurut Sapar, dkk., (2004) dalam
penelitiannya menyatakan bahwa steroid pada Spons Biemna triraphis terdiri dari
[-sitosterol, kiionasterol, kampesterol, 28-isofukosterol, fukosterol dan
brassikasterol. Senyawa steroid pada alga merah E. cottonii juga ditemukan
berupa demosterol, stigmasterol, kampesterol, fukosterol, dan p-sitosterol

(Mardaneni, 2017).
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Senyawa steroid memiliki beberapa aktivitas yaitu dapat menghambat
pertumbuhan tumor pada hewan dan tumbuhan serta dapat menjadi racun bagi
insekta, bakteri dan jamur (Vikrey dan Bickrey, 1981). Penelitian Nurcahyanti,
dkk (2015) juga menyatakan bahwa terdapat senyawa steroid seperti stigmast-5-
en-3p-ol dan stigmasterol, yang keduanya aktif menghambat sel kanker payudara
MCF-7. Ekstrak alga Tydemnia exepditions yang mengandung steroid dapat
menghambat pertumbuhan kanker prostat (Zhang, dkk., 2012).

Senyawa steroid dapat diuji keberadaanya dalam ekstrak maupun fraksi
menggunakanan pereaksi Liebermann Burchard (LB). Menurut Kristanti, dkk.,
(2008) pereaksi LB adalah reagen spesifik yang digunakan untuk uji senyawa
triterpenoid dan steroid. Hasil positif steroid akan dihasilkan warna hijau

(Harbone, 1998).

2.4 Ekstraksi Maserasi H. verticillata

Ekstraksi maserasi dilakukan dengan metode perendaman sampel dengan
pelarut organik pada suhu ruang. Proses ekstraksi ini mengutamakan waktu
kontak yang cukup antara pelarut dan sel jaringan pada sampel yang diekstraksi
(Guenther, 1987). Mekanisme ekstraksi maserasi yaitu pelarut akan terdistribusi
terus menerus ke dalam sel tumbuhan, sehingga akan ada tekanan yang mampu
memecah dinding sel dan membuat senyawa metabolit sekunder dapat terlarut
dengan pelarut yang digunakan (Widodo, 2007).

Pemilihan pelarut pada proses maserasi yaitu dengan memperhatikan
kelarutan senyawa bahan alam dalam pelarut tersebut. Metanol merupakan pelarut
yang sering dipakai dalam ekstraksi maserasi, karena memiliki konstanta

dielektrikum yang tinggi yaitu 33,60 yang menandakan bersifat sangat polar.
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Kepolaran metanol mampu melarutkan senyawa metabolit sekunder yang polar
dan juga non polar (masih berikatan dengan glukosa) dengan titik didih 64°C
sehingga metanol mudah teruapkan pada suhu rendah (Atun, 2014).

Hasil rendemen yang diperoleh dari ekstraksi maserasi cukup banyak seperti
pada penelitian Hafiz (2017) didapatkan rendemen sebesar 12,72% pada ekstrak
metanol H. verticillata. Nazazilah (2015) dan Susetyo (2015) juga melaporkan
bahwa ekstraksi maserasi E. spinosum menggunakan metanol menghasilkan
rendemen 9,1% dan 9,4%. Lutfiyah (2017) dan Rahmawati (2017) mendapatkan

rendemen ekstrak metanol E. cottonii berturut-turut sebesar 15,587 dan 11,866%.

2.5 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Hidrolisis merupakan proses pemutusan ikatan glikosida pada senyawa
metabolit sekunder melalui reaksi menggunakan air dan dengan bantuan katalis
asam berupa HCI 2 N (Kaur dan Murphy, 2012). Hidrolisis dilakukan pada
ekstrak pekat hasil ekstraksi maserasi karena masih berupa campuran senyawa
yang berikatan dengan gugus gula (Harbone, 1987). Reaksi hidrolisis bersifat
reversible sehingga dapat dihentikan dengan penambahan natrium bikarbonat
(NaHCO3) yang dapat menetralkan kondisi asam pada larutan.

Gambar 2.3 merupakan dugaan mekanisme reaksi hidrolisis yaitu
pemutusan ikatan glikosida antara gugus gula dan metabolit sekunder. Setelah
hasil hidrolisis netral maka dilakukan partisi untuk mengambil senyawa target.
Partisi dilakukan untuk mengambil senyawa target yang diinginkan dan memiliki
kepolaran yang sama dengan pelarut yang digunakan. Senyawa steroid bersifat
nonpolar sehingga akan lebih terdistribusi pada fase nonpolar seperti n-heksana

dan dapat terpisah dengan senyawa polar yang lainnya (Kristanti dkk,. 2008).



12

Gambar 2.3 Dugaan Reaksi Hidrolisis Ikatan O-glikosida

Pelarut n-heksana dapat digunakan dalam proses partisi untuk distribusi
senyawa steroid karena memiliki kepolaran yang sama. Dwisari, dkk., (2016)
menyebutkan bahwa hasil partisi menggunakan n-heksana pada akar pohon kayu
buta-buta menghasilkan positif steroid. Ningsih (2015) melaporkan bahwa fraksi
n-heksana pada E. spinosum menghasilkan rendemen 6,03%. Afif (2015) juga

menyatakan bahwa fraksi n-heksana E. cottoni menghasilkan rendemen 5,14%.

2.6 Isolasi Senyawa Steroid menggunakan kromatografi kolom

Kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan suatu senyawa dalam
jumlah besar sehingga didapatkan senyawa hasil isolasi yang lebih banyak
(Lisiana, dkk.,2016). Prinsip kromatografi kolom adalah pemisahan berdasarkan
proses adsorpsi antara fase diam dan fase gerak (Sastrohamidjojo, 2004). Faktor
yang mempengaruhi pemisahan kolom adalah fase gerak dan fase diam, laju alir,
dan panjang kolom.

Fase diam yang banyak digunakan pada kromatografi kolom adalah silika

gel 60. Silika gel 60 yang digunakan adalah ukuran 0,063-0,200 mm (Sholikah,
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2016). Laju alir pada metode kromatografi kolom juga mempengaruhi pemisahan
senyawa steroid, sehingga digunakan laju alir 2 mL/menit (Fitri, 2017) dengan
diameter kolom 1 cm (Mubarikah, 2017).

Komposisi eluen terbaik pada kromatografi kolom yaitu menggunakan n-
heksana dan etil asetat dalam beberapa variasi. Rahmawati (2017) memisahkan
steroid alga merah E. cottoni dengan gradien elusi 16:4, 17:3, 18:2. Perbandingan
n-heksana dan etil asetat (18:2) pada penelitian tersebut menghasilkan pemisahan
terbaik yaitu didapatkan 2 noda positif steroid dan 3 noda positif triterpenoid.
Fitri (2017) juga memisahkan steroid alga merah E. cottoni menggunakan sistem
elusi isokratik menggunakan n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan
(4,25:0,75) dan hanya menghasilkan 1 steroid dan 2 terpenoid. Tonius, dkk.,
(2016) menyatakan bahwa metode elusi gradien dapat dilakukan untuk
menghasilkan fraksi murni senyawa target dalam jumlah besar.

Analisis hasil pemisahan kromatografi kolom dapat dimonitoring
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA). Keberhasilan
pemisahan steroid pada monitoring KLTA didasarkan pada pemilihan fase gerak.
Luthfiyah (2017), menyatakan fase gerak yang digunakan pada KLTA E. cottoni

adalah n-heksana : etil asetat (17:3) menghasilkan 4 noda positif steroid.

2.7 Uji Toksisitas dengan Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Uji toksisitas bertujuan untuk memaparkan adanya efek toksik dengan
menilai batas keamanan penggunaan suatu senyawa pada ekstrak (Vitalia, dkk.,
2016). Zat kimia yang memiliki potensi sebagai racun dapat dinyatakan dengan

LCso (Lethal Concentration-50). Senyawa bioaktif hampir selalu toksik dalam
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dosis tinggi. Salah satu organisme yang sesuai untuk uji toksisitas adalah larva
udang (Lenny, 2006).

Brine Shrimp Lethal Test (BSLT) merupakan salah satu metode uji
toksisitas yang penting digunakan untuk mengetahui senyawa bioaktif yang
bersifat toksik pada bahan alam (Sarah, dkk., 2017). Bioaktivitas yang dapat
dideteksi dari skrining awal dengan metode BSLT diantaranya adalah antikanker,
antitumor, antimalaria, dan antimikroba (Colegate dan Molyneux, 2007). Hewan
uji yang digunakan adalah jenis larva udang Artemia salina, adanya hewan uji
pada uji toksisitas dimaksudkan untuk ekstrapolasi hasil dalam mencari dosis
aman bagi manusia. Parameter yang ditunjukkan dari aktivitas biologi suatu
senyawa pada Artemia salina adalah kematiannya (Meyer, dkk., 1982). Klasifikasi

A. salina L. menurut Mudjiman (1989) sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Divisi : Arthropoda
Subdevisi : Crustaccea

Kelas : Branchiopoda

Ordo : Anostraca

Famili . Artemiidae

Genus . Artemia L.

Spesies . Artemia salina Leach

Gambar 2.4 Larva Udang Artemia salina L.

Larva udang A. salina L. termasuk Crustaccea yang ukurannya mencapai 1-

2 cm seperti pada Gambar 2.4. A. salina memiliki siklus hidup sekitar 25 hari
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(Kristanti, dkk., 2008). Terdapat dua tahapan penetasan A. salina yaitu pemecahan
cangkang dengan proses hidrasi, dan pemecahan payung sebelum larva keluar dari
cangkang (Farihah, 2008).

Toksisitas dari isolat dapat ditentukan dengan Nilai LCsp, suatu senyawa
kimia dapat dikatakan toksik jika Nilai LCsy <1000 ppm, namun jika harga LCs >
1000 ppm maka dikatakan tidak toksik (Meyer, dkk., 1982). Hasil uji toksisitas
pada penelitian Hafiz (2017) pada ekstrak metanol H. verticillata yaitu
menghasilkan nilai LCsy 633,171 (Toksik). Tingkat toksisitas tersebut dapat
dikategorikan, dan memberikan makna terhadap potensi aktivitasnya seperti pada

Tabel 2.2 berikut.

Tabel 2.2 Nilai LCsq Ekstrak Berpotensi Sebagai Bioaktif

LCs, (ppm) Potensi
<30 Antitumor dan Antikanker
30 - 200 Antimikroba

200 > x <1000 Pestisida
Sumber : McLaughlin,1991

2.8 ldentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan salah satu jenis spektroskopi
didasarkan pada interaksi materi dengan radiasi elektromagnetik. Seberkas radiasi
(cahaya) yang dikenakan pada cuplikan (larutan sampel), maka sebagian dari
cahaya tersebut akan diserap molekul pada sampel. Setiap senyawa dalam sampel
memiliki tingkatan energi yang spesifik. Cahaya mempunyai perbedaan energi
antara tingkatan dasar dan tingkatan tereksitasi dan sebagian energi cahaya yang
sesuai diserap dengan panjang gelombang yang diperoleh. Elektron yang
tereksitasikan melepaskan energi melalui proses radiasi panas dan akan kembali

pada tingkatan dasar lagi.
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Perbedaan energi antara tingkat dasar dengan tingkat tereksitasi yang
spesifik untuk tiap-tiap bahan atau senyawa menyebabkan frekuensi yang diserap
juga berbeda-beda (Sastrohamidjojo, 2007). Sinar ultraviolet mempunyai panjang
gelombang antara 200-400 nm, sementara sinar tampak mempunyai panjang

gelombang 400-750 nm (Gandjar dan Rohman, 2007).

2.9 ldentifikasi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR

Spektrofotometer inframerah adalah alat untuk menganalisis senyawa kimia
menggunakan sinar inframerah yang menjadi sumber radiasi. Spektrofotometer
inframerah ini berfungsi untuk mendeteksi gugus fungsi, mengidentifikasi
senyawa dan menganalisis campuran (Day dan Underwood. 1986). Inayah (2017)
melaporkan hasil serapan steroid pada fraksi petroleum eter mikroalga chorella
sp. menghasilkan bilangan gelombang seperti pada Tabel 2.3. Gugus-gugus fungsi
yang khas pada senyawa steroid yaitu O-H , C=C, dan —CH(CHz3),. Identifikasi
menggunakan FT-IR dapat memvalidasi gugus fungsi pada senyawa yang sudah

terisolasi.

Tabel 2.3 Tabel Frekuensi Inframerah Fraksi Petroleum Eter chorella sp.

Gugus fungsi Bilangan gelombang Range pustaka
Inayah (2017) (cm™)  Socrates (1994) (cm™)

—OH, ulur 3467 3600-3450
—CHg, asimetris 2955 2975-2950
—CH,— asiklik, asimetris 2926 2940-2915
—CH,— asiklik, simetri 2857 2870-2840
C=0, ester 1733 1750-1725
C=C terisolasi 1637 1680-1620
—CH(CHj3), (geminal 1465 dan 1384 1454 dan 1384*
dimetil)
C-0 ester (ulur) 1287 1300-1100
—(CH,),, rocking 742 745-735

Keterangan: *Suryani (2011)
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2.10 ldentifikasi menggunakan LC-MS

Identifikasi senyawa dengan LC-MS/MS menggunakan prinsip pemisahan
kromatografi cair (HPLC) yang dilengkapi dengan analisis spektrometer massa.
Spektrometer massa (MS) bekerja dengan memilah dan mengidentifikasi ion
menurut massa yang terdeteksi berdasarkan rasio fragmentasi (m/z).

Identifikasi senyawa steroid dengan LC-MS/MS menggunakan sumber
ionisasi berupa Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) mode positif.
Menurut Diaz (2006) sumber ion APCI dapat menganalisis m/z kisaran 70-1000.
Sistem LC dengan tipe Alliance 2695 yang dilengkapi autosampler, degasser, dan
pemanas kolom. Sistem analisa massa menggunakan triple Q (Quadrupole) TSQ
QUANTUM ACCESS MAX vyang selanjutnya akan diperoleh data dengan
menggunakan software MassLynx 4.0 (Agilent Technology, 2010).

Pereira, dkk. (2016) melaporkan hasil identifikasi steroid alga coklat
menggunakan metode APCI dihasilkan 7 puncak senyawa dengan retention time
yang berbeda. Puncak yang dihasikan dari fragmentasi M-H,O+H" terdeteksi
senyawa steroid jenis kampestrol, [-sitosterol, brassikasterol, stigmasterol,
fukosterol, kolesterol, dan ergosterol. Mardaneni (2017) juga melaporkan bahwa

hasil LC-MS/MS Euchema cottoni seperti pada Tabel 2.4.

Tabel 2.4 lon steroid yang terdeteksi dengan LC-MS/MS

Massa (m/z)
M  M-H,O M-H,O0+H" Daughter mass

Steroid Waktu retensi (menit)

R-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
Kampestrol 1,24 400 382 383 146,5-147,5

Desmosterol 0,85 384 366 367 160,5-161,5




BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2019 sampai April 2019 di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN)

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terbagi menjadi dua yaitu
alat-alat yang digunakan pada tahap isolasi dan alat-alat yang digunakan untuk
tahap uji toksisitas dan identifikasi. Alat-alat yang digunakan pada tahap isolasi
antara lain seperangkat alat gelas, corong buchner, kolom kromatografi, rotary
evaporator vacuum, incubator shaker, dan statif. Alat-alat yang digunakan pada
tahap uji toksisitas dan identifikasi antara lain botol vial, lampu penerang, wadah
penetasan larva udang, aerator, bejana pengembang, lampu UV, oven, FT-IR dan
LC-MS/MS.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah H. verticillata dari
Danau Ranu Pasuruan. Bahan-bahan kimia yang diperlukan meliputi metanol
99,9%, n-heksana 96%, asam sulfat 98%, kloroform 96%, HCI 2 N, Na-
bikarbonat jenuh, etil asetat p.a, anhidrida asetat p.a, etanol p.a dan aquades.
Bahan-bahan uji toksisitas meliputi dimetil sulfoksida, ragi roti, air laut, plat silika

gel Fas4 silika gel 60 (0,063-0,200 mm) dan telur Artemia salina L.
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3.3 Tahapan penelitian

Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu :

1.

2.

8.

9.

Preparasi sampel

Analisis kadar air

Ekstraksi maserasi

Hidrolisis dengan HCI dan partisi dengan n-heksana

Uji fitokimia ekstrak metanol dan fraksi n-heksana H. verticillata

Isolasi dengan metode Kromatografi Kolom Step Gradient Polarity (SGP)
Monitoring dengan KLTA

Uji toksisitas isolat steroid terhadap larva udang Artemia salina L.

Identifikasi dengan FTIR dan LC-MS/MS

10. Analisis Data

3.4 Cara Kerja

3.4.1 Preparasi Sampel

19

H. verticillata diambil dari permukaan air Danau Ranu Grati. Sampel

diambil sebanyak 10 Kg, kemudian dikering-anginkan selama 7 hari. Selanjutnya,

sampel kering dihaluskan di Materia Medika Batu dan diayak dengan ukuran +90

mesh.

3.4.2 Analisis Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

Cawan porselen dipanaskan dalam oven pada suhu 100 — 105 °C selama 15

menit untuk menghilangkan kadar airnya. Cawan disimpan dalam desikator

selama 10 menit, selanjutnya cawan ditimbang dan perlakuan yang sama diulang

sampai mencapai berat konstan. Serbuk H. verticillata sebanyak 5 g dimasukkan

ke dalam cawan dan dipanaskan pada suhu 100 — 105°C +15 menit. Cawan
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dimasukkan dalam desikator selama 10 menit lalu ditimbang dan perlakuan yang
sama diulang sampai mencapai berat konstan. Kadar air dalam H. verticillata

dapat dihitung menggunakan Persamaan 3.1.

Kadar air = (z-c)

Keterangan : (a) berat cawan kosong, (b) berat cawan+sampel sebelum

dikeringkan, (c) berat cawan + sampel setelah dikeringkan

3.4.3 Ekstraksi Maserasi Hydrilla verticillata (Hafiz, 2017)

Ekstraksi komponen aktif pada sampel dilakukan dengan ekstraksi
maserasi atau perendaman sampel dengan pelarut metanol. Sebanyak 100 g serbuk
H. verticillata halus ditambahkan dengan metanol 500 mL kemudian dilakukan
pengocokan menggunakan shaker selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm dan
direndam 24 jam. Ekstrak hasil perendaman disaring dengan corong buchner
menghasilkan filtrat dan residu. Filtrat ditampung pada erlenmeyer dan residu
diekstraksi kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama sebanyak 5 Kali
pengulangan. Kelima filtrat hasil ekstraksi digabung menjadi satu, kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacuum. Ekstrak pekat metanol yang
diperoleh kemudian ditimbang dan dihitung rendemennya menggunakan

Persamaan 3.2.

% Rendemen = 22 EKTAK 4 4 000k 1ovvvvveereeeeeeeeereeseeeeeeeresseesseessessesssseneen (3.2)
Berat Sampel
3.4.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol (Imamah, dkk., 2015)

Ekstrak pekat metanol H. verticillata diambil sebanyak 10 g dan

diletakkan ke dalam gelas kimia, kemudian ditambahkan 10 mL HCI untuk proses
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hidrolisis. Proses hidrolisis dilakukan selama 1 jam dan dihomogenkan dengan
magnetik strirer pada suhu ruang, kemudian ditambah natrium bikarbonat jenuh
sampai pH netral. Hasil hidrolisis kemudian dipartisi dengan n-heksana sebanyak
50 mL di dalam corong pisah dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan yaitu
lapisan organik dan lapisan air. Masing-masing lapisan yang terbentuk kemudian
dipisahkan. Lapisan organik diambil kemudian dipekatkan dengan rotary
evaporator vacuum. Hasil fraksi n-heksana yang diperoleh dapat ditimbang dan

dihitung rendemennya menggunakan Persamaan 3.2.

3.4.5 Uji Steroid Ekstrak Metanol dan Fraksi n-heksana (Kristanti, dkk.,
2008)

Uji fitokimia steroid dilakukan pada hasil ekstraksi dan hasil hidrolisis-
partisi. Hasil ekstrak metanol dan fraksi n-heksana H. verticillata diuji fitokimia
dengan menggunakan pereaksi Liebermann Burchard yaitu masing-masing
sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian dilarutkan dalam 0,5 mL
kloroform dan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Campuran tersebut kemudian
ditambah dengan 1-2 mL asam sulfat pada dinding tabung, apabila terbentuk
warna hijau kebiruan maka menunjukkan adanya senyawa steroid pada hasil

ekstraksi dan hidrolisis-partisi.

3.4.6 Pemisahan Metode Kromatografi Kolom

3.4.6.1 Pembuatan Bubur Silika (Fasa Diam pada Kromatografi Kolom)
Bubur silika dibuat dengan bahan silika gel 60 sebanyak 10 g yang sudah

diaktivasi dalam oven selama 2 jam pada suhu 110°C. Selanjutnya silika gel

didinginkan dan dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit. Pembuatan
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bubur silika dilakukan dengan cara silika gel dicampur dalam 20 mL pelarut n-
heksana : etil asetat (95:5) dan dihomogenkan selama + 1 jam. Tahap persiapan
kolom mula-mula diisi glasswool pada bagian bawah kolom, kemudian bubur
silika dimasukkan ke dalam kolom secara perlahan dan tanpa jeda. Bubur silika

dalam kolom dipastikan mampat dengan didiamkan selama + 24 jam.

3.4.6.2 Pemisahan Fraksi n-heksana H. verticillata dengan Kromatografi

Kolom Step Gradient Polarity (SGP)

Fraksi n-heksana H. verticillata sebanyak 0,067 g mula-mula dilarutkan
dalam 1 mL pelarut n-heksana : etil asetat (95:5). Sejumlah cuplikan fraksi n-
heksana yang telah larut, kemudian dimasukkan ke dalam kolom. Pemisahan
senyawa fraksi n-heksana menggunakan kromatografi kolom dengan fasa diam
berupa silika gel 60, diameter kolom 1 cm, dan panjang kolom 50 cm. Proses elusi
dilakukan secara gradien dengan perbandingan fase gerak n-heksana : etil asetat
(95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, dan 70:30) dengan volume masing-masing 100
mL. Hasil berupa eluat dari kromatografi kolom akan ditampung ke dalam vial

setiap 2 mL (Fitri, 2017).

3.4.7 Monitoring Hasil Isolat Steroid dengan KLTA

Vial-vial bernomor genap pada hasil pemisahan kromatografi kolom akan
dikelompokkan berdasarkan perbandingan fase geraknya dan dimonitoring dengan
Kromotografi Lapis Tipis Analitik (KLTA). Proses monitoring menggunakan plat
silika gel F2s4 ukuran 10x10 cm yang sudah diaktivasi pada suhu 110°C selama 30
menit. Isolat dari masing-masing vial kemudian ditotolkan pada plat silika yang

sudah ditandai jarak + 1 cm dari tepi bawah dan tepi atas. Penotolan isolat
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dilakukan dengan pipa kapiler sebanyak 10 kali totolan secara berkala dengan
pengeringan, kemudian dielusi dengan fase gerak n-heksana : etil asetat (17 :3)
(Mardaneni, 2017; Luthfiyah, 2017).

Proses elusi dihentikan apabila fase gerak sudah mencapai garis batas atas,
dan noda-noda pada plat hasil pemisahan dideteksi dengan menyemprotkan
reagent LB dan diamati di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan
366 nm (Desianti, dkk., 2014). Proses selanjutnya yaitu menganalisis hasil spot
pada plat, apabila terbentuk warna hijau kebiruan maka menunjukkan adanya
steroid (Indrayani, dkk., 2006). Noda pada plat yang mempunyai nilai Rf sama
dan bercak yang sama, maka digabung menjadi satu sebagai fraksi yang sama,

kemudian hasil isolat tersebut dapat diuji toksisitasnya terhadap Artemia salina L.

3.4.8 Uji Toksisitas Fraksi n-Heksana dan Isolat B

Uji toksisitas pada fraksi n-heksana dan isolate B hasil kromatografi kolom
diawali dengan penetasan telur Artemia salina L. Telur A. salina ditetaskan dalam
wadah penetasan yang berisi air laut yang diaerasi dan disinari dengan lampu
pijar/neon. Telur Artemia salina L. sebanyak 2,5 mg dimasukkan ke dalam wadah
yang berisi 250 mL air laut, kemudian diaerasi selama = 48 jam dengan suhu
penetasan 25-30°C. Larva udang yang sudah menetas maka siap untuk digunakan
sebagai hewan uji.

Uji toksisitas isolat steroid terhadap larva udang Artemia salina L.
dilakukan sebanyak 5 kali ulangan. Hasil isolat steroid pada masing-masing vial
dengan berat 1 mg dilarutkan dengan n-heksana sebanyak 10 mL untuk membuat
larutan stok 100 ppm. Larutan stok yang diperoleh kemudian dipipet masing-

masing 100, 200, 300, 400 dan 500 pL yang masing-masing dimasukkan ke dalam
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5 botol vial dan diuapkan pelarutnya. Setelah pelarut pada masing-masing vial
menguap maka ditambahkan 100 pL dimetil sulfoksida (DMSO), satu tetes
larutan ragi roti 60%, 2 mL air laut, dikocok hingga tercampur. Larutan yang telah
tercampur dimasukkan dalam labu ukur 10 mL kemudian ditandabataskan dengan
air laut dan dihomogenkan. Setelah masing-masing larutan ditandabataskan maka
konsentrasi larutan menjadi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm, kemudian masing-masing
konsentrasi larutan tersebut dipindahkan kedalam botol vial dan ditambah 10 ekor
larva udang Artemia salina untuk dilakukan pengamatan.

Kematian larva udang diamati selama 24 jam, dengan dibandingkan
terhadap beberapa kontrol yaitu kontrol pelarut, kontrol DMSO, dan kontrol air
laut. Kontrol pelarut dibuat tanpa penambahan isolat steroid dan DMSO yaitu
diambil 100 pL n-heksana. Kontrol DMSO dibuat tanpa penambahan isolat
steroid dan pelarut (n-heksana), yaitu diambil 100 uLL DMSO. Selanjutnya kontrol
air laut dilakukan dengan penambahan air laut tanpa penambahan lainnya seperti
pelarut (n-heksana) dan DMSO. Ketiga kontrol tersebut masing-masing
ditambahkan satu tetes ragi roti dan 10 ekor larva udang, perhitungan mortalitas

atau tingkat kematian larva dapat dihitung menggunakan Persamaan 3.4.

jumlah larva yang mati

%Mortalitas =

jumlah larva (10)

Mortalitas = %Mortalitas x jumlah keseluruhan larva (50) ...........ccocovenenen. (3.5)

3.4.9 ldentifikasi Senyawa Menggunakan UV-Vis
Hasil isolat steroid hasil kromatografi kolom diidentifikasi dengan UV-Vis

pada panjang gelombang 200-800 nm. Isolat steroid dilarutkan dalam pelarutnya
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(n-heksana) sebanyak 3-5 mL. Kemudian diamati panjang gelombang maksimal
dari isolat yang akan muncul.
3.4.10 Identifikasi Senyawa Menggunakan FT-IR

Hasil isolasi senyawa steroid dengan kromatografi kolom diidentifikasi
menggunakan FT-IR. Preparasi sampel mula-mula dilakukan dengan mencampur
hasil isolat steroid yang telah diuapkan dengan 0,2 g pelet KBr diaduk merata
menggunakan mortal agate. Campuran KBr dan sampel akan ditekan
menggunakan tekanan 80 Torr selama 10 menit hingga terbentuk sebuat pelet,
selanjutnya diidentifikasi dengan alat FTIR dengan bilangan gelombang 4000 —

400 cm™.

3.4.11 ldentifikasi Senyawa Menggunakan LC-MS/MS
Isolat senyawa steroid yang memiki sifat paling toksik dengan nilai LCs
paling rendah, selanjutnya diambil sedikit cuplikan hasil isolat steroid untuk

dianalisa menggunakan LC-MS/MS dengan kondisi seperti pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Kondisi Instrumentasi LC-MS/MS

Nama Kondisi

Kolom Hypersil gold (50 mm x 2.1 mm x 1,9 um)

UHPLC Accela

Fasa gerak 0,1% asam format dalam air (fasa A)
0,1% asam format dalam asetonitril (fase B)

Laju alir 500 pL/menit

Volume Injeksi 2uL

MS type MS/MS triple Q (Quadrupole) TSQ QUANTUM
ACCESS MAX

Sumber ionisasi APCI (Atmospheric Pressure Chemica lonization) 41

Software X- Calibur 2.1

Kontrol suhu kolom  30°C




BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Hydrilla verticillata pada penelitian ini diperoleh dari Danau Ranu Grati
Pasuruan. H. verticillata dikeringkan untuk mengurangi kandungan air yang
terdapat di dalamnya sehingga tidak mengganggu proses ekstraksi. H. verticillata
kering diperoleh sebanyak 1,1 Kg kemudian dihaluskan di Materia Medika Batu
dengan ukuran 90 mesh. Penghalusan sampel dimaksudkan untuk memperbesar
luas permukaan partikel sehingga mempermudah kontak pelarut pada saat
ekstraksi (Deskawi, dkk., 2015). Sampel kering H. verticillata diperoleh dalam

bentuk serbuk sebanyak 950 g.

4.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air perlu dilakukan untuk mengetahui kandungan air yang
terdapat dalam sampel serbuk kering H. verticillata. Hasil pengukuran kadar air
H. verticillata pada penelitian ini yaitu sebesar 6,5% (Lampiran 4.1). Hasil
tersebut menunjukkan bahwa kadar air pada H. verticillata memenuhi standar
Depkes RI (1994) dengan batas maksimum yang disyaratkan sebesar 10%. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa kadar air pada penelitian ini tidak mengganggu
proses ekstraksi karena hasil yang diperoleh tidak melebihi batas maksimum yang
ditentukan. Kadar air pada sampel memiliki pengaruh besar terhadap proses
ekstraksi, apabia kadar air semakin besar maka senyawa pada sampel akan sulit

terekstrak.

26
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4.3 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi maserasi pada H. verticillata dilakukan dengan perendaman
sampel selama 24 jam disertai pengocokan menggunakan shaker untuk
memaksimalkan kontak antara sampel dan pelarut. Pelarut yang digunakan adalah
metanol yang bersifat polar dan mampu mengekstrak senyawa metabolit sekunder
pada bahan alam yang masih terikat dengan gugus glikosida. Perendaman sampel
membuat senyawa organik yang terkandung dalam H. verticillata akan berdifusi
melewati dinding sel dan larut dalam metanol.

Proses ekstraksi pada penelitian ini dilakukan sebanyak 4 kali ulangan
menghasilkan endapan dan filtrat. Pengulangan dihentikan saat filtrat hasil
maserasi berwarna hijau bening yang menandakan senyawa sudah banyak
terekstrak. Filtrat hasil maserasi dari beberapa kali ulangan dipekatkan dengan
rotary evaporator vacum sehingga didapat ekstrak pekat metanol sebesar 3,62%

(Lampiran 4.2.1).

4.4 Hirolisis dan Partisi

Ekstrak pekat metanol selanjutnya dihidrolisis untuk memutus ikatan
glikon dan aglikon pada senyawa metabolit sekunder yang masih dalam bentuk
glikosidanya. Hidrolisis dilakukan dengan penambahan HCI 2 N sebagai Kkatalis,
adapun dugaan reaksi pemutusan glikosida ditunjukkan pada Gambar 2.3. Sifat
reaksi hidrolisis adalah reversible atau bolak-balik sehingga dilakukan penetralan
menggunakan natrium bikarbonat (NaHCO3;) untuk menghentikan reaksi

hidrolisis. Proses penambahan ini akan menghasilkan busa yang menunjukkan gas
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CO, sudah terbentuk dan terjadi reaksi HCI dengan NaHCOs3, selanjutnya proses
ini dihentikan sampai pH netral.

Hidrolisat yang didapat selanjutnya dipartisi (ekstraksi cair-cair)
menggunakan pelarut n-heksana yang bersifat nonpolar untuk mengambil
senyawa steroid yang juga bersifat nonpolar. Proses partisi menghasilkan dua fasa
cairan yaitu fasa organik yang mengandung senyawa steroid dan fasa air yang
berisi garam hasil reaksi hidrolisis. Fasa organik diambil pada setiap hasil partisi
yang dilakukan sebanyak 3 kali ulangan dan didapat fraksi n-heksana pekat
sebesar 47,95% (Lampiran 4.2.2). Penelitian Khasanah (2019) juga melaporkan
bahwa hasil partisi H. verticillata dengan n-heksana menghasilkan rendemen
sebesar 90,66% hasil tersebut menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder
pada H. verticillata cenderung bersifat nonpolar karena lebih banyak terdistribusi

pada pelarut nonpolar.

4.5 Uji Steroid Ekstrak Metanol dan Fraksi n-Heksana

Identifikasi senyawa steroid pada ekstrak metanol dan fraksi n-heksana H.
verticillata positif mengandung steroid. Penelitian Hafiz (2017) juga melaporkan
bahwa ekstrak metanol H. verticillata positif mengandung steroid dan pada
penelitian Khasanah (2019) juga melaporkan bahwa fraksi n-heksana H.
verticillata positit mengandung steroid. Reagen Liebermann Burchard (LB)
berupa kloroform, asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat ditambahkan pada
sampel sehingga menghasilkan warna hijau untuk senyawa steroid (Anggraini dan

Nabillah, 2018). Reaksi yang terjadi antara steroid dengan asam asetat anhidrat
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disebut reaksi asetilasi gugus —OH yang akan menghasilkan kompleks asetil

steroid (Ilyas, dkk., 2015).

Kolesterol (1)  -----

i-steroid
Tidalk
berwamna

'at L"Lsetat Penataan
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Gambar 4.1 Jalur Reaksi Perubahan Warna pada Reaksi LB (Xiong, dkk., (2007)

Jalur reaksi LB pada Gambar 4.1 merupakan jalur reaksi pada kolesterol

yang diteliti oleh Xiong, dkk., (2007), dan dikarakterisasi dengan C-NMR.

Penelitian tersebut dilakukan untuk membuktikan perubahan warna yang terjadi

pada reaksi LB. Senyawa kolesterol akan mengalami beberapa tahapan saat

penambahan asam sulfat, dan asetat anhidrat dalam kloroform yaitu asetilasi,

pembentukan i-steroid, penataan ulang, dimerisasi, sulfonasi, oksidasi/desaturasi,

dan aromatisasi. Jalur reaksi tersebut menghasilkan i-steroid ,kolesta-3,5-diena,

dan spesies tak jenuh lainnya. Kinetika yang berbeda di antara jalur ini dapat

menghasilkan respons warna bahwa pada steroid reaksi LB akan menghasilkan

warna biru atau hijau (Xiong, dkk., 2007).



30

4.6 Pemisahan dengan Kromatografi Kolom

Tahap pemisahan dilakukan pada fraksi n-heksana sebanyak 0,0667 ¢
dengan perbandingan 1:150 antara sampel dan fase diam berupa silika gel.
Penelitian Tyas (2017) melaporkan bahwa dengan perbandingan 1:150
menghasilkan pemisahan senyawa yang terbaik pada isolasi streroid E. cottonii.
Sistem elusi yang digunakan adalah gradien eluen dengan pemilihan fase gerak
berupa n-heksana dan etil asetat yang cenderung bersifat nonpolar untuk
memaksimalkan pemisahan senyawa steroid yang juga bersifat nonpolar.

Pemisahan senyawa dengan kromatografi kolom proses elusinya dimulai
dengan variasi eluen yang bersifat nonpolar lebih besar yaitu n-heksana : etil
asetat 95:5. Hal ini diasumsikan bahwa senyawa steroid yang bersifat nonpolar
akan terelusi dan terpisah terlebih dahulu. Sampel yang bersifat nonpolar akan
melewati fase diam sedangkan yang bersifat polar akan tertahan pada fase diam.
Gugus hidroksil silanol yang terdapat pada silika akan membentuk ikatan
hidrogen dengan senyawa polar pada sampel. Eluat hasil pemisahan ditampung
setiap 2 mL/menit ke dalam vial dengan jumlah eluat yang tertampung pada

penelitian ini sebanyak 276 vial.

4.7 Monitoring Hasil Kromatografi Kolom dengan KLTA

Eluat hasil pemisahan kromatografi kolom yang terdapat dalam vial-vial
kemudian dimonitoring dengan KLT Analitik untuk pengelompokan lebih lanjut.
Pengelompokan vial didasarkan pada kesamaan profil kandungan kimia dari noda
yang terbentuk pada KLT dan nilai Rf yang sama. Senyawa yang terdapat dalam

sampel mempunyai kecepatan yang berbeda saat melewati kolom sehingga
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senyawa yang bermigrasi terlebih dahulu ditunjukkan dengan nilai Rf yang tinggi.
Hasil pengelompokan isolat pada penelitian ini didapat 11 isolat gabungan seperti

pada Tabel 4.1 yang terdiri dari noda tunggal dan campuran.

Hasil monitoring menunjukkan adanya senyawa hasil isolasi dengan noda
tunggal dan campuran, noda tunggal yang terbentuk pada KLT menunjukkan
tingkat pemisahan yang baik dari suatu senyawa. Enam isolat tunggal yang
didapat pada penelitian ini yaitu ditunjukkan pada Tabel 4.1 diduga merupakan 1
isolat steroid dan 5 isolat triterpenoid. Penelitian lyani (2017) melaporkan hasil
pemisahan Chorella sp. dengan kromatografi kolom sistem elusi isokratik hanya
menghasilkan 1 fraksi steroid dan 2 fraksi triterpenoid. Hal ini menunjukkan
bahwa dengan sistem elusi gradien senyawa pada sampel akan lebih banyak

terisolasi dari pada sistem elusi isokratik.

Efisiensi kolom dapat dipengaruhi oleh difusi Eddy yang disebabkan
adanya perbedaan bentuk, ukuran partikel pengisi kolom, cara pengisisan kolom,
dan diameter kolom (Mabrouk, 2013). Difusi eddy pada sistem elusi gradien
memungkinkan terjadinya proses pemisahan senyawa yang lebih banyak karena
senyawa akan terdistribusi sepanjang kolom dengan berbagai komposisi eluen.
Komposisi eluen yang berbeda akan memberikan interaksi senyawa dengan fasa
diam maupun fase gerak secara maksimal berdasarkan tingkat kepolaran senyawa.
Sistem elusi isokratik memungkinkan interaksi senyawa dengan fasa diam dan
fase gerak sangat terbatas yaitu dengan satu variasi eluen, sehingga senyawa pada
sampel tidak banyak terpisah .

Hasil pada Tabel 4.1 menunjukkan bahwa isolat A merupakan gabungan

vial 1-11 yang tidak terdeteksi noda dan warnanya saat disinari UV 254 dan 366
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nm. Hal ini dapat dinyatakan bahwa hasil monitoring pada isolat A tidak dapat
diduga jenis senyawa yang terpisah karena tidak memberikan noda saat
pemisahan dengan n-heksana : etil asetat (17:3). Hasil tersebut juga sama pada
penelitian Utama (2018) yang melaporkan bahwa hasil monitoring dalam isolasi
alga merah pada vial awal yaitu pada kisaran vial 1-34 juga tidak terdeteksi noda

dan warnanya saat disinari UV 254 dan 366 nm.

Tabel 4.1 Hasil Monitoring Kromatografi Kolom dengan KLTA

_ Warna Jarak Jaral_< Dugaan
Isolat  Vial UV Senyawa Elusi Rf Senyawa
254/366 (Cm) (Cm)
A 1-11 - - A . -
B 12-20 Hitam 6,4 8 0,800 Steroid*
C 44-52 Merah 4,2 8 0,525 Triterpenoid**
D 53-67 Merah 4,2 8 0,525 Triterpenoid**
Merah 3,5 8 0,437
E 68-77 Merah 2 ) 8 0,437 Triterpenoid
F 96-112 Merah 1,6 8 0,200 Triterpenoid**
G 113-137 Merah 1,6 8 0,200 Triterpenoid
Merah 1,0 8 0,125
H 138-158 Merah 1,0 8 0,125 Triterpenoid
| 19183 NMemh 10 8 OB gy
J 194-214 Merah 1,0 8 0,125
Merah 0,6 8 0,075 Triterpenoid**
Merah 0,3 8 0,037
K 215-2 33 Merah 1,0 8 0,125 Triterpenoid
Merah 0,3 8 0,037
L 234-276 Merah 0,3 8 0,037  Triterpenoid**

Sumber: *Risnafiani, dkk., (2015), **Etika dan Suryelita, (2014)

Isolat B yang merupakan gabungan vial 12-20 diduga sebagai senyawa
steroid dengan noda hitam pada UV 254 nm. Nilai Rf yang dihasilkan pada vial

12-20 merupakan nilai tertinggi yaitu 0,800 yang menunjukkan bahwa senyawa
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yang terpisah lebih terdistribusi ke dalam fase gerak yang bersifat nonpolar.
Risnafiani, dkk., (2015) menyatakan bahwa terdapat senyawa steroid dari fraksi n-
heksana daun buncis dengan noda hitam pada UV 254 nm dan memiliki nilai Rf
0,662. Dugaan senyawa steroid pada isolat B pada penelitian ini dilanjutkan uji

toksisitasnya terhadap Artemia salina.

4.8 Uji Toksisitas Fraksi n-Heksana dan Isolat Hasil Kromatografi Kolom

Uji toksisitas dalam penelitian ini dilakukan pada fraksi n-heksana dan
isolat B yang diduga sebagai senyawa steroid hasil kromatografi kolom. Hasil
mortalitas larva udang pada fraksi n-heksana seperti Tabel 4.2 menunjukkan
bahwa rata-rata kematian larva dalam konsentrasi 1-5 ppm menghasilkan angka

yang fluktuatif.

Tabel 4.2. Mortalitas Larva Udang Fraksi n-heksana

Konsentrasi _Jumlah Larva yang Mati (Ekor) % _
: Mortalitas
(ppm) I I 1 IV V Modus Mortalitas

01 URERC N O ¥ 0 0 0
0, DD SN (0™ . O 0 0 0
03 o 0 3 0 O 0 0 0
1 2~ 1 2 2 2 20 10
2 4 2 1 2 2 2 20 10
3 3 3" R.I'YU\Z 3 30 15
4 1 0 3 3 1 3 30 15
5 L e 2 20 10

Keterangan kontrol: 0; = 0 ppm, 0, = Pelarut, 03 = DMSO
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Probability Plot for mortalitas Fraksi n-Heksana
Normal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

&

Table of Statistics
Mean 24,5855
StDev  30.5277
Medizn 24,5855
IOR 411813

o
n

Percent
w5 B BEBTIE B8

24.5855

-50 =25 0 25 50 75 100
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.2 Model Regresi Linier Probit Uji Fraksi n-Heksana pada MINITAB

Berdasarkan Gambar 4.2 dapat diketahui bahwa nilai 50% mortalitas
(LCsp) pada fraksi n-heksana menunjukkan adanya hubungan linearitas antara
konsentrasi dan nilai mortalitas. Semakin fluktuatif suatu data mortalitas yang
didapat maka akan menghasilkan titik pertemuan garis linear pada konsentrasi
yang tinggi atau nilai LCsy yang semakin besar. Hasil mortalitas larva udang
dalam isolat B seperti pada Tabel 4.3 menunjukkan bahwa rata-rata kematian
larva stabil seiring tingginya konsentrasi 1-5 ppm.

Nilai 50% mortalitas pada isolat B didapat titik pertemuan garis linier
terhadap konsentrasi seperti pada Gambar 4.3. Gambar tersebut menunjukkan
bahwa nilai LCsy pada isolat B didapat sebesar 14,794 ppm. Penelitian Hafiz
(2017) melaporkan bahwa hasil LCsy ekstrak metanol H. verticillata didapat
sebesar 633,171 ppm, sedangkan pada penelitian ini didapat hasil LCs, fraksi n-
heksana 24,585 ppm dan isolat B 14,794 ppm. Berdasarkan kedua data tersebut
menjelaskan bahwa fraksi n-heksana dan isolat B hasil kromatografi kolom yang

diduga terdapat senyawa steroid memiliki daya toksik tinggi terhadap hewan uji.
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Tabel 4.3. Mortalitas Larva Udang Isolat B

Konsentrasi _Jumlah Larva yang Mati (Ekor) % _
. Mortalitas
(ppm) I 1 1l IV V Modus Mortalitas

01 0O 0 0 0 0 O 0 0
02 o 0 0 0 0 ©0 0 0
O3 0o 0 3 0 0 0 0 0
1 o 2 1 1 1 1 10 5
2 1 2 2 2 2 2 20 10
3 2 1 g 2a "2 2 20 10
4 1 " PR 2 20 10
S i 2 20 10

Keterangan kontrol: 0; = 0 ppm, 0, = Pelarut, 03 = DMSO

Probability Plot for C2
Normal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

14,7943

Percent

-20 -10 0 10 20 30 40 50
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.3 Model Regresi Linier Probit Uji Isolat B pada MINITAB

Aktivitas toksik dari masing-masing sampel pada penelitian ini disebabkan
adanya senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada fraksi n-heksana dan
isolat B. Senyawa metabolit sekunder seperti steroid yang memiliki gugus —OH
dapat mengikat integral protein pada membran sel. Menurut Budaraga, dkk.,
(2016) dalam penelitiannya pada Cinnamomum burmanni menyatakan bahwa
gugus —OH pada senyawa flavonoid dapat mengikat integral protein pada

membran sel larva. Hal tersebut dapat menghambat transpor aktif ion Na'/K"
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sehingga akan menyebabkan integral protein pada membran sel mengembung
karena ion Na'/K" terakumulasi dalam sel dan pecah. Hal inilah yang dapat
menyebabkan larva udang mati. Nilai LCs, dari kedua sampel uji pada penelitian
ini masing-masing <30 ppm, menurut McLaughin (1991) hasil tersebut

menandakan potensi sebagai antitumor dan antikanker.

4.9 ldentifikasi senyawa dengan UV-Vis

Hasil pengukuran spektrum UV-Vis pada fraksi n-heksana dan isolat B
menunjukkan puncak serapan pada panjang gelombang 203, 206, 206.9 dan 275

nm pada panjang gelombang 200 — 400 nm seperti pada Gambar 4.4.

. —206.,0 nm

e R, / ")
e | Tsolat B|
\ [~~206,9 nm

Skala

203.0 nm \

_ 275 nm Fraksi n-Heksana |

Panjang Gelombang (nm)

Gambar 4.4 Hasil Spektra UV-Vis Fraksi n-Heksana dan Isolat B

Hasil identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis tersebut menunjukkan
bahwa terdapat transisi elekron = - n* pada fraksi n-heksana dan isolat B yaitu

ditandai dengan adanya panjang gelombang di 203, 206, dan 206,9 nm . Hal ini
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disebabkan karena adanya ikatan rangkap C=C yang tidak terkonjugasi pada
panjang gelombang < 215 nm (Hartini dan Suyatno, 2016). Hasil spektra pada
fraksi n-heksana juga menunjukkan adanya panjang gelombang 275 nm yang

merupakan transisi elektron n = «* (Murdianto, dkk., 2010).

4.10 ldentifikasi senyawa dengan FT-IR

Hasil identifikasi fraksi n-heksana dan isolat B menggunakan spektroskopi
FTIR seperti pada Gambar 4.5. Serapan gugus khas senyawa steroid yang
terdeteksi yaitu adanya serapan gugus C=C, OH sekunder, dan —CH(CHg),.
Serapan geminal dimetil (-CH(CHs),) adalah serapan khas dari senyawa steroid

dan triterpenoid (Astuti, dkk., 2014).

Geminal dimetil — | /|

skala

Bilangan Gelombang cm”

Gambar 4.5 Hasil Spektra FTIR Fraksi n-Heksana dan Isolat B

Berdasarkan Gambar 4.5 dapat diketahui bahwa gugus khas senyawa
steroid muncul pada spektra fraksi n-heksana dan isolat B yaitu adanya serapan

geminal dimetil yang mempunyai perbedaan intensitas. Gugus geminal dimetil
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pada fraksi n-heksana muncul pada serapan 1450,972 cm™ dan 1383,523 cm™.,

sedangkan pada isolat B muncul pada serapan 1461,072 cm™ dan 1383,282 cm™.

Interpretasi hasil spektra FTIR dari fraksi n-heksana dan isolat B dapat dilihat

pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Interpretasi Spektra FTIR Fraksi n-Heksana dan Isolat B

Bilangan

No Gelombang BN Rae P_l“l'Staka Jenis Vibrasi
(cm™) Fraksi Gelombang (cm™)
e (cm™) Isolat B (Socrates, 1994)
1. 3463734 3480.167 3550 — 3250 OH (stretch)
A 2926224 2958892 3000 — 2800 C sps-H
(stretch)
3 1733.408 1730,714 1780 — 1730 C=0
4. 1649504 1652073 1690 — 1620 C=C
(stretch)
5. 1450,972 1461,072 1600 — 1450 CC (stretch)
6. 1383523 1383282 1395 _ 1365 “C(CHa)
(stretch)
7, 1283.816 1284.500 1300 — 1200 Alkohol
sekunder
8, 1126.776 1126.065 1110 — 1300 C-O-C
9. 1077,258 1074.102 1125 - 1000 C-0O alkohol
Sekunder
10. 779.391 743.460 995 — 650 =C-H
(rocking)
~C—H siklik
i 1 . 668,961 995 — 650 (broad)

4.11 ldentifikasi Senyawa dengan LC-MS/MS

Hasil identifikasi menggunakan UV-Vis dan FTIR menunjukkan adanya

dugaan senyawa steroid pada fraksi n-heksana dan isolat B hasil kromatografi

kolom. Data identifikasi dapat didukung dengan hasil identifikasi LC-MS/MS

untuk mengetahui jenis senyawa steroid yang terdapat pada kedua sampel. Hal ini
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dilakukan untuk membandingkan hasil sebelum dan sesudah pemisahan dengan
kromatografi kolom.

Hasil identifikasi pada fraksi n-heksana positif mengandung senyawa
steroid jenis P-sitosterol, stigmasterol, fukosterol dan kampesterol. Waktu retensi
pada hasil spektra massa menunjukkan kepolaran suatu senyawa, fasa diam pada
kolom LC bersifat nonpolar sedangkan fasa geraknya bersifat polar. Semakin
besar ukuran molekul suatu senyawa dan merupakan rantai panjang maka
memiliki sifat lebih nonpolar. Berdasarkan hasil LC-MS/MS pada Tabel 4.5
urutan kepolaran dari jenis senyawa steroid pada fraksi n-heksana (polar-

nonpolar) yaitu fukosterol > stigmasterol > kampesterol > B-sitosterol.

Tabel 4.5 lon Steroid Fraksi n-Heksana yang terdeteksi oleh LC-MS/MS

Waktu Massa (m/z)
Steroid retensi M- Daughter AA
(menit) H,0+H* mass (Luas Area)
3-Sitosterol 28185 414 397* 160,5-161,5 62.657
Kampestrol 2,00 400 383** 146,5-147,5 4.467
Stigmasterol 2,01 412 395%* 254,5-255,5 3778
Fukosterol 1,85 386 369* 80,5-81,5 1.057

Keterangan: * Pereira, dkk., (2016), ** Mo, dkk., (2013)

Berdasarkan Tabel 4.5 dapat diketahui bahwa terdapat luas area yang
digambarkan sebagai puncak dari masing-masing jenis senyawa steroid seperti
pada Gambar 4.6. p-sitosterol memiliki luas area 62.657 yang menunjukkan
kelimpahan senyawa terbesar pada sampel dibandingkan dengan jenis senyawa
yang lainnya. Kelimpahan senyawa steroid pada fraksi n-heksana H. verticillata

dari tertinggi hingga terendah yaitu p-sitosterol > kampesterol > stigmasterol >
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fukosterol. Adapun pola fragmentasi yang terdeteksi pada LC-MS/MS seperti

pada Gambar 4.8.
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NL: 9.24E3
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Gambar 4.6 Hasil Identifikasi LC-MS/MS Fraksi n-Heksana

Identifikasi selanjutnya dilakukan pada isolat B hasil kromatografi kolom
dengan LC-MS/MS. Hasil LC-MS/MS menunjukkan adanya jenis senyawa
steroid B-sitosterol dan stigmasterol dengan waktu retensi yang berbeda sesuai
kepolarannya. Berdasarkan Tabel 4.6 dapat diketahui bahwa stigmasterol lebih

polar dari pada [3-Sitosterol.
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Waktu Massa (m/z)
Steroid retensi M M- Daughter AA
(menit) H,0+H* mass (Luas Area)
S-Sitosterol 2,13 414 397* 160,5-161,5 5.974
Stigmasterol 2,01 412 395%* 254,5-255,5 454

Keterangan: * Pereira, dkk., (2016), ** Mo, dkk., (2013)

sl LT

B-sitosterol

TR TR AT AT
1
1

l Stiamasterol

Gambar 4.7 Hasil Identifikasi LC-MS/MS Isolat B Hasil Kromatografi Kolom

Berdasarkan Gambar 4.7 dapat dinyatakan bahwa kelimpahan -sitosterol

yang terdeteksi pada fraksi n-heksana juga terdeteksi pada isolat B hasil

kromatografi kolom. Hal ini menunjukkan bahwa isolasi senyawa pada sampel H.

verticillata menggunakan kromatografi kolom mampu menghasilkan senyawa

target berupa steroid jenis p-sitosterol yang merupakan senyawa dengan

kelimpahan yang tinggi dengan luas area 5.974. Adapun pola fragmentasi

senyawa yang terdeteksi pada LC-MS/MS seperti pada Gambar 4.8.
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Gambar 4.8 Dugaan Fragmentasi Senyawa Steroid Hasil identifikasi LC-MS/MS

4.12 Pemanfaatan Hydrilla verticillata dalam Prespektif Islam
Hydrilla verticillata merupakan tumbuhan air yang mengandung beberapa

senyawa metabolit sekunder. Penelitian ini mengkaji senyawa steroid dalam H.
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verticillata untuk diisolasi menggunakan kromatografi kolom. Senyawa steroid
dari H. verticillata menurut Nurcahyanti, dkk., (2015) dapat digunakan sebagai
antikanker terhadap sel kanker payudara MCF-7.

Proses memanfaatkan tumbuhan sebagai obat merupakan salah satu sarana
untuk mengambil pelajaran dan memikirkan tentang kekuasaan dan bentuk kasih
sayangNya. Allah SWT menyembuhkan penyakit dengan berbagai macam sarana
pengobatan yang menjadi penyebab kesembuhan. Hal ini menunjukkan bahwa
semua penyakit memiliki obat penyembuhnya dan hanya Allah SWT yang dapat

menyembuhkan. Sebagaimana dalam surat asy-Syu’araa’ (26) : 80.

- A

=

-

“Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku” (QS asy Syu’ara’: 80).

Tanda-tanda kebesaran Allah SWT hanya dapat disadari dan diketahui
oleh orang-orang ulul albab. Pengertian khusus ulul albab menurut Wassil (2009)
adalah hamba-hamba Allah SWT yang memperhatikan gejala-gejala alam dan
banyak menggunakan pikirannya untuk berfikir, seperti dalam firman Allah SWT

dalam surat Ar-Ra’d ayat 19.

P T IR B DR AL S S i S Y _me oL R % o _E
NGl SO ) [ a8l 5 Jo8 EHELT o SUJ) Ul Lol A5 a3

“Artinya: Adakah orang yang mengetahui bahwasanya apa yang diturunkan
kepadamu dari Tuhanmu itu benar sama dengan orang yang buta? hanyalah

orang-orang yang berakal saja yang dapat mengambil pelajaran” ( Ar-Ra’d
(13):19).
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Pada Ayat tersebut diatas Allah SWT menyebutkan _-J¥TJsi yang berarti

fungsi akal yang diberikan kepada manusia agar mereka dapat berfikir dan
menggunakan akal tersebut untuk merenungi kebesaran Allah SWT (Qurthubi,
2009). Senyawa steroid hasil isolasi kromatografi kolom pada penelitian ini diuji
toksisitasnya terhadap larva udang Artemia salina. Hasil uji toksisitas didapat
nilai LCsq isolat B sebesar 14,794 ppm yang menandakan isolat bersifat toksik dan
berpotensi sebagai antitumor dan antikanker. Berdasarkan hasil tersebut
menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu dimuka bumi ini
dengan ukuran yang tepat dan memiliki manfaat didalamnya sebagaimana firman

Allah SWT dalam surat al-Qomar ayat 49:
J“‘-"-’ dals &9‘ J% E’,l

“Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (al-Qomar
(54):49).

Berdasarkan tafsir ibnu katsir ayat tersebut diatas menjelaskan bahwa
Allah SWT telah menciptakan dan menentukan ukuran masing-masing
makhlukNya dan memberi petunjuk dibalik itu semua. Allah SWT telah
menentukan ukuran yang sesuai tidak lebih maupun kurang. Hal tersebut
menunjukkan bahwa Allah SWT sangat berlaku adil pada semua makhluk
ciptaanNya, dan apapun yang terjadi sudah ditetapkan oleh Allah SWT dengan

kadar dan penanganan yang sesuai.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil yang diperolen dalam penelitian ini maka dapat

disimpulkan bahwa :

1. Tingkat toksisitas isolat B hasil kromatografi kolom terhadap Artemia salina
menunjukkan hasil LCsy sebesar 14,794 ppm yang berpotensi sebagai
antitumor dan antikanker .

2. Hasil identifikasi isolat B pada UV-Vis didapat panjang gelombang maksimum
206 nm yang menunjukkan adanya transisi elektron # = =* dari ikatan rangkap
C=C tidak terkonjugasi. Hasil identifikasi dengan FTIR menunjukkan adanya
gugus fungsi khas steroid O-H, C=C, dan —CH(CHs), (geminal dimetil). Hasil
tersebut diperkuat dengan adanya identifikasi menggunakan LC-MS/MS dan
diperoleh hasil berupa senyawa steroid B-sitosterol dan stigmasterol pada isolat

B hasil kromatografi kolom.

5.2 Saran

Hasil isolasi senyawa steroid dari Hydrilla verticillata perlu dilakukan
identifikasi lebih lanjut dengan instrumentasi ‘H-NMR atau “C-NMR untuk
mengetahui elusidasi struktur dari senyawa yang diisolasi. Hasil isolasi senyawa
steroid juga dapat diidentifikasi pada bidang bioinformatika untuk mengetahui

potensi dan pemanfaatan dari senyawa yang diisolasi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Hydrilla verticillata

v
Sampel basah Sampel kering
Analisis kadar air
\ \
Ekstraksi maserasi dengan pelarut metanol Analisis kadar air

N

Dipekatkan dengan
rotary evaporator vacuum

\

Ekstrak pekat

\

Hidrolisis dengan HCI dan partisi dengan n-heksana

\|I

Uji fitokimia senyawa steroid

Isolasi dengan kromatografi Kolorh sistem gradien dengan perbandingan n-
heksana : etil asetat (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, dan 70:30)

\/

Monitoring dengan KLTA

isolat diuji toksisitas dengan konsentrasi 1,2,3,4 dan 5 ppm

v
Dihitung nilai LCs

Diidentifikasi golongan senyawa dengan UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS
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2. Diagram Alir
2.1 Preparasi Sampel

Hydrilla

- dicuci sebanyak 10 Kg
- diangin-anginkan sampai kering

- dihaluskan di Materia Medika dengan ukuran 90 mesh

Hasil

2.2 Analisis Kadar Air

Sampel

- dipanaskan cawan dalam oven pada suhu 100 — 105°C selama 15 menit

- disimpan cawan dalam desikator selama 10 menit

- ditimbang cawan dan dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat
cawan yang konstan

- dimasukkan 1 g serbuk hydrilla ke dalam cawan yang telah diketahui berat
konstannya

- dikeringkan dalam oven pada suhu 100 — 105°C selama 15 menit

- disimpan cawan yang berisi sampel dalam desikator selama 10 menit

- ditimbang cawan yang berisi sampel dan dilakukan perlakuan yang sama

sampai diperoleh berat konstan

- dihitung kadar air

Hasil

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.3 Ekstraksi Sampel

Hydrilla

ditimbang sebanyak 100 g

diekstraksi secara maserasi menggunakan pelarut metanol 500 mL dalam
erlenmeyer

diaduk dan direndam menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm
selama 24 jam

disaring dengan corong Buchner

dimaserasi kembali dengan pelarut dan perlakuan yanf sama sampai 4 kali
pengulangan

digabung filtrat yang diperoleh

dipekatkan menggunakan rotary evaporator

dialiri gas N2

ditimbang dan dihitung rendemen

Hasil

2.4 Hidrolisis dan partisi ekstrak pekat metanol

Ekstrak pekat metanol

- ditimbang sebanyak 10 g dan dimasukkan ke gelas kimia
- ditambahkan 50 mL asam klorida (HCI) 2 N
- dihidrolisis selama 1 jam menggunakan magnetik stirer hot plate pada

suhu ruang

- ditambahkan natrium bikarbonat jenuh sampai pHnya netral

Hidrolisat

- dipartisi menggunakan 50 mL n-heksana didalam corong pisah (3x)

- dikocok dan didiamkan sampai terbentuk dua lapisan

v

L

QD

pisan Organik Lapisan Air

- dimasukkan dalam gelas kimia
- dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacum

- dialiri gas N,
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Fraksi n-heksana

- ditimbang

- dihitung rendemennya

Hasil

2.5 Uji fitokimia Steroid Ekstrak Metanol dan Fraksi n-heksana

Ekstrak dan fraksi

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi dengan sedikit cuplikan sampel

- dimasukkan 0,5 mL kloroform dengan cara diteteskan melalui
dinding tabung

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrida dan 1-2 tetes H,SO4
98%

Hasil

Keterangan : Jika terbentuk cincin hijau / kebiruan pada hasil maka

menunjukkan adanya senyawa steroid

2.6 Pemisahan senyawa steroid dengan metode Kromatografi Kolom
2.6.1 Pembuatan bubur silika dan persiapan kolom

Silika Gel 60
- ditimbang 10 g

- diaktivasi dengan pemanasan dalam oven selama 2 jam pada suhu 110°C

- didinginkan dan dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit

Silika teraktivasi

- ditambahkan 20 mL pelarut n-heksana : etil asetat (95:5)

- dihomogenkan selama £ 1 jam

Bubur silika

- dimasukkan ke dalam kolom secara perlahan

- diketuk-ketuk sampai mampat

- didiamkan selama 24 jam

Hasil

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.6.1 Pemisahan fraksi n-heksana dengan kromatografi kolom

Ekstrak pekat Fraksi n-heksana

- diambil 0,0667 g (yang sudah dilarutkan ke dalam 1 ml n-heksana ; etil
asetat (95 : 5))

- dimasukkan kedalam kolom dan diatasnya ditambahkan sedikit silika
yang teraktivasi

- dialirkan fasa gerak secara gradien n-heksana : etil asetat (95:5, 90:10,

85:15, 80:20, 75:25, dan 70:30)

- ditampung eluat setiap 2 mL pada botol vial dan dilakukan
pengelompokan setiap 2 fraksi

- dihentikan proses elusi setelah semua senyawa steroid diperkirakan
telah keluar dari kolom

Hasil

2.7 Monitoring dengan KLTA

Fraksi hasil isolasi

- disiapkan eluen campuran n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan 17 : 3 dalam bejana pengembang

- dijenuhkan selama 1 jam

- dioven plat KLT pada suhu 100°C selama 30 menit

- ditotolkan masing-masing kelompok fraksi

- dimasukkan dalam bejana pengembang berisi eluen yang telah

dijenuhkan

- diamati noda yang terbentuk

Hasil




58

2.8 Penggabungan vial

Spot hasil monitoring

—ditimyang vial Rosong untuk menggabungkan isolat

- digabungkan vial-vial yang mempunyai Rf dan warna noda yang sama

- ditandai isolat yang telah digabungkan dan siap dibuat larutan stok
Hasil

2.9 Uji toksisitas dengan Larva Udang Artemia salina

2.9.1 Penetasan Telur

Air laut 250 mL

- ditempatkan dalam wadah penetasan
- dimasukkan 2,5 mg telur Artemia salina

- diaerasi selama + 48 jam

Hasil

2.9.2 Uji Toksisitas Terhadap Larva Udang Artemia salina I.

Isolat Steroid

- dilarutkan dengan menggunakan pelarut n-heksana 10 mL (menjadi larutan
stok 50 ppm)

- larutan stok 50 ppm dipipet beberapa mL untuk membuat 1,2,3,4,5 ppm

- dimasukkan ke dalam masing-masing botol vial dengan pengulangan 5x

- diuapkan pelarutnya sampai kering

- dimasukkan 100 pL dimetil sulfoksida, setetes larutan ragi roti dan 2 mL
air laut

- dikocok hingga ekstraknya larut

- ditandabataskan hingga 10 mL dengan air laut

- dimasukkan 10 ekor larva udang

- diamati kematian larva udang setelah 24 jam

- dianalisis datanya untuk mencari nilai LCsg

Hasil
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2.10 Ildentifikasi Golongan Senyawa Steroid
2.10.1 ldentifikasi Senyawa Steroid Menggunakan UV-Vis

Fraksi n-Heksana dan Isolat Hasil Kromatografi Kolom

- dilarutkan dalam 9 mL pelarutnya

- dianalisis pada panjang gelombang 200-800 nm

Hasil

2.10.2 ldentifikasi senyawa steroid menggunakan FTIR

Fraksi n-Heksana dan Isolat Hasil Kromatografi Kolom

- diuapkan dengan pelarutnya
- dicampur dengan serbuk KBr
- digerus dengan mortar agate
- dibuat pellet

- diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR

Spektra IR

2.10.3 Identifikasi jenis steroid dengan LC-MS/MS

Fraksi n-Heksana dan Isolat hasil kromatografi kolom

- diambil beberapa cuplikan

- dilarutkan dalam pelarutnya (0,1% asam format dalam air (fase A) dan 0,1%
asam format dalam asetonitril (fase B) (70% fase A : 30% fase B)

- diinjekkan ke dalam tempat sampel

- dijalankan Intrumen LC-MS/MS

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan
3.1 Pembuatan larutan HCI 2 N

BJ HCI pekat =1,267 g/mL

Konsentrasi =370 =—29HACL
100 g larutan

BM HCI = 36,5 g/mol

n =1 (jumlah mol ion H")

mol =22 =379 1014 mol

Mr HCl 36,5 g/mol
100 gram larutan = ——J = 78,9 mL = 0,0789 L
1,267 g/mL
Molaritas = 22t = 22l4mol _ 15 g5\
L 0,0789 L

Normalitas = n x Molaritas
=1x1285M=1285N

Nl - Vl = N2 ; V2
12,85 N.V;=2N. 100 mL
V; =156 mL

Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37%
sebanyak 15,6 mL, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL yang berisi
15 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades hingga tanda batas dan dikocok

hingga homogen.

3.2 Pembuatan larutan NaHCOg jenuh

Kelarutan NaHCOg3 sebesar 9,99 gr dalam 100 mL aquades. Sehingga untuk
membuat larutan NaHCOg3 jenuh ditimbang NaHCO3; dengan berat > 9,99 gr
(sampai terdapat endapan padatan yang tidak larut). Lalu disaring larutan tersebut

untuk memisahkan residu dan filtrat sehingga didapatkan larutan NaHCOj3 jenuh.

3.3 Pembuatan Reagen Libermann-Burchard

Reagen Liebermann Burchard digunakan untuk uji warna steroid, bahan yang
dibutuhkan yaitu kloroform 96% (0,5 mL), anhidrida asetat (0,5 mL), asam Sulfat
98% (1,2 mL). Masing-masing bahan tersebut dimasukkan dalam tabung reaksi

yang berisi sampel, lalu diamati perubahan warnanya.
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3.4 Pembuatan Eluen n-heksana : etil asetat
Eluen yang digunakan untuk elusi pada pemisahan dengan kromatografi
kolom dan untuk monitoring dengan KLTA yaitu menggunakan perbandingan n-

heksana : etil asetat.

3.4.1 Eluen Kromatografi kolom

Tabel 1. perbandingan volume n-heksana dan etil asetat

Perbandingan Volume n-heksana (mL) VVolume Etil asetat (mL)
95:5 95 5
90:10 90 10
85:15 85 15
80:20 80 20
75:25 i 25
70:30 70 30

Keterangan : Setiap perbandingan sudah tertera mengenai volume yang harus
dipipet pada masing-masing pelarut hingga total volume pada setiap perbandingan
adalah 100 mL.

3.4.2 Eluen monitoring KLTA
Eluen yang digunakan untuk monitoring KLTA hasil kromatografi kolom
adalah n-heksana : etil asetat perbandingan 17:3 dalam 20 mL.

¢ Volume n-heksana (17 dalam 20 mL)
n-heksana = % x 100 =17 mL

¢ Volume etil asetat (3 dalam 20 mL)
Etil asetat = % x 100 =3 mL

Jadi untuk membuat eluen n-heksana : etil asetat 17:3 dalam 20 mL diperlukan 17

mL n-heksana dan 3 mL etil asetat.

3.5 Pembuatan Konsentrasi Larutan Isolat untuk Uji Toksisitas

3.5.1 Pembuatan Larutan stok Isolat B

ppm = mg/L

Larutan stok (ppm) = 20,4 mg dalam 10 mL pelarutnya
_204mg

PPM = ot L

= 2040 ppm
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Jadi, Fraksi B yang diduga sebagai senyawa target didapat 20,4 mg dan
dilarutkan dalam 10 mL n-heksana sehingga menjadi larutan stok 2040 ppm.
Untuk membuat konsentrasi larutan 1,2,3,4 dan 5 ppm dari larutan stok 2040 ppm

maka dibuat larutan stok 500 ppm terlebih dahulu.

V1x M1 =V2x M2
V1 x 2040 ppm = 0,01 L x 500 ppm

_0,01Lx500ppm
2040 ppm

V1 =0,0024 L

V1

Pembuatan konsentrasi larutan 1,2,3,4 dan 5 ppm yang diambil dari 10 mL

larutan stok 500 ppm sebagai berikut.

L afuln Stol Volume yang diambil Konsentrasi
(mL) Larutan (ppm)
0,02 1
0,04 2
500 ppm 0,06 3
0,08 4
0,1 5

3.5.2 Pembuatan Larutan Uji Isolat C, E, F, dan H
Contoh pembuatan larutan uji isolat C

e ppm =mg/L

e Larutan stok (ppm) = 0,6 mg dalam 10 mL pelarutnya

N m = 0,6 mg
PP 0,01 L

=60 ppm
Jadi, Isolat C didapat 0,6 mg dan dilarutkan dalam 10 mL n-heksana untuk

dijadikan larutan stok 60 ppm. Untuk membuat konsentrasi larutan 5 ppm dari

larutan stok 60 ppm maka diambil 0,83 mL.

V1x M1l =V2x M2
V1x60ppm =0,01LXx5ppm
0,01 L x 5 ppm
Vel . = P —o83mL

60 ppm



63

Jadi untuk membuat Larutan uji isolat E,F dan H sebagai berikut.

Larutan Stok Konsentrasi
Berat Volume yang

Isolat Isolat (mg) (ppm) dalam diambil (mL) larutan

g 10 mL (ppm)
C 0,6 60 0,83 5
E 1,0 100 0,50 5
F 2,2 220 0,22 5
H 2,0 200 0,25 5

Keterangan: Masing-masing Larutan uji isolat C, E, F, dan H dibuat dalam
konsentrasi 5 ppm yang selanjutnya di uji toksisitas terhadap larva udang Artemia
salina.

Lampiran 4. Data Pengamatan dan Perhitungan

4.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Kering Hydrilla verticillata
4.1.1 Data Berat Cawan Kosong

Berat Cawan Kosong (Q)

lélg\rllvgaa;]n Sg_belum p1 P2 P3 Berat Konstan (g)
ioven
Al 44,0870 44,0833 44,0824 44,0826 44,0826
A2 41,3260 41,3219 41,3226 41,3224 41,3224
A3 54,2508 54,2487 54,2480 54,2481 54,2481

Keterangan: A = Cawan, P = ulangan

Berat cawan kosong yang sudah konstan kemudian ditambah 1 g serbuk Hydrilla
verticillata dan ditimbang kembali sampai berat konstan pada data berat cawan +
sampel

4.1.2 Data Berat Cawan+sampel

Berat Cawan + Sampel (g)

Ulangan

Sampel Se_belum p1 b5 P3 Berat Konstan (g)
dioven

Al 45,0809 45,0130 45,0126 45,0128 45,0128

A2 42,3212 42,2598 42,2597 42,2598 42,2598

A3 55,2416 55,1750 55,1755 55,1748 55,1748

Keterangan: A = Cawan, P = ulangan
Data Berat konstan yang diperoleh adalah data berat cawan+sampel konstan yang
akan dihitung kadar airnya
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1. Kadar Air Sampel pada Cawan Al

Kadar air = (berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan+sampel setelah dioven) x100%
(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan kosong) 0

_ (45,0809 —45,0128) g
" (45,0809 — 44,0826) g

X 100%
=6,8%
2. Kadar Air Sampel pada Cawan A2

(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan-+sampel setelah dioven)

L 0
Kadar air (berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan dioven) x 100%
42,3212 - 42,2598 )g
= ( ) X 100%
(42,3212 - 41,3224)g
=6,1%
3. Kadar Air Sampel pada Cawan A3
T (berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan+sampel setelah dioven) x 100%

(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan kosong)

(55,2416 -55,1748) g
(55,2416 — 54,2481) g

X 100%

=6,/%

Kadar air rata-rata yang terkandung pada sampel kering Hydrilla verticillata
adalah 6,5%.

4.2 Perhitungan Rendemen

4.2.1 Ekstrak Metanol
Berat gelas kosong =176,0684 ¢
Berat gelas kosong + ekstrak pekat =179,6951 g

Berat ekstrak pekat =3,6267 g
Berat ekstrak pekat
Rendemen = ——— P8 »100%
Berat Sampel
_3,6267 g 0
=Toog X 100%

=3,62%
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4.2.2 Fraksi n-Heksana
Berat gelas kosong =181,110¢
Berat gelas kosong + fraksi pekat =185,905 g
Berat ekstrak pekat =4,795¢g

Berat ekstrak pekat
P X100%

Rendemen =
Berat Sampel

4,795
= 2 X 100%
10g

=47,95

Keterangan : Berat sampel yang dihidrolisis dan partisi adalah sampel gabungan
dari tim Hydrilla verticillata yaitu sebanyak 10 g, hal ini dikarenakan rendemen
yang didapat pada penelitian ini sangat sedikit yaitu £3 g.
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Lampiran 5. Penggabungan Vial dan Hasil Monitoring Menggunakan KLTA

5.1 Hasil Monitoring Kromatografi KolomMenggunakan KLTA

Jarak Jarak Dugaan
Isolat  Vial G/Q//arna Senyawa Elusi Rf Senyawa
254/366 (Cm) (Cm)

A 1-11 - - i _ -

B 12-20 Hitam 6,4 8 0,800 Steroid*

C 44-52 Merah 4,2 8 0,525 Triterpenoid**

D 53-67 Merah 4,2 8 0,525 Triterpenoid**
Merah 3,5 8 0,437

E 68-77 Merah 3,5 8 0,437  Triterpenoid

F 96-112 Merah 1,6 8 0,200 Triterpenoid**

G 113-137 Merah 1,6 8 0,200 Triterpenoid**
Merah 1,0 8 0,125

H 138-158 Merah 1,0 8 0,125 Triterpenoid

: o mg;:g ég & 8(1;2 Triterpenoid**

J 194-214 Merah 1,0 8 0,125
Merah 0,6 8 0,075  Triterpenoid**
Merah a3 8 0,037

K 215-2 33 Merah 1,0 8 0,125 Triterpenoid
Merah 0,3 8 0,037

L 234-276 Merah 0,3 8 0,037 Triterpenoid**

Sumber: *Risnafiani, dkk., (2015), **Etika dan Suryelita, (2014)
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Lampiran 6. Data Hasil Uji Toksisitas
6.1 Data Hasil Uji Toksisitas Fraksi n-Heksana

Konsentrasi Jumlah Larva yang Mati (Ekor) %
(ppm) I I Il vV V  Modus Mortalitas
0, 0 0 0 0 0 0 0
0, 0 0 0 0 0 0 0
03 0 0 3 0 0 0 0
1 2 3 1 2 2 2 20
2 4 2 1 2 2 2 20
3 3 3 2 2 2 3 30
4 1 0 3 3 1 3 30
5 2 0 1 2 2 2 20

Keterangan Kontrol : 0; = 0 ppm, 0, = Pelarut, 03 = DMSO

Modus
10

% Mortalitas =

x 100%

Jumlah hewan uji

Konsentrasi m Mortalitas
(Ppm) (ekor)
0, 50 0
0, 50 0
03 50 0
1 50 10
2 50 10
3 50 15
4 50 15
5 50 10
. % talit . o
Mortalitas = 2—=——=x jumlah hewan uji (50)
Probability Plot for mortalitas Fraksi n-Heksana
Normal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates
2 Table of Statistics
Mean 24.5855
95 StDev  30.5277
Median 24.5855
901 IQR 41.1813
80
o 70
c 60
§ 50
40_
g 30
20
10
5_
1 T T T T T T T
-50 -25 0 25 50 75 100
C1




Probit Analysis: Mortalitas Fraksi n-Heksana versus Konsentrasi

Distribution: Normal
Response Information

Variable Value Count
C2 Event 60

Non-event 190
C3 Total 250

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Standard
Variable Coef Error
Constant -0.805351 0.207397
C1l 0.0327571 0.0620245
Natural
Response 0

Log-Likelihood = -137.630

Goodness-of-Fit Tests

Method Chi-Square DF
Pearson 2.97740 3 0.395
Deviance 2.96729 3 () 8IS/

Tolerance Distribution
Parameter Estimates

Standard

Parameter Estimate Error

Mean 24.5855 40.8898

StDev 30 4520 7 57 t40,3 8
Table of Percentiles

Standard

Percent Percentile Error

1 -46.4326 93.7045

2 -38.1107 77.9550

3 -32.8308 67.9643

4 -28.8589 60.4501

5 -25.6281 54.3392

6 -22.8782 49.1391

% -20.4670 44,5810

8 -18.3081 40.5012

9 -16.3447 86 1 928

10 -14.5373 33.3800

20 -1.10724 8.28159

30 8.57679 10.8219

40 16.8514 26.2935

50 24.5855 40.8898

60 32.3197 55.5113

70 40.5943 71.1651

80 50.2783 89.4914

90 63.7084 114.912

91 65.5157 118.333

92 67.4792 122.050

93 69.6381 126.137

94 72.0492 130.701

95 74.7992 135.907

96 78.0300 142.024

97 82.0019 149.543

98 87.2818 159.539

99 95.6037 175.294

-3.88
0.53

95.0%

0.000
0,597

Normal CI

Lower USPOe r
-55.5569 104.728
0.746400 1248.58

O5

0%

Fiducial CI

Lower

L S S S I S S

Upper

*

L R TR S T S S I N N N R S S N S S
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6.2 Data Hail Uji Toksisitas Isolat B

69

Konsentrasi Jumlah Larva yang Mati (Ekor) %
(ppm) I 1 11 v V  Modus Mortalitas
04 0 0 0 0 0 0 0
0, 0 0 0 0 0 0 0
03 0 0 3 0 0 0 0
1 0 2 1 1 1 1 10
2 1 2 2 2 2 2 20
3 2 1 3 2 2 2 20
4 1 1 2 2 2 2 20
5 1 2 2 3 2 2 20
Keterangan : 0; = 0 ppm, 0, = Pelarut, 03 = DMSO
% Mortalitas = Mol—zus x 100%
Konsentrasi (ppm) Jumla(k:e Qg;/;/an b Mortalitas
0, 50 0
0, 50 0
03 50 0
1 50 5
2 50 10
3 50 10
4 50 10
5 50 10

% mortalitas

Mortalitas = X jumlah hewan uji (50)
Probability Plot for Isolat H1
Normal - 95% CI
Probit Data - ML Estimates
= Table of Statistics
Mean 14.7943
95 StDev  12.8058
Median 14.7943
90 IQR 17.2748
80
R
S 60
§ 50 -
40_
& 30
20
101 °
5_
1 T T T T T T T T
20 10 0 10 20 30 40 50
c1
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Probit Analysis: Mortalitas versus Konsentrasi

Distribution: Normal
Response Information

Variable Value
Mortalitas isolat Event

Non-event
N Total

Count
45
205
250

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Variable Coef
Constant S8 5 5218
konsentrasi 0.0780894
Natural
Response 0
Log-Likelihood = -117.156
Goodness-of-Fit Tests
Method Chi-Square DF
Pearson 1.61757 3 0.65
Deviance 1.64266 3045
Tolerance Distribution
Parameter Estimates
Standard
Parameter Estimate Error
Mean 14.7943 10.0281
StDev 12.8058 10.9138
Table of Percentiles
Standard
Percent Percentile Error
1 -14.9965 15.4778
2 -11.5056 12.5136
3 -9.29081 10.6361
4 -7.62468 9.22636
5 -6.26941 8.08232
6 -5.11586 7.11138
7 -4.10442 6.26317
8 -3.19880 5.50735
9 -2.37517 4.82435
10 -1.61702 4.20117
20 4.01665 1.41788
30 8.07892 4.39796
40 11.5500 7.29000
50 14.7943 10.0281
60 18.0380 12.7778
70 21.5097 15.7256
80 25.5720 19.1796
90 31.2056 23.9735
91 31.9638 24.6189
92 32.7874 25.3200
93 33.6930 26.0910
94 34.7045 26.9521
95 35.8580 27.9343
96 37.2133 29.0884
97 38.8794 30.5072
98 41.0943 32.3935

Nej
Nej

44,5851 35.3667

Standard
Error Z
0.226907 -5.09
0.0665522 il '/
P
5
0
95.0% Normal CI
Lower Upper
-4.86041 34.4490
2.40972 68.0533
95.0%
Fiducial CI
Lower Upper
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* 25
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *

P
0.000
0.241
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6.3 Data MOrtalitas Uji Toksisitas pada Isolat C, E, F dan H

Isolat Ul U2 U3 U4 U5 Modus
C 0 2 3 2 2 3
E 1 1 3 3 3 3
F 2 2 2 1 1 2
H 1 0 1 2 3 1
Keterangan : lIsolat C, E, F dan H merupakan gabungan dari vial-vial yang

memiliki noda tunggal saat dimonitoring. Isolat-isolat ini diuji
toksisitasnya terhadap larva udang Artemia salina pada konsentrasi 5
ppm, untuk mengetahui potensi senyawa pada setiap fraksi tersebut,
yang diduga sebagai senyawa triterpenoid. Isolat-isolat tersebut tidak

diuji lanjut pada konsentrasi 1-5 ppm karena potensinya sangat kecil.
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Lampiran 7. Data Instrumentasi Hasil Fraksi n-Heksana dan Isolat B

7.1 Data Hasil Spektrofotometer Uv-Vis Fraksi n-Heksana

Lamdha Maks Fraksi n-Heksana

203.0,3.448

aoa 0 aoT

ﬁ?ﬂ.ﬂ ,0.208

Scan Analysis Report

600

Wavelength (nm)

Report Time : Fri 17 May 02:39:57 PM 2019

Method:

Batch: D:\Mawaddah\Lamdha Maks Fraksi n-Heksana

Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Fraksi n-heksana

Collection Time

Peak Table

Peak Style

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Abs
670.0 0.208
500.9 0.087
405.0 0,571
275.0 0.957
233.0 2.526
230.9 2.717
227.0 3.663
225.0 3.666
219.0 3.423
217.0 3.427
213.1 3.396
211.0 3.423
206.9 3.539
203.0 3.448

5/17/2019 2:40:54 PM

Peaks
0.0100
800.1nm to 200.0nm

800

(17-05-2019) .DSW



7.2 Data Hasil Spektrofotometer Uv-Vis Isolat B

Lamdha Maks Isolat B

Tanggal Analisa : 15 Maret 2019

206.0,3.325

200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Wed 20 Feb 06:04:37 AM 2008

Method:

Batch: D:\Fiddieni\Lamdha Maks Steroid (27-03-2019) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: isnaeni

Sample Name: steroid

Collection Time

Peak Table
Peak Style
Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Abs

206.0 3035

2/20/2008 6:04:47 AM

Maximum Peak
0.0100

799.9nm to 200.0nm

700

73

800
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7.3 Data Hasil FT-IR Fraksi n-Heksana




7.5 Data Hasil LC-MS/MS Fraksi n-Heksana

E-WALIAVUANL. (201 SWwAW JUNIFr_hyd_1

RT: 0.00 -7.02 SM: 5G

75

NL: 9.53E3
TIC MS Fr_hyd 1
100+
80—
B0
407
20 145 1.82
1 o058 T 273 375 414 486 593 6.28
NL: 1.04E4
miz= 160.50-161.50
100 F-+c APCI SRM
. ms2 397.000 MS
803 ICIS Fr_hyd 1
60—
40
3 RT: 1.44
203 AA: 4142
. -
RT: 1.98 NL: 6.17E2
AA- 3194 miz= 254.50-255.50
g 1003 F- +c APCI SRM
g oo ms2 395.000 MS
3 1 ICIS Fr_hyd_1
5 607
% 407
2 RT: 1.33
8 20 AAC 426
o : n‘;&\}.
RT: 1.85 NL: 3.03E2
AA 1360 miz= 80.50-81.50
100 F- +c APCI SRM
= ms2 369.000 MS
803 ICIS Fr_hyd_1
60—
404
20
= Y
RT: 2.00 NL: 8.36E2
: AA: 4322 miz= 146.50-147.50
100 F- +c APCI SRM
= ms2 383.000 MS
80—: ICIS Fr_hyd_1
60
40
20
) NL: 1.24E1
miz= 160.50-161.50
100+ F- +c APCI SRM
] ms2 367.000 MS
BDE Fr_hyd_1
60
40
0 1 2 3 4 5 6 7

Time (min)
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7.6 Data Hasil LC-MS/MS Isolat B

EALIAMANL AW jJUNIHyd_lso H1_2

RT: 0.00-7.02 SM: 5G

Relative Abundance

NL: 7.81E2
1.87 216 TIC MS
1 ODE Hyd_lso_H1_2
80
60 185
40
3 221 305
20 011 105 160 2 gEghe” SO 414 5.03 590
:I.'.. Lale ol I|| e
RT: 2.16 NL: 9.03E2
AL 4911 miz=
100—: 160.50-161.50 F; +
80 c APCI SEM ms2
I 397.000 MS ICIS
607 Hyd Iso H1 2
403 RT: 3.05
204 AA 1089
RT- 191 NL: 5.64E1
AL 162 miz=
'1(]0; 254.50-25550F: +
20 c APCI SRM ms2
E 395000 M3 ICIS
60— Hyd_Iso_H1_2
40
204
: R A A »
10 m/z= 80.50-81.50
F: + c APCI SRM
8 ms2 369.000 MS
Hyd Iso_H1 2
6
4
2 LJb A M
NL: 1.51E1

10 m/z=
146.50-147.50 F: +
3 ¢ APCI SRM ms2
383.000 MS
JAA/VHyd_Iso_m_z
2

6
4
NL: 2.24E1
10 miz=

160.50-161.50 F: +
¢ APCI SRM ms2
367.000 MS
Hyd_Iso_H1_2

N & O @

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)
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Lampiran 8. Dokumentasi

penyaringan hasil shaker

Uji fitokimia fraksi (+)

Ekstrak pekat metanol

Partisi dengan n-heksana

0,0667g fraksi untuk
Pemisahan kromatografi
kolom

77

uji fitokimia ekstrak (+)

Proses elusi pada kolom
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eluat ditampung 2mL
/menit

- O

Fraksi yang diuji Toksisitas Perhitungan mortalitas udang uji

Hasil Monitoring vial 2 — 78

et ,_.._aaza;.-“... L L
TRLBB00DBOHDHBNTT

Hasil Monitoring vial 80 - 156
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Hasil Monitoring Vial 158 — 234

Hasil Monitoring Vial 236 - 276

79

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



