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 ABSTRAK 
 

Pratama, Dimas Hadi Adjie. UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN SENYAWA 
STEROID HASIL KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS PREPARATIF 
FRAKSI N-BUTANOL ALGA MERAH (Eucheuma Cottonii) DARI 
PERAIRAN WONGSOREJO BANYUWANGI. Skripsi. Program 
Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; 
Pembimbing II: Ahmad Hanapi M.Si 

Kata Kunci : Red algae (Eucheuma Cottonii), Steroid, Kromatografi Lapis Tipis 
Preparatif, TLC, UV-Vis, FTIR, LC-MS/MS. 

 
Alga merah (Eucheuma Cottonii) merupakan tumbuhan laut yang banyak 

tersebar khususnya di negara tropis. Eucheuma Cottonii dalam keseharian secara 
luas digunakan dalam berbagai macam hal dalam kesehatan. Tumbuhan Eucheuma 
Cottonii mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu alkaloid, saponin, tanin, 
flavonoid, dan triterpenoid (steroid) yang terbukti memiliki kemampuan sebagai 
obat. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan fraksi n-
butanol serta mengetahui golongan senyawa aktif yang memiliki antioksidan 
tertinggi dengan metode DPPH 

Alga Merah Eucheuma Cottonii diekstrak dengan metode maserasi 
menggunakan pelarut metanol p.a. Kemudian ekstrak metanol dihidrolisis degan 
larutan HCL 2 N, kemudian dipartisi dengan menggunakan pelarut n-butanol. 
Masing-masing fraksi diuji aktivitas antiokaisidan menggunakan metode DPPH 
dengan parameter IC50. Identifikasi senyawa aktif dilakukan dengan uji fitokimia 
dilanjutkan dengan identifikasi menggunakan Spektroskopi UV-Vis, Spektroskopi 
FTIR (Fourier Transform Infra Red Reflaction), dan Spektrometri LC-MS/MS. 
Hasil penelititan menunjukan isolat steroid 9 , 10 dan vitamin C memiliki aktivitas 
antioksidan dengan nilai IC50 12,0076 ppm, 8,9352 ppm dan 9,7636 ppm.. Kedua 
isolat ini dikategorikan sebagai antioksidan kuat, tetapi isolat 10 memiliki aktivitas 
lebih kuat dibandingkan dengan vitamin C. Hasil pengujian UV-Vis menunjukkan 
isolat 9 steroid memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang 203,0 ;207,0; 
210,0; 166,0 dan 589,9 nm sendangkan pada isolat 10 steroid memiliki serapan pada 
panjang gelombang 204,0; 207,0; 266,0; dan 602,9 nm. Hasil pengujian FTIR 
menghasilkan serapan OH streching, Csp3-H, C=O, C-H, CH2, C-O, =C-O dan 
C=CH. Hasil pengujian LC-MS/MS menunjukkan senyawa steroid pada isolat 
merupakan steroid 12-Dehydrodeoxycholic acid, Quingestanol, Eplernon dan 
Nandrolene benzoat (steroid ester). 
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ABSTRACT 
 

Pratama, Dimas Hadi Adjie. ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST OF STEROID 
COMPOUNDS RESULTS BY THIN LAYER 
CHROMATOGRAPHY N-BUTANOL FRACTION OF RED 
ALGAE (Eucheuma Cottonii) FROM WONGSOREJO 
BANYUWANGI WATERS. Thesis. Department of Chemistry, Faculty 
of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic 
University, Malang. Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Advisor II: 
Ahmad Hanapi M.Si 

Keyword: Red algae (Eucheuma Cottonii), Steroid, Thin Layer Chromatography 
Preparatif, TLC, UV-Vis, FTIR, LC-MS. 

 
Red algae (Eucheuma Cottoni) is a marine plant that is widely distributed, 

especially in tropical countries. Eucheuma Cottonii in everyday life is widely used 
in various ways in health. Eucheuma Cottonii contains secondary metabolites, 
namely alkaloids, saponins, tannins, flavonoids, and triterpenoids (steroids) which 
are proven to have medicinal properties. This study aims to determine the 
antioxidant activity of the n-butanol fraction and to determine which active 
compound has the highest antioxidant activity using the DPPH method. 

Red Algae Eucheuma Cottonii was extracted by maceration method using 
methanol p.a solvent. Then the methanol extract was hydrolyzed with 2 N HCl 
solution, then partitioned using n-butanol as solvent. Each fraction was tested for 
antioxidant activity using the DPPH method with IC50 parameter. Identification of 
active compounds was carried out by phytochemical test followed by identification 
using UV-Vis Spectroscopy, FTIR (Fourier Transform Infra Red Reflaction) 
Spectrometry, and LC-MS/MS Spectrometry. The results showed that steroid 9, 10 
and vitamin C isolates had antioxidant activity with IC50 values of 12.0076 ppm, 
8.9352 ppm and 9.7636 ppm. Both isolates were categorized as strong antioxidants, 
but isolate 10 had stronger activity than vitamin C. UV-Vis test results showed that 
9 steroid isolates had maximum absorption at wavelengths of 203.0 ;207.0; 210.0; 
166.0 and 589.9 nm while the 10 steroid isolates had absorption at a wavelength of 
204.0; 207.0; 266.0; and 602.9 nm. The results of the FTIR test resulted in the 
absorption of OH stretching, Csp3-H, C=O, C-H, CH2, C-O, =C-O and C=CH. The 
results of the LC-MS/MS test showed that the steroid compounds in the isolates 
were steroids 12-Dehydrodeoxycholic acid, Quingestanol, Eplernon and 
Nandrolene benzoate (steroid ester). 
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البحث  مستخلص   
 

 اختبار  النشاط المضاد للأكسدة  مركبات الستيرويد  من  كروماتوجرافيا . 2022. براʫما ، ديماس هادي  أدجي 
 من  مياه   )Euchemma Cottonii(   من  الطحالب  الحمراء   ل نوبيتا -N  اللوني  رقيقة من  الكسر  التحضيري

العلمي.  ونسورجو  ʪنجووانغي  والتكنولوجيا،  البحث  العلوم  الكيمياء، كلية  قسم  إبراهيم جامعة  .  مالك   ʭمولا  
  ، ماجستير أحمد ح نافي المشرف الثاني: ، ماجستير؛ أحمد غنائم فشى  الأول: المشرف مالانج.  الإسلامية الحكومية 

-TLC .FTIR  ،LC،، الطحالب الحمراء، كروماتوجرافيا  لطبقة  الرقيقة التحضيرية، المنشطات:  فاتح  الكلمات الم
MS/MS ،UV-Vis 

 
 هي نبات  البحر الذي ينتشر على  نطاق الواسع وخاصة في ،)  Eucheuma Cottonii(  الطحالب الحمراء

  يستخدم الطحالب الحمراء في الحياة اليومية على الأشياء المختلفة في الصحة .تحتوي نباʫت   .البلدان الاستوائية 
Eucheuma Cottonii   نوية  وهي  قلوية، العفص،  الفلافونويد  والترايتربينيويد  )الستيرويد (التيʬ على  مستقلبات 

- ē  Nدف هذه الدراسة  على تحديد النشاط المضاد  للأكسدة لكسر.  ثبت لأداء القدرة على أن  تكون دواء
   DPPH.أعلى مضادات الأكسدة مع طريقة ومعرفة مجموعة  المركبات النشطة التي لديها  على يوʫنولب

ــتخ ــيوما  الطحالب الحمراء  راجتم اسـ ــتخدام  يوتشـ ــتخرج. ثم يp.a  المذيب الميثانول  قطني بطريقة النقع ʪسـ   سـ
ـــــــم ʪســـــــــــتخدامN 2 هيدروكلورايد  حل  الميثانول بمحلول تم اختبار كل جزء من أجل    .بيوʫنول- Nحل  ، ثم يقســــ

. تم تحديد المركب النشـطة عن طريق اختبار  50ICمع معامل    DPPHنشـاط مضـادات الأكسـدة ʪسـتخدام طريقة  
ــعة المرئية وفوق البنفســــــــــــجية وطيف الانعكاس  و كيميائي نباتي متبوعًا ʪلتعرف   ــتخدام التحليل الطيفي للأشــــــــــ اســــــــــ

ـــــعة تحت الحم  FTIRالطيفي   النتائج أن عزلات    ت. ظهر LC-MS / MSراء) وقياس الطيف  (تحويل فورييه للأشــــ
ــــــتيرويد   جزء في   50IC 12.0076 وفيتامين ج كان لها نشـــــــاط مضـــــــاد للأكســـــــدة حيث بلغت قيم 10و   9السـ

تم تصـنيف كلا العزلين على أĔما من مضـادات    جزء في المليون. 9.7636جزء في المليون و   8.9352المليون و 
ــدة القوية، ولكن ــــ ــــ ـــــــــعة فوق    10العزلة    الأكســــ ــــ ــاط أقوى من فيتامين ج. أظهرت نتائج اختبار الأشـ ـــــــ ــــ كان لها نشـ

 166.0؛    210.0؛    207.0؛    203.0أن أقصى امتصاص عند أطوال موجية    9للعزل   UV-Visالبنفسجية  
؛ و  266.0؛   207.0؛    ʭ204.0نومتر بينما امتصــــــــت عزلات الســــــــتيرويد العشــــــــر بطول موجة   589.9و  

ـــاص تمدد  FTIRأدت نتائج اختبار  تر.ʭنوم 602.9 ــــ  O,-, C2H, CH-H, C=O, C-3Csp O,-=C إلى امتصـ

 -12أن مركبات الســــــــتيرويد في العزلات هي الســــــــتيرويدات   LC-MS / MSأظهرت نتائج اختبار   ,C=CH .و 
 الستيرويد).حمض ديهيدروديوكسيكوليك، كوينجستانول، إبلرنون وبنزوات الناندرولون (استر 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kanker merupakan salah penyakit yang disebabkan pertumbuhan sel-sel 

jaringan tubuh yang tidak normal. Menurut Mangan (2009) Sel-sel kanker akan 

berkembang dengan cepat dan tidak terkendali dalam perkembangannya dan 

menjadi penyebab kematian di dunia. Penyebab kanker salah satunya adalah 

terakumulasinya radikal bebas yang berlebih dalam tubuh yang tidak dapat 

dinetralkan lagi sehingga perlu adanya antioksidan dalam tubuh. Banyak usaha 

dilakukan para ilmuan untuk menemukan obat antikanker, baik sebagai untuk 

penghambat perkembangan kanker maupun untuk penghilang kanker. Salah satu 

obat yang di uji banyak berasal dari biota yang terdapat di laut, baik tumbuhan, 

hewan, maupun mikroba. Ada banyak literatur yang menyatakan bahwa biota laut 

memiliki senyawa antikanker dan antivirus (Wikata, dkk. 2005). 

Radikal bebas merupakan salah satu senyawa oksigen reaktif yang umum 

diketahui sebagai senyawa yang memiliki elektron yang tidak berpasangan. Radikal 

bebas dapat dihasilkan oleh tubuh secara alami misalnya pada proses pernafasan 

(Yuslianti, 2018). Tingginya kadar radikal bebas dalam tubuh dapat memicu 

munculnya berbagai penyakit degeneratif. Senyawa antioksidan merupakan 

senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas 

dan molekul yang sangat reaktif didalam tubuh. Radikal bebas terdiri dari berbagai 

macam spesies oksigen reaktif yang mampu menyerang membran lipid, asam 

nukleat, protein dan enzim. Hal ini dapat menghancurkan struktur sel-sel tubuh 
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serta mengubah ukuran dan bentuknya. Kerusakan sel-sel tersebut pada akhirnya 

menimbulkan dampak merugikan bagi kesehatan (Winarsi, 2007). 

Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam jumlah 

berlebih, sehingga jika terjadi paparan radikal bebas berlebih maka tubuh 

membutuhkan antioksidan yang berasal dari luar tubuh. Menurut Asri (2014) 

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi antioksidan endogen (enzim-

enzim yang bersifat antioksidan atau diperoleh dari dalam tubuh secara alami)  dan 

eksogen (antioksidan yang didapat dari luar tubuh/makanan baik secara alami 

maupun sintetik). Berbagai bahan alam di Indonesia banyak mengandung 

antioksidan dengan berbagai bahan aktif antara lain vitamin C, E, pro vitamin A, 

organosulfur, α-tocopherol, flavonoid, thymoquinone, statin, niasin, phycocyanin, 

steroid, dan lain-lain. 

Sumber-sumber antioksidan secara alami dapat diperoleh dari tumbuhan. 

Salah satu tumbuhan yang dapat dijadikan sumber antioksidan yaitu alga. Alga 

merupakan salah satu sumber daya alam yang memiliki tingkat keragaman yang 

tinggi. Menurut Kasim (2016), alga merupakan tumbuhan laut yang tidak dapat 

dibedakan antara akar, daun dan batang, sehingga seluruh tubuhnya disebut thallus. 

Sebagaimana dalam firman Allah SWT dalam surah as-Syu’ara ayat 7 : 

 

هَا مِنْ كُلِّ زَوْجٍ كَرِيمٍْ اوََلمَْ يَـرَوْا اِلىَ  نَا فِيـْ بـَتـْ
ۢ
  الاَْرْضِ كَمْ انَْ

Artinya :   
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami tumbuhkan 
di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan) yang baik?” 
 

Alga merah merupakan salah satu tumbuhan laut yang mengandung 

senyawa metabolit sekunder. Menururt Dominguez (2013), alga merah jenis 
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Eucheuma Cottonii mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder yaitu 

flavonoid, steroid, dan alkaloid. Fungsi dari metabolit sekunder yaitu untuk 

mempertahankan diri dari kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan. 

Karena dengan keberadaan penyakit tersebut, manusia akan mencari cara untuk bisa 

mencegah maupun mengatasi penyakit tersebut. Namun dalam hal ini, Allah SWT 

yang akan menentukan apakah penyakit itu bisa dicegah ataupun diatasi, karena 

manusia hanya dapat berusaha dan berdoa. Sebagaimana firman Allah SWT dalam 

surat as Syu’ara’ ayat 80 : 

  وَاِذَا مَرضِْتُ فَـهُوَ يَشْفِينِْ ۙ 

 
Artinya :  
“dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku,” 
 

Keberadaan suatu penyakit merupakan salah salah satu bentuk dinamika 

dalam kehidupan yang diciptakan oleh Allah SWT. Ketika seseorang sakit, sesuatu 

yang amat diinginkan adalah nikmatnya kesehatan. Untuk ini, ada proses 

berikutnya, yaitu perintah untuk berobat. Setiap penyakit sudah disediakan obat 

penawar oleh Allah di dalam hadist nabi Muhammad SAW dalam riwayat Imam 

Bukhori yaitu: 

 
ثَنيِ  عَطاَءُ  بْنُ  أَبيِ  ثَـنَا عُمَرُ  بْنُ  سَعِيدِ  بْنِ  أَبيِ  حُسَ ينٍْ  قاَلَ  حَدَّ ثَـنَا  أبَوُ  أَحمَْدَ  الزُّبَيرِْيُّ  حَدَّ ثَـنَا محَُمَّدُ  بْنُ  الْمُثَنىَّ  حَدَّ  حَدَّ

 رʪََحٍ  عَنْ  أَبيِ  هُرَيْـرَةَ  رَضِيَ  اɍَُّ  عَنْهُ  عَنْ  النَّبيِِّ  صَلَّى اɍَُّ  عَلَيْهِ  وَسَلَّمَ  قَالَ  مَا أنَْـزَلَ  اɍَُّ  دَاءً  إِلاَّ  أنَْـزَلَ  لَهُ  شِفَاءً 
 
Artinya :  
“Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin al-Mutsanna telah 
menceritakan kepada kami Abu Ahmad Az Zubairi telah menceritakan kepada kami 
'Umar bin Sa'id bin Abu Husain dia berkata; telah menceritakan kepadaku 
'Atha`bin Abu Rabah dari Abu Hurairah radliallahu 'anhu dari Nabi shallallahu 
'alaihi wasallam beliau bersabda: "Allah tidak akan menurunkan penyakit 
melainkan menurunkan obatnya juga.” 
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Steroid merupakan dengan kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan 

isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu 

sikloalkena. Senyawa ini memiliki struktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, 

aldehida, atau asam karboksilat. Senyawa tersebut dapat dijumpai pada bagian akar, 

batang, daun, buah maupun biji tanaman. Steroid yang paling penting dan paling 

tersebar luas adalah steroid pentasiklik yang umum terdapat dalam tanaman berbiji 

(Makin dan Gower, 2010). Steroid dapat diisolasi dari berbagai tanaman 

menggunakan metode maserasi dan salah satu cara terbaik untuk memisahkan dan 

mengidentifikasi senyawa steroid adalah dengan Kromatografi Lapis Tipis 

Preparatif (KLTP) (Harborne, 1987). Pemisahan senyawa golongan steroid dengan 

KLT-P dapat menggunakan beberapa variasi eluen. Eluen-eluen yang akan 

digunakan adalah eluen yang memang khusus memisahkan senyawa-senyawa 

steroid. Eluen ini diambil dari penelitian-penelitian terdahulu tentang pemisahan 

senyawa steroid dengan sedikit variasi dan komposisi masing-masing sudah cukup 

mewakili dari kepolaran senyawa steroid. Pentingnya senyawa steroid dalam 

kehidupan, membuat penulis ingin melakukan isolasi senyawa steroid dari alga 

merah (Eucheuma Cottonii). Penelitian ini diawali dengan mengekstrak alga merah 

(Euchema Cottonii) menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol p.a 

kemudian dipekatkan dengan HCl dan dipartisi dengan n-butanol Kemudian hasil 

partisi diidentifikasi dengan KLTA, setelah itu diisolasi menggunakan 

kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP). Isolat yang diperoleh diuji dengan 

menggunakan metode DPPH dan diidentifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis, 

FTIR, dan Spektrometri LC-MS/MS. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dalam penelitan ini antara lain : 

1. Bagaimana hasil pemisahan senyawa steroid dari fraksi n-butanol ekstrak 

metanol menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif Euchema 

Cottonii? 

2. Bagaimana aktivitas antioksidan senyawa steroid dari fraksi n-butanol 

ekstrak metanol menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif ? 

3. Bagaimana hasil identifikasi senyawa steroid fraki n-butanol dari Eucheuma 

Cottonii menggunakan UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS? 

 

1.3 Tujuan 

Adapun tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini atara lain : 

1. Mengetahui bagaimana pemisahan kromatografi lapis tipis preparatif 

senyawa steroid fraksi n-butanol dari Eucheuma cottonii. 

2. Mengetahui bagaimana aktivitas antioksidan senyawa steroid dari fraksi n-

butanol ekstrak metanol menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif 

3. Mengetahui hasil analisis senyawa steroid fraksi n-butanol yang terdapat 

dalam alga merah (Eucheuma cottonii) menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS. 
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1.4 Batasan Masalah 

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini antara lain : 

1. Sampel alga merah (Eucheuma Cottoniii) yang digunakan dalam penelitian 

ini berasal dan di ambil disekitar perarian Wongsorejo, Banyuwangi 

2. Uji awal sampel meliputi kadar air, dan kadar garam. 

3. Ekstraksi yang dilakukan menggunakan pelarut metanol. 

4. Eluen n-heksana dengan etil asetat menggunakan perbandingan (85:15). 

5. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH 

6. Identifikasi senyawa dilakukan dengan Spektrofotometri UV-Vis FTIR, dan  

LC-MS/MS. 

 

1.5 Manfaat 

Manfaat dari hasil penelitian diharapkan dapat menebrikan informasi ilmia, 

bahwa ekstrak metanol alga merah dipisahkan menggunakan fraksi n-butanol 

mengandung senyawa steroid. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Alga Merah (Eucheuma Cottonii) 

Rumput laut merupakan salah satu tumbuhan laut yang tergolong dalam 

makroalga yang biasanya hidup melekat di dasar perairan. Menurut Suparmi dan 

Sahri (2009) ada beberapa klasifikasi rumput laut dibagi berdasarkan kandungan 

pigmen warnanya antara lain: rumput laut hijau (Chlorophyta), rumput laut merah 

(Rhodophyta), rumput laut coklat (Phaeophyta) dan rumput laut pirang 

(Chrysophyta). Alga merah merupakan organisme tingkat rendah yang berada 

dilaut, umumnya tumbuh melekat pada substrat tertentu, tidak mempunyai akar, 

batang maupun daun sejati tetapi hanya menyerupai batang yang disebut thallus. 

Alga tumbuh dengan mendekatkan dirinya pada karang, lumpur, pasir, batu dan 

tumbuhan lain secara spesifik. 

 

 

  

Gambar 2.1 Alga merah (Eucheuma Cottonii) 
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Menurut Anantharaman dan Kannan (2009), Eucheuma Cottonii merupakan 

salah satu jenis rumput laut merah (Rhodophyceae) dan berubah nama menjadi 

Eucheuma Cottonii karena karaginan yang dihasilkan termasuk fraksi kappa-

karaginan. Secara taksonomi, Eucheuma cottonii memiliki klasifikasi sebagai 

berikut : 

 
Kingdom : Plantae 
Divisi  : Rhodophyta  
Kelas  : Rhodophyceae  
Ordo  : Gigartinales 
Famili  : Solieracea  
Genus  : Eucheuma 
Species : Eucheuma Cottonii 
 

Ciri fisik Eucheuma Cottonii yaitu mempunyai talus silindris, percabangan 

talus berujung runcing atau tumpul, ditumbuhi nodulus (tonjolan-tonjolan), 

permukaan licin, berwarna cokelat kemerahan, bersifat dichotomus (percabangan 

dua-dua) atau trichotomus (sistem percabangan tiga-tiga), dan cartilogeneus 

(menyerupai tulang rawan/muda). Keadaan warna tidak selalu tetap, kadang-

kadang berwarna hijau, hijau kuning, abu-abu atau merah. Perubahan warna sering 

terjadi hanya karena faktor lingkungan (Jana, 2006). 

Setiap jenis alga mempunyai perbedaan dalam proses metabolismenya. 

Pertumbuhan alga yang mempunyai perbedaan dalam kesesuaian faktor fisika dan 

kimia dapat dijelaskan dalam firman Allah SWT surat al-Furqon ayat 53 : 

 

نـَهُمَا بَـرْزَخًا وَّحِجْراً محَّْجُوْراً وَهُوَ الَّذِيْ مَرجََ الْبَحْرَيْنِ هٰ    ذَا عَذْبٌ فُـراَتٌ وَّهٰذَا مِلْحٌ اجَُاجٌۚ وَجَعَلَ بَـيـْ
 
Artinya :  

“Dan Dialah yang membiarkan dua laut mengalir (berdampingan); yang 
ini tawar dan segar dan yang lain sangat asin lagi pahit; dan Dia jadikan antara 
keduanya dinding dan batas yang tidak tembus.” 
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Ayat tersebut menjelaskan adanya dua lautan yang bertemu dan saling 

dipisahkan oleh dinding batas. Akibat adanya batas ini, menyebabkan laut yang satu 

mempunyai karakter yang berbeda yaitu suhu, kadar keasinan (salinitas), berat 

jenis, maupun tekanan dengan laut yang saling berdampingan dengannya, oleh 

karena itu, makhluk hidup seperti alga mempunyai karakter yang berbeda juga 

antara jenis satu dengan lainnya ataupun dari tempat satu dengan lainnya. 

Alga merah memiliki pigmen fikoeretrin (Phycoerethrin) dan fikosianin 

yang struktur dasarnya pirol dan berprotein. Fikoeretrin adalah 9 pigmen yang 

berwarna merah cerah dan memancarkan warna oranye, sedangkan fikosianin 

berwarna biru dan memancarkan warna merah tua. Alga merah mempunyai sifat 

adaptik kromatik, yaitu mempunyai penyesuaian antara proporsi pigmen dengan 

berbagai kualitas pencahayaan sehingga pada kenyataan di alam, alga merah 

menunjukkan variasi warna lain seperti pirang, violet, merah tua, merah muda, 

cokelat, kuning dan hijau (Kasanah, 2015). 

Fikosianin merupakan salah satu dari tiga pigmen (klorofil, fikosianin dan 

karotenoid) yang mampu menangkap radiasi yang tersedia dari matahari paling 

efisien. Fikosianin bermanfaat dalam proses fotosintesis karena merupakan 

prekursor bagi klorofil dan hemoglobin dengan kandungan magnesium dan besi 

(Amaranggana, 2017). Perbedaan warna yang didasarkan atas perbedaan 

kandungan pigmen tersebut telah dijelaskan dalam surat az-zumar ayat 21 tentang 

tanaman yang memiliki bermacam-macam warna: 
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َ انَْـزَلَ مِنَ السَّمَاۤءِ مَاۤءً فَسَلَكَه ّٰɍثمَُّ   ٗ◌ زَرْعًا مخُّْتَلِفًا الَْوَانهُ  ٖ◌ يَـنَابيِْعَ فىِ الاَْرْضِ ثمَُّ يخُْرجُِ بهِ  ٗ◌ المََْ تَـرَ انََّ ا

  ࣖ اِنَّ فيِْ ذٰلِكَ لَذكِْرٰى لاُِولىِ الاْلَْبَابِ  ۗ حُطاَمًا ٗ◌ يهَِيْجُ فَترَٰىهُ مُصْفَرčا ثمَُّ يجَْعَلُه

 
Artinya :  

”Apakah engkau tidak memperhatikan, bahwa Allah menurunkan air dari 
langit, lalu diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi, kemudian dengan air itu 
ditumbuhkan-Nya tanam-tanaman yang bermacam-macam warnanya, kemudian 
menjadi kering, lalu engkau melihatnya kekuning-kuningan, kemudian dijadikan-
Nya hancur berderai-derai. Sungguh, pada yang demikian itu terdapat pelajaran 
bagi orang-orang yang mempunyai akal sehat.”  
 

Pada ayat tersebut, Allah SWT telah menunjukkan kekuatan besarnya 

penciptaan dua unsur yang berbeda, bagaimana dia telah menciptakan dua laut. 

Laut, segar lezat yang masing-masing mempunyai sifat yang berbeda, ada yang 

berasa manis, pahit dan asin. Laut merupakan karunia Allah SWT yang sangat besar 

untuk dimanfaatkan dan disyukuri, salah satu cara mensyukuri nikmat tersebut 

dengan melakukan telaah ilmu dan penelitian kelautan. 

Ayat ini menyebutkan proses terjadinya mutiara, serta pemanfaatan hewan 

dan tumbuhan laut untuk dijadikan obat dan makanan bagi manusia, salah satunya 

yaitu rumput laut yang mempunyai manfaat yang sangat banyak bagi kebutuhan 

manusia. Sehingga dari nikmat yang besar ini, manusia diwajibkan bersukur karena 

Allah SWT telah menciptakan lautan dan isinya yang sangat komplek dan beragam 

untuk dimanfaatkan secara luas. Dan semua ini dengan kasih karunia dan 

rahmatnya. 

 

2.2. Senyawa Steroid 

Steroid merupakan senyawa golongan lemak sterol tidak terhidrolisis yang 

diturunkan dari hasil reaksi penurunan dari terpena atau stirena. Steroid merupakan 
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kelompok lipid jenuh yang memiliki struktur dasar sterena jenuh. Senyawa steroid 

jenuh yang dinamakan 1,2-siklopentanoperhidrofenantrena. Steroid jenuh ini 

memiliki inti dengan 3 cincin sikloheksana terpadu dan satu cincin siklopentana 

yang tergabung pada ujung cincin sikloheksana tersebut. Ada beberapa turunan 

senyawa steroid yang penting yaitu steroid alkohol atau sterol. Steroid lain antara 

lain asam-asam empedu, hormon seks (androgen dan estrogen) dan hormon 

kortikosteroid. Tumbuhan memiliki senyawa steroid yang disebut fitosterol, yang 

terdapat dalam hewan disebut zoosterol, dan yang terdapat dalam fungi disebut 

mikosterol (Makin dan Gower, 2010) 

 

Gambar 2.2 Struktur Inti Senyawa Steroid (Makin dan Gower, 2010) 

 

2.3. Ekstraksi Maserasi 

Maserasi merupakan metode perendaman sampel untuk mengikat 

komponen yang diinginkan dengan kondisi temperatur dingin diskontinyu 

menggunakan pelarut yang mudah terdistribusi ke dalam sel tumbuhan. 

Keuntungan menggunakan metode ini yakni praktis, pelarut yang digunakan sedikit 

dan tidak memerlukan pemanasan, tetapi dibutuhkan waktu yang relatif lebih lama. 

Secara umum ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari semua bagian tumbuhan 

seperti bunga, buah, daun, kulit batang dan akar menggunakan metode maserasi 

(Putra, 2014). 
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Proses maserasi ini lebih menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan 

alam, karena dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi kontak sampel dan 

pelarut yang cukup lama, dan dengan kemungkinan terdistribusinya pelarut organik 

yang terus menerus ke dalam sel tumbuhan mengakibatkan perbedaan tekanan 

antara di dalam dan di luar sel sehingga pemecahan dinding dan membran sel dan 

metabolit sekunder yang berada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut 

organik, dan lama perendaman dapat diatur untuk memaksimalkan ekstraksi 

senyawa yang sempurna. Metode maserasi ini sangat menguntungkan karena 

pengaruh suhu dapat dihindari karena suhu yang tinggi kemungkinan akan 

mengakibatkan terdegradasinya senyawa-senyawa metabolit sekunder (Puspitasari 

dan Prayogo, 2017). 

Pemilihan pelarut yang tepat untuk proses maserasi akan memberikan 

efektifitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam 

dengan pelarutnya. Ada beberapa pelarut yang digunakan untuk proses maserasi 

bahan alam. Secara umum pelarut metanol dan etanol merupakan pelarut yang 

paling banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa organik bahan alam, karena 

dapat melarutkan seluruh golongan metabolit sekunder (Obenu, 2019). 

 

2.4. Hidrolisis 

Hidrolisis merupakan proses dekomposisi kimia yang terjadi dengan adanya 

pemutusan ikatan glikosida yang menjadi penghubung antara monomer yang 

melalui reaksi air (H2O) sehingga membentuk bagian-bagian yang lebih sederhana 

(Adhitama dkk, 2012). Tetapi reaksi hidrolisis membutuhkan bantuan katalis asam 

karena hidrolisis menggunakan air berlangsung secara lambat. penambahan asam 
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kuat pada reaksi hidrolisis akan mempengaruhi kekuatan asam dalam melepas 

proton tersebut sehingga proton akan membantu pemutusan ikatan glikosida yaitu 

pengikat antara glikon dan antiglikon. Asam yang bisa digunakan adalah asam kuat 

seperti HCl dan H2SO4. Namun penggunaan HCl lebih menguntungkan dari pada 

H2SO4, karena sifatnya lebih reaktif, mudah dipisahkan dari produknya karena sifat 

dari HCl mudah menguap. katalisator asam HCl akan membentuk garam yang tidak 

berbahaya yaitu garam NaCl (Suri, 2013). 

 

2.5. Partisi 

Partisi merupakan suatu pemisahan didasarkan pada sifat kelarutan 

komponen taget dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur 

membentuk dua fasa. Kedua fasa yang mengandung zat terdispersi, dikocok untuk 

memperluas area pendistribusian kontak antara kedua pelarut sehingga meratakan 

pendistribusian. Kemudian didiamkan hingga terpisah sempurna dan terbentuk dua 

lapisan fasa. Komponen kimia akan terpisah kedalam kedua fasa tersebut sesuai 

dengan tingkat kepolarannya. Syarat pelarut yang digunakan untuk ektraksi cair-

cair adalah memiliki kepolaran yang sesuai dengan bahan yang di ekstraksi dan 

harus terpisah secara pengocokan (Gunawan, 2005). Senyawa steroid dalam bentuk 

aglikon merupakan senyawa non polar, sehingga perlu dilakukan partisi 

menggunakan pelarut non polar. Salah satu pelarut yang dapat digunakan adalah n-

butanol (Khamidinal, 2009). 

Sampel yang diekstrak, selanjutnya dilakukan pengocokan, fasa organik 

yang didapat dipekatkan menggunakan rotary evaporator untuk menguapkan 

pelarutnya. Rotary evaporator mampu menguapkan pelarut dibawah titik didih zat 
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yang terkandung didalam pelarut tidak rusak oleh suhu tinggi (terdekomposisi). 

Titik didih n-butanol adalah 117,2oC, maka digunakan rotaty evaporator pada suhu 

60-65oC pada tekanan 15-20 Psi dan pemekatan selanjutnya dialiri oleh gas 

nitrogen. 

 

2.6. Uji Fitokimia Steroid 

Uji fitokimia merupakan pengujian secara kualitatif untuk mengetahui 

golongan senyawa yang terkandung dalam suatu sampel baik pada tumbuhan 

maupun hewan (Harborne, 1998). Prinsip kerja untuk uji fitokimia menggunakan 

reagen didasarkan pada perubahan warna dari pereaksi warna, dimana perubahan 

warna tersebut dicocokkan dengan warna yang ada (Adriani, 2013). Reaksi warna 

yang digunakan untuk uji warna steroid adalah reaksi Liberman-burchard, hasil 

positif ditunjukkan dengan warna hijau dan biru (Kristanti, 2008). Berdasarkan 

Penelitian Fatimah (2020) uji fitokimia yang dilakuan untuk mengetahui senyawa 

steroid pada hasil partisi n-butanol dari alga merah Eucheuma Cottonii 

menggunakan penambahan reagen Liebermann-burchard menunjukan hasil positif 

steroid dengan. Reagen Liebermann-burchard merupakan campuran dari asam 

asetat anhidrat dan asam sulfat pekat pada dinding tabung reaksi. Uji fitokimia ini 

dilakukan dengan mengambil hasil partisi dan menambahkan reagen Liebermann-

burchard. 

Prinsip dari uji Lieberman-burchard ini yaitu senyawa asam asetat anhidrat 

akan mengasetilisasi gugus hidroksil sehingga gugus asetil (gugus pergi) akan lepas 

atau mengalami eleminasi. Proses ini akan membentuk ikatan rangkap terkonjugasi. 

Kemudian terjadi pelepasan gugus hidrogen dengan elektron gugusnya yang 
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menyebabkan ikatan rangkap mengalami perpindahan. Senyawa akan mengalami 

resonansi yang bertindak sebagai elektrofil atau karbokation. Serangan karbokation 

mengakibatkan adisi elektrofil diikuti dengan pelepasan hidrogen. Eliminasi 

hidrogen ini mengakibatkan terjadinya penggabungan cincin segi enam tak jenuh 

sehingga ikatan rangkap terkonjugasi akan diperpanjang, kemudian menghasilkan 

warna coklat pada triterpenoid yang mengabsorbsi spektrum degan panjang 

gelombang tertentu (Robinson, T., 1995). Dugaan reaksi senyawa steroid dengan 

pereaksi Liebermann-burchard ditunjukkan pada Gambar 2.3. 

 

Gambar 2.3 Mekanisme Reaksi Uji Firokimia Liebermann-burchard. (Sahriawa. 
dkk, 2019) 

  

2.7. Pemisahan Senyawa Steroid Menggunakan KLT 

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan dan metode uji 

senyawa kimia yang digunakan untuk analisis secara kuantitatif dan kualitatif, 

prinsipnya melibatkan dua perubahan sifat fasa diam dan fasa gerak. Fasa diam 

dalam KLT merupakan suatu lapisan dibuat dari bahan-bahan berbutuir halus yang 

ditempatkan pada suatu lempengan yang berfungsi sebagai permukaan penyerap. 

Silika gel GF258 merupakan salah satu fasa diam yang sering digunakan dalam KLT. 
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Pendeteksian bercak hasil pemisahan dapat dilakukan dengan bebrapa cara antara 

lain dengan menambahkan perekasi kimia dan disinari lampu UV pada panjang 

gelombang 254 nm dan 366 nm (Rubiyanto, 2017).  

Parameter yang digunakan dalam pengukuran KLT berupa fakto retensi 

(Rf). Harga Rf komponen senyawa murni dapat dibandingkan dengan harga Rf 

senyawa standar yang sudah ada, karena pada kondisi tertentu senyawa pengujian 

akan memiliki nilai Rf yang sama. Ada beberapa faktor yang memepengaruhi nilai 

Rf antara lain: tebal lapisan penyerap atau tebal kertas, kadar air jenis eluen, suhu, 

tingkat kejenuhan, dan ukuran partikel yang diserap (Rubianto, 2017). Penentuan 

harga Rf dilakukan dengan persamaan : 

 

harga Rf =
jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal

jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal
 ...................................................2.4 

 
Kromatografi lapis tipis preparatif merupakan salah satu metode 

kromatografi lapis tipis yang ideal untuk memisahkan sample dalam jumlah kecil 

(50mg-1gram). Pemisahan larutan sample dengan cara ditotolkan pada yang sudah 

ditandai berupa garis pada salah satu sisi pelat kemudian dielusi dengan fasa gerak. 

setelah dielusi akan muncul bercak berupa garis atau pita pemisahan. Visualisasi 

ini dipilih cara yang tidak merusak. Jika terpaksa digunakan cara-cara merusak mis, 

disemprot dengan pereaksi, maka pelat ditutup sebagian dan bagian kecil lain yang 

disemprot. Sehingga dapat diperkirakan letak bercak berbentuk pita/garis lurus. Pita 

yang diinginkan dikerok dan dilarutkan dengan pelarut yang sesuai. Fase diam yang 

sering digunakan yaitu kertas silika gel dan fasa gerak yang sering digunakan yaiu 

(Saidi, 2018). 
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2.8. Uji Antioksidan Senyawa Steroid Menggunakan Metode DPPH 

Analisis antioksidan diukur berdasarkan kemampuan menghambat radikal 

bebas. Salah satu metode pengukuran antioksidan dengan metode DPPH. DPPH 

digunakan untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor 

elektron hidrogen. DPPH dapat menggunakan pelarut polar maupun non polar 

(kristanti, 2008). DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang berwarna ungu dan 

stabil dalam larutan yang berari atau metanol. Senyawa yang bersifat pekat terhadap 

cahaya, oksigen dan pH. Pengukuran antioksidan dengan menggunakan metode 

DPPH termasuk sangat akurat karena senyawa DPPH bersifat stabil dalam 

pengukuran. Pengujian DPPH dilakukan dengan cepat, mudah dan sensitif pada 

senyawa tertentu (Abdullah, 2011). Reaksi perubahan dari DPPH radikal bebas 

menjadi senyawa DPPH yang stabil ditandai dengan pudarnya warna ungu dan 

stabil menjadi warna kuning. Evaluasi antioksidan dilakukan dengan mengamati 

perubahan absorbansi DPPH dalam Spektroskopi UV-Vis. 

 

 

Gambar 2.4 a. Struktur kimia radikal bebas DPPH 
 b. Struktur kimia non radikal bebas DPPH (Molyneux, 2004) 

 
Prinsip pengujian dengan metode DPPH berdasarkan pada reaksi 

penangkapan hidrogen oleh DPPH dari senyawa antioksidan sampel. Peran DPPH 

sebagai radikal bebas akan diredam antioksidan dari ekstrak sampel. Kemudian 
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DPPH akan diubah menjadi DPPH-H oleh sampel antioksidan. DPPH merupakan 

senyawa radikal bebas yang stabil dan dapat disimpan lama dalam keadaan kering 

dan kondisi penyimpanan yang baik. DPPH dapat digunakan untuk screening 

sampel dalam penentuan aktivitas antioksidan. Sampel yang digunakan dalam 

pengujian DPPH dapat berupa larutan maupun padatan dan tidak khusus untuk 

komponen antioksidan partikular, tetapi secara keseluruhan sampel uji kapasitas 

antioksidan (Setiawan, dkk. 2018). 

 

Gambar 2.5 Mekanisme Reaksi Aktivitas Antioksidan dengan DPPH 

(Molyneux,2004) 
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Mekanisme reaksi dari metode DPPH dibagi terbagi menjadi 3 tahapan . 

tahap pertama yaitu delokalisasi elektron pada gugus tersubstitusi dari senyawa 

tersebut. Atom hidrogen tersebut menyebabkan DPPH menjadi tereduksi. Tahapan 

kedua yaitu dimerisasi antara dua radikal fenoksil yang mentransfer radikal 

hidrogen yang akan bereaksi dengan DPPH. Tahapan ketiga yaitu pembentukan 

kompleks antara radikal dengan DPPH. Pembentukan DPPH kompleks bergantung 

pada kestabilan dan potensi reaksi dari struktur molekulnya (Molyxneus, 2004). 

Hasil dalam pengukuran metode DPPH dengan menggunakan Spektroskopi 

UV-Vis. Prinsip pengujian ini melalui ekstrak sampel yag diukur dengan serapan 

cahayanya dan dihitung aktivitas antioksidannya dalam presentase inhibisi. 

Presentase inhibisi diperoleh dari banyaknya aktivitas senyawa antioksidan yang 

menangkal radikal bebas DPPH. Parameter yang digunakan untuk mengukur 

aktivitas antioksidan menggunakan IC50 yaitu bilangan yang menunjukkan 

konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat aktivitas dari suatu radikal 

(Setiawan, 2018). 

IC50 ditentukan dari persanaan kurva standar dari presentase inhibisi sebagai 

sumbu y dan konsentrasi fraksi antioksidan sebagai sumbu x. IC50 dihitung dengan 

memasukkan nilai 50% dari persamaan kurva standar dengan y kemudian dihitung 

nilai y sebagai konsentrasi IC50 (Molyneux, 2004). Penggolongan aktivitas 

antioksidan (Tabel 2.1) 

 
Tabel 2.1 Pengolahan tingkat aktivitas antioksidan (Setiawan, 2018) 

Intensitas antioksidan Nilai IC50 
Sangat Kuat 

Kuat 
Sedang 
Lemah 

Sangat Lemah 

<50 
50 sampai <100 
100 sampai <150 
150 sampai <200 

>200 
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Menurut Meita (2019) nilai IC50 menunjukkan nilai 106,021 ppm, ekstrak 

metanol fraksi etanol sedangkan pada penelitian Aminah (2020) menunjukkan nilai 

IC50 6,55ppm. 

 
2.9. Analisa Senyawa Steroid 

2.9.1. Analisa Steroid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis adalah absorbsi sinar UV-Vis oleh molekul/atom 

yang disebabkan promosi elektron dari keadaan elektronik dasar ke keadaan 

tereksitasi. Spektrum yang diabsorpsi oleh suatu senyawa adalah sejumlah sinar 

yang diserap oleh satu senyawa pada panjang gelombang tertentu. Untuk senyawa 

berwarna akan memiliki satu atau lebih penyerapan spektrum yang tertinggi di 

daerah spektrum tampak (400-700 nm). Spektrum yang terserap pada ultra violet 

(200-400 nm) dan daerah nampak terjadi karena adanya perubahan energi elektron 

terluar dari molekul yang disebabkan adanya ikatan atau bukan ikatan. Umumnya 

elektron yang berpindah tempat ini disebabkan adanya ikatan rangkap karbon-

karbon atau pasangan nitrogen dengan oksigen (Sudarmadji, 1996). 

Menurut Haris (2020) melakukan penelitian isolat steroid hasil 

kromatografi kolom fraksi n-heksana Eucheuma Cottonii menunjukkan bahwa 

memberikan serapan pada panjang gelombang maksimum 206,80 nm hasil 

spektrum dapat dilihat pada Gambar 2.6. 
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Gambar 2.6 Spektrum UV-Vis Steroid dari Eucheuma alvarezy dorty (Haris, 

2020) 

 

2.9.2. Analisa Steroid Menggunakan Spektrofotometer FTIR 

Spektroskopi inframerah merupakan metode pengukuran interaksi radiasi 

elektromagnetik (inframerah) dengan materi. Identifikasi menggunakan FT-IR 

dapat memberikan informasi mengenai gugus fungsi dari senyawa. Setiap gugus 

fungsi memiliki jenis ikatan yang berbeda sehingga masing-masing serapan yang 

khas. Hasil identifikasi dinyatakan berhasil jika gugus fungsi yang didapatkan 

sesuai dengan serapan pada daerahnya masing-masing dibandingkan dengan 

senywaa standarnya (Chatwall, 1985).  

Menurut Haris (2020) penelitian isolat steroid hasil kromatografi lapis tipis 

fraksi n-heksana Eucheuma Cottonii memberikan spektrum pada Gambar 2.7. hasil 

spektrum menunjukkan serapan yang khas gugus O-H stretching , Csp3 H 

stretching dan C=O. 
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Gambar 2.7 Spektrum FTIR steroid dari Eucheuma alvarezy doty (Haris, 2020) 

 

2.9.3. Analisa Steroid Menggunakan Spektrofotometer LCMS/MS 

Liquid Chromatography Mass Spectrofotometry (LCMS) merupakan salah 

satu jenis instrumentasi yang digunakan untuk melakukan suatu proses pemisahan. 

LCMS termasuk dalam salah satu jenis kromatografi cair yang digunakan untuk 

mengukur massa suatu senyawa yang dipisahkan. Penggunaan LCMS saat ini 

sangat beragam, mulai digunakan dari analisis sintesis baik dalam bidang farmasi 

untuk obat obatan, analisis dari zat seperti hormon, zat beracun, dan analisis 

lingkungan. Kenggulan LCMS dibandingkan GCMS diantaranya memiliki kutub 

untuk banyak kontaminan, tahap derivatisasi untuk senyawa yang tahan panas, 

peningkatan jumlah bahan yang dianalisis serta waktu analisis total yang tidak lama 

(Andrey, 2003). 
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Gambar 2.8 Kromatogram LC Isolat Steroid (Fauzia, 2018)  
 

 
Gambar 2.9 Spektrogram Massa Isolat pada Waktu Retensi 7.49 Menit (Fauzia, 

2018) 
 

Hasil kromatogram LC pada gambra 2.8 terdapat puncak. Salah satu puncak 

dengan waktu retensi 7,49 menit yang menunjukkan adanya senyawa steroid yang 

akan teridentifikasi struktur dan berat molekulnya dengan melihat spektogram 

massa yang dihasilkan. Spektogram pada waktu retensi 7,49 menit ditunjukkan 

pada Gambar 2.9. Bersadarkan hasil LCMS/MS di tersebut senyawa hasil isolasi 

merupakan senyawa golongan steroid yaitu Brassicasterol (Fauzia, 2018).
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Maret 2020 sampai bulan April 

2020 di laboratorium kimia organik, kimia analitik, bioteknologi jrurusan kimia, 

bioteknologi Program Studi biologi, dan laboratorium instrumentasi, UV-Vis, FTIR 

dan LCMS/MS Program Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas 

Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang 

 

3.2. Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1. Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain ayakan 80-100 

mesh, hot plate, pisau, blender, alumunium foil, desikator, oven, cawan 

penguap, kaca arloji, timbangan analititk, gelas ukur, erlenmeyer, pengaduk 

kaca, penyaring buchner, shaker, rotary evaporator, gelas beker, pipa kapiler, 

bola hisap, pipet tetes, pipet ukur, pipet mikro, labu ukur, plat silika gel GF254, 

lampu, UV 254 nm dan 366 nm, seperangkat alat spektrofotometer UV-Vis 

merk varian cary 50 conc dan spektrofotometer FTIR merk varian tipe FT 1000. 

3.2.2. Bahan 

Bahan digunakan dalam penelitian ini adalah seluruh bagian tanaman 

alga merah jenis Eucheuma Cottonii yang diperoleh dari sekitar perairan laut 

Banyuwangi. 

Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: 

aseton, asam sulfat pekat, HCl 2 N, kloroform p.a, natrium bikarbonat, etil 
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asetat p.a, metanol p.a, aquades, n-butanol, diklorometana, asam asetat 

anhidrat, etanol, plat KLT dan KBr. 

3.3. Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di laboratorium. 

Sampel yang diambil adalah Alga merah jenis Eucheuma Cottonii. Tahap pertama 

dilakukan preparasi sampel dan dilanjutkan dengan penentuan kadar air, kemudian 

serbuk sampel diekstraksi dengan menggunakan pelarut metanol sehingga 

diperoleh ekstrak cair dari tanaman alga merah. Ekstrak yang diperoleh selanjutnya 

diuapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak 

pekat. Ekstrak tersebut dihidrolisis menggunakan HCl 2 N dan dinetralkan 

menggunakan natrium bikarbonat kemudian dipartisi dengan etil asetat. Kemudian 

ekstrak tersebut diidentifikasi dengan uji reagen. Selanjutnya dilakukan pemisahan 

terhadap senyawa Steroid dengan KLTA berdasarkan berbagai campuran eluen. 

Eluen yang memberikan pemisahan paling baik pada KLTA digunakan untuk 

memisahkan senyawa Steroid dengan KLTP. Selanjutnya Isolat Steroid dianalisis 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis, Spektrofotometer FTIR, dan 

Spektroskopi LCMS/MS. 

 

3.4. Tahapan Penelitian 

Adapun tahapan penelititan yang dilakukan antara lain : 

1. Preparasi Sampel 

2. Analisis Kadar Air Secara Termografi, 

3. Ekstraksi Maserasi 

4. Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Eucheuma Cottonii 

6. Uji Fitokimia Fraksi n-Butanol Eucheuma Cottonii 
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7. Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif 

8. Uji Antioksidan Hasil Steroid Menggunakan Metode DPPH. 

9. Analisis Golongan Steroid : 

A. Analisis Dengan Spektrofotometer UV-Vis 

B. Analisis Dengan Spektrofotometer FTIR 

C. Analisis Dengan Spektrofotometer LCMS/MS 

 

3.5. Pelaksanaan Penelititan 

3.5.1. Preparasi Sampel 

Preparasi sampel tanaman alga merah Eucheuma Cottonii yaitu seluruh 

bagian tanaman diambil sebanyak 20 Kg, kemudian dicuci dan dikeringanginkan. 

Selanjutnya dikeringkan dengan oven pada suhu sekitar 38ºC selama 24 jam, 

kemudian dipotong kecil-kecil dan dihaluskan menggunakan mesin penghalus 

sampai terbentuk serbuk, diayak  dengan ukuran 100 mesh. 

 

3.5.2. Analisis Kadar Air Secara Termografi (AOAC, 2016) 

Diambil sampel sebanyak 1 g dan dimasukkan ke dalam cawan yang sudah 

dikeringkan dan sudah diketahui bobotnya. Kemudian sampel dan cawan 

dikeringkan dalam oven suhu 105oC selama 1 jam. Cawan didinginkan dalam 

desikator dan ditimbang, setelah itu cawan dikeringkan kembali sampai diperoleh 

bobot yang konstan 

 

Kadar Air Basah ቀ
g

100g
bahan basahቁ =

W-(W1-W2)

W
x100 ...................... (3.1) 
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3.5.3. Ektraksi Maserasi 

Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau 

perendaman dengan pelarut metanol p.a Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 kali 

pengulangan karena dimungkinkan bahwa kandungan senyawa pada tanaman 

sudah cukup banyak yang terekstrak pada masing-masing tahapnya. Serbuk 

tanaman Eucheuma Cottonii ditimbang sebanyak 10 gram dan diekstraksi secara 

maserasi dengan menambahkan pelarut metanol sebanyak 150 mL di dalam 

erlenmeyer 250 mL (Nurhasanawati, 2017), ditutup dengan alumunium foil dan 

diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 24 jam. Kemudian disaring dan ampas yang diperoleh dimaserasi 

kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama sampai 3 kali pengulangan 

sampai diperoleh filtrat yang cukup bening. Selanjutnya kelima filtrat yang 

diperoleh kemudian digabung menjadi satu. Ekstrak yang diperoleh dipekatkan 

menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50oC dan tekanan -750 Hpa, sampai 

diperoleh ekstrak pekat metanol. Ekstrak pekat yang diapatkan kemudian dihitung 

randemennya dengan menggunakan persamaan 3.2 (Khopkar, 2003). 

 

%𝑅𝑎𝑚𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  ቀ
஻௘௥௔௧ ா௞௦௧௥௔௞

஻௘௥௔௧ ௌ௔௠௣௘௟
ቁ 𝑥100 (3.2) 

 

3.5.4. Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol Eucheuma Cottonii. 

Ekstrak pekat maserasi dihidrolisis sebanyak  10 gram Eucheuma Cottonii 

menggunakan HCl 2N sebanyak 100 mL dan distirer selama 1 jam (Sandi, 2016). 

Kemudian, ekstrak pekat dinetralkan dengan menggunakan natrium bikarbonat. 

Ekstrak dipartisi dengan menggunakan 100 mL n-butanol sebanyak 5 kali. Hasil 
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partisi dipekatkan dengan rotary evaporator dan dialiri gas N2. Dihitung randemen 

dengan menggunakan persamaan 3.2.  

 

3.5.5. Uji Fitokimia 

Uji fitokimia  senyawa steroid dilakukan dengan mengambil ekstrak 

metanol dan fraksi n-butanol alga merah Eucheuma Cottonii dimasukkan dalam 

tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 3 tetes 

asam asetat anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan H2SO4 pekat 

melalui dinding tabung tersebut. Jika memiliki kandungan steroid hasil yang 

diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut. 

 

3.5.6. Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis 

Preparatif 

Ekstrak pekat hasil evaporasi fraksi n-butanol ditotolkan pada plat KLT 

silika berukuran 5 x 20 cm dengan ketebalan 1 mm memakai pipa kapiler, kemudian 

dimasukkan kedalam bejana elusi dengan pelarut terbaik dengan perbandingan 

(85:15) (Ratnasari, 2017). Noda hasil totolan ini kemudian dielusi didalam bejana 

elusi tertutup. Jika proses elusi telah selesai, noda-noda ekstrak hasil elusi diambil 

dan diukur Rf. Noda-noda tersebut dikerok, lalu diekstrak dengan etanol untuk 

mendapatkan kadar isolatnya. 

 

3.5.7. Uji Aktivitas Antioksidan Senyawa Steroid dengan DPPH (Panggua 

dkk, 2015) 

Larutan stok DPPH dibuat dengan melarutkan 0.008 gram padatan DPPH 

pada 67.2 mL metanol pro analisis dengan konsentrasi 0.4 mMa. Pembuatannya 

pada kondisi suhu rendah dan terhindar dari sinar matahari. Larutan stok DPPH 
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5000 ppm yang sudah dibuat dipipet 0.4 mL dan ditambahkan 1.6 mL methanol pro 

analisis sehingga menjadi 1000 ppm. 

Larutan uji 1000 ppm dibuat konsentrasinya menjadi 10, 20, 30, dan 40 

ppm. Vitamin C yang menjadi kontrol positif dibuat dengan konsentrasi 1, 2, 3, 

4 ,dan 5 ppm. Masing masing konsentrasi ditambahkan 1mL 0.4 mM DPPH. 

Kemudian metanol ditambahkan 5 mL. selanjutnyapada referensi persiapan 

direaksikan dengan 4 mL metanol dan 1mL DPPH 0.4 mM DPPH pada tabung uji 

(tabung reaksi). Setiap larutan dihomogenkan dengan vortex dan diinkubasi pada 

suhu 37oC selama 30 menit. Kemudian menentukan Panjang gelombang (λ) 

maksimum absorbansi dari larutan larutan DPPH. Kemudian pengukuran 

absorbansi larutan uji dan referen. Uji antioksidan menyatakn persen inhibition 

yang dituliskan dengan persamaan rumus. 

 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =  
(௕௟௔௡௞௢ି௦௔௠௣௘௟) ௔௕௦௢௥௕௔௡௦௜

௔௕௦௢௥௕௔௡௦௜ ௕௟௔௡௞௢
𝑥100% ........................................... (3.3) 

 

Konsentrasi sampel dan persentase inhibition masing-masing diplot dalam 

sumbu x dan y dan diperoleh regresi presamaan linear. Presamaan tersebut 

menjelaskan nilai IC50. 

 

3.5.8. Analisis Senyawa Steroid 

3.5.8.1. Analisis Senyawa dengan Spektrofotometri UV-Vis 

Identifikasi isolat steroid menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

dilakukan dengan tahap Isolat sampel yang diperolah dari hasil kromatografi lapis 

tipis preparatif fraksi n-butanol ditambahkan dengan 5 mL etanol. Kemudian di 

vortex hingga metanol dapat melarutkan isolat steroid. Selanjutnya dimasukkan 

dalam kuvet dan dianalisis pada panjang gelombang 200-800 nm. Pada blanko, 
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pelarut metanol dimasukkan ke dalam kuvet setengahnya dan dianalisis dengan 

spektrofotometer pada rentang panjang gelombang 200-800 nm, data disimpan. 

Spektra yang terbentuk diamati dan dicatat Panjang gelombang serta absorbansi 

pada puncak yang terbentuk 

 

3.5.8.2. Analisis Senyawa dengan Spektroskopi FTIR 

Isolat sampel hasil kromatografi lapis tipis preparatif yang diduga senyawa 

Steroid dianalisis dengan spektrofotometer FTIR. Isolat  yagn diperoleh digerus 

dengan KBr menggunakan mortar agate kemudian dipress dengan tekanan 80 torr 

selama 10 menit sehingga menjadi pelet. Selanjutnya pelet dimasukkan kedalam 

spektrofotometer FTIR untuk dianalisis gugus fungsinya. 

 

3.5.8.3. Analisis Senyawa dengan Spektroskopi LCMS/MS 

Isolat steroid hasil KLTP yang diduga mengandung senyawa steroid 

dianalisis dengan spektrofotometer LCMS/MS. Spesifikasi LC yang digunakan 

adalah LC sistemya menggunakan Ultra Performance Liquid Chromatography 

(UPLC), kolom yang digunakan C18 (1,8 µm 2,1x100 mm) HSS dan Mass 

Spectrometer berupa Xevo G2-S Qtof dengan sisitem electrospray ionization (ES). 

Isolat yang didapatkan dilarutkan dengan menggunakan pelarut lalu dimasukkan 

kedalam kolom SPE yang telah dikondisikan. Bahan organik yang tertinggal di 

kolom tersebut dielusi dengan 10 mL metanol. Filtrat metanol ditampung lalu 

dilanjutkan dengan dielusi menggunakan 10m diklorometan, fitrat diklorometan 

kemudian ditampung hingga terdapat filtrat metanol dan filtrat diklorometan pada 

wadah terpisah. 
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Metabolit profiling berbagai ekstrak dilakukan dengan menggunakan 

instrumen UPLC-MS. Sampel yang telah dipreparasi kemudian diinjeksikan 

kedalam instrumen UPLC-MS sebanyak 5µL menggunakan micro syringe. Setelah 

itu diperoleh data mentah berupa kromatogram dan spektra tiap sampel yang diolah 

dengan software Masslynx untuk mendapatkan data luas puncak waktu retensi, 

measure mass, calculate mass dan rumus formula dari setiap puncak yang 

terdeteksi. Selanjutnya dilakukan interpretasi data melalui website Chemspider, 

HMDB dan Pubchem. Software Chemdraw digunakan untuk menuliskan struktur 

dan nama senya yang ditemukan. 

 

3.6. Analisa Data 

Data yang diperoleh dianalisis dengan deskriptif dengan memperlihatkan 

pola pemisahan dan penmpakan noda paka kromatografi dari eluen yang digunakan. 

Analisa steroid dilakukan dengan memperhatikan bentuk umum spektrum UV-Vis 

dan didukung dengan interpretasi kromatogram FTIR, dan  kromatogram LC-

MS/MS. Hasil yang didapat merupakan senyawa steroid yang terdapat dalam alga 

merah (Eucheuma Cottonii) perairan wongsorejo banyuwangi. Identifikasi uji 

antioksidan senyawa steroid untuk menghambat senyawa steroid diolah 

menggunakan microsoft excel untuk mengetahui nilai IC50 antara sampel dan 

pembanding. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Preparasi Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan alga merah jenis 

Eucheuma Cottonii yang berasal dari Perairan Wongsorejo Banyuwangi Provinsi 

Jawa Timur. Preparasi sampel dilakukan dengan mencuci semua bagian Eucheuma 

Cottonii dengan air bersih untuk menghilangkan kotoran yang ikut setelah diambil 

dari perairan laut. Kemudian sampel dipotong menjadi ukuran kecil untuk 

mempercepat proses pengeringan. Metode untuk mengeringkan sampel dengan cara 

kering angin, dengan tujuan untuk menghindari kerusakan senyawa metabolit 

sekunder dan menghilangkan kadar air dalam sampel Eucheuma cotonii. Menurut 

Ketaren (1986) menyatakan bahwa kadar air yang rendah dapat memperkecil 

terjadinya proses hidrolisis, sehingga akan mengurangi terbentuknya asam lemak 

bebas dan gliserol yang menyebabkan ketengikan. 

Sampel basah Eucheuma Cottonii yang sudah dikeringkan, kemudian 

dihalusakan dengan alat penggiling dan disaring dengan menggunakan ayakan 

dengan ukuran 100 mesh bertujuan untuk menyeragamkan ukuran serbuk sampel 

dan memeperluas permukaan sampel sehingga memaksimalkan proses ekstraksi 

dan pelarut dapat terserap langsung pada dinding sampel. Menurut Elda (2019) 

ukuran sampel yang semakin kecil dan luas permukaan yang besar akan membuat 

lebih banyak kontak dengan pelarut yang akan mengekstrak, sehingga akan 

mempengaruhi proses ekstraksi menjadi lebih optimal. Sampel basah Eucheuma 

Cottonii sebanyak 20 Kg dan sampel yang didapat setelah melalui proses 

pengeringan sebesar 0,80 Kg 
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4.2 Analisa Kadar Air 

Analisa kadar air Eucheuma Cottonii menggunakan metode 

thermogravimetri. Analisis ini bertujuan untuk mengetahui kadar air dalam sampel 

kering makro alga Eucheuma Cottonii. Kadar air yang tinggi dapat mengakibatkan 

sampel menjadi lembab sehingga akan mudah terdegradasi oleh mikroorganisme 

seperti jamur atau bakteri (Sari dkk, 2019). Analisis kadar air dihentikan ketika 

berat yang diperoleh sudah mencapai konstan. Hasil penentuan kadar air sampel 

dalam penelitian ini sebesar 9,22%. Penelitian Wahyuni (2014) menyatakan bahwa 

batas maksimal kadar air dalam suatu sampel padat berkisar 10%. Nilai kadar air 

yang disyaratkan agar proses ekstraksi berlangsung secara optimum yaitu antara 

10-40%  (Dorta dkk., 2013). Berdasarkan hasil penentuan kadar air tersebut sampel 

makro alga Eucheuma Cottonii tidak melebihi batas maksimum dari kadar air yang 

sudah ditentukan sehingga tidak mempengaruhi proses ekstraksi. 

 

4.3 Ekstraksi Sampel 

4.3.1 Maserasi 

Ekstraksi sampel menggunakan metode maserasi bertujuan untuk 

mengekstrak senyawa aktif yang terdapat pada Eucheuma Cottonii dengan 

menggunakan pelarut organik. Penelitian ini menggunakan pelarut metanol p.a 

yang bersifat polar karena senyawa steroid umumnya pada tanaman memiliki sifat 

polar karena dalam bentuk ikatan glikosida. Metode ini didasarkan pada 

perendaman sampel didalam pelarut metanol yang memiliki konsentrasi tinggi 

masuk, kemudian menarik motebolit sekunder yang ada didalam sel sitoplasma 

yang terikat dalam gugus gula akan keluar. Maserasi menggunakan pelarut metanol 

didasarkan pada prinsip like dissolve like (Kristanti, 2008) sehingga senyawa 
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steroid di dalam sampel Eucheuma Cottonii terekstrak sesuai dengan sifat pelarut 

dari metanol. Pelarut metanol digunakan karena pada umumnya senyawa metabolit 

sekunder di alam berada dalam bentuk glikosida dan mempunyai titik didih yang 

rendah yaitu 74oC dibandingkan dengan etanol dengan titik didih 78oC sehingga 

lebih mudah diuapkan (Hart, 2003). 

Proses ekstraksi maserasi alga merah eucheuma cottonii dilakukan 

sebanyak 3 kali. Pada setiap pengulangan terjadi penurunan warna-warna filtrat 

yang dapat diasumsikan bahwa ekstrak telah maksimum terekstrak dalam pelarut 

metanol. Hasil eksraksi maserasi dari alga merah  ucheuma cottonii menggunakan 

pelarut metanol didapatkan hasil sebesar 14,5615 gram dengan randemen sebesar 

14,56%. Penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Fatimah (2020) dan Madjid dkk 

(2020) mengekstraksi alga merah Eucheuma Cottonii dengan pelarut yang metanol 

secara berturut-turut sebesar 10,62% dan 11,86% .Perbedaan hasil randemen 

tersebut disebabkan karena adanya perbedaan waktu pengambilan, perbedaan kadar 

air, perbedaan waktu atau umur panen, lingkungan, tempat tumbuh, iklim, 

penanganan pra, dan pasca panen dapat mempengaruhi kandungan ekstrak 

Eucheuma Cottonii. 

 

 

4.3.2 Hidrolisis Ekstrak Hasil Maserasi Eucheuma Cottonii  

Ekstrak pekat metanol alga merah Eucheuma Cottonii hasil maserasi 

dihidrolisis dengan menggunakan asam kuat HCl. Tujuan penambahan ini untuk 

memutus ikatan glikosida sehingga diperoleh senyawa metabolit sekunder dalam 

keadaan bebas. Reaksi hidrolisis dapat berlangsung secara reversibel, apabila tidak 

dihentikan maka akan kembali terbentuk ikatan glikosida (Fessenden dan 
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Fessenden, 1986). Reaksi pemutusan ikatan glikosida dari senyawa metabolit 

sekunder ditunjukan pada Gambar 4.1.  

 

 

 

Gambar 4.1 Dugaan Reaksi Hidrolisis pada Ikatan O-Glikosida (Singgih, 2016) 

 

Setelah proses hidrolisis atau pemutusan ikatan glikosida untuk 

menghentikan reaksi tersebut, larutan perlu dinetralkan menggunakan senyawa 

basa natrium bikarbonat sampai pH menjadi netral dan reaksi reversibel berhenti 

dan hasil samping berupa garam dapur yang tidak beracun. Setelah dilakukan 

hidrolisis, selanjutnya dilakukan proses pemisahan steroid dari glikon melalui 

proses partisi (fraksinasi). 

 

4.3.3 Partisi  

Partisi merupakan pemisahan senyawa yang ingin di ambil berdasarkan 

pada terdistribusinya pelarut yang berbeda tingkat kepolarannya. Proses partisi 

menghasilkan dua lapisan antara lain lapisan air dan lapisan organik. Berdasarkan 

penelitian ismi (2020) n-butanol merupakan pelarut yang baik untuk memisahkan 

senyawa steroid pada alga merah Eucheuma Cottonii. Hal ini ditunjukan dari nilai 
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EC50 35,03 dan 38,11 ppm. Pelarut ini digunakan karena senyawa steroid yang 

diisolasi memiliki sifat kepolaran yang mirip. Suatu senyawa yang memiliki 

kepolaran yang sama maka akan saling bercampur atau sering dikenal sebagai like 

dissolve like (Khopkar, 2008). 

Lapisan air berada dibawah  dan lapisan organik berada diatas karena berat 

jenis air lebih besar (1 g/L) daripada berat jenis n-butanol (0,81 g/L). Komponen 

gula (glikon) akan terekstrak dalam pelarut yang bersifat polar (fasa air) sedangkan 

aglikon akan terekstrak pada fasa organik (n-butanol). Fasa organik yang didapat 

berwarna coklat. Proses partisi dilakukan sampai fasa air terlihat bening yang dapat 

diasumsikan telah banyak senyawa yang terdistribusi ke dalam fasa organik. 

Lapisan organik yang mengandung aglikon diuapkan pelarutnya menggunakan 

vacuum rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak pekat. Selain itu, sisa pelarut 

yang ada dihilangkan dengan dialiri gas N2 dan dihitung randemen hasil ekstrak. 

Ekstrak kasar sebanyak 5 gram yang dihidrolisis kemudian dipartisi 

didapatkan fraksi pekat n-butanol 16,59%. Hasil ini lebih besar kurang 

dibandingakan dengan hasil partisi menggunakan pelarut non polar pada n-heksana 

sebesar 11,52% (Pramitania, 2019), petrolium eter sebesar 8,03% (Madjid. dkk., 

2020). Namun hasil randemen Fatimah (2020) yang melakukan partisi pada alga 

merah Eucheuma Cottonii menggunakan pelarut n-butanol sebesar 27,058%. hasil 

ini diduga karena kurang maksimalnya dari pengocokan sehingga kemungkinana 

senyawa metabol sekunder masih belum terekstrak sempurna ke dalam pelarut n-

butanol dan masih tertinggal dalam fasa airnya. 
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4.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid 

Skrining fitokimia merupakan langkah awal untuk mengetahui golongan 

senyawa yang terkandung dalam suatu sampel. Uji fitokimia dalam penelitian ini 

untuk mengetahui kandungan senyawa steroid dalam ekstrak sampel fraksi n-

butanol Eucheuma Cottonii. Perlakuan yang digunakan dengan cara mereaksikan 

ekstrak sampel fraksi n-butanol Eucheuma Cottonii suatu reagen liebermann-

burchard. Reagen liebermann-burchard terdiri dari asam asetat anhidrat, asam 

sulfat pekat dan kloroform. Sampel yang sudah larut dalam. Hasil uji fitokimia dari 

fraksi n-butanol memberikan hasil positif mengandung senyawa steroid ditandai 

dengan terbentuknya warna hijau pada bagian atas tabung reaksi, ditunjukan pada 

Gambar 4.2. Hal ini sesuai dengan pernyataan Harborne (1987) yang menyatakan 

hasil uji positif mengandung steroid apabila pada larutan uji mengalami perubahan 

warna larutan menjadi kebiruan. 

 

 

Gambar 4.2 Hasil Uji Fitokimia Isolat Fraksi n-butanol 

 

4.5 Pemisahan Senyawa Steroid menggunakan Kromatografi Lapis Tipis 

Preparatif 

Fraksi n-butanol alga merah Eucheuma cotonii hasil hidrolisis yang 

mengandung senyawa steroid dipisahkan menggunakan metode kromatografi lapis 
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tipis preparatif.  Penggunaan metode ini dilakukan untuk mendaptkan isolat yang 

akan digunakan dalam identifikasi senyawa steroid selanjutnya. Metode ini 

dilakukan dengan penotolan fraksi n-butanol hasil hidrolisis ekstrak metanol 

Eucheuma Cottonii pada sepanjang garis di salah satu plat. Penelitian Azizah 

(2016) menunjukkan bahwa penggunaan fasa gerak yang efektif untuk pemisahan 

senyawa steroid alga merah Eucheuma Cottonii dengan perbandingan (17:3). 

Sedangkan fasa diam yang digunakan yaitu plat alumunium berlapis silika yang 

dapat berpendar dalam sinar ultraviolet. 

 
Tabel 4.1 Hasil Kromatografi Lapis Tipis Preparatif  

No 
Warna UV 

366nm 
Dugaan Seyawa 

Jarak Senyawa 
(cm) 

Jarak Elusi 
(cm) 

Rf 

1 Merah Triterpenoid 0.9 18 0,05 
2 Merah Triterpenoid 1,4 18 0,0778 
3 Merah  Triterpenoid 2,1 18 0,1167 
4 Merah Triterpenoid 4,2 18 0,2333 
5 Merah Triterpenoid 4,7 18 0,2611 
6 Merah Triterpenoid 6,4 18 0,3556 
7 Merah Triterpenoid 7 18 0,3889 
8 Merah Triterpenoid 7,9 18 0,4389 
9 Biru Steroid 8.9 18 0,4944 
10 Hijau Steroid 10,7 18 0,5944 
11 Merah Triterpenoid 13,5 18 0,75 
12 Merah Triterpenoid 14.4 18 0,8 

 

Hasil noda pemisahan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif 

terdapat 12 spot senyawa yang berbeda. Senyawa yang diduga steroid yang berada 

pada spot yang berwarna hijau dan biru. Hal ini sesuai dengan hasil dari uji 

fitokimia liebermann-burchard. Isolat steroid pada umumnya memiliki nilai Rf 

yang besar, hal ini menunjukkan adanya perbedaan struktur dan distribusi senyawa 

pada fasa diam dan fasa gerak yang digunakan. Hasil isolat yang diduga senyawa 

steroid kemudian diidentifikasi menggunakan Spektofotometer UV-Vis, 

Spektrofotometri FTIR dan Spektroskopi LC-MS/MS. 
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4.6 Uji Aktivitas antioksidan 

4.6.1 Penentuan Panjang Gelombang maksimum DPPH 

Aktivitas antioksidan sampel diukur melalui pengukuran intensitas serapan 

dari setiap sampel setelah ditambahkan DPPH menggunakan spektrofotometer UV-

Vis pada Panjang gelombang tertentu. Berdasarkan hal tersebut, sebelum dilakukan 

pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan terlebih dahulu penentuan panjang 

gelombang maksimal larutan DPPH. Pengukuran ini untuk lebih maksimal 

kepekaan dan meminimalkan kesalahan (Wanahyu dkk, 2019). Menurut Siddiq 

(2016) yang menyatakan bahwa DPPH memiliki absorbansi pada Panjang 

gelombang antara 515-520 nm. Hasil percobaan menunjukkan serapan maksimum 

DPPH terletak pada panjang gelombang 517,0 nm. Hal ini berarti bahwa 

pengukuran serapan atas peredamaan seluruh isolat steroid terhadap radikal bebas 

DPPH dilakukan pada Panjang gelombang 517,0 nm. Hasil spektra UV-Vis dari 

pengukuran yang telah dilakukan dapat dilihat pada Gambar 4.3: 

 

 
Gambar 4.3 Panjang Gelombang Maksimum DPPH 

 

 

4.6.2 Pengukuran Potensi Aktivitas Antioksidan 

Uji aktivitas antioksidan isolat steroid alga merah Eucheuma Cottonii 

dilakukan dengan menggunakan metode DPPH. Pengujian aktivitas antioksidan 
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pada isolat senyawa steroid hasil kromatografi lapis tipis preparatif dilakukan 

dengan vatiasi konsentarsi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm dan diukur serapan pada panjang 

gelombang 517,0 nm. Pengukuran aktivitas antioksidan ini menggunakan kontrol 

larutan DPPH 0.2 nm. Larutan kontrol berfungsi untuk menentukan absorbansi 

radikal DPPH sebelum direduksi oleh sampel. Selisih absorbansi kontrol dengan 

absorbansi sampel yang telah tereduksi DPPH merupakan sisa radikal DPPH yang 

terbaca pada spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi kontrol dan absorbansi isolat 

yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk menentukan persen aktivitas 

antioksidan. Pengujian aktivitas antioksidan diinkubasi pada suhu 37oC karena pada 

suhu ini reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa metabolit sekunder 

berlangsung lebih optimal (Aji, 2014). Berikut ini merupakan hasil dari pengujian 

aktivitas antioksidan. 

 
Tabel 4.2 Nilai persen aktivitas antioksidan sampel dan nilai IC50 masing-masing 

sampel 

Konsentrai (ppm) 
% Aktivitas antioksidan sampel 

Isolat 9 Isolat 10 Vitamin C 

1 1,948424 3,359151 24,1247 

2 3,13276 6,727431 29,16509 

3 7,860846 17,37093 30,05693 

4 15,61284 19,80689 34,85138 

5 18,26464 20,45729 35,5185 

IC50 12,0072 ppm 8,9352 ppm 9,7636 ppm 

 

Berdasarkan Tabel 4.2 diketahui bahwa bertambahnya konsentrasi isolat 

steroid menyebabkan persen aktivitas antioksidan meningkat hal tersebut 

menunjukkan semakin banyak konsentrasi yang digunakan, maka semakin banyak 
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senyawa pada sampel menghambat radikal bebas DPPH (Kholidah, 2020). Data 

yang didapat dari perhitungan persen aktivitas antioksidan digunakan untuk 

menghitung. Berdasarkan Tabel 4.2 menunjukkan bahwa isolat steroid 9 dan 10 

fraksi n-butanol alga merah Eucheuma Cottonii pada kedua isolat memiliki 

kemampuan aktivitas antioksidan untuk menghambat radikal bebas dengan nilai 

IC50 masing-masing yaitu sebesar 12,0072 ppm dan 8,9352 ppm, sehingga kedua 

isolat dikategorikan sebagai antioksidan yang sangant kuat dan bereaksi dengan 

radikal bebas DPPH 

Pengujian aktivitas antioksidan pada sampel dibandingkan dengan aktivitas 

antioksidan Vitamin C dimana masing-masing mewakili antioksidan alami dan 

sintetik. Vitamin C digunakan sebagai pembanding karena berfungsi untuk 

mengetahui seberapa kuat potensi aktivitas antoksidan dalam sampel jika 

dibandingkan dengan antioksidan yang sering dipakai seperti Vitamin C. 

Pembanding Vitamin C memiliki potensi antioksidan yang lebih tinggi 

dibandingkan isolat steroid fraksi n-butanol yaitu dengan nilai IC50 masing-masing 

sebesar 9,3676 ppm. Semakin kecil nilai IC50 maka aktivitas antioksidan yang 

dimiliki oleh suatu bahan semaikn kuat. Berdasrkan hasil isolat 9 memiliki aktivitas 

antioksidan yang lebih baik daripada isolat steroid kedua yang ditunjukan dengan 

nilai IC50 yang lebih kecil yaitu 8,9352 ppm. 

 

4.7 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

 Isolat hasil kromatografi lapis tipis preparatif dapat dilakukan identifikasi 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil Pengukuran pada isolat hijau dan 

biru menghasilkan serapan pada Panjang gelombang yang ditampilakan pada 

Gambar 4.4 : 
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Gambar 4.4 Hasil Pengukuran Serapan Maksimum (a) Isolat 9 dan (b) Isolat 10 

  

Hasil identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis pada Gambar 4.4 

menujukan serapan panjang gelombang maksimum 203,8 pada isolat 9 yang 

memberikan dugaan senyawa memiliki transisi π-π*. Menurut suharman (1995) 

puncak serapan pada daerah 190-210 nm serapan ini terjadi karena akibat transisi 

elektronik dari kromofor yang mengandung ikatan π yaitu gugus C=C tak 

terkonjugasi dan memberikan transisi elektronik dari π-π*. Selain itu, terdapat juga 

serapan yang terdeteksi pada isolat biru pada panjang gelombang 204 nm 

menunjukkan terjadinya transisi π-π* disebabkan oleh adanya ikatan C=C 

terkonjugasi. Menurut Suryelita (2017) menjelaskan bahwa senyawa steroid pada 

analisa UV-Vis terdapat serapan diena terkonjugasi pada transisi π-π* pada daerah 

≥270 nm. Isolat pada Gambar 4.4 memiliki transisi elektronik π-π* yang 

mengindikasi ikatan C=C terkonjugasi karena muncul serapan pada panjang 

gelombang maksimum 190 dan 230 nm. Suryelita (2017) melakukan isolasi 

200 300
Panjang Gelombang (nm)

(b)

(a)
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senyawa steroid dari ekstrak daun tumbuhan cemara natal memiliki satu pita 

serapan UV-Vis pada panjang gelombang 203 nm. Isolat tersebut dikonfirmasi 

dengan instrumen FTIR dihasilkan senyawa merupakan senyawa steroid. 

 
4.8 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektroskopi FTIR 

Isolat hasil KLTP alga merah Eucheuma Cottonii selanjutnya dilakukan 

identifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR untuk mengetahui interaksi 

antara radiasi elektromagnetik dengan sampel yang melibatkan vibrasi molekul. 

Senyawa yang akan diidentifikasi dihaluskan dengan mortar agate dengan bantuan 

garam KBr sebagai background dan dilakukan pengepresan pada tekanan 80 tor 

selama 10 menit hingga didapat pellet tipis. Hasil spektra yang didapat ditampilkan 

pada Gambar 4.5 serta interpretasi spektra FTIR ditampilkan pada Tabel 4.3. 

Gambar 4.5 Serapan Hasil Identifikasi FTIR (a) Isolat 9 (b) Isolat 10 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Bilangan Gelombang (cm-1)

(b)
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Tabel 4.3 Interpretasi Spektra FTIR Isolat 9 dan 10 

Gusus Fungsi 
Bilangan Gelombang (cm-1) 

Intensitas 
Isolat 9 Isolat 10 

-OH, sterching 

(alkohol) 
3449,605 3440,104 

m-s 

-Csp3-H, streching, 

(alkena) 
2918,279 2914,672 

M 

C=C, streching, 1649,651 1649,159 m-s 

-CH pada CH2 

Bending scissoring 
1459,007 1455,747 

M 

CH3 pada CH2 

Bending wagging 
1354,901 1355,539 

Vs 

C-O (ester) - 1300,817 w-s 

C-O (alkohol) sekunder 1103,738 1101,405 m-s 

=C-H siklik (broad) 950,724 950,715 m-s 

C=CH (bend) 667,955 668,207 m-s 

 

Pada spektra tersebut terdapat puncak pada bilangan gelombang 3449,605 

cm-1 dan 3440,104 cm-1 meunjukkan adanya gugus OH yang diduga merupakan 

gugus yang terikat pada strukur dasar steroid. Pada bilangan gelombang 2918,279 

cm-1 (isolat 9) dan 2914,672 cm-1 (isolat 10) menunjuukan adanya ikatan Csp3-H 

meunjukkan ikatan alifatis yang diperkuat oleh puncak pada bilangan gelombang 

1459,007 cm-1 (isolat 9) dan 1455,747 cm-1 (isolat 10) yang meunjuukan gugus -

CH2 dan dan puncak pada bilangan gelombang 1354,901 cm-1 (isolat 9) dan 

1355,539 cm-1 (isolat 10) menunjukkan gugus CH3. Puncak pa bilangan gelombang 

11603 cm-1 menunjuukan adanya ikatan C-O dan pada bilangan gelombag 667,955 

cm-1 (isolat 9) dan 668,207 cm-1 menunjukkan ikatan C=CH. 



45 

 

Pemanfaatan Alga Merah Eucheuma Cottonii dalam IslamBerdasarkan 

hasil isolasi yang dilakukan, plat KLT yang digunakan menghasilkan pemisahan 

warna yang dapat dilihat menggunakan sinar UV. Hasil tersebut di semprot 

menggunakan larutan liebermann-burchard menimbulkan hasil berupa warna yang 

berubah pada spot 9 dan 10. Hal ini menunjjukan bahwa senywa yang diisolasi 

merupakan senyawa stroid. Selanjutnya untuk memastikan struktur kandungan  

senyawa steroid yang dikandung dalam isolat, dilakukan analisis lanjut dengan 

spektroskopi LC-MS/MS. 

 

4.9 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektroskopi LC-MS/MS 

Identifikasi menggunakan instrumentasi LC-MS/MS dilakukan pada isolat 

steroid fraksi n-butanol Eucheuma Cottonii yang tergambar pada Gambar 4.6. LC-

MS/MS merupakan instrumen yang berfungsi untuk memisahkan senyawa 

berdasarkan pada berat dan struktur molekul, juga distribusi kepolarannya terhadap 

fasa diam dan fasa yang sedang digunakan. Masing-masing ekstrak yang telah 

dipreparasi diinjeksikan ke dalam instrumen LCMS/MS sebanyak 5µl 

menggunakan micro syringe. Hasil pertama diperoleh yaitu berupa kromatogram. 

Kromatogram diperoleh setelah sampel memasuki kolom dan terjadi proses 

pemisahan senyawa kimia yang terdapat dalam isolat sehingga senyawa tersebut 

melalui detektor.  

 

 

Gambar 4.6 Hasil Kromatogram Isolat 10 n-butanol Eucheuma Cottonii 

 

Mhs S1 UIN Malang

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x 1: TOF MS ES+ 
BPI

2.42e6
18.53

15.0713.51
13.109.67

5.58
4.45 9.43

10.90

15.60

16.24 20.77
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Sofware Masslynx versi 4.1 dapat digunakan untuk mengolah dan 

menginterpretasikan kromatogram dan spektra untuk mengetahui massa dan 

memprediksikan rumus molekul dari senyawa yang telah ditentukan. Measured 

mass merupakan massa yang ditentukan dari senyawa yang diidentifikasi, 

sendangkan calculate mass merupakan massa tepat dari suatu rumus formula. 

Measured mass dan calculated mass tidak harus sama persis, akan tetapi ada batas 

yang ditolerir untuk rumus molekul tersebut dapat dikatakan sebagai rumus 

molekul dari peak tersebut, yaitu apabila selisish  antara keduanya sebesar ≤0,00055 

Da. 

Pencarian nama senyawa berdasarkan rumus molekul yang telah diketahui 

tersebut dapat diakses melalui website chemspider dengan mengurangi atom H 

pada rumus molekul terlebih dahulu. Hal tersebut karena molekul akan 

terprotonisasi dengan 1 atom H dalam proses ionisasi ESI positif., sehingga jumlah 

massa yang diketahui juga dikurangi sebesar 1,00782 Da. Setelah diketahui nama 

senyawa dari rumus molekul yang ditentukan, maka dilakukan penggambaran 

struktur senyawa menggunakan software Chemdraw Ultra versi 15. Penentuan 

presentase area juga dilakukan dengan cara membagi luas area peak tersebut dengan 

luas area dari keseluruhan peak lalu dikali dengan 100%. Hasil dari interpretasi data 

masing-masing ekstrak disediakan dalam Tabel 4.4. 
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Tabel 4.4 Hasil Deteksi Ion Steroid LC-MS/MS Isolat 10 

RT 
% 

Area 
Steroid 

Rumus 

Molekul 

Massa (m/z) 

Measurred 

Mass 

Calculated 

Mass 

4,445 0,12 “12-Dehydrodeoxycholic acid” 

3-Hydroxy-12-oxocholan-24-oic acid 

C24H38O4 391,2835 391,2848 

6,463 0,16 “QUINGESTANOL” 
Norethisterone 3-cyclopentyl enol ether 

C25H34O2 367,2678 367,2637 

10,898 1,78 

“Eplerenon” 

9,11-Epoxy-7-(methoxycarbonyl)-3-

oxo-17-pregn-4-ene-21,17-carbolactone 

C24H30O6 415,2113 415,2121 

15,342 10,02 
“Nandrolone benzoat” 

17beta-Hydroxyestr-4-en-3-one 
C25H31O3 389,2248 389,2273 

 

 

Gambar 4.7 Spektrum dari 12-Dehydrodeoxycholic acid 

 

Gambar 4.8 Spektrum dari Quingstanol 
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Gambar 4.9 Spektrum dari Eplerenon 

 

 

Gambar 4.10 Spektrum dari Nandlore Benzoat 

 

Berdasarkan profil isolat pada Tabel 4.4, diketahui bahwa pada isolat n-

butanol eucheuma cottonii senyawa yang terdeteksi Eplerenone dan Nandrolone 

benzoat. Senyawa Eplerenone diketahui memiliki fungsi sebagai penghambat 

aldosteron (zat menaikkan tekanan darah) yang bergerak secara spesifik dan 

selektif, sehingga dapat digunakan  sebagai obat hipertensi (Delyani, 2001). 

Nandrolone benzoat yang ditemukan merupakan dari isolat termasuk golongan 

steroid ester digunakan dalam pengobatan anemia, cachexia (sindrom wasting), 

osteoporosis, kanker payudara, dan untuk indikasi lainnya (Sneader, 2005). 

 

 
 

(a) (b) 
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(c) (d) 
Gambar 4.11 Struktur Steroid (a) Eplerenone, (b) Nandrolone benzoat,  

(c) 12-Dehydrodeoxycholic acid dan (d) Quingstanol 

 

4.10 Pemanfaatan Alga Merah Eucheuma Cottonii dalam Perspektif Islam 

Berdasarkan hasil penelitian pada kandungan senyawa steroid dari alga 

merah Eucheuma Cottonii digunakan untuk senyawa antioksidan memiliki hasil 

IC50 sebesar 12,0072 ppm pada isolat 9 dan 8,9352 ppm pada isolat 10. Hal ini 

menunjukkan senyawa steroid yang terkandung dalam alga merah Eucheuma 

Cottonii lebih kuat digunakan sebagai senyawa antioksidan dibandingkan vitamin 

C sebesar 9,76 ppm. Selain diaplikasikan sebagai antioksidan alga merah eucheuma 

Cottonii dapat dimanfaatkan sebagai pembuatan krim tabir surya dan bahan baku 

etanol. Allah SWT berfirman dalam Al Quran surat as-Sad ayat 27: 

 

نـَهُمَا ʪَطِلاً ۗذٰلِكَ ظَنُّ الَّذِيْنَ كَفَرُوْا فَـوَيْلٌ للَِّّذِيْ        ٢٧نَ كَفَرُوْا مِنَ النَّارِۗ وَمَا خَلَقْنَا السَّمَاۤءَ وَالاَْرْضَ وَمَا بَـيـْ

Artinya : 
“Kami tidak menciptakan langit dan bumi serta apa yang ada di antara keduanya 
secara sia-sia. Itulah anggapan orang-orang yang kufur. Maka, celakalah orang-
orang yang kufur karena (mereka akan masuk) neraka.” 

 

Ayat ini memberikan kabar kepada umat manusia bahwa segala sesuatu 

yang diciptakan oleh Allah SWT mempunyai manfaat atau hikmah yang 
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terkandung di dalamnya. Manfaat tersebut juga terdapat pada penciptaan tumbuhan 

Eucheuma Cottonii. Eucheuma Cottonii berpeluang untuk dijadikan sebagai 

tanaman obat maupun non obat. Akan tetapi, perlu adanya penelitian lebih lanjut 

untuk mengetahui kandungan senyawa lain didalam Euchuema Cottonii. 

Pendekatan ilmiah dan teknologi menghasilkan adanya beberapa penelitian yang 

banyak dilakukan terhadap Eucheuma Cottonii. Eucheuma Cottonii berpotensi 

digunakan untuk krim tabir surya (Maharany, 2017) dan bahan baku pembuatan 

etanol (Wiratmaja, 2011). Hal ini yang membuat manusia akan senantiasa 

menyadari dan berfikir sesungguhnya pada penciptaan langit dan bumi terdapat 

kekuasaan Allah SWT. Adanya tanda-tanda kekuasaan Allah SWT, sepatutnya kita 

sebagai manusia selalu berfikir dan berdzikir kepada Allah dalam keadaan apapun. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang dapat diambil dari hasil penelitian ini yaitu  

1. Hasil pemisahan senyawa steroid fraksi n-butanol menggunakan 

kromatografi lapis tipis preparatif menghasilkan dua noda tunggal yang 

berwarna hijau dan biru pada UV 366 nm dengan nilai Rf 0,478 dan 0,639 

yang diduga mengandung senyawa steroid. 

2. Isolat senyawa steroid Eucheuma cottonii dari kromatografi lapis tipis 

preparatif fraksi n-butanol memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 

untuk isolat 9, 10 dan Vitamin C berturut turut sebesar 12,0072 ppm, 8,9352 

ppm, dan 9,7636 ppm.  

3. Hasil identifikasi isolat senyawa steroid dari Eucheuma Cottonii dengan 

UV-Vis menunjukkan adanya serapan pada panjang gelombang 190-210 

nm yang mengidikasikan adanya transisi π-π* menyebabkan adanya serapan  

C=C dan ikatan diena terkonjugasi. Hasil identifikasi dengan FTIR 

menunjukkan bahwa adanya ikatan dari senyawa steroid dilihat gugus 

fungsi Csp3
 streching, bending, dan wagging. Hasil Identifikasi dari LC-

MS/MS menunjukkan bahwa senyawa steroid yang terkandung yaitu 12-

Dehydrodeoxycholic acid, Quingstanol, Eplerenon dan Nanrolene benzoat 

(steroid ester). 
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5.2 Saran 

Saran dari penelitan ini adalah agar dilakukan uji aktivitas lain seperti 

antitumor dan antiinflamasi terhadap isolat steroid alga merah Eucheuma cottonii, 

kemudian dapat dilakukan metode pemisahan senyawa steroid lain seperti 

kromatografi cair vakum dan dilanjutkan pemurnian dengan metode rekristalisasi 

untuk mendapat hasil yang lebih murni.
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LAMPIRAN 

 
Lampiran 1. Rancangan Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

Preparasi Sampel Penentuan kadar 
air 

Ekstraksi Maserasi 

Dipekatakan dengan 
Rotary evaporator 

Hidrolisis dengan HCl 2N 

Partisi menggunakan pelarut n-butanol 
dan dipekatkan dengan Rotary 

evaporator 

Isolasi menggunakan metode 
Kromatografi Lapis Tipis 

Uji antioksidan menggunakan 
metode DPPH 

Identifikasi 
dengan LC-MS 

Uji fitokimia menggunakan kloroform, asam 
asetat, asam sulfat 
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Lampiran 2. Diagram Alir 

 

1. Preparasi Sampel 

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. Analisis Kadar Air  

Serbuk Eucheuma 

cottonii 

 

- ditimbang sebanyak 1 gram  

- dimasukkan kedalam cawan porselen yang sudah dioven  

- dioven dan dikeringkan pada suhu 100-105 °C selama ± 30 menit 

- didinginkan dalam desikator selama 15 menit 

- ditimbang kembali 

- diulangi sampai diperoleh berat yang konstan 

- dihitung dengan persamaan: Kadar air =
௕ି௖

ୠିୟ
𝑥 100% 

Hasil 
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3. Ekstraksi Eucheuma Cottonii 

3.1 Ekstraksi Maserasi 

Serbuk Eucheuma Cottonii 

 

- ditimbang sebanyak 100 gram 

- dimasukkan kedalam erlenmeyer 

- direndam dalam 500 mL pelarut metanol p.a selama 24 jam 

- dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm 

- disaring menggunakan corong buchner 

- diambil filtratnya 

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

- diulangi sebanyak 3 kali 

- digabung ketiga filtrat 

   

Filtrat   Residu 

 - dipekatkan menggunakan rotary evaporator vaccum pada suhu 40oC 

Ekstrak Metanol 

 
- ditimbang ekstrak pekat 

- dihitung randemen ekstrak 

Hasil 
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3.2 Hidrolisis dan Partisi 

Ekstrak 

Metanol 

 - ditimbang sebanyak 5 gram dan dimasukkan ke beaker glass 

- ditambahkan 10 mL asam klorida (HCl) 2 N  

- dihidrolisis selama 1 jam menggunakan magnetic stirer hot plate pada 

suhu ruang  

Hidrolisat 

 - ditambahkan natrium bikarbonat sampai pH-nya netral  

- dipartisi menggunakan 25 mL n-butanol dengan tiga kali pengulangan 

Esktrak 

 - dipekatkan menggunakan rotary evaporator vaccum 

- dialiri gas N2 

Ekstrak 

pekat 

 - ditimbang 

- dihitung randemennya 

Hasil 
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3.3 Pemisahan dengan metode kromatografi lapis tipis preparatif 

Ekstrak pekat fraksi n-butanol 

 

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

bejana pengembang  

- dijenuhkan selama ±1 jam  

- diberi garis batas 1cm pada masing-masing sisi plat KLT 

- dioven plat KLT pada suhu 100-105⁰C selama 30 menit  

- ditotolkan fraksi n-butanol sepanjang bagsi batas bawah plat sampai habis 

- dimasukkan dalam bejana pengembang berisi eluen yang telah dijenuhkan  

- diamati spot noda yang terbentuk dan dikerok  

Silika spot 

 

- ditambahkan eluen n-heksana pada silika hasil KLT 

- divortex dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit 

- dipisahkan eluen n-heksana dan endapan silika 

- dimasukkan eluen n-heksana pada botol vial dan diuapkan  

Hasil 

 

4. Uji Fitokimia Senyawa Steroid 

Ekstrak sampel 

 

- 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 
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5. Uji Aktivitas Antioksidan Makroalga Eucheumma Cottonii dengan 

DPPH 

5.1 Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH 

Larutan DPPH 0,2 

mM 

 - dipipet sebnyak 1mL 

- ditambahkan etanol p.a sebanyak 3 mL 

- didiamkan selama ±10 menit 

- dimasukkan dalam kuvet 

- dicari panjang gelombang maksimum (λmax) 

- dicatat untuk digunakan pada tahap selanjutnya 

Hasil 

 

5.2 Pengukuran Potensi Antioksidan Sampel 

Larutan stock sampel 

 

- dilarutkan kedalam etanol p.a dengan konsentrasi berturut-turut 1, 2, 3, 

4, dan 5 ppm 

- dipipet masing-masing sebanyak 3 mL 

- ditambahkan larutan DPPH 0.2 mM sebanyak 1ml 

- diinkubasi pada suhu 37oC selama 30 menit 

- diukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang (λmax) 

- dihitung data absorbansi yang didapat tiap konsentrasi ekstrak nilai (%) 

aktivitas antioksidan : 

Aktivitas antioksidan =  
A. Kontrol − A. sampel

A. Kontrol
x100% 

- Dihitung nilai IC50 menggunakan program “Microsoft Exel” 

Hasil 
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6. Identifikasi Steroid 

6.1 Identifikasi dengan UV-Vis 

Isoat 

steroid 

 

- dilarutkan dengan pelarut etanol sebanyak 2mL 

- dimasukkan dalam kuvet hingga sepertiganya 

- dianalisis pada panjang gelombang 200-800 nm 

Hasil 

 

6.2 Identifikasi dengan FTIR 

Isolat steroid 

 

- dimasukkan 0,2 gram pellet KBr kedalam vial yang berisi isolat 

- dibuat pelet 

- diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR 

Hasil 

 

6.3 Identifikasi dengan LC-MS/MS 

Isoat 

steroid 

 

- dilarutkan dengan eluen 0,1% asam format dalam metanol (fasa A) dan 

0,1% asam format dalam isopropanol (fasa B) (perbandingan 70% A: 

30% B) 

- diinjekan ke dalam tempat sampel dan dijalankan 

- diamati cromatogram yang terbentuk 

Hasil 
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Lampiran 3. Pembuatan Reagen dan Larutan 
 
1. Pembuatan Larutan HCl 2 N 

BJ HCl pekat = 1,267 g/mL   

Konsentrasi  = 37 %  =  
ଷ଻ ௚ ு஼௟ 

ଵ଴଴ ௚ ௟௔௥௨௧௔௡
 

BM HCl  = 36,5 g/mol  

n  = 1 (jumlah mol ion H+) 

mol = 
௚ ு஼௟

ெ௥ ு஼௟
 = 

ଷ଻ ௚

ଷ଺,ହ ௚/௠௢௟
 = 1,014 mol 

100 gram larutan =  
ଵ଴଴ ௚

ଵ,ଶ଺଻ ௚/௠௅
 = 78,9 mL 

Molaritas = 
௠௢௟

௅
 = 

ଵ,଴ଵସ ௠௢௟

଴,଴଻଼ଽ ௅
 = 12,85 M 

Normalitas = n x Molaritas 

= 1 x 12,85 M = 12,85 N 

 N1 . V1 = N2 . V2 

12,85 N . V1 = 2N . 100 mL 

    V1 = 15,6 mL 

Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCl pekat 37% 

sebanyak 16,5 mL, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL yang berisi 

15 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades hingga tanda batas dan dikocok 

hingga homogen. 

 

2. Pembuatan Larutan NaHCO3  

Kelarutan NaHCO3 sebesar 9,99 gr dalam 100 mL aquades. Sehingga untuk 

membuat larutan NaHCO3 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 NaHCO3 jenuh. 

 

3. Pembuatan Reagen Liberman-Burchard 

 Kloroform p.a 0,5 mL 

 Anhidrida asetat 0,5 mL 

 Asam Sulfat pekat p.a 1,2 mL 
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Dimasukkan ekstrak sampel ke dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL 

kloroform lalu ditambahkan dengan 0,5 mL anhidrida asetat. Campuran ini 

selajutnya ditambah dengan 1-2 mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung 

reaksi. Cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan 

keberhasilan terbentuknya reagen Liberman-Burchard. 

 

4. Pembuatan Eluen n-heksana : etil asetat  

Dibuat eluen untuk elusi pada pemisahan dengan kromatografi kertas lapis 

tipis  dan untuk pemisahan senyawa steroid Kromatografi Lapis Tipis Preparatif 

dengan perbandingan n-butanol : etil asetat dengan volume total 100 mL. 

4.1 Eluen Kromatografi kertas lapis tipis 

 85:15 

n hekasan = 85

100
x100 

= 85 mL 

etil asetat = 15

100
x100 

= 15 mL 

 

5. Pembuatan Larutan DPPH 0.2 mM 20 mL 

 DPPH 0.2 mM dalam 20mL etanol 

 Mr DPPH = 394,33 g/mol 

 mmol DPPH = Volume DPPH x Mol DPPH 

 = 20 mL x 
଴,ଶெ

ଵ଴଴଴
 mol/L 

 = 0.004 mmol 

 Berat DPPH = mmol x MrDPPH 

 = 0.004 mmol x 394,33 g/mol 

 = 1,39732 mg 

 = 0.00139732 g 

Cara pembuatannya adalah dengan ditimbang serbuk DPPH x mg, kemudian 

dilarutkan dengan etanol 20 mL dan dimasukkan kedalam labu takar 20 mL. 

Selanjutnya ditambahkan etanol sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen. 

 

6. Pembuatan larutan stok 50 ppm dalam 20 mL pelarut 

Ppm = = 
௠௚

௅
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50 ppm = 𝑚𝑔

0,02 𝐿
 

mg = 1 

 

Jadi untuk membuat larutan stok 50 ppm yaitu diperlukan 1 mg isolat dilarutkan 

dalam 20 mL etanol. Kemudian di vortex sampai homogen. 

 

7. Pembuatan Larutan Sampel Uji Antioksidan 1,2,3,4, dan 5 ppm 

 1 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

50 ppm x V1 = 1 ppm x 5 mL 

V1 = 0,1 mL 

V1 = 100 µL 

Maka cara pembuatan larutan sampel Isolat 1 ppm yaitu diambil 100 µL dari larutan 

stock 50 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan ditandabataskan 

dengan etanol. 

 

 2 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

50 ppm x V1 = 2 ppm x 5 mL 

V1 = 0,2 mL 

V1 = 200 µL 

Maka cara pembuatan larutan sampel Isolat 2 ppm yaitu diambil 200 µL dari larutan 

stock 50 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan ditandabataskan 

dengan etanol. 

 

 3 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

50 ppm x V1 = 3 ppm x 5 mL 

V1 = 0,3 mL 

V1 = 300 µL 
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Maka cara pembuatan larutan sampel Isolat 3 ppm yaitu diambil 300 µL dari 

larutan stock 50 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

 4 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

50 ppm x V1 = 4 ppm x 5 mL 

V1 = 0,4 mL 

V1 = 400 µL 

Maka cara pembuatan larutan sampel Isolat 4 ppm yaitu diambil 400 µL dari larutan 

stock 50 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan ditandabataskan 

dengan etanol. 

 

 5 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

50 ppm x V1 = 5 ppm x 5 mL 

V1 = 0,5 mL 

V1 = 500 µL 

Maka cara pembuatan larutan sampel Isolat 5 ppm yaitu diambil 500 µL dari 

larutan stock 50 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

8. Pembuatan Larutan Stock untuk Vitamin C 

Pembuatan larutan stock 100 ppm untuk vitamin C 

ppm = mg/L 

mg = ppm x L 

 = 100 ppm x 0,01 L 

 = 1 mg 

Jadi cara pembuatannya ditimbang serbuk vitamin C 1 mg kemudian dilarutkan 

dengan etanol dan dimasukkan kedalam labu takar 10 mL. kemudian 

ditandabataskan dan divortex 
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Pembuatan larutan Vitamin C aktivitas antioksidan 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm 

 1 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

100 ppm x V1 = 1 ppm x 5 mL 

V1 = 0,05 mL 

V1 = 50 µL 

Maka cara pembuatan larutan vitamin C 1 ppm yaitu diambil 50 µL dari larutan 

stock 100 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

 2 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

100 ppm x V1 = 2 ppm x 5 mL 

V1 = 0,1 mL 

V1 = 100 µL 

Maka cara pembuatan larutan vitamin C 2 ppm yaitu diambil 100 µL dari 

larutan stock 100 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

 3 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

100 ppm x V1 = 3 ppm x 5 mL 

V1 = 0,15 mL 

V1 = 150 µL 

Maka cara pembuatan larutan vitamin C 3 ppm yaitu diambil 150 µL dari 

larutan stock 100 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

 4 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

100 ppm x V1 = 4 ppm x 5 mL 

V1 = 0,2 mL 
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V1 = 200 µL 

Maka cara pembuatan larutan vitamin C 4 ppm yaitu diambil 300 µL dari 

larutan stock 100 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 

 

 5 ppm 

ppm1 x V1 = ppm2 x V2 

100 ppm x V1 = 5 ppm x 5 mL 

V1 = 0,25 mL 

V1 = 250 µL 

Maka cara pembuatan larutan vitamin C 5 ppm yaitu diambil 250 µL dari 

larutan stock 100 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu takar 5 mLdan 

ditandabataskan dengan etanol. 
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Lampiran 4. Data Pengamatan dan Perhitungan 

L.4.1 Data pengukuran Kadar Air 

Berat cawan kosong sebelum ditambahkan serbuk Eucheuma Cottonii. 

Ulangan 
Cawan 

Ulangan Cawan Berat 
Konstan 

(g) 
Sebelum 
Dioven 

U1 U2 U3 

C1 71.9238 71.9315 71.9310 71.9250 71.9295 
C2 71.0774 71.0752 71.0700 71.0752 71.0741 
C3 72.2856 72.2847 72.2862 72.2846 72.2843 

Keterangan: C=Cawan, U=Ulangan 

Berat cawan kosong yang telah konstan kemudian ditambah 1 gram serbuk 
Eucheuma Cottonii dan ditimbang kembali sampai berat konstan pada data cawan 
+ sampel. 

Ulangan 
Cawan 

Ulangan Cawan Berat 
Konstan 

(g) 
Sebelum 
Dioven 

U1 U2 U3 

C1 72.9295 72.8298 72.8315 72.8390 72.8388 
C2 72.0731 71.9937 71.9172 71.8116 71.9806 
C3 73.2843 73.1953 73.2017 73.1992 73.1941 

Keterangan: C=Cawan, U=Ulangan 

Data berat konstan yang didapatkan adalah data berat cawan + sampel konstan 
yang akan dihitung nilai kadar airnya. 

1 Kadar air cawan ke-1 
Kadar 
Air 

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

(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan kosong)
𝑥100% 

 
 = 72,9295-72,8388

72,9295-71,9295
x100% 

 = 9,07% 

 

2 Kadar air cawan ke-2 
Kadar 
Air 

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

(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan kosong)
𝑥100% 

 
 = 72,0471-71,9806

72,0741 -71,0741
x100% 

 = 9,35% 

 

3 Kadar air cawan ke-3 
Kadar 
Air 

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

(berat cawan+sampel sebelum dioven)-(berat cawan kosong)
𝑥100% 
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 = 73,2843-73,1941

73,2843 -72,2843
x100% 

 = 9,02% 

Kadar air kering rata-rata pada sampel Euceuma Cottonii adalah 9,14% 

 

L.4.2 Perhitungan Randemen dan Data 
L.4.2.1 Ekstrak Metanol 

Berat 
Sampel (g) 

Berat 
Wadah (g) 

Berat 
Wadah + 
ekstrak 
pekat (g) 

Berat 
Ekstak 
Pekat (g) 

Randemen 
(%) 

100 141,8273 127,2658 14,5615 14,5615 
 

Randemen = 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
𝑥100& 

 = 100

14,5615
𝑥100% 

 = 14,5615 % 
 

L.4.2.2 Hasil Partisi 

Berat 
Sampel (g) 

Berat 
Wadah (g) 

Berat 
Wadah + 
ekstrak 
pekat (g) 

Berat 
Ekstak 
Pekat (g) 

Randemen 
(%) 

5 62,7998 64,1980 0,8297 16,5940 
 

Randemen = 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
𝑥100& 

 = 5

0,8297
𝑥100% 

 = 16,5940 % 
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Lampiran 5. Hasil KLTP 

No 
Warna 

UV366nm 
Dugaan 
Seyawa 

Jarak 
Senyawa 

(cm) 

Jarak Elusi 
(cm) 

Rf 

1 Merah Triterpenoid 0.9 18 0,05 
2 Merah Triterpenoid 1,4 18 0,0778 
3 Merah  Triterpenoid 2,1 18 0,1167 
4 Merah Triterpenoid 4,2 18 0,2333 
5 Merah Triterpenoid 4,7 18 0,2611 
6 Merah Triterpenoid 6,4 18 0,3556 
7 Merah Triterpenoid 7 18 0,3889 
8 Merah Triterpenoid 7,9 18 0,4389 
9 Biru Steroid 8.9 18 0,4944 
10 Hijau Steroid 10,7 18 0,5944 
11 Merah Triterpenoid 13,5 18 0,75 
12 Merah Triterpenoid 14.4 18 0,8 

 

 

1.1 Perhitungan Nilai Rf Hasil KLTP dan randemen tunggal dan campuran 
1.1.1 Perhitungan Nilai Rf 

Nilai Rf isolat steroid dapat dihitung menggunakan rumus dibawah ini: 

Rf=
Jarak senyawa yang terelusi

jarak pelarut yangmengelusi
 

Rf = 0,9

18
 

 = 0,05 
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Rf = 1,4

18
 

 = 0,0778 
 
Rf = 2,1

18
 

 = 0,1167 
 
Rf = 4,2

18
 

 = 0,2333 
 
Rf = 4,7

18
 

 = 0,2611 
 
Rf = 6,4

18
 

 = 0,3556 
 
Rf = 7

18
 

 = 0,3889 
 
Rf = 7,9

18
 

 = 0,4389 
 
Rf = 8,9

18
 

 = 0,4944 
 
Rf = 10,7

18
 

 = 0,5944 
 
Rf = 13,5

18
 

 = 0,75 
 
Rf = 14,4

18
 

 = 0,8 
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Lampiran 6. Pengujian Aktivitas Antioksidan  

L.6.1 Pengujian antioksidan Isolat steroid 9 

Konsentrasi Isolat 
(ppm) 

Absorbansi 
kontrol 

Absorbansi 
Sampel 

% Aktivitas 
Antioksidan 

1 0.3490 0.3422 1,94 
2 0.3490 0.3380 3,13 
3 0.3672 0.3443 7,86 
4 0.3900 0.3266 15,61 
5 0.3900 0.3140 18,26 

 

Hasil perhitungan IC50 berdasarkan Microsoft Excel  

 

y = ax +  b 

y = 50 

𝑎 = 4,5113 

𝑏 = (−4,1699) 

IC50 = x 

IC50  = (50-(-4,1699))/4,5113 

IC50 = 12,0076 ppm 

 

 

 

 

y = 4.5113x - 4.1699
R² = 0.9495

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

0 2 4 6

Ax
is

 T
itl

e

Axis Title

% antioksidan

% antioksidan

Linear (% antioksidan)



77 

 

L.6.2 Pengujian antioksidan Isolat Steroid 10 

Konsentrasi Isolat 
(ppm) 

Absorbansi 
kontrol 

Absorbansi 
Sampel 

% Aktivitas 
Antioksidan 

1 0.8258 0.8188 0,61 
2 0.4459 0.4298 6,73 
3 0.3663 0.3420 17,37 
4 0.3672 0.3370 19,80 
5 0.3863 0.3073 20,46 

 

Hasil perhitungan IC50 berdasarkan Microsoft Excel  

 

 

y = ax +  b 

y = 50 

𝑎 = 5,218 

𝑏 = (−2,8401) 

IC50 = x 

IC50  = (50-(-2,8401))/5,218 

IC50 = 8,9351 ppm 

 
 
 
 
 
 

y = 5.278x - 2.8401
R² = 0.8872

0
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10

15

20

25

0 2 4 6

Ax
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L.6.3 Pengjujian antioksidan Vitamin C 

Konsentrasi Isolat 
(ppm) 

Absorbansi 
kontrol 

Absorbansi 
Sampel 

% Aktivitas 
Antioksidan 

1 0.6255 0.4746 24,12 
2 0.7917 0.5608 29,17 
3 0.7905 0.5529 30,06 
4 0.7839 0.5107 34,85 
5 0.7836 0.5105 35,52 

 

Hasil perhitungan IC50 berdasarkan Microsoft Excel  

 

 

y = ax +  b 

y = 50 

𝑎 = 2,8474 

𝑏 = 22,201 

IC50 = x 

IC50  = (50-22,201)/2,8474 

IC50 = 9,7636 ppm 

  

y = 2.8474x + 22.201
R² = 0.9379
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Lampiran 7. Hasil Identifikasi menggunakan Uv-Vis 

L.7.1 Hasil Identifikasi menggunakan UV-Vis Isolat 9 

Lamdha Maks Isolat 9 Steroid (29-09-2021)  
 

Scan Analysis Report  
Report Time : Wed 29 Sep 01:41:38 PM 2021 
Method:  
Batch: D:\Mahasiswa On Going\Fatimah Ratna\Lamdha Maks Isolat 9 Steroid (29-
09-2021).DSW 
Software version: 3.00(339) 
Operator: Rika 
 
 
 
 

Sample Name: Isolat 9 Steroid 
Collection Time                   9/29/2021 1:42:03 PM                                                
 
 
Peak Table 
Peak Style                        Peaks                                                               
Peak Threshold                    0.0100                                                              
Range                             800.0nm to 200.1nm                                                  
 
Wavelength (nm)       Abs        
________________________________ 
     266.0              0.524    
     210.0              3.304    
     207.0              3.344    
     203.0              3.373    
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L.7.1 Hasil Identifikasi menggunakan UV-Vis Isolat 10 

Lamdha Maks Isolat 10 Steroid (29-09-2021)  
 

Scan Analysis Report  
 
Report Time : Wed 29 Sep 01:44:31 PM 2021 
Method:  
Batch: D:\Mahasiswa On Going\Fatimah Ratna\Lamdha Maks Isolat 10 Steroid (29-
09-2021).DSW 
Software version: 3.00(339) 
Operator: Rika 
 
 
 
 

Sample Name: Isolat 10 Steroid 
Collection Time                   9/29/2021 1:44:36 PM                                                
 
 
Peak Table 
Peak Style                        Peaks                                                               
Peak Threshold                    0.0100                                                              
Range                             800.0nm to 200.1nm                                                  
 
Wavelength (nm)       Abs        
________________________________ 
     266.0              0.531    
     207.0              3.410    
     204.0              3.438    
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Lampiran 8. Hasil Identifikasi menggunakan FTIR 

L.8.1 Hasil Identifikasi menggunakan FTIR Isolat 9 
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L.8.2 Hasil Identifikasi menggunakan FTIR Isolat 10 
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Lampiran 9. Hasil Identifikasi menggunakan LC-MS/MS 

L.9.1 Hasil Identifikasi menggunakan LC-MS/MS Isolat 10 

 

 

RT 
Persen 
Area 

Measured 
mass 
(m/z) 

Calculate 
Mass 
(m/z) 

Rumus 
Senyawa 

Dugaan Senyawa 

4,445 0,12 391,2835 391,2848 C24H38O4 

“12-Dehydrodeoxycholic 
acid” 

3-Hydroxy-12-oxocholan-
24-oic acid 

6,463 0,16 367,2678 367,2637 C25H34O2 

“QUINGESTANOL” 
Norethisterone 3-

cyclopentyl enol ether; 3-
(Cyclopentyloxy)-17α-

ethynylestra-3,5-dien-17β-
ol 

10,898 1,78 415,2113 415,2121 C25H30O6 

“Eplerenon” 
9,11-Epoxy-7-

(methoxycarbonyl)-3-oxo-
17-pregn-4-ene-21,17-

carbolactone 

15,342 10,04 389,2248 389,2273 C25H31O3 
“Nandrolone benzoat” 

17beta-Hydroxyestr-4-en-3-
one 

 

 

  

Mhs S1 UIN Malang

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x Sm (Mn, 2x3) 1: TOF MS ES+ 
BPI

2.34e6
Area

 Area%
 0.01
 0.02
 0.04
 0.08
 0.01
 0.00
 0.12
 0.04
 1.59
 0.00
 0.16
 0.13
 0.02
 0.07
 0.02
 0.05
 0.06
 0.20
 2.08
 0.45
 0.00
 1.78

 40.78
 0.48
 5.00

 10.02
 0.29
 0.00

 35.04
 1.46

 Area
 558.72
 779.25

 1750.88
 3687.68

 236.50
 137.41

 5624.44
 1708.95

 73756.49
 230.56

 7570.43
 5880.97

 887.05
 3447.85

 944.96
 2281.58
 2727.81
 9228.23

 96463.60
 20745.75

 32.43
 82537.52

 1893464.00
 22372.05

 232341.84
 465396.50
 13468.25

 190.54
 1627117.88

 67585.84

 Height
 2628
 2497
 5228
 4922
 1115
 1315

 26775
 10922

 290965
 1785

 35366
 29213

 7615
 13487

 5230
 12935

 9165
 57784

 426464
 116468

 367
 336523

 1601133
 93271

 1065365
 1131996

 64751
 1035

 2329405
 63660

 Time
 1.11
 1.65
 2.18
 2.60
 3.72
 4.09
 4.45
 4.90
 5.60
 6.05
 6.46
 6.89
 7.17
 7.50
 7.98
 8.37
 8.75
 9.43
 9.70
 9.98

 10.29
 10.90
 13.58
 14.53
 15.07
 15.32
 16.24
 17.47
 18.57
 20.77

18.57
1627118

13.58
1893464

9.70
96464

5.60
73756

4.45
5624

2.18
1751

1.11
559

1.65
779

2.60
3688

4.09
137

9.43
92286.46

7570

6.89
5881

7.50
3448 8.37

2282

10.90
82538

9.98
20746

15.32
465397

15.07
232342

16.24
13468 17.47

191

20.77
67586
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RT 4,445 

 
 

 
12-Dehydrodeoxycholic acid 

 
RT 6,463 

 
 

 
5-(cyclopentyloxy)-14-ethynyl-15-

methyltetracyclo[8.7.0.0^{2,7}.0^{11,15}]heptadeca-5,7-dien-14-ol 

Mhs S1 UIN Malang

m/z
375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x 202 (4.445) 1: TOF MS ES+ 
484!

391.2835

!
389.0669

!
383.9308

!
375.0547 !

379.7292

!
383.3127

!
385.4145

!
389.0078

!
405.0520

403.2410!
392.2818

399.2561!
394.2450

394.3416

!
398.9352

!
432.2729

!
405.5634

!
421.4547

!
412.2417

!
410.0754

!
421.0950414.9216

!
416.3625

!
425.4187 430.9999

!
427.2986

!
432.3704

!
440.9487

438.2559

!
433.7509

!
441.5167

!
447.3278

Mhs S1 UIN Malang

m/z
345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x 294 (6.463) 1: TOF MS ES+ 
2.53e3384.2955367.2678

347.2300

348.2256

!
350.0610 354.1284

350.8918

!
354.9295

363.2061
!

358.9658
!;365.0574

!
368.2712

378.2083!
371.2863

376.0659

!
383.1859

389.2502

385.2953

392.1084

394.3483 415.1437
397.3825 399.3545 !

409.3755
405.0465403.1800 !

413.7883

!
417.3529 420.1765

!
421.5410
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RT 10,898 

 
 

 

Eplerenone 

RT 15,342 

 
 

 
Nandlore benzoat (Steroid Ester) 

Mhs S1 UIN Malang

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x 496 (10.898) 1: TOF MS ES+ 
6.22e5415.2113

302.3052

295.1903
119.0856

111.0203 135.0807 197.1534

394.3459

346.3308

416.2146

531.2736
432.2372

443.1699

846.4412
532.2773

672.4824577.5173

!
808.5491760.5827

847.4453
858.3752

!
985.2587 1064.9771

!
1180.5144

Mhs S1 UIN Malang

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

%

0

100

Fatimah RW Sample Kode Isolat 9 1x 698 (15.342) 1: TOF MS ES+ 
1.50e6378.2217

282.2797

265.2528

165.0699

!
118.0866

283.2827

377.2137
362.1900

379.2248

380.2277
596.5973528.4989496.5086 886.5807760.5845679.4479

786.5983
906.2604 959.5883 1056.6588 1226.8098

!
1148.3308
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Lampiran 10. Dokumen Penelitian 

 
Pengoven an Cawan Kosong + sampel 

 
Desikator Cawan + sampel 

 
Filtrat Hasil Maserai 1 

 
Filtrat Hasil Maserasi 2 

 
Filtrat Hasil Maserasi 3 

 

 
Hasil Filtrat Ektrak Maserasi hasil 

Rotary Evaporator 

 
Proses Hidrolisis 
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Partisi ke 1 

 
Partisi Ke 2 

 
Partisi ke 3 

 
Uji Fitokimia isolat steroid dan 

triterpenoid 

 
Rotary Evaporator 

 
Plat A di Panjang gelombang 254nm 

  
 

 
Hasil Pengerusan Plat KLTP 

 
Hasil Vortex silika Plat KLTP 
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Uji Antioksidan 

 

Isolat Steroid sebelum inkubasi 

 
Isolat Steroid akan diinkubasi 

 

 

 


