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ABSTRAK 

Sholikah, A. N. L., 2016. Isolasi Senyawa Steroid Fraksi Petroleum Eter hasil 

Hidrolisis Ekstrak Metanol Alga Merah (Eucheuma spinosum) 

menggunakan Metode Kromatografi Kolom Pembimbing I: A. 

Ghanaim Fasya, M. Si; Pembimbing II: Umaiyatus Syarifah, M. A; 

Konsultan: A. Hanapi, M. Sc. 

 

Kata Kunci: Isolasi, Alga merah Eucheuma spinosum, steroid, Kromatografi 

kolom, FT-IR 

 

Alga merupakan bagian terbesar dari tanaman yang ada di laut. Jenis alga di 

perairan Indonesia berjumlah 555 dan 4 kelas yang dikenal, salah satunya adalah 

alga merah (Rhodophyceae). Firman Allah SWT surat as Syu’ara’(26): 7 yang 

menjelaskan bahwa Allah SWT telah menumbuhkan berbagai macam tumbuhan 

yang baik. Alga merah Eucheuma spinosum merupakan salah satu tumbuhan yang 

baik karena mengandung senyawa steroid. Golongan senyawa steroid mempunyai 

potensi toksisitas dengan nilai LC50 76 ppm. Isolasi senyawa steroid perlu 

dilakukan, sehingga dapat diketahui manfaat lain dari senyawa steroid. 

Isolasi senyawa steroid dari alga merah Eucheuma spinosum diawali dengan 

pengeringan sampel kemudian dihaluskan dan diayak 90 mesh. Selanjutnya 

dilakukan uji kadar air menggunakan metode Thermogravimetri. Ekstraksi 

dilakukan dengan maserasi menggunakan pelarut metanol. Ekstrak metanol 

selanjutnya dihidrolisis menggunakan katalis asam dan dipartisi dengan pelarut 

petroleum eter. Lapisan organik yang diperoleh dipekatkan. Hasil pemekatan 

fraksi diisolasi menggunakan kromatografi kolom pengisisan adsorben cara basah 

dan cara kering dengan eluen n-heksana : etil asetat (4,25 : 0,75). Fraksi yang 

menunjukkan steroid diidentifikasi dengan FT-IR. 

Hasil analisis kadar air basah alga merah Eucheuma spinosum diperoleh 

nilai 90,25 % dan kadar air kering diperoleh 8,05 %. Rendemen hasil maserasi 

diperoleh sebesar 3,075 % dan rendemen hasil partisi diperoleh 14,072 %. Fraksi 

hasil partisi diisolasi menggunakan kromatografi kolom. Isolasi dengan adsorben 

pengisian cara basah menghasilkan 127 vial dan diperoleh 5 kelompok fraksi 

steroid, 4 kelompok fraksi triterpenoid. Sedangkan isolasi menggunakan pengisian 

adsorben cara kering menghasilkan 148 vial dengan 2 kelompok fraksi steroid dan 

3 kelompok fraksi triterpenoid. Identifikasi senyawa steroid kelompok fraksi A.1, 

B.1 dan D.1 diduga senyawa steroid yang memiliki C=C, C=O, OH sekunder , 

OH tersier, dan gem dimetil. Sedangkan kelompok fraksi C.1 dan E.1 diduga 

senyawa steroid yang memiliki C=O, OH sekunder , OH tersier, dan gem dimetil. 
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ABSTRACT 

Sholikah, A. N. L., 2016. Isolation of Steroid Compound from Pethroleum Ether 

Fraction Hidrolysis Result of Red Algae Eucheuma Spinosum 

methanol extract Using Coloumn Chromatography Method. 

Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M. Si; Supervisor II: Umaiyatus 

Syarifah, M. A; Consultant: A. Hanapi, M. Sc. 

 

KeyWords: Isolation, Red Algae Eucheuma spinosum, Steroid, Coloumn 

Chromatography, FT-IR 

 

 

Algae is the largest among plants in the sea. The spesies of algae in 

Indonesia amounted to 555 and and four classes known, one of them is red algae 

Eucheuma spinosum. Based on holy Quran Assyu’ara’:7 explain that the God 

create a variety of plants good. Red algae is a good plant because contain steroid 

compound. The purpose of this study was to know the method of isolation steroid 

compounds from petroleum ether fraction of red algae Euchema spinosum using 

column chromatography method. 

Isolation of steroid compound from red algae begins with drying the sample 

then powdered and filtered by size 90 mesh. The next analysis water content using 

thermogravimetry method. Sample powder was macerated using methanol 

solvent. The methanol extract continued with hydrolysis process using an acid 

catalyst and partitioned by petroleum ether. The organic phase was concentrated 

using vacuum rotary evaporator. the isolation of steroid compound from 

petroleum ether fraction using column chromatography by surry method and dry 

method with mobile phase n-heksan and etyl acetate (4,25:0,75). Identification 

using FT-IR for the fraction of a positif steroid. 

The results of water content of wet red algae Eucheuma spinosum is 90.25 % and 

the result of dry red algae content is 8.05 %. The result rendement of maceration 

is 3.075 % and the result of partition is 14.072 %. The fractions already partition 

isolated using column chromatography. The result of isolation column 

chromatography slurry method is 127 vials and obtained 5 groups of steroid 

fractions and 4 groups of triterpenoid fractions. The result of isolation column 

chromatography dry method is 148 vials with 2 groups of steroid fractions and 3 

groups of triterpenoids fractions. Identification of steroid compounds fraction 

group A.1, B.1, D.1 estimated steroid compound with  C=C, C=O, OH secunder, 

OH tertier, and gem dimetil. Meanwhile fraction group C.1, and E.1 estimated 

steroid compound with C=O, OH secunder, OH tertier, and gem dimetil. 
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 ملخص

 

انعشنخ يزكجبد انسزٍزٌٔذٌخ قسى فٍززٔنٍٍٕو اٌزٍزَزٍدخ انزحهٍم انًبء . ٦١٠٦صبنحخ,ا.ٌ.ل .

ثبسزخذاو انطزٌقخ عًٕد انهًَٕ انحًزاء تانطحبنخلاصخ يٍزبَٕل   

انًبخسزٍز,  انًشزقخ الأٔنى: احًذ غُبئى فشى انًبخسزٍز, انًشزقخانثبًَ:ايٍخانشزٌفخ

انًبخسزٍز                                                     يسزشبر احًذ حُفى  

 

انهَٕى, انطٍفٍخ الأشعخ رحذ  انسزٍزٌٔذٌخ, عًٕدانحًزاء,  انطحبنتانعشنخ,  :كلمات البحث ال

 انحًزاء

 

خ. فى انًٍبِ الإَذٍَٔسٍٍخ ًْ إَٔاع يٍ انطحبنت ٌانجحز بدانطحبنت ْٕ أكجز يٍ انُجبر

. ٔأرثعخ فصٕل يعزٔف يثم انطحبنت انحًزاء )رٔدٔفٍدٍٍبي( كًب قبل الله رعبنى ٥٥٥قذر 

نطحبنت انحًزاء )إٌٔحٍٕيب أٌ الله رعبنى أَجذ خٍز انُجبربد ا ٧فى انسٕرح انشعزاء الأٌخ:

سجٍُٕسٕو( ٔاحذ يٍ خٍز انُجبرذ يزظًٍ عهى يزكجبد انسزٍزٌٍٔذ. يدًٕعخ يزكجبد 

 خشء يٍ انًهٌٍٕ. ٧٦ ٥١انسزٍزٌٍٔذٌخ نٓب انسًٍخ انًزحًهخ ثقًٍخ ل ج 

يٍش. رسزخذو ردزٌت طٕر انًبء  ٩١ردفف انطحبنت انحًزاء ٔرًهس ٔرُحم قذر 

زكجبد انسزٍزٌٍٔذٌخ يسزخذيخ انذائت يٍزبَٕل ثعًهٍخ انُبقعخ. ثطزٌقخ عًٕد انهَٕى. عشل ي

رحهم يقزطف انًٍزبَٕل ثبنًبء عهى اسزخذاو حفش انحًضٍخ ٔيقسًّ ثًقزطف فٍززٔنٍٍٕو اٌزٍز 

ركزست ٔرزثبئت انطهٍخ انعضٌٕخ ٔرفصم ثعًٕد انهَٕى طزٌق رطجب ٔخبف ثشبطف. فئخ 

 .نحًزاءرطٓز انسزٍزٌٍٔذ رحذٌذا طٍفٍخ الأشعخ رحذ ا

)إٌٔحٍٕيب سجٍُٕسٕو( قذرا رحهٍم انُزبئح طٕر انًبء انزطت عهى انطحبنت انحًزاء 

يٍ يبئخ. انفصٍم رفصم ثعًٕد  ١٥ٔ  ٨يٍ يبئخ ٔطٕر انًبء اندبف قذرا عهى  ٩١ٔ٦٥عهى 

قبرٔرح ٌٔكزست ثّ خًسخ فزقخ انسزٍزٌٍٔذ.  ٠٦٧انهَٕى. انفصٍم ثطزٌق رطجب ٌحصم 

قبرٔرح ٌٔكزست فزقزٍٍ   ٠٤٨ٌٍٕذ. انفصٍم ثطزٌقخ خبفخ ٌحصم ٔأرثعخ فزقخ رزٌزٍزثٍُ

ًْ  ٠ٔ د. ٠ٔ ة. ٠انسزٍزٌٍٔذ ٔثلاثخ فزقخ رزٌزٍزثٌٍٍُٕذ. يحصٕل الإيزصبص يٍ فزقخ أ.

ًْ انًزكجبد  ٠, ي.٠فزقخ ج. OH ,C=O ,C=C.غٍى دًٌٍزٍم, يزكجبد انسزٍزٌٍٔذٌخ نٓب

 OH ,C=O.غٍى دًٌٍزٍم,  انسزٍزٌٍٔذٌخ نٓب
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Alga yang juga dikenal dengan nama seaweed merupakan bagian terbesar 

dari tanaman laut. Menurut Diharmi dkk. (2011), tercatat setidaknya ada 555 jenis 

alga di perairan Indonesia. Dari 555 jenis alga tersebut, terdapat 4 kelas yang 

dikenal yakni alga biru (Cyanophyceae), alga hijau (Chlorophyceae), alga coklat 

(Phaeophyceae), dan alga merah (Rhodophyceae). 

Alga mempunyai bagian yang tidak dapat dibedakan antara akar, daun dan 

batang sehingga seluruh tubuhnya disebut thallus. Alga merupakan salah satu 

tumbuhan yang bermanfaat. Sebagaimana dalam firman Allah SWT yang 

menjelaskan bahwa Allah SWT telah menciptakan berbagai macam tumbuhan 

yang bermanfaat bagi manusia dalam surat as Syu’ara’(26): 7: 

                   

” Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami 

tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”  (Qs. as 

Syu’ara’ (26): 7) 

Menurut tafsir al-Aisar Lafadz سٔج berarti jenis, sedangkan menurut tafsir 

al- Mishbah Lafadz  كزٌى digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang 

baik bagi setiap obyek yang disifatinya. Lafadz tersebut mempunyai makna 

banyak jenis tumbuhan yang baik. Tumbuhan yang baik berarti tumbuhan yang 

tumbuh subur dan bermanfaat. Alga merah Eucheuma spinosum merupakan salah 

satu tumbuhan baik dari golongan makroalga yang mengandung metabolit 
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sekunder. Menurut Mardiyah dkk. (2012) Eucheuma spinosum mengandung 

beberapa senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid, triterpenoid, asam askorbat 

dan steroid. Anam dkk. (2015) menyatakan bahwa ekstrak metanol dan petroleum 

eter Eucheuma spinosum mengandung senyawa steroid. 

Firman Allah SWT dalam surat al Baqarah (2): 164 menjelaskan 

bahwasannya segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah SWT akan membawa 

manfaat bagi mahluk hidup. Eucheuma spinosum yang terdapat di laut 

mempunyai manfaat yang penting. Selain dapat dikonsumsi, Eucheuma spinosum 

mempunyai kandungan senyawa steroid dengan potensi toksisitas 176,06 ppm 

(Kholidiyah dkk., 2013). 

Steroid terdiri dari beberapa kelompok senyawa. Penelitian Idler dkk. 

(1968) menyebutkan alga merah kelas Rhodophyceae mengandung berbagai 

macam senyawa steroid di antaranya adalah braseicasterol, stigmasterol, β-

sitoserol, fukosterol, desmosterol dan kolesterol. Pada penelitian tersebut juga 

dijelaskan bahwa senyawa steroid yang paling dominan adalah desmosterol dan 

kolesterol. Senyawa yang paling toksik terhadap sel kanker meyloma adalah 

senyawa golongan stigmasterol dan kolesterol dengan nilai IC50 sebesar 5 ppm 

(Diastuti dan Winarsih, 2010). Sapar dkk. (2004) melakukan uji bioaktivitas β-

sitosterol terhadap Artemia salina. Nilai LC50 sebesar 76 ppm menunjukkan 

bahwa β-sitosterol mempunyai potensi toksisitas yang baik. Berdasarkan 

penelitian tersebut, perlu dilakukan kajian lebih lanjut mengenai pemanfaatan 

senyawa steroid yang terdapat pada Eucheuma spinosum. Sehingga perlu 

dilakukan isolasi senyawa steroid. 
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Isolasi senyawa steroid dapat dimulai dengan proses ekstraksi sampel 

menggunakan metode maserasi (Kristanti, 2008). Metode maserasi sering dipilih 

karena aman untuk digunakan dan dapat mengantisipasi senyawa yang tidak tahan 

panas. Proses ini sangat menguntungkan dalam proses isolasi bahan alam karena 

proses perendaman mampu memecah dinding dan membran sel akibat perbedaan 

tekanan di dalam dan di luar sel, sehingga senyawa metabolit sekunder akan larut 

dalam pelarut organik. Mardiyah dkk. (2014) menyatakan bahwa senyawa 

metabolit sekunder di alam berada dalam bentuk glikosida sehingga ekstraksi 

dilakukan menggunakan pelarut yang bersifat polar. Menurut Lenny (2006) 

pelarut yang paling sering digunakan dalam proses isolasi  senyawa organik bahan 

alam adalah pelarut golongan alkohol, salah satunya metanol. Metanol dapat 

melarutkan senyawa metabolit sekunder dan memiliki titik didih yang rendah 

sehingga mudah diuapkan pada suhu yang lebih rendah (Atun, 2014). 

Habibah dkk. (2012) telah melakukan penelitian ekstraksi maserasi 100 

gram Eucheuma spinosum kering dengan pelarut metanol dan n-heksana. 

Rendemen yang paling banyak diperoleh dari hasil ekstraksi menggunakan pelarut 

metanol dengan nilai sebesar 16,25% (b/b) dan warna ekstrak pekat yang 

dihasilkan adalah hijau. Sedangkan pada penelitian Kholidiyah dkk. (2013) 

rendemen ekstrak metanol Eucheuma spinosum adalah 7,45% (b/b). Penelitian 

lain juga dilakukan oleh Ningsih, dkk. (2015) dan diperoleh rendemen ekstrak 

metanol sebesar 9,62% (b/b). Ekstrak kasar metanol yang diperoleh selanjutnya 

dilakukan hidrolisis menggunakan katalis HCl (Fessenden dan Fessenden, 1982) 

untuk memutuskan ikatan antara glikosida dan selanjutnya dipartisi. 
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Partisi dapat dilakukan menggunakan pelarut nonpolar, sehingga 

diharapkan senyawa steroid akan lebih terdistribusi pada fase non-polar dan 

terpisah dengan senyawa polar (Kristanti dkk,. 2008). Fraksi non-polar yang 

diperoleh dari hasil partisi biasanya masih berupa senyawa campuran, sehingga 

perlu dilakukan isolasi lebih lanjut. Setiyawan dkk. (2015) melakukan isolasi 

senyawa triterpenoid dari fraksi petroleum eter menggunakan KLTP dan 

menghasilkan 8 spot. Berdasarkan uji menggunakan reagen Liberman-Burchard 

terdapat 4 spot yang merupakan triterpenoid dan 4 spot lainnya merupakan 

steroid. 

Isolasi senyawa steroid dapat dilakukan dengan metode kromatografi 

kolom (Saleh, 2007); (Kristanti, 2008); (Sapar dkk., 2008); (Diastuti dan 

Winarsih, 2010); (Astuti dkk., 2014). Kromatografi kolom merupakan metode 

pemisahan preparatif. Prinsip dari alat ini adalah pemisahan yang didasarkan pada 

peristiwa adsorpsi suatu senyawa pada adsorben yang digunakan. Hal yang paling 

berperan pada keberhasilan pemisahan dengan kromatografi kolom adalah 

pemilihan adsorben, pemilihan pelarut, dan pengemasan kolom (Kristanti, 2008). 

Sapar (2004) melakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari spons 

Biemna triraphis menggunakan kromatografi kolom dan diperoleh 121 fraksi. 

Senyawa steroid teridentifikasi pada fraksi 67 – 85 dengan nilai Rf 0,68. Setelah 

pelarut diuapkan diperoleh kristal seberat 26,5 mg. Isolasi senyawa steroid juga 

dilakukan oleh Saleh (2007) dari akar tumbuhan cendana dengan kromatografi 

kolom menggunakan adsorben silika gel 60dan diperoleh 170 fraksi. Identifikasi 

yang menunjukkan positif steroid sebanyak 6 fraksi pada fraksi nomor 52 – 59 

dengan berat 51,9 mg. 
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Pengisian adsorben dapat mempengaruhi hasil pemisahan suatu senyawa. 

Penelitian ini akan dilakukan variasi pengisian adsorben dengan cara kering dan 

cara basah. Pengemasan kolom pengisian kering dilakukan dengan tanpa 

mencampurkan silika dengan fasa geraknya. Sedangkan pengemasan pengisian 

adsorben cara basah dilakukan dengan pencampuran silika dan fasa geraknya 

(Kristanti, 2008). 

Suryani (2011) melakukan isolasi senyawa metabolit sekunder 

menggunakan kromatografi kolom dengan pengisian adsorben cara kering dan 

diperoleh fraksi murni seberat 32 mg dengan satu kali elusi. Pengemasan kolom 

pengisian adsorben cara kering relatif cepat (Pedersen dan Rosenbohm, 2001). 

Kromatografi kolom flash pengisian adsorben kering efektif digunakan untuk 

pemisahan senyawa dengan berat <2 g (Harwood dkk., 1999).  

Isolasi senyawa steroid yang dilakukan oleh Sapar dkk. (2004) dari ekstrak 

metanol spons menggunakan kromatografi kolom pengisian adsorben cara basah 

menghasilkan satu noda tunggal pada fraksi 67 – 85 dan setelah pelarut diuapkan 

diperoleh senyawa murni sebesar 26,5 mg dari berat sampel awal 777 mg.  Saleh 

(2007) juga melakukan isolasi senyawa steroid dari fraksi kloroform akar 

tumbuhan cendana menggunakan kromatografi kolom pengisian adsorben cara 

basah dan menghasilkan senyawa steroid yang murni. Isolasi senyawa steroid 

menggunakan kromatografi kolom pengisian adsorben cara basah dapat 

menghasilkan senyawa murni pada satu kali elusinya. Hal tersebut dibuktikan 

dengan hasil KLT analitik yang menghasilkan spot tunggal pada uji kemurnian 

dengan berbagai macam eluen (Bogoriani, 2008). 
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Faktor lain yang dapat mempengaruhi pemisahan menggunakan 

kromatografi kolom adalah pemilihan eluen. Penentuan eluen terbaik dilakukan 

dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA). Eluen yang akan diguanakan 

pada penelitian ini merujuk pada penelitian Ningsih, dkk. (2015) yang 

menggunakan eluen terbaik campuran n-heksana dan etil asetat dengan 

perbandingan 4,25 : 0,75. Eluen terbaik dapat ditentukan berdasarkan banyaknya 

spot yang terbentuk. Berdasarkan eluen tersebut didapatkan 9 spot yang terbentuk. 

Analisis isolat hasil kromatografi kolom dapat dilakukan menggunakan 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Kusmiyati dkk. (2011) melakukan isolasi zat 

aktif ekstrak metanol rimpang kunyit putih fraksi etil asetat menggunakan 

kromatografi kolom. Eluat yang didapatkan dianalisis menggunakan metode 

kromatografi lapis tipis. Eluat dengan harga Rf dan bercak yang sama 

dikumpulkan sebagai fraksi yang sama dan selanjutnya dipekatkan menggunakan 

Rotary evaporator vacum. Harga Rf 0,84 dan 0,66 menunjukkan uji positif steroid 

dengan pereaksi Liberman-Burchard yang ditunjukkan dengan warna hijau 

(Sukandana, 2011). Sehingga setelah didapatkan eluat dilakukan KLT, lalu 

dihitung nilai Rfnya dan selanjutnya spot dengan nilai Rf yang sama diuji 

menggunakan pereaksi Liberman-Burchard. 

Sapar, dkk. (2004) melakukan analisis senyawa steroid dari spons 

menggunakan FT-IR. Berdasarkan hasil serapan analisis Inframerah gugus fungsi 

yang tampak pada spektra adalah O-H, C-H, C=C, C-H, dan C-O. Berdasarkan 

hasil tersebut dapat diketahui bahwa senyawa yang terdapat pada spons 

merupakan sterol. Namun, pada penelitian tersebut didukung dengan analisis GC-

MS yang menunjukkan massa ion molekuler isolat adalah 414 dan H-NMR yang 
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menghasilkan puncak serapan pada 0,67 ppm dengan 1,008 ppm sebagai serapan 

puncak metil angular, 0,905 ppm dan 0,819 ppm yang merupakan serapan puncak 

atom C-21, C-26, C-27. Sehingga dapat diketaui senyawa hasil isolasi yakni β-

sitosterol. 

Pada penelitian ini, isolasi senyawa steroid fraksi petroleum eter dilakukan 

menggunakan metode krommatografi kolom dengan pengisian adsorben cara 

kering dan basah. Variasi pengisian kolom bertujuan untuk mengetahui perbedaan 

hasil isolasi antara keduanya. Fraksi hasil kromatografi kolom selanjutnya 

dimonitoring dengan KLTA dan isolat yang menunjukkan positif steroid 

dianalisis menggunakan FT-IR. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana hasil isolasi senyawa steroid fraksi petroleum eter hasil hidrolisis 

ekstrak metanol Eucheuma spinosum menggunakan metode kromatografi 

kolom cara basah dan cara kering? 

2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa steroid hasil isolasi dengan kromatografi 

kolom menggunakan FT-IR? 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui hasil isolasi senyawa steroid fraksi petroleum eter hasil 

hidrolisis ekstrak metanol Eucheuma spinosum menggunakan metode 

kromatografi kolom cara basah dan cara kering. 
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2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa steroid hasil isolasi dengan 

kromatografi kolom menggunakan FT-IR. 

 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan-batasan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga merah Eucheuma 

spinosum yang didapat dari nelayan sekitar perairan Pantai Jumiang 

Pamekasan, Madura. 

2. Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan menggunakan 

pelarut metanol dan dipartisi dengan petroleum eter. 

3. Isolasi senyawa steroid dari Eucheuma spinosum menggunakan metode 

kromatografi kolom gravitasi pengisian adsorben cara basah dan cara kering 

4. Fasa gerak yang digunakan untuk kromatografi kolom adalah eluen terbaik 

hasil KLTA. 

5. Monitoring fraksi hasil kromatografi kolom dilakukan menggunakan KLT 

Analitik. 

6. Identifikasi senyawa steroid dilakukan menggunakan spektrofotometer FT-IR. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi ilmiah, 

bahwa terdapat kelimpahan senyawa metabolit sekunder pada ekstrak metanol 

alga merah (Eucheuma spinosum) yang dipartisi dengan petroleum eter khususnya 

senyawa steroid. Penelitian ini juga diharapkan mampu memberikan informasi 

mengenai cara isolasi senyawa steroid menggunakan kromatografi kolom.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Alga Merah (Eucheuma spinosum) 

Makroalga jenis Eucheuma spinosum merupakan tumbuhan yang tidak 

dapat dibedakan akar, batang, dan daunnya. Bagian-bagian Eucheuma spinosum 

terdiri dari batang yang disebut Thallus. Eucheuma spinosum mempunyai thallus 

silindris, permukaan yang licin, terdapat benjolan dan duri pada tubuhnya, 

bercabang ke berbagai arah dengan batang utama keluar yang saling berdekatan 

ke daerah pangkal dengan jumlah setiap percabangannya adalah dua (dichotome) 

atau tiga (trichotome). 

                            

                         

           

Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa Sesungguhnya Allah menurunkan air 

dari langit, Maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi kemudian 

ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-macam 

warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan, 

kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang 

demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai 

akal. (Qs. az Zumar (39): 21) 
 

Tafsir al-Qurthubi menjelaskan bahwa kata سرعب berarti “tanaman-

tanaman”, lafadz  أنٕاَّ berarti “bermacam-macam” sedangkan lafadz  يخزهفب

berarti “warnanya”. Lafadz-lafadz tersebut menunjukkan arti untuk tumbuhan 

yang beragam warnanya. Merah, kuning, biru, hijau, dan putih (Qurthubi, 2009). 

Alga Merah merupakan salah satu tanaman yang mempunyai warna merah. Warna 
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merah yang dimiliki Eucheuma spinosum disebabkan oleh pigmen fikoeritin 

(Diharmi, dkk., 2011). Taksonomi dari tumbuhan Eucheuma spinosum adalah 

sebagai berikut (Anggadireja, dkk., 2006): 

Diviso : Rhodophyta 

Kelas : Rhodophycea 

Bangsa : Gigartinale 

Suku : Solieriscea 

Marga : Eucheum 

Jenis : Eucheuma spinosum 

Ciri-ciri umum marga Eucheuma adalah (Aslan, 1998): 

a. Thalli (kerangka tubuh tanaman) bulat silindris atau gepeng 

b. Berwarna merah, coklat, hijau, kuning, dan sebagainya 

c. Bercabang berselang tidak teratur, di atau trikhotomus 

d. Memiliki benjolan-benjolan (blunt noudle) dan duri-duri atau spines 

e. Substansi thall “gelatinus” dan atau “kartilagenus” (lunak seperti tulang 

rawan). 

Ciri khusus dari tumbuhan makroalga jenis Eucheuma spinosum adalah 

memiliki duri-duri yang tumbuh berderet melingkari thalllus dengan interval yang 

bervariasi sehingga tebentuk ruas-ruas thallus di antara lingkaran duri. 

Percabangan berselang-selang dan timbul teratur pada deretan duri antar ruas dan 

merupakan ruas perpanjangan dari duri tersebut dan ujung percabangan yang 

mudah melekat pada substrat (Anggadireja, dkk., 2006). 

 

Gambar 2.1 Alga Merah Eucheuma spinosum (Anggadieja, dkk., 2006) 
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2.2 Kandungan Alga Merah Eucheuma spinosum 

                    

                      

           

dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-kebun 

anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang bercabang dan yang tidak 

bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan sebahagian tanam-

tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang 

demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.(Qs. 

Ar Ra’d (13): 4). 

 

Firman Allah SWT فى الأكم َٔفضم ثعضٓب عهى ثعض  berarti “Kami 

melebihkan sebagian tanaman-tanaman itu atas sebagian yang lain tentang 

rasanya”. Sabdanya “Kurma al farisi, kurma ad-dalaq, yang manis dan yang 

masam”. Buah-buahan mempunyai perbedaan rasa walaupun mereka disirami 

dengan air yang sama (Qurthubi, 2009). Perbedaan rasa tersebut dikarenakan 

kandungan yang berbeda. Begitu pula dengan alga merah yang mempunyai 

komposisi kandungan berbeda-beda. 

Chapman and Chapman (1980) dalam Diharmi, dkk., (2011) menyatakan 

bahwa musim, habitat, dan jenis rumput laut sangat mempengaruhi komposisi 

kandungan kimia rumput laut. Berdasarkan penelitian Diharmi, dkk., (2011) 

kandungan tertinggi pada Eucheuma spinosum adalah karbohidrat, serat dan 

mineral. Kandungan Karbohidrat Eucheuma spinosum dari perairan Sumenep 

adalah 55,52%. Sedangkan kandungan serat totalnya sebesar 14,61 %. 

Karbohidrat yang terdapat pada Eucheuma spinosum adalah senyawa polisakarida 

linier dari unit D-galaktosa, dan L-galaktosa 3,6-anhidrogalaktosa, baik yang 
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berikatan dengan sulfat atau tidak dan dihubungkan dengan α (1,3) dan β (1,4) 

dengan ikatan glikosidik. 

Kadar air merupakan salah satu kandungan yang harus diperhatikan pada 

penyimpanan rumput laut. Karena, akan mempengaruhi mutu rumput laut. 

Penyimpanan pada tempat yang lembab dapat mengakibatkan rumput laut cepat 

rusak karena sifatnya yang higroskopis (Diharmi, dkk., 2011). Penelitan Diharmi, 

dkk. (2011) menyatakan, rumput laut mengandung polisakarida yang tinggi. 

Kadar air rumput laut Eucheuma spinosum dari perairan Nusa Penida, Takalar dan 

sumenep berkisar antara 10,55-21,27%. Penelitian tersebut juga menyatakan 

bahwa kadar air rumput laut Eucheuma spinosum dari perairan yang berbeda tidak 

memiliki perbedaan yang jauh. Kadar air maksimal rumput laut kering menurut 

SNI 1992sebesar 35%. Kompisisi nilai nutrisi alga merah Eucheuma spinosum 

Ditunjukkan pada tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Komposisi nilai nutrisi alga merah Eucheuma spinosum (Resy, 2009) 

Komponen Jumlah 

Kadar air (%) 12,90 

Karbohidrat (%) 5,12 

Protein (%) 0,13 

Lemak (%) 13,38 

Serat kasar (%) 1,39 

Abu (%%) 14,21 

Mineral : Ca (ppm) 58,82 

Fe (ppm) 0,0108 

Cu (ppm) 0,768 

Pb (ppm) - 

Vitamin B1 (Thiamin)(mg/100g) 0,21 

Vitamin B2 (Riboflavin)(mg/100g) 2,26 

Vitamin C (mg/100g) 43,00 

Karaginan (%) 65,75 

 

Berdasarkan penelitian Miftahurrahmah (2012) alga merah Eucheuma 

spinosum mengandung senyawaan metabolit sekunder, di antaranya adalah 
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senyawa flavonoid, triterpenoid, steroid, alkaloid, dan asam askorbat. Mardiyah, 

dkk., (2014), melakukan identifikasi senyawa aktif pada alga merah Eucheuma 

spinosum, dan menghasilkan beberapa golongan senyawa metabolit sekunder. 

Hasil identifikasi golongan senyawa aktif memberikan respon positif terhadap 

senyawa flavonoid, triterpenoid, steroid dan asam askorbat. Penelitian lain juga 

menyatakan bahwa alga merah Eucheuma spinosum mengandung senyawa steroid 

dan teriterpenoid (Setiyawan, dkk., 2015), (Ningsih, dkk., 2015). 

Penelitian Idler dkk. (1968) tentang kandungan steroid pada alga merah 

kelas Rhodophyceae menyatakan bahwa terdapat senyawa stigmasterol, 

fukosterol, brassikasterol, β-sitosterol, desmosterol dan kolesterol. Steroid yang 

paling dominan adalah desmosterol dan kolesterol. Penelitian lain dilakukan oleh 

Kanazawa dkk. (1972). Hasil penelitian tersebut menyatakan bahwa kandungan 

snyawa steroid pada alga merah adalah desmosterol, kolesterol, dan ergosterol. 

Bhakuni dan Rawat (2005) menyebutkan bahwa kandungan steroid pada alga 

merah yang paling dominan adalah kolesterol. 

 

2.3 Steroid 

Salah satu senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada alga merah 

Eucheuma spinosum adalah steroid (Miftahurrahmah, 2013), (Kholidiyah, dkk. 

2014), (Setiyawan, dkk.,2015), (Ningsih, dkk., 2015). Steroid merupakan senyawa 

kimia yang tergolong bahan alam. Sebagian besar struktur senyawa steroid terdiri 

dari 17 atom karbon dan mempunyai struktur dasar 1,2-

siklopentenoperhidrofenantren (Gambar 2.2). Pengelompokan senyawa steroid 

dapat didasarkan berdasarkan efek fisiologis yang dapat ditimbulkan. Berdasarkan 
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struktur, perbedaan antar kelompok ditentukan dengan substituen yang terikat 

pada kerangka dasar (R1, R2, dan R3). Sedangkan perbedaan antar senyawa dari 

satu kelompok dapat dibedakan berdasarkan panjangnya rantai karbon substituen, 

gugus fungsi, jumlah dan posisi gugus fungsi oksigen, ikatan rangkap pada 

kerangka dasar, serta konfigurasi pudat asimetris pada kerangka dasar (Kristanti, 

dkk., 2008). 

 

1,2-siklopentenoperhidrofenantren  

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

 

Steroid yang terdapat di alam secara biogenetik berasal dari triterpen. 

Jaringan hewan mempunyai steroid yang berasal dari lanosterol sedangkan 

jaringan tumbuhan mempunyai steroid dari sikloartenol, steroid tersebut terbentuk 

setelah kedua triterpen tersebut mengalami perubahan. Molekul steroid adalah 

relatif datar /planar. Berdasarkan konfigirasi cincinnya, steroid mempunyai dua 

kelompok besar, yakni jika cincin A-B berada pada posisi trans, maka disebut 

dengan deret 5α sedangkan jika posisi A-B berada pada posisi cis disebut deret 5β 

(Kristanti, dkk., 2008). 

Steroid terbentuk dari asam asetat melalui jalur asam mevalonat yang telah 

mengalami berbagai macam reaksi kondensasi, siklisasi, dan sebagainya. 

Sehingga terbentuklah senyawaan antara (intermediet). Steroid terbagi dalam 

berbagai kelompok senyawa seperti β-sitosterol, isofukosterol, fukosterol dan 
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sebagainya (Sapar, dkk., 2004). Berdasarkan penelitian Renai Institute of 

Integrative Medicine (dalam Sapar, dkk. 2004) senyawa β-sitosterol merupakan 

senyawa yang mempunyai efek farmakologis terhadap penghambatan kerja enzim 

yang menyebabkan terjadinya kanker prostat. Cara kerja dari senyawa β-sitosterol 

adalah dengan kerja enzim yang mengkonversi testosteron menjadi 

dehidrotestosteron (DHT). 

                          

                        

“ (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 

dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 

bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini 

dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.” 

(Qs. ali Imran (3): 191). 
 

Tafsir al-Qurthubi menjelaskan makna kata ثطلا adalah yang akan hilang 

atau yang akan pergi. Kata tersebut manshub karena terdapat mashdar yang tidak 

disebutkan, yakni: يب خهقذ ْذا)خهقب(ثطلا “Engkau tidak akan menciptakan semua ini 

sebagai ciptaan yang sia-sia” (Qurthubi, 2009). Begitu pula dengan penciptaan 

senyawa steroid. Allah SWT menciptakan senyawa steroid karena senyawa 

tersebut dapat bermanfaat bagi makhluk hidup. 

Senyawa steroid dari alga Tydemnia exepditionis mempunyai aktivitas 

menghambat pertumbuhan kanker prostat (Zhang dkk., 2012). Penelitian tentang 

antikanker untuk senyawa steroid juga dilakukan oleh Diastuti dan Winarsih 

(2010) dan menghasilkan nilai sitotoksisitas terbaik dengan nilai IC50 sebesar 5 

ppm. Sedangkan penelitian Contini dkk. (2013) menyatakan bahwa steroid 

mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus gram positif.  
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2.4 Ekstraksi Maserasi 

 Senyawa steroid dalam Eucheuma spinosum masih bercampur dengan 

senyawa-senyawa lain. Sehingga untuk mendapatkan senyawa steroid perlu 

dilakukan beberapa proses tahapan. Tahapan pertama yang perlu dilakukan adalah 

proses ekstraksi. Teknik ekstraksi senyawa organik yang biasa digunakan adalah 

maserasi, perkolasi, dan sokhletasi (Atun, 2014). Maserasi merupakan ekstraksi 

padat-cair yang menggunakan metode perendaman dalam suatu pelarut tertentu. 

Proses perendaman yang dilakukan bertujuan untuk mengekstrak suatu senyawa 

dari bahan alam. Maserasi dapat dilakukan dengan tanpa disertai pemanasan, 

disertai pemanasan atau dipanaskan pada suhu didihnya. Setelah proses maserasi 

selesai, dilakukan penyaringan untuk memisahkan filtrat dan residunya. Residu 

sisa maserasi dilakukan maserasi kembali dengan proses yang sama dan pelarut 

yang baru, maserasi dilakukan sampai filtrat yang dihasilkan berbeda warnanya 

(Kristanti, dkk., 2008). 

Ekstraksi maserasi digunakan untuk menjaga kerusakan senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam Eucheuma spinosum. Maserasi merupakan cara 

ekstraksi yang paling sederhana (Aslan, 1989). Maserasi dilakukan dengan cara 

sampel direndam dalam pelarut dan pelarut akan menembus dinding sel masuk ke 

rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif tersebut akan larut, disebabkan 

adanya perbedaan konsentrasi larutan zat aktif dalam sel dengan konsentrasi 

larutan zat aktif luar sel. Pengadukan perlu dilakukan agar konsentrasi larutan di 

luar serbuk dapat merata, sehingga derajat perbedaan antara larutan dalam sel 

dengan larutan luar sel dapat terjaga meski dengan konsentrasi yang kecil 

(Habibah, 2012). 
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Keuntungan dari metode maserasi salah satunya adalah cepat, terutama 

jika maserasi dilakukan pada suhu didih dari pelarut. Selain itu, maserasi juga 

efisien digunakan untuk ekstraksi senyawa yang tidak tahan panas. Sedangkan 

kekurangan dari maserasi adalah waktu rendam yang dibutuhkan oleh setiap 

bahan dalam pelarut bervariasi, antara 15-30 menit bahkan 24 jam. Maserasi 

dilakukan menggunakan pelarut yang selalu baru sehingga volume pelarut yang 

dibutuhkan cukup besar (Kristanti, dkk., 2008). 

Steroid merupakan senyawa yang bersifat nonpolar. Namun di alam, 

steroid berada dalam bentuk glikosidanya (terikat dengan gugus gula). Sehingga 

proses ekstraksi dilakukan menggunakan pelarut yang bersifat semipolar atau 

polar (Kristanti, dkk. 2008). Ekstraski maserasi biasanya dilakukan menggunakan 

pelarut organik seperti metanol atau etanol. Kedua pelarut tersebut memilik sifat 

toksik. Namun, metanol lebih toksik dibandingkan etanol. Akan tetapi, pada 

penelitian seringkali digunakan pelarut metanol untuk melakukan ekstraksi karena 

metanol memiliki titik didih yang lebih rendah dibandingkan etanol. Sehingga 

pelarut metanol akan lebih mudah untuk diuapkan pada suhu yang rendah. 

Sedangkan etanol memiliki titik didih yang lebih tinggi dari metanol sehingga 

akan sulit untuk diuapkan saat proses penghilangan pelarut (Atun, 2014). 

Rendemen hasil maserasi rumput laut Eucheuma spinosum menggunakan 

metanol memberikan nilai sebesar 9,62%(b/b) (Ningsih, dkk., 2015). Sedangkan 

pada penelitian Setiyawan, dkk., (2015) diperoleh hasil yang tidak jauh berbeda 

yakni sebesar 8,54% (b/b). Pada penelitian tersebut juga disebutkan bahwa hasil 

maserasi dengan metanol memberikan warna hijau. Setelah dilakukan pemekatan 
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menggunakan rotary evaporator vacum warna ekstrak berubah menjadi hijau 

kehitaman. 

 

2.5 Hidrolisis dan Partisi 

Senyawa steroid yang terdapat di alam biasanya berada dalam bentuk 

glikosidanya (terikat dengan gugus gula) (Kristanti, 2008). Sehingga untuk 

memperoleh senyawa steroid yang bebas dari gugus gula perlu dilakukan 

pemutusan ikatan glikosidanya dengan proses hidrolisis (Ningsih, dkk., 2015). 

Hidrolisis merupakan reaksi antara senyawa dan air dengan membentuk reaksi 

kesetimbangan. Selain berekasi, peran air adalah sebagai medium reaksi 

sedangkan senyawanya dapat berupa senyawa anorganik maupun senyawa 

organik. Reaksi hidrolisis dilakukan untuk memutuskan ikatan glikosida pada 

senyawa organik yang berada pada bentuk glikosidanya. Glikosida merupakan 

senyawa yang terdiri dari gabungan gula (glikon) yang mempunyai sifat polar dan 

bagian bukan gula (aglikon) yang mempunai sifat polar, semipolar dan nonpolar 

(Gunawan, 2004). 

Hidrolisis adalah proses suatu senyawa terurai atau pecah dengan adanya 

reaktan dengan air (Groggins, 1958). Hidrolisis merupakan proses dekomposisi 

kimia yang terjadi dengan adanya pemutusan ikatan glikosida yang menjadi 

penghubung antar monomer melalui reaksi menggunakan air (H2O) sehingga 

membentuk bagian-bagian yang lebih sederhana (Adhiatama, dkk., 2012). 

Namun, reaksi hidolisis memerlukan bantuan katalisator karena hidrolisis 

menggunakan air berlangsung sangat lambat (Nihlati, dkk., 2008). Berdasarkan 
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zat-zat penghidrolisis, hidrolisis dibedakan atas air, asam, basa dan enzim 

(Wahyudi, dkk. 2011). 

 

Gambar 2.3 Dugaan Reaksi pemutusan ikatan glikosida (Mardiyah, 2012) 

Berdasarkan penelitian Ningsih dkk., (2015) pemutusan ikatan glikosida 

pada steroid dilakukan menggunakan hidrolisis asam. Asam berfungsi sebagai 

katalisator dalam proses hidrolisis. Penambahan asam kuat pada sistem reaksi 

hidrolisis berpengaruh terhadap kekuatan pelepasan proton dari asam tersebut, 

sehingga proton akan membantu pemutusan ikatan glikosida. Asam yang biasa 

digunakan dalam proses hidrolisis di industri adalah H2SO4 dan HCl. Namun, HCl 

lebih menguntungkan daripada H2SO4 karena sifatnya yang lebih reaktif 

(Wahyudi, dkk. 2011). Selain itu, katalisator asam klorida (HCl) akan membentuk 

garam yang tidak berbahaya yakni NaCl (Nihlati, dkk., 2008). Dugaan reaksi 

pemutusan antara ikatan glikosida dan steroid terdapat pada gambar 2.3. 

Setelah proses pemecahan ikatan glikon dan aglikon perlu dilakukan 

penetralan. Karena hidrolisis yang dilakukan menggunakan katalis asam, sehingga 

dibutuhkan larutan basa. Basa yang digunakan adalah Natrium bikarbonat jenuh 

(NaHCO3) jenuh (Ningsih, dkk., 2015). Reaksi penetralan pembentukan garam 

ditunjukkan pada gambar 2.4.  

HCl + NaHCO3  NaCl + CO2 + H2O 

Gambar 2.4 Reaksi antara HCl dan NaHCO3 (Ningsih, dkk., 2015) 

 Sehingga perlu dilakukan partisi menggunakan pelarut yang mempunyai 

perbedaan kepolaran. Pada penelitian ini akan digunakan pelarut metanol 99,9% 

H2O 
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dan petroleum eter untuk partisi. Berdasarkan penelitian Kholidiyah, dkk (2014) 

komponen gula (glikon) akan larut pada fase air sedangkan komponen metabolit 

sekunder (aglikon) akan larut pada fase organik. Adanya perbedaan kepolaran 

antara keduanya, sehingga komponen gula (glikon) dan komponen metabolit 

sekunder (aglikon) dapat dipisahkan.  

Setiyawan dkk. (2015) melakukan isolasi pada fraksi petroleum eter 

menggunakan KLTP dengan eluen campuran n-heksana dan etil asetat, lalu 

dikarakterisasi menggunakan pereaksi Liberman Burchard (LB). Hasil isolasi 

ditunjukkan pada tabel 2.2. Partisi menghasilkan rendemen sebesar 4,9%. 

 

2.6 Uji Fitokimia Senyawa Steroid 

Tabel 2.2 Hasil isolasi fraksi petroleum eter Eucheuma spinosum dan karakterisasi 

dengan pereaksi LB (Setiyawan, dkk., 2015) 

Noda Nilai Rf 
Warna Noda 

Sebelum disemprot Reagen Setelah disemprot Reagen 

1 0,17 Orange Ungu 

2 0,3 Hijau Hijau 

3 0,36 Ungu Ungu 

4 0,44 Hijau Hijau 

5 0,53 Ungu Ungu 

6 0,69 Hijau Hijau 

7 0,83 Orange Merah Jingga 

8 0,89 Biru Biru 

 

Uji fitokimia merupakan tahap awal untuk menentukan golongan senyawa 

yang terdapat pada suatu tanaman atau hewan. Uji fitokimia perlu dilakukan pada 

penelitian ini agar diketahui bahwa sebyawa steroid terdapat pada alga merah 

Eucheuma spinosum. Metode yang digunakan pada uji ini adalah pereaksi warna 

(Kristanti, dkk., 2008). Dengan reagen yang ditambahkan, hasil positif senyawa 

steroid dalam Eucheuma spinosum ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi 
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hijau sampai biru (Auterhoof dan Kovar, 1987). Berdasarkan penelitian Hanapi, 

dkk. (2013) uji fitokimia senyawa steroid dilakukan menggunakan pereaksi 

Liberman Burchard dengan komposisi kloroform, asam asetat anhidrida dan asam 

sulfat pekat. Reaksi perubahan warna saat penambahan reagen Liberman 

Burchard ditunjukkan pada gambar 2.5 (Burke, dkk., 1974). 

 
Cholesterol 

 
 

  HOAc / H2SO4 

  
Carbonium ion of 3,5-Diene 

  

 

 
 

Cholestahexoene Sulfonic Acid 

 

 
 

Pentoenylic Cation (blue – 
green colour) 

 

Gambar 2.5 Reaksi Perubahan Warna Senyawa Steroid saat Penambahan Reagen 

Liberman Burchard (Burke, dkk., 1974) 

 

2.7 Kromatografi Lapis Tipis 

Isolasi senyawa steroid membutuhkan pelarut yang cocok, sehingga 

dibutuhkan proses pemilihan eluen terbaik menggunakan metode kromatografi 

kolom. Kromatografi merupakan teknik pemisahan yang menggunakan prinsip 

distribusi suatu senyawa pada fasa diam dan fasa gerak berdasarkan perbedaan 

kepolaran. Teknik kromatografi dapat digunakan untuk memisahkan senyawa 

dalam suatu campuran, dapat digunakan untuk analisis kualitatif maupun 

SO2OH 

AC2O 

(SO3) 

 

SO2  + 



22 

 

  

kuantitatif. Analisis kualitatif kromatografi lapis tipis didasarkan pada nilai Rf, 

dua senyawa dapat dikatakan identik (sama) jika mempunyai nilai Rf yang sama. 

Sedangkan analisis kuantitatif dilakukan dengan mengukur luas spot atau 

pengerokan secara langsung terhadap spot lalu penentuan kadar senyawa yang 

terdapat dalam spot tersebut dengan metode analisis lain (Gandjar dan Rohman, 

2009). 

KLTA dilakukan menggunakan plat KLT yang biasanya terdapat lapisan 

tipis di atasnya. Lapisan tipis seperti plat silika gel F254 ditambahkan indikator 

fluorosensi yang dapat membantu kenampakan bercak berwarna pada lapisan 

tersebut. Indikator fluorosensi merupakan senyawa yang dapat memancarkan 

sinar dengan lampu UV (Gritter, 1991). Identifikasi dari senyawa yang telah 

terpisah menggunakan nilai Rf. Harga Rf dapat ditentukan berdasarkan 

perbandigan antara jarak senyawa yang terelusi dengan jarak pelarut yang 

mengelusi. 

 

Tujuan dilakukannya analisis KLT adalah untuk menentukan eluen terbaik 

yang akan digunakan untuk proses elusi atau fasa gerak (optimasi fasa gerak) dari 

kromatografi kolom (Sulastry dan Kurniawati 2010). Eluen terbaik ditentukan 

berdasarkan pemisahan noda yang paling baik. Pemisahan yang baik ditunjukkan 

dengan banyaknya noda yang terbentuk. Semakin banyak noda yang terbentuk, 

semakin banyak senyawa yang dapat dipisahkan dengan eluen tersebut (Sulastry 

dan Kurniawati, 2010).  

Berdasarkan penelitian Ningsih dkk. (2015) eluen terbaik dari hasil 

Kromatografi Lapis Tipis Analitik untuk memisakan senyawa steroid adalah 
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campuran senyawa n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 4,25 : 0,75. 

Campuran senyawa tersebut terdiri dari senyawa n-heksana yang bersifat non-

polar dan senyawa etil asetat yang bersifat semi polar. Namun perbandingan dari 

campuran eluen tersebut, n-heksana mempunyai perbandingan yang lebih besar 

sehingga memberikan kontribusi yang lebih besar dan campuran senyawa tersebut 

lebih cenderung bersifat non polar. Senyawa steroid lebih cenderung bersifat non-

polar sehingga senyawa steroid lebih terdistribusi pada eluen dibandingkan pada 

plat KLT yag bersifat polar (Ningsih, dkk., 2015). 

Setiyawan dkk. (2015) melakukan KLTA pada Eucheuma spinosum fraksi 

petroleum eter dengan eluen campuran antara n-heksana : etil asetat perbandingan 

4 : 1; 4,25 : 0,75; 4,5 : 0,5. Spot dari eluen campuran dengan komposisi 4,25 : 

0,75 sebanyak 9 spot. Sedangkan spot dari eluen campuran komposisi 4 : 1 dan 

4,5 : 0,5 didapatkan 8 spot. Berdasarkan jumlah spot yang didapat, eluen dengan 

komposisi 4,25 : 0,75 merupakan eluen terbaik. Karena semakin banyak spot yang 

didapat, semakin baik kemampuan eluen tersebut dalam memisahkan suatu 

senyawa. 

Selain digunakan untuk optimasi fasa gerak, KLT analitik juga dapat 

digunakan untuk analisis (monitoring) isolat hasil kromatografi kolom (Sulastry 

dan Kurniawati, 2010), (Kusmiyati, dkk., 2011). Proses ini digunakan untuk dasar 

penggabungan isolat hasil kromatografi kolom yang mempunyai nilai Rf sama 

(Kusmiyati, dkk., 2011).  
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2.8 Kromatografi Kolom 

Isolasi senyawa steroid dapat dilakukan menggunakan kromatografi 

kolom. Kromatografi kolom merupakan sauatu metode pemisahan preparatif. 

Metode ini digunakan untuk memisahkan suatu sampel yang berupa campuran 

dengan berat beberapa gram. Prinsip dasar dari kromatografi kolom adalah suatu 

pemisahan yang didasarkan pada prinsip adsorpsi. Pemisahan dapat dilakukan 

dengan meletakkan sampel sampel pada ujung atas kolom dan pelarut yang 

digunakan dialirkan secara terus menerus. Eleuen/pelarut akan melewati kolom 

dengan adanya gravitasi bumi atau karena bantuan tekanan (Kristanti, dkk., 2008). 

Adsorben yang umum digunakan pada kromatografi kolom adalah SiO2, 

selulosa atau amlumina yang tersedia dalam bentuk asam, basa, atau netral. 

Pemilihan adsorben yang sesuai sangat dibutuhkan untuk menghindari terjaidnya 

reaksi dalam kolom yang tidak diinginkan. Sebagai contoh alumina asam dapat 

mengakibatkan reaksi dehidrasi alkohol tersier dan bentuk basanya dapat 

mengakibatkan reaksi hidrolisis ester atau reaksi kondensasi aldol pada aldehida. 

Adsorben paling umum diapakai adalah silika gel, yang  terutama dapat 

memisahkan senyawa organik yang kestabilannya relatif rendah jika dipisahkan 

dengan alumina (Kristanti, dkk., 2008). 

Jumlah adsorben yang digunakan bergantung pada tingkat kesulitan 

pemisahan dari suatu senyawa dan jumlah sampel yang akan dipisahkan, secara 

umum, tiap gram sampe yang dipisahkanl membutuhkan adsorben 30 – 50 gram. 

Jika pemisahan yang dilakukan cukup sulit, jumlah adsorben yang dibutuhkan 

dapat mencapai 200 gram. Jumlah adsorben yang dibutuhkan akan lebih sedikit 
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untuk pemisahan senyawa-senyawa yang perbedaan kepolarannya cukup besar 

(Kristanti, dkk., 2008). 

Pemilihan fasa gerak juga merupakan langkah yang penting untuk 

keberhasilan isolasi senyawa. Sifat-sifat pelarut juga sangat berpengaruh terhadap 

penentuan mobilitas  komponen-komponen campuran. Kemampuan pelarut 

untuk menggerakkan suatu senyawa berhubungan dengan kekuatan elusi pelarut. 

Urutan kekuatan elusi beberapa pelarut air > metanol > etanol > aseton > etil 

asetat > kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena > toluena > karbon 

tetraklorida > heksana > petroleum eter (atun, 2014). 

Pengisian adsorben dalam kolom dapat mempengaruhi hasil pemisahan 

dari kromatografi kolom. Pengisian harus dilakukan sampai homogen dan juga 

terbebas dari gelembung udara. Selama proses elusi berjalan, dapat terjadi cacat 

kolom jika saat pengisisan adsorben dalam kolom kurang maksimal. Permukaan 

adsorben harus benar-benar horizontal agar meminimalisir kemungkinan 

terjadinya cacat kolom. Hal yang harus diperhatikan saat pengisian kolom adalah 

posisi dari kolom. Posisi kolom harus benar-benar vertikal (Kristanti, dkk., 2008). 

Kromatografi telah mangalami beberapa modifikasi dan terbagi atas: 

Kromatografi Kolom Vakum (KKV), Kromatografi Kolom Tekan (KKT), dan 

Kromatografi Kolom Gravitasi (KKG). Pemisahan dan pemurnian senyawadapat 

dilakukan menggunakan kromatografi kolom gravitasi. Kolom yang digunakan 

biasanya berukuran 1-3 cm dan panjang kolom 50 cm. Sedangkan adsorben yang 

digunakan adalah silika gel GF 60 (200-400 mesh). Tinggi adsorben yang biasa 

digunakan berkisar 15-20 cm (Atun, 2014). 

Pengisisan adsorben dalam kolom dapat dilakukan menggunakan dua cara: 
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1. Pengisian cara basah 

Pengisian cara basah dilakukan dengan membuat campuran antara 

adsorben yang akan digunakan dengan pelarut paling non polar yang akan 

digunakan untuk elusi. Campuran dibuat dengan kekentalan tertentu agar dapat 

dituang dalam kolom. Adsorben ditambahkan pada pelarut sedikit demi sedikit 

agar tidak terjadi gumpalan dalam campuran. Campuran yang telah terbentuk 

dimasukkan dalam kolom smenggunakan corong sampai membentuk lapisan 

setebal 2 cm. Proses pemasukan adsorben campuran, dinding kolom diketuk-

ketuk agar lapisan yang terbentuk benar-benar mampat dan juga tidak terdapat 

gelembung. Kran bagian bawah dari kolom dibuka untuk mengeluarkan 

pelarut. Langkah tersebut diulang sampai seluruh adsorben yang akan 

digunakan untuk elusi berhasil dimasukkan dalam kolom. Setelah itu, ditunggu 

cairan yang berada di atas adsorben sampai jernih (Kristanti, dkk., 2008). 

2. Pengisian cara kering 

Kolom diisi dengan pelarut paling nonpolar yang akan digunakan untuk 

elusi sebanyak 2/3 bagian. Adsorben yang akan digunakan dimasukkan secara 

perlahan setebal 2 cm sambil diketuk-ketuk dinding secara perlahan. Kran 

bagian bawah kolom dibuka agar semua pelarut keluar dan adsorben masuk ke 

dalam kolom. Setelah semua adsorben masuk dalam kolom, dibiarkan kolom 

beberapa saat sampai cairan yang beradadi atas adsorben menjadi jernih. 

Jumlah eluen/pelarut harus selalu di atas batas adsorben (Kristanti, dkk., 2008). 

Bogoriani (2008) melakukan isolasi glikosida steroid menggunakan 

kromatografi kolom gravitasi dengan menggunakan fasa diam silika gel 60 (70-

230 mesh) dan fase gerak kloroform; metanol; air dengan perbandingan 3; 1; 0,1. 
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Fraksi ditampung setiap 3 ml dan didapatkan 50 fraksi. Selanjutnya fraksi tersebut 

diuji kemurniannya menggunakan KLT sampai menghasilkan kelompok fraksi. 

Isolat mayor yang didapatkan setelah KLT sebesar 7,5 g dengan sampel awal 

sebesar 11,0 g. 

Hasil isolat kromatografi kolom diuji tingkat kemurniannya menggunakan 

KLTA. Pengelusian dilakukan menggunakan berbagai tingkat kepolaran eluen 

noda tunggal. Noda hasil KLTA dilihat di bawah lampu UV dan selanjutnya diuji 

menggunakan pereaksi Liberman-Burchard (LB). Steroid akan memberikan 

warna hijau/biru dengan pereaksi LB (Ismarti, 2011). 

 

2.9 Identifikasi dengan FT-IR 

Spektroskopi Infra Merah (IR) merupakan instrument yang digunakan 

untuk identifikasi suatu senyawa berdasarkan serapan yang ditimbulkan oleh 

vibrasi molekul. Energi vibrasi pada IR lebih rendah dibandingkan energy 

elektronik pada spektofotometri UV-Vis. Namun, hal tersebut berbeda dengan 

panjang gelombang yang dihasilkan. Panjang gelombang sinar IR lebih panjang 

dibandingkan panjang gelombang dari UV-Vis (Panji, 2012). 

Identifikasi menggunakan FT-IR hanya akan memebrikan informasi 

mengenai gugus fungsi berdasarkan panjang gelombang, bentuk pita dan 

intensitas. Saleh (2007) melakukan identifikasi steroid menggunakan FT-IR 

memberikan serapan khas uluran gugus OH dengan serapan melebar pada 

bilangan gelombang 3417,36 cm
-1

. Penguatan dugaan tersebut ditunjukkan pada  

bilangan gelombang 1328,67 cm
-1

 yang khas untuk tekukan dari gugus OH serta 

adanya uluran C-OH siklik pada daerah bilangan gelombang 1051,74 cm
-1

. 
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Serapan dengan intensitas kuat pada bilangan gelombang 2936,87 cm
-1

 yang 

menunjukkan uluran C-H dari CH3 serta bilangan gelombang 2868 menunjukkan 

uluran dari c-H pada C-H2. Serapan tersebut diperkuat dengan adanya pita pada 

bilangan gelombang 1376,22 cm
-1

 yang menunjukkan tekukan C-H dari C-H3 dan 

serapan yang khas untuk C-H dari C-H2 juga terbentuk pada bilangan gelombang 

1464,54 cm
-1

. Pita serapan juga menghasilkan uluran dari C=C non konjugasi 

pada bilangan gelombang 1661,53 cm
-1

. Pita serapan lain yang memperkuat hasil 

tersebut adalah C=H pada bilangan gelombang 956,64 cm
-1

. Hasil interpretasi 

tersebut menunjukkan steroid akan memberikan serapan yang khas untuk gugus 

OH, siklik, hidroksi, alkil dan ena non konjugasi. 

Penelitian Ningsih dkk. (2015) senyawa steroid alga merah Eucheuma 

spinosum fraksi n-heksana diidentifikasi menggunakan FT – IR menghasilkan 

serapan untuk gugus O – H, gugus Csp3 – H, gugus C=C dan gugus C – O alkohol 

sekunder. Penelitian lain (Saleh, 2007), melakukan isolasi senyawa steroid dari 

akar tumbuhan cendana menggunakan metode kromatografi kolom. Isolat yang 

menunjukkan positif steroid diidentifikasi menggunakan FT-IR dengan pellet 

KBr. Hasil spektra IR ditunjukkan pada gambar 2.6. 

 

Gambar 2.6 Spektrum Inframerah senyawa Steroid (Tukiran, dkk., 2009) 
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Gambar 2.7 Spektrum IR senyawa steroid hasil isolasi dari akar tumbuhan 

cendana (Saleh, 2007)   
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari – April 2016 di 

Laboratorium Organik Jurusan Kimia dan di Laboratorium Analitik Jurusan 

Kimia Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, rotary 

evaporator vacum, ayakan ≥90 mesh, hotplate,  aluminium foil, inkubator shaker, 

corong pisah, kolom kromatogafi (diameter 1,5 cm, tinggi 50 cm), statif, 

seperangkat alat gelas laboratorium, bejana pengembang, lampu UV, 

Spektroskopi FT-IR merk Varian Tipe FT 100, pipa kapiler, neraca analitik, 

lemari asap,  dan penyaring vakum. 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga merah 

(Eucheuma spinosum) yang berasal dari pantai Pamekasan Madura, metanol 

99,9% merck 99,9%, petroleum eter p.a, aquades, HCl 2 N, n-heksana 99 %, etil 

asetat p. a, pereaksi Liberman-Burchard (LB), Natrium bikarbonat (NaHCO3) 

jenuh, plat KLT GF254, silika Gel G-60 (0,063 – 0,200 mm). 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini bersifat deskriptif kualitatif menggunakan variasi metode 

pengisian kolom. Proses penelitian dilakukan sebagai berikut: alga merah 

Eucheuma spinosum dikeringkan pada suhu ruang selama 7 hari lalu dikeringkan 

dengan oven pada suhu 38
o 

C, dipotong kecil-kecil, dihaluskan dan diayak dengan 

ayakan ≥90 mesh. Hasil ayakan Eucheuma spinosum dimaserasi dengan pelarut 

metanol 99,9% lalu disaring dan dipekatkan dengan rotary evaporator vacum. 

Ekstrak metanol dihidrolisis menggunakan HCl 2 N dan dinetralkan dengan 

NaHCO3 jenuh. Kemudian dipartisi dengan pelarut petroleum eter p. a dan 

dipekatkan dengan rotary evaporator vacum. Selanjutnya, ekstrak hasil partisi 

diisolasi dengan kromatogafi kolom dengan fasa diam pengisian adsorben cara 

basah dan kering menggunakan eluen campuran n-heksana dan etil asetat 

(4,25:0,75). Eluat yang didapatkan ditampung dalam botol vial lalu fraksi 

dimonitoring menggunakan KLT Analitik dengan eluen n-heksana dan etil asetat 

(4,25:0,75), spot dengan nilai Rf yang sama disemprot menggunakan pereaksi 

Liberman-Burchard (LB). Spot yang memberikan perubahan warna hijau 

menunjukkan aktif steroid. Fraksi yang menghasilkan spot warna hijau digabung 

lalu dipekatkan dengan rotary evaporator dan dialiri gas N2. Senyawa steroid 

diidentifikasi dengan Spektroskopi FT-IR merk Varian Tipe FT 100. 

 

3.4 Tahapan penelitian 

Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu: 

1. Preparasi sampel, 

2. Analisis kadar air, 



32 

 

  

3. Ekstraksi sampel, 

4. Hidrolisis dengan HCl dan partisi dengan petroleum eter, 

5. Uji Steroid, 

6. Penentuan eluen terbaik dengan KLTA, 

7. Isolasi dengan metode Kromatogafi Kolom, 

8. Monitoring dengan KLTA dan Uji Liberman Burchard, 

9. Penggabungan vial dan pemekatan, 

10. Identifikasi senyawa steroid dengan Spektroskopi FT-IR merk Varian Tipe 

FT 100. 

 

3.5 Cara Kerja 

3.5.1 Preparasi Sampel (Anam, 2015) 

Preparasi sampel tanaman alga merah Eucheuma spinosum dilakukan 

dengan diambil seluruh bagian tanaman sebanyak 32 Kg, kemudian dicuci, 

dipotong kecil-kecil dan dikering anginkan selama 7 hari. Selanjutnya dihaluskan 

menggunakan mesin penghalus sampai terbentuk serbuk, dan diayak dengan 

ukuran ≥90 mesh kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 38
o 

C selama 24 

jam. 

 

3.5.2 Analisis Kadar Air (AOAC, 1984) 

Analisis kadar air dilakukan pada semua bagian alga merah Eucheuma 

spinosum. Cawan dipanaskan dalam oven pada suhu 100 – 105 
o
C selama 15 

menit untuk menghilangkan kadar airnya. Kemudian cawan disimpan dalam 

desikator selama 10 menit. Selanjutnya cawan ditimbang, dan perlakuan yang 

sama diulang sampai diperoleh berat cawan yang konstan. Alga merah Eucheuma 
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spinosum dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya 

sebanyak 5 gam dan dikeringkan dalam oven pada suhu 100 – 105 
o
C selama 15 

menit, kemudian sampel disimpan dalam desikator selama 10 menit dan 

ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven selama 15 menit, 

disimpan dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi sampai 

berat konstan. Kadar air dalam tubuh alga merah dihitung menggunakan 

persamaan: 

 

Keterangan: a= berat cawan kosong 

b= berat cawan + sampel sebelum dikeringkan 

c= berat cawan + sampel setelah dikeringkan 

3.5.3 Ekstraksi Sampel (Anam, 2015) 

Ekstraksi komponen aktif pada sampel dilakukan dengan ekstraksi maserasi 

atau perendaman dengan pelarut metanol 99,9%. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 

kali pengulangan karena dimungkinkan bahwa kandungan senyawa pada tanaman 

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

tanaman alga merah Eucheuma spinosum ditimbang sebanyak 100 gam dan 

diekstraksi secara maserasi menggunakan pelarut metanol 99,9% 500 mL di 

dalam Erlenmeyer dan diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 

rpm (rotation per minutes) selama 3 jam. Kemudian disaring dan ampas yang 

diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama sampai 3 

kali pengulangan hingga diperoleh filtrat yang telah pudar warnanya (mendekati 

bening). Selanjutnya ketiga filtrat yang diperoleh kemudian digabung menjadi 

satu. Lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator. 
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3.5.4 Hidrolisis  dengan HCl dan Partisi dengan Petroleum Eter (Setiyawan 

dkk., 2015) 

Ekstrak pekat metanol 99,9% sebanyak 5 gam dimasukkan ke dalam beaker 

glass, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 10 mL asam klorida (HCl) 2 N 

ke dalam ekstrak pekat. Hidrolisis dilakukan selama 1 jam menggunakan 

magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang. Hidrolisat yang diperoleh 

ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) jenuh sampai pH-nya netral, 

lalu hidrolisat dipartisi dengan menambahkan 25 mL metanol 99,9% dan 25 mL 

pelarut petroleum eter. Proses partisi dilakukan tiga kali pengulangan. Ekstrak 

hasil partsi dipekatkan dengan rotary evaporator, ekstrak pekat yang diperoleh 

ditimbang dan dihitung rendemennya.  

3.5.5 Uji Steroid (Mardiyah dkk., 2014) 

1 mg ekstrak petroleum eter dari Eucheuma spinosum dimasukkan dalam 

tabung reaksi, dilarutkan dengan 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL 

asam asetat anhidrat. Selanjutnya, campuran tersebut ditambah dengan 1 – 2 mL 

H2SO4 pekat melalui dinding tabung. Jika diperoleh hasil berupa cincin berwarna 

hijau kebiruan menunjukkan adanya senyawa steroid pada ekstrak tersebut. 

3.5.6 Penentuan Eluen Terbaik dengan KLTA (Setiyawan, dkk., 2015) 

Sebelum dilakukan kromatogafi kolom penting untuk dilakukan penentuan 

eluen terbaik agar didapatkan hasil isolasi yang baik. Penentuan eluen terbaik 

dalam penelitian ini menggunakan KLTA. Eluen yang akan digunakan adalah 

campuran: 

 

n-heksana : etil asetat = 4 : 1  
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n-heksana : etil asetat = 4,25 : 0,75 

n-heksana : etil asetat = 4,5 : 0,5  

Eluen dibuat dengan volume total 5 mL dan dijenuhkan selama 1 jam. Plat 

silika F254 (1x10 cm) dioven pada suhu 110 
o
C selama 30 menit. Ekstrak pekat 

hasil partisi sebanyak 50 mg dilarutkan dengan 50 mL petroleum eter (konsentrasi 

1000 ppm). Sampel ditotolkan sebanyak 5-7 kali. Elusi dilakukan sampai 1cm 

dibawah batas atas plat. Eluen terbaik ditandai dengan pemisahan yang 

menghasilkan spot paling banyak. 

3.5.7 Isolasi senyawa Steroid dengan metode Kromatogafi Kolom (Kristanti, 

dkk., 2013) 

Setelah uji fitokimia menunjukkan hasil positif steroid, pengerjaan 

dilanjutkan terhadap fraksi petroleum eter. Fraksi tersebut dikromatogafi kolom 

menggunakan fasa diam silika gel 60 F-254 (0,063-0,200 mm). Fasa gerak yang 

digunakan merupakan campuran n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 

4,25 : 0,75. Kolom mula-mula diisi dengan glasswool pada bagian bawah kolom. 

Silika gel dimasukkan dalam kolom. Kolom diketuk-ketuk agar fasa diam tidak 

retak dan tidak terdapat gelembung. Sampel sebanyak 0,2 g (Kolom kering); 0,1 g 

(kolom basah) dilarutkan dalam 1mL  fasa gerak yang digunakan lalu dimasukkan 

dalam kolom kromatogafi. Kran dibuka lalu fasa gerak ditambahkan. Eluat 

ditampung setiap 2 mL pada botol vial. Selama proses elusi, eluen dalam kolom 

harus selalu di atas batas adsorben. Proses elusi dihentikan setelah semua senyawa 

steroid diperkirakan telah keluar dari kolom. 
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3.5.8.1 Kolom Pengisian Cara Basah (Kusmiyati, dkk., 2011) 

Pembuatan kolom cara basah dilakukan dengan disiapkan fasa gerak 

campuran n-heksana dan etil asetat (4,25 : 0,75) dan silika gel. Silika gel 

ditimbang sebanyak 10 g dan diaktivasi dengan cara dipanaskan dalam oven 

selama 2 jam pada suhu 110 
o
C. Selanjutnya didinginkan dengan diletakkan dalam 

desikator selama 15 menit. Bubur silika dibuat dengan ditambahkan sedikit demi 

sedikit dan diaduk dengan magnetic stirer hotplate sampai terbentuk suspensi dan 

tidak terbentuk gelembung udara. Suspensi dimasukkan ke dalam kolom 

menggunakan corong. Dinding kolom diketuk-ketuk agar terbentuk adsorben 

yang benar-benar mampat. Adsorben dipastikan telah masuk semua dalam kolom 

dan kolom didiamkan selama 24 jam. Setelah itu pelarut dikeluarkan sampai 

mendekati batas adsorben lalu sampel dimasukkan dalam kolom kromatogafi. 

3.5.8.2 Kolom Pengisian Cara Kering (Suryani, 2011) 

Silika gel ditimbang sebanyak 10 g dan diaktivasi dengan cara dipanaskan 

dalam oven selama 2 jam pada suhu 110 
o
C. Selanjutnya didinginkan dengan 

diletakkan dalam desikator selama 15 menit. Silika Gel dimasukkan ke dalam 

kolom menggunakan corong dan dilakukan secara perlahan-lahan. Selama 

penambahan silika, dinding kolom diketuk-ketuk sampai adsorben benar-benar 

mampat. Setelah semua adsorben masuk dan mampat, sampel yang telah 

dicampur dengan pelautnya dimasukkan dalam kolom lalu ditambahkan eluennya. 

3.5.8 Monitoring dengan Kromatogafi Lapis Tipis Analitik (KLTA) 

(Kristanti, dkk., 2008) 

Setelah didapatkan beberapa fraksi dari kromatogafi kolom pengisian cara 

basah dan kering dilakukan identifikasi pada masing-masing eluat dengan KLTA. 
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Eluen yang digunakan sebagai fasa gerak adalah pelarut campuran n-heksana dan 

etil asetat dengan perbandingan 4,25 : 0,75 dan digunakan silika gel F254 dengan 

ukuran 10x10 cm. Eluen disiapkan dengan ditambahkan campuran fasa gerak ke 

dalam bejana pengembang lalu dijenuhkan selama 1 jam. Plat silika gel ditandai 

1cm pada batas atas dan bawah, lalu diaktivasi dengan dioven pada suhu 110 
o
C 

selama 30 menit. Monitoring fraksi dilakukan setiap range 10 untuk memudahkan 

monitoring. Setiap fraksi dengan range 10 ditotolkan pada silika gel yang telah 

diaktivasi menggunkan pipa kapiler dengan jarak 1 cm dari batas bawah plat. 

Setelah selesai penotolan, dimasukkan plat tersebut ke dalam eluen yang telah 

dijenuhkan dan dielusi sampai tanda batas atas. Kemudian diamati noda yang 

terbentuk menggunakan lampu UV dan dihitung nilai Rf-nya. 

3.5.9 Penggabungan Vial dan Pemekatan (Utama, dkk., 2013) 

Spot yang dihasilkan dari KLTA dikarakterisasi menggunkn pereaksi 

Liberman-Burchard. Hasil karakterisasi yang berwarna hijau atau biru 

menunjukkan positif steroid. Fraksi yang menunjukkan hasil positif steroid 

digabungkan. Gabungan fraksi diuapkan pelarutnya dengan divakumkan pada 

desikator. 

 

3.5.10 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektrofotometer FT-IR 

(Sukandana, 2011) 

Hasil isolasi senyawa steroid dengan kromatogafi kolom diidentifikasi 

menggunakan FTIR untuk membuktikan senyawa yang telah diisolasi adalah 

benar-benar senyawa steroid. Ekstrak pekat dicampur dengan pellet KBr lalu 

digerus bersamaan dengan mortat agate. Campuran pellet KBr dan sampel yang 

telah halus dipres dengan tekanan 80 Torr (8-20 tor per satuan waktu) selama 10 
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menit. Selanjutnya pellet yang telah dipress dianalisis menggunakan FT-IR merk 

Varian tipe FT 100. 

 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh dijelaskan secara deskriptif dengan memperhatikan 

pola pemisahan, kenampakan noda, uji LB pada plat dari berbagai fraksi yang 

diperoleh dan hasil identifikasi dengan menggunakan FT-IR. Data ditampilkan 

dalam bentuk tabel dan gafik. Penjelasan akan diinterpretasikan berdasarkan tabel 

dan gafik tersebut. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Preparasi Sampel 

Preparasi sampel perlu dilakukan untuk memaksimalkan hasil penelitian. 

Sampel Eucheuma spinosum dicuci sampai bersih karena sampel diambil dari laut 

dan bercampur dengan lumut ataupun kotoran yang lain. Eucheuma spinosum 

basah mempunyai kadar air yang tinggi (Diharmi, dkk., 2011). Kadar air 

merupakan komponen penting yang berhubungan dengan mutu simplisia. Kadar 

air yang tinggi dapat menyebabkan tumbuhnya mikroorganisme dan jamur selama 

proses penyimpanan. Sehingga untuk mengurangi kadar air, sampel Eucheuma 

spinosum dikeringanginkan selama ± 7 hari dengan dipotong kecil-kecil untuk 

memperbesar luas permukaan dan mempercepat proses pengeringan. 

Sampel yang telah kering selanjutnya dihaluskan dan diayak dengan 

ukuran 90 mesh. Fungsi dari pengayakan adalah untuk menyeragamkan ukuran 

serta memperbesar luas permukaan. Semakin besar luas permukaan, kontak 

sampel dengan pelarut semakin besar dan proses ekstraksi akan lebih optimal 

(Voight, 1995). Sampel yang telah halus dioven pada suhu 38 
o
C selama 24 jam 

untuk memaksimalkan pengeringan sampel. 

 

4.2 Analisis Kadar Air 

Kadar air dalam sampel alga merah Eucheuma spinosum berpengaruh 

terhadap proses penyimpanan sampel. Kadar air yang tinggi dapat mengakibatkan 

sampel Eucheuma spinosum lembab sehingga akan mudah terdegradasi oleh 

mikroorganisme, dan tumbuh jamur. Analisis kadar air dilakukan untuk 
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mengetahui kadar air sehingga tidak berpengaruh terhadap proses penyimpanan 

sampel. Analisis kadar air dilakukan menggunakan metode thermogravimetry, 

yakni simplisia Eucheuma spinosum dioven dengan suhu 105 – 110 
o
C karena air 

mempunyai titik didih 100 
o
C. Sehingga untuk menguapkan air dibutuhkan suhu 

di atas titik didihnya. Setelah sampel dioven, sampel didiamkan dalam desikator 

untuk mencegah kontak sampel dengan udara luar. Pengovenan dilakukan secara 

berulang-ulang hingga diperoleh berat konstan. Setelah diperoleh berat konstan, 

kadar air dapat dihitung dari selisih antara berat simplisia sebelum dan sesudah 

dioven. Data kadar air sampel Eucheuma spinosum ditunjukkan pada Tabel 4.1. 

Tabel 4.1 Data kadar air alga merah Eucheuma spinosum 

Sampel Kadar Air (%) 

Eucheuma spinosum basah 90, 25 

Eucheuma spinosum kering 8,05 

 

Tabel 4.1 menunjukkan kadar air Eucheuma spinosum tidak berbeda 

dengan kadar air tanaman umumnya yang berkisar antara 80 – 90 % (Astawan, 

dkk., 2001). Kadar air Eucheuma spinosum basah (90,25 %) memenuhi standar 

yang ditentukan SNI 1992 yang menyatakan bahwa kadar air rumput laut kering 

maksimal 35 % (SNI, 1992). 

Sampel Eucheuma spinosum kering tidak mempengaruhi proses maserasi 

karena telah memenuhi standar kadar air maksimum yang disyaratkan untuk 

maserasi yakni < 11% (Nurmillah, 2009). Kadar air yang tinggi akan 

mempengaruhi konsentrasi dari pelarut yang digunakan. Semakin tinggi nilai 

kadar air pada sampel, maka konsentrasi pelarut yang digunakan akan semakin 

berkurang karena bercampur dengan air yang terdapat pada sampel. Berkurangnya 

konsentrasi pelarut akan mempengaruhi jumlah senyawa yang terekstrak, 

sehingga maserasi kurang maksimal. 
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4.3 Ekstraksi Sampel 

Ekstraksi sampel merupakan langkah awal yang dilakukan untuk 

melakukan proses isolasi karena dapat melarutkan komponen senyawa aktif yang 

terkandung di dalamnya. Ekstraksi sampel Eucheuma spinosum dilakukan dengan 

metode maserasi menggunakan pelarut metanol 99,9 % (Habibah, dkk., 2012 dan 

Kholidiyah, dkk., 2013). Metode maserasi dipilih karena menggunakan teknik 

perendaman dengan suhu ruang tanpa disertai pemanasan. Suhu yang tinggi 

menyebabkan senyawa metabolit sekunder terdegradasi sehingga metode maserasi 

lebih aman untuk dilakukan. Metanol digunakan karena pada umumnya senyawa 

metabolit sekunder di alam berada dalam bentuk glikosidanya. Selain itu, Metanol 

mempunyai titik didih yang lebih rendah (T.d 74 
o
C) dari etanol (78 

o
C) sehingga 

pelarut metanol akan lebih mudah untuk diuapkan (Atun, 2014). 

Perendaman simplisia Eucheuma spinosum dilakukan selama 24 jam 

disertai dengan penggojokan menggunakan shaker. Penggojokan dilakukan untuk 

mempercepat kontak pelarut dengan sampel sehingga proses ekstraksi berjalan 

lebih cepat. Setelah 24 jam dipisahkan antara residu dan filtrat dengan cara 

disaring menggunakan corong buchner untuk mempercepat penyaringan. Residu 

yang diperoleh diremaserasi untuk mengoptimalkan proses maserasi. Karena 

kemungkinan komponen aktif masih banyak yang tertinggal di filtrat. Remaserasi 

dilakukan sampai warna filtratnya memudar dan lebih pucat (Kristanti, dkk., 

2008). Warna yang memudar diasumsikan komponen senyawa yang terdapat pada 

sampel sudah habis. Maserasi pertama menghasilkan warna hijau dan setelah 

remaserasi ke-3 warna memudar menjadi kuning bening. Hasil maserasi kemudian 
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disaring kembali dan digabungkan filtrat yang diperoleh dari ketiga maserasi 

untuk diuapkan menggunakan vacuum rotary evaporator dengan suhu 40 – 50 
o
C 

(Atun, 2014). 

Metanol mempunyai titik didih 74 
o
C, namun pada proses pemekatan 

dilakukan dengan suhu 40 – 50 
o
C. Metanol dapat menguap di bawah titik 

didihnya karena adanya penurunan tekanan pada sistem. Karena tekanan 

berbanding lurus dengan temperatur, maka semakin kecil tekanan semakin rendah 

pula temperatur yang dibutuhkan untuk menguapkan pelarut. Hal tersebut 

menguntungkan pada proses penguapan pelarut karena dapat menguapkan di 

bawah titik didih pelarut. Proses pemekatan ekstrak dihentikan setelah pelarut 

tidak lagi menetes ke labu alas bulat. 

Filtrat hasil yang diperoleh digabungkan dan diuapkan pelarutnya sehingga 

diperoleh ekstrak metanol 10,765 gram dengan rendemen sebesar 3,075 % (b/b). 

Maerasi kedua juga menghasilkan rendemen yang tidak jauh berbeda yakni 

sebesar 3,075 % (b/b). Hasil ini berbeda dengan penelitian terdahulu yang 

didapatkan rendemen sebesar 8,54 % (b/b) (setiyawan, 2015). Perbedaan tersebut 

disebabkan karena perbedaan kadar air pada sampel yang digunakan untuk 

maserasi. Selain perbedaan kadar air, perbedaan waktu pengambilan, waktu/umur 

panen, lingkungan tempat tumbuh, iklim dan penanganan pasca panen dapat 

mempengaruhi kandungan rumput laut (Marseno, dkk., 2010). 

 

4.4 Hidrolisis dan Fraksinasi 

Senyawa steroid yang terdapat di alam pada umumnya masih berada dalam 

bentuk glikosidanya. Pemutusan ikatan glikosida antara glikon dapat dilakukan 
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dengan hidrolisis (Fessenden dan Fessenden, 1986). Hidrolisis merupakan reaksi 

kimia yang memecah molekul H2O menjadi kation Hidrogen dan anion 

Hidroksida. 

Reaksi hidrolisis membutuhkan katalisator karena hidrolisis dengan air 

akan berlangsung lambat (Nihlati, dkk., 2008). Katalis yang digunakan hidrolisis 

adalah katalis asam yakni HCl (Wahyudi, dkk., 2011)., karena glikosida bersifat 

stabil pada kondisi netral atau basa (Fesenden & Fesenden, 1986). Kecepatan 

reaksi sebanding dengan jumlah ion H
+
 dari katalis. Jumlah ion H

+
 yang 

dilepaskan sebanding dengan konsentrasi HCl yang digunakan. Konsentrasi HCl 

yang baik digunakan untuk hidrolisis adalah 2N. Konsentrasi 2N menghasilkan 

laju konsentrasi yang lebih besar (0,036 min
-1

) dari konsentrasi 1 N yang 

menghasilkan laju konsentrasi sebesar 0,052 min
-1 

(Tasic, dkk., 2009). Kecepatan 

laju reaksi berbanding lurus dengan besarnya nilai gula yang terhidrolisis. 

Semakin besar laju reaksinya maka semakin besar nilai gula yang terhidrolisis. 

HCl digunakan karena mempunyai kekuatan asam yang lebih besar dibandingkan 

H2SO4. Kekuatan asam dapat dilihat berdasaarkan pKa yang dimiliki oleh HCl (-

8,00) dan H2SO4 (-3,00) (Wahyudi, dkk., 2011). Semakin kecil nilai pKa maka 

semakin kuat keasamannya. Dugaan reaksi pemutusan ikatan glikosida 

ditunjukkan pada Gambar 4.1. 

 

Gambar 4.1 Dugaan Reaksi pemutusan ikatan glikosida pada Steroid 

(Mardiyah, 2012) 

H2O 
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Reaksi hidrolisis berlangsung secara reversibel, untuk menghentikannya 

ditambahkan dengan natrium bikarbonat sampai netral. pH awal setelah hidrolisis 

0 dan dinetralkan sampai pH 7. Reaksi dapat dihentikan dengan larutan basa 

karena glikosida bersifat stabil pada kondisi netral (Fessenden dan Fessenden, 

1986). Reaksi saat penambahan natrium hidroksida ditunjukkan pada Gambar 4.2. 

HCl + NaHCO3  NaCl + CO2 + H2O 

Gambar 4.2 Reaksi antara HCl dan NaHCO3 (Ningsih, dkk., 2015) 

Ekstrak hasil hidrolisis yang telah netral dilakukan partisi dengan pelarut 

petroleum eter. Petroleum eter merupakan pelarut yang paling nonpolar jika 

dibandingkan dengan pelarut organik lainnya (Atun, 2014). Steroid bersifat 

nonpolar setelah terpisah dengan glikonnya, sehingga steroid akan lebih 

terdistribusi pada pelarut nonpolar saat proses partisi (Kholidiyah, dkk., 2014). 

Partisi akan menghasilkan 2 lapisan berbeda. Lapisan tersebut terbentuk 

karena adanya perbedaan kepolaran, dan juga perbedaan densitas di antara 2 

larutan. Lapisan atas merupakan lapisan organik dengan nilai densitas 0,7 g/L 

sedangkan lapisan bawah berupa lapisan air dengan nilai densitas  1 g/L. Nilai 

densitas yang besar akan berada pada lapisan bawah sedangkan nilai densitas 

yang rendah akan berada di lapisan atas. Lapisan bawah yang merupakan lapisan 

air yang berisi senyawa ataupun larutan yang polar seperti air, HCl, glikon, dan 

senyawa lain yang bersifat polar. Sedangkan lapisan organik berisi petroleum eter 

dan senyawa yang bersifat nonpolar seperti steroid. 

Fasa organik yang mengandung aglikon diuapkan pelarutnya 

menggunakan Vacuum rotary evaporator. Proses penguapan dihentikan setelah 
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pelarut tidak lagi menetes. Rendemen hasil partisi didapatkan sebesar 14,072 % 

dari berat ekstrak awal 12,5 g dan didapatkan berat fraksi sebesar  1,759 g. 

 

4.5 Identifikasi Steroid 

Fraksi petroleum eter dari ekstrak metanol alga merah Eucheuma 

spinosum mengandung beberapa senyawa. Uji Fitokimia merupakan langkah awal 

untuk mengetahui secara kualitatif kandungan senyawa steroid pada fraksi 

petroleum eter Eucheuma spinosum. Uji kualitatif senyawa steroid dilakukan 

menggunakan pereaksi LB (Kristanti, dkk., 2008). Pereaksi LB terdiri dari 

kloroform, asam asetat anhidrida dan H2SO4 (Burke, dkk., 1974). 

 

 
Cholesterol 

 
 

  HOAc / H2SO4 

  
Carbonium ion of 3,5-Diene 

  

 

 
 

Cholestahexoene Sulfonic Acid 

 

 
 

Pentoenylic Cation (blue – 
green colour) 

Gambar 4.3 Reaksi Perubahan Warna Senyawa Steroid saat Penambahan Reagen 

Liberman Burchard (Burke, dkk., 1974) 

 

Fraksi petroleum eter dilarutkan dengan kloroform dan ditambahkan dengan 

asam asetat anhidrida kemudian ditambahkan H2SO4 pekat (Mardiyah, dkk., 

SO2OH 

AC2O 

(SO3) 

 

SO2  + 
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2014). Penambahan kloroform berfungsi sebagai pelarut sedangkan fungsi dari 

asam asetat anhidrida dan H2SO4 untuk menghilangkan gugus OH dan mengubah 

Steroid menjadi ion karbonium dan air. Selanjutnya ion karbonium diubah 

menjadi kation pentaenil yang mempunyai ikatan rangkap konjugasi sehingga 

larutan akan menunjukkan warna hijau – biru jika fraksi positif mengandung 

senyawa steroid (Burke, dkk., 1997). Dugaan reaksi saat penambahan larutan 

ditunjukkan pad Gambar 4.4. Hasil uji yang telah dilakukan menunjukkan warna 

hijau kebiruan pada lapisan atas sehingga dapat diketahui bahwa fraksi petroleum 

eter Eucheuma spinosum positif mengandung senyawa steroid. Ningsih (2015) 

meakukan identifikasi steroid dari fraksi n-heksana alga merah Eucheuma 

spinosum dan menunjukkan hasil positif untuk steroid. 

 

4.6 Penentuan Eluen Terbaik dengan KLTA 

Isolasi senyawa steroid dapat dipengaruhi oleh eluen yang digunakan, 

karena kepolaran dari senyawa organik adalah berbeda-beda. Fraksi mempunyai 

banyak kandungan senyawa sehingga untuk mendapatkan senyawa yang 

diinginkan dibutuhkan eluen yang tepat untuk elusi, sehingga setiap senyawa yang 

terdapat pada fraksi terpisah. KLTA perlu dilakukan sebagai langkah untuk 

optimasi fasa gerak yang akan digunakan pada kromatografi kolom (Sulastry dan 

Kurniawati 2010). Penentuan eluen terbaik dengan KLTA dilakukan 

menggunakan eluen campuran n-heksana etil asetat perbandingan 4 : 1; 4,25 : 

0,75; 4,5 : 0,5. 

Berdasarkan hasil KLTA didapatkan 5 spot untuk campuran eluen n-

heksana dan etil asetat perbandingan 4 : 1 serta perbandingan 4,5 : 0,5. 
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Perbandingan 4 : 1 didapatkan 2 spot senyawa steroid yang menunjukkan warna 

spot biru. Sedangkan perbandingan 4,5 : 0,5 didapatkan 3 spot senyawa steroid 

dengan 1 spot berwarna hijau dan 2 spot berwarna biru. Perbandingan 4,25 : 0,75 

menghasilkan jumlah spot yang lebih banyak yakni 8 spot, 3 spot steroid dengan 

warna biru 2 spot dan warna hijau 1 spot. Hasil elusi ditunjukkan seperti gambar 

4.5. 

    

n-Heksana : Etil asetat 

(4 : 1) 

 

n-Heksana : Etil asetat 

(4,25 : 0,75) 

   

 

 

 

 

 

n-Heksana : Etil asetat 

(4, 5 : 0, 5) 

 

Gambar 4.4 Hasil KLTA berbagai perbandingan eluen 

 

 

Eluen terbaik yang dapat digunakan untuk isolasi senyawa steroid adalah 

eluen dengan perbandingan 4,5 : 0,5 yang menghasilkan 3 spot steroid dengan 

jarak antar spot 0,2 cm (Atun, 2014). Eluen perbandingan 4,25 : 0,75 

menghasilkan pemisahan senyawa yang paling banyak dengan jumlah spot steroid 

yang sama dengan eluen perbandingan 4,5 : 0,5 namun jarak antar spot yang 

didapat lebih kecil. Setelah dilakukan isolasi dengan plat KLT yang lebih panjang 

(20 cm) pada perbandingan 4,25 : 0,75  spot yang didapat memenuhi standar 

pemisahan yang baik dengan jarak antar spot 0,2 cm. Selain itu pada penelitian 

terdahulu digunakan eluen perbandingan 4,25 : 0,75, sedangkan eluen 

perbandingan 4 : 1 hanya menghasilkan 2 spot senyawa steroid. Sehingga pada 

penelitian ini digunakan eluen perbandingan 4,25 : 0,75. 
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4.7 Isolasi Senyawa Steroid menggunakan Kromatografi Kolom  

4.7.1 Pengisian Adsorben Cara Basah 

Pengisian adsorben cara basah merupakan pengisian adsorben yang biasa 

digunakan untuk kromatografi kolom. Silika mengandung gugus silanol yang 

bersifat polar (Noviyanti, 2010). Gugus silanol pada silika dapat membentuk 

ikatan hidrogen dengan uap H2O sehingga sebelum digunakan sebagai adsorben 

silika sebanyak 10 g diaktivasi terlebih dahulu dengan dioven pada suhu 110 
o
C 

selama 2 jam untuk menguapkan molekul H2O yang berikatan dengan gugus 

silanol (Kusmiyati, 2011). Karena interaksi antara senyawa dan silika berdasarkan 

pada kemampuan senyawa membentuk ikatan hidrogen dengan gugus silanol dari 

silika. Sehingga apabila silika tidak diaktivasi terlebih dahulu dihawatirkan akan 

mempengaruhi hasil pemisahan senyawa steroid. 

Silika yang telah diaktifasi dicampurkan dengan pelarut hasil KLT terbaik 

sampai menjadi bubur dan tidak terbentuk gelembung. Silika yang telah menjadi 

bubur dimasukkan dalam kolom dan diketuk-ketuk agar tidak terbentuk 

gelembung (Kristanti, dkk., 2008). Kolom yang telah berisi adsorben didiamkan 

selama 24 jam untuk memastikan fasa diam benar-benar telah mampat, karena 

kerapatan adsorben kolom dapat mempengaruhi pemisahan. Apabila terbentuk 

gelembung pada fasa diam, dilakukan pengocokan sampai fasa diam benar-benar 

mampat dan tidak pecah. 

Kolom dapat digunakan setelah adsorben benar-benar mampat yang 

ditandai dengan silika tidak turun lagi meskipun didiamkan kembali. Kran dibuka 

untuk mengeluarkan sisa pelarut, kemudian sampel dengan konsentrasi 100.000 
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ppm (0,1 g/mL) dimasukkan ke dalam kolom yang telah diisi adsorben. Pelarut 

ditambahkan sedikit demi sedikit melalui dinding kolom dan pelarut yang keluar 

dari kolom mulai ditampung. Laju alir yang digunakan adalah 1mL/menit dan 

eluat ditampung setiap 2 mL. Penampungan eluat 2 mL dan tidak lebih bertujuan 

untuk meminimalkan bercampurnya kembali senyawa yang telah terpisah dari 

kolom. Proses elusi dihentikan setelah warna adsorben memudar. Memudarnya 

warna adsorben menunjukkan senyawa yang terjerap pada silika telah terelusi 

oleh fasa gerak. Total volume fasa gerak yang digunakan adalah 300 mL dan 

diperoleh vial sebanyak 127 vial. 

Fraksi yang diperoleh selanjutnya dimonitoring menggunakan KLT 

analitik untuk pengelompokan fraksi. Hasil monitoring diperoleh 9 kelompok 

fraksi dengan 5 kelompok fraksi senyawa steroid dan 4 kelompok fraksi senyawa 

triterpenoid. Data hasil pengelompokan fraksi ditunjukkan  pada Tabel 4. 2. 

Tabel 4.2 Pengelompokan fraksi hasil isolasi menggunakan kromatografi kolom 

pengisian adsorben cara basah 

 

 

4.7.2 Pengisian Adsorben Cara Kering 

Adsorben yang digunakan untuk pengisian cara kering adalah silika gel 60 

F254 (0,063 – 0,200 mm) khusus kolom kromatografi kering. Silika sebanyak 10 g 

fraksi Rf Rendemen (%) Senyawa Warna 

A.1 (10 – 20) 0,575 12,1 Steroid Hijau 

B.1 (22 – 24) 0,537 2,9 Steroid Hijau 

C.1 (25) 0,475 1 Steroid Biru 

D.1 (28) 0,437 1,5 Steroid Biru 

E.1 (30) 0,3 0,7 Steroid Biru 

F.1 (40 – 60) 0,2 3,3 Triterpenoid Merah 

G.1 (62 – 68) 0,218 0,3 Triterpenoid Merah 

H.1 (69) 0,15 0,1 Triterpenoid Merah 

I.1  (70 – 110) 0,125 1,7 Triterpenoid Merah 
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yang telah diaktivasi dan didiamkan sampai dingin dalam desikator dimasukkan 

dalam kolom sedikit demi sedikit dengan diketuk-ketuk dinding kolom agar silika 

mampat dan tidak retak. Setelah silika masuk semua dalam kolom, kolom 

divakumkan untuk memastikan adsorben yang terbentuk benar-benar mampat. 

Apabila adsorben tidak lagi turun proses isolasi dapat dimulai (Suryani, 2011). 

Sampel dengan konsentrasi 200.000 ppm (0,2 g/mL) dimasukkan dalam 

kolom melalui dinding kolom sampai merata. Kran mulai dibuka dan apabila 

larutan sampel sudah turun ke adsorben ditambahkan pelarut melalui dinding 

kolom sedikit demi sedikit. Laju alir yang digunakan adalah 2mL/menit dan eluat 

ditampung setiap 2 mL. Eluat ditampung setelah kran mulai menetes dan proses 

isolasi dihentikan setelah warna yang terbentuk pada adsorben memudar. Total 

volume fasa gerak yang digunakan adalah  350 mL dan menghasilkan 148 vial. 

Kromatografi kolom pengisisan adsorben cara kering juga dimonitoring 

menggunakan KLT analitik. Berdasarkan hasil monitoring tiap fraksi dengan KLT 

analitik diperoleh 5 kelompok fraksi dengan senyawa steroid 2 kelompok dan 

senyawa triterpenoid 3 kelompok. Hasil pengelompokan fraksi ditunjukkan pada 

Tabel 4.3. 

Tabel 4.3 Pengelompokan fraksi hasil isolasi menggunakan kromatografi kolom 

pengisian adsorben cara kering 

Fraksi Rf Rendemen (%) Senyawa Warna 

A.2 (10 – 14) 0,385 0,95 Steroid Hijau 

B.2 (40 - 82) 0,112 0,75 Triterpenoid Merah 

C.2 (86 – 108) 0,038 0,65 Triterpenoid Merah 

D.2 (110 – 120) 0,688 0,5 Steroid Biru 

E.2 (122 – 148) 0, 025 1,2 Triterpenoid Merah 

Berdasarkan hasil yang diperoleh, isolasi senyawa steroid menggunakan 

kromatografi kolom pengisian adsorben cara basah menghasilkan kelompok fraksi 

yang lebih banyak dibandingkan pengisian adsorben cara kering. Hal tersebut 
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dimungkinkan karena isolasi yang dilakukan pada kolom basah lebih mendekati 

kondisi optimum untuk isolasi senyawa steroid. 

Isolasi senyawa steroid dapat dipengaruhi oleh laju alir dari kolom. Laju 

alir yang optimum akan menghasilkan pemisahan yang maksimal. Laju alir suatu 

kolom dapat dipengaruhi oleh kerapatan adsorben kolom. Kerapatan adsorben 

kolom basah lebih besar dibandingkan kerapatan adsorben pada kolom kering, 

sehingga laju alir pada kolom basah lebih lambat dibandingkan laju alir kolom 

kering. 

Kontak antara senyawa dengan adsorben akan menyebabkan interaksi 

dengan membentuk ikatan hidrogen antara gugus silanol dengan senyawa yang 

mempunyai gugus OH. Semakin kuat ikatan hidrogen suatu senyawa, maka 

semakin kuat senyawa akan tertahan oleh silika. Semakin lama suatu senyawa 

tertahan oleh silika maka akan semakin lama senyawa keluar dari kolom 

(Noviyanti, 2010). 

 

4.8 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektroskopi FT-IR 

Kelompok fraksi yang menunjukkan warna hijau/biru pada pereaksi 

Liberman Burchard menunjukkan senyawa steroid. Identifikasi dilakukan dengan 

menggunakan Spektroskopi Inframerah. Identifikasi dilakukan pada hasil isolasi 

terbaik dengan 5 fraksi menggunakan kromatografi kolom pengisian cara basah. 
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Gambar 4.5 Spektra hasil Identifikasi FT-IR fraksi A.1 (10 – 20) 

 

Tabel 4.4 Interpretasi spektra FT-IR fraksi A.1 (10 – 20) 

No 
Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Range Pustaka 

(cm 
-1

) (Socrates, 

1994) 

Jenis Vibrasi 

Intensitas 

(Socrates, 

1994) 

1.  3455,987 3550 – 3250 OH (strech) m – s  

2.  2928,352 3000 – 2800 
C sp3–H 

(strech) 
m – s 

3.  2858,077 2870 – 2840 -CH2- (sym) M 

4.  1738,448 1780 – 1730 C=O M 

5.  1650,685 1690 – 1620 
Rentangan 

C=C 
M 

6.  1463,780 1600 – 1450 C–C strech W 

7.  1383,416 1395 – 1365 
-C(CH3)2 

(strech) 
M 

8.  1260,224 1300 – 1200 
Secondary 

alcohol 
w  

9.  1173,849 110 – 1300 C–O–C S 

10.  1074,772 1125 – 1085 
Siklik tert 

alkohol 
s – w 

11.  1028,445 1125 – 1000 

C–OH 

Secondary 

Alcohol 

S 

12.  771,520 dan 728,462 995 – 650 
=C–H siklik 

(broad) 
W 

Keterangan : s = strong, m = medium, w = weak 
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Gambar 4.6 Spektra hasil Identifikasi FT-IR fraksi B.1 (22 – 24) 

 

Tabel 4.5 Interpretasi spektra FT-IR fraksi B.1 (22 – 24) 

No 
Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Range Pustaka 

(cm 
-1

) (Socrates, 

1994) 

Jenis Vibrasi 

Intensitas 

(Socrates, 

1994) 

1.  3482,060 3550 – 3250 OH (strech) m – s  

2.  2928,236 3000 – 2800 
C sp3–H 

(strech) 
m – s 

3.  2858,428 2870 – 2840 -CH2- (sym) M 

4.  1738,190 1780 – 1730 C=O M 

5.  1650,031 1690 – 1620 
Rentangan 

C=C 
M 

6.  1461,205 1600 – 1450 C–C strech W 

7.  1383,461 1395 – 1365 
-C(CH3)2 

(strech) 
M 

8.  1263,517 1300 – 1200 
Secondary 

alcohol 
w  

9.  1173,525 110 – 1300 C–O–C S 

10.  1073,771 1125 – 1000 

C–OH 

secondary 

alcohol 

S 

11.  669,762 995 – 650 
=C–H siklik 

(broad) 
W 

Keterangan : s = strong, m = medium, w = weak 
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Gambar 4.7 Spektra hasil Identifikasi FT-IR fraksi C.1 (25) 

 

Tabel 4.6 Interpretasi spektra FT-IR fraksi C.1 (25) 

No 
Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Range Pustaka 

(cm 
-1

) (Socrates, 

1994) 

Jenis Vibrasi 

Intensitas 

(Socrates, 

1994) 

1.  3483,949 3550 – 3250 OH (strech) m – s  

2.  2929,174 3000 – 2800 
C sp3–H 

(strech) 
m – s 

3.  2852,878 2870 – 2840 -CH2- (sym) M 

4.  1738,505 1780 – 1730  C=O M 

5.  1649,714 1690 – 1620 
Rentangan 

C=C 
M 

6.  1459,113 1600 – 1450 C–C strech W 

7.  1384,351 1395 – 1365 
-C(CH3)2 

(strech) 
M 

8.  1172,959 110 – 1300 C–O–C S 

9.  1074,705 1125 – 1000 

C–OH 

Secondary 

Alcohol 

S 

10.  659,297 995 – 650 
=C–H siklik 

(broad) 
W 

Keterangan : s = strong, m = medium, w = weak 
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Gambar 4.8 Spektra hasil Identifikasi FT-IR fraksi D.1 (28) 

 

Tabel 4.7 Interpretasi spektra FT-IR fraksi D.1 (28) 

No 
Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Range Pustaka 

(cm 
-1

) (Socrates, 

1994) 

Jenis Vibrasi 

Intensitas 

(Socrates, 

1994) 

1.  3448,963 3550 – 3250 OH (strech) m – s  

2.  2929,645 3000 – 2800 
C sp3–H 

(strech) 
m – s 

3.  2859,627 2870 – 2840 -CH2- (sym) M 

4.  1738,568 1780 – 1730  C=O M 

5.  1462, 227 1600 – 1450 C–C strech W 

6.  1383,102 1395 – 1365 
-C(CH3)2 

(strech) 
M 

7.  1259,569 1300 – 1200 
Secondary 

alcohol 
w  

8.  1174,669 110 – 1300 C–O–C S 

9.  1063,338 1125 – 1000 
C–O alkohol 

sekunder 
s – w 

Keterangan : s = strong, m = medium, w = weak 
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Gambar 4.9 Spektra hasil Identifikasi FT-IR fraksi E.1 (30) 

 

Tabel 4.8 Interpretasi spektra FT-IR fraksi E.1 (30) 

No 
Bilangan 

Gelombang (cm
-1

) 

Range Pustaka 

(cm 
-1

) (Socrates, 

1994) 

Jenis Vibrasi 

Intensitas 

(Socrates, 

1994) 

1.  3482,882 3550 – 3250 OH (strech)  m – s  

2.  2929,547 3000 – 2800 
C sp3–H 

(strech) 
m – s 

3.  2862,601 2870 – 2840 -CH2- (sym) M 

4.  1738,219 1780 – 1730  C=O M 

5.  1651,965 1690 – 1620 
Rentangan 

C=C 
M 

6.  1461,244 1600 – 1450 C–C strech W 

7.  1383,792 1395 – 1365 
-C(CH3)2 

(strech) 
M 

8.  1262,822 1300 – 1200 
Secondary 

alcohol 
w  

9.  1173,629 110 – 1300 C–O–C S 

10.  1064,364 1125 – 1000 
C–O alkohol 

sekunder 
s – w 

11.  669,337 995 – 650 
=C–H siklik 

(broad) 
W 

Keterangan : s = strong, m = medium, w = weak 

 

Berdasarkan hasil identifikasi dengan FT-IR, serapan-serapan dari gugus 

fungsi yang dihasilkan adalah OH (strech) yang didukung serapan gugus fungsi 
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OH sekunder dan OH tersier. Serapan Csp3-H yang didukung dengan serapan C-C 

dan serapan CH2 simetri, serapan C=C yang didukung dengan serapan =C-H serta 

serapan C=O yang didukung adanya serapan C-O-C. Pita serapan yang khas untuk 

golongan steroid juga muncul pada semua spektra yakni serapan untuk C-C dan 

C(CH3)2 yang disebut dengan serapan gugus gem dimetil (Astuti, dkk., 2014).  

Perbandingan serapan bilangan gelombang setiap fraksi ditunjukkan pada tabel 

4.9. 

Tabel 4.9 Perbandingan serapan bilangan gelombang fraksi A.1, B.1, C.1, D.1 dan 

E.1 

No 
Serapan 

fraksi A.1 

Serapan 

fraksi B.1 

Serapan 

fraksi C.1 

Serapan 

fraksi D.1 

Serapan 

fraksi E.1 

Jenis 

vibrasi 

1 3455,987 3482,060 3483,949 3448,963 3482,882 
OH 

(strech) 

2 2928,352 2928,236 2929,174 2929,645 2929,547 
C sp3 – H 

(strech) 

3 2858,077 2858,428 2852,878 2859,627 2862,601 
-CH2- 

(sym) 

4 1738,448 1738,190 1738,505 1738,568 1738,219 C=O 

5 1650,685 1650,031 1649,714 - 1651,965 
Rentangan 

C=C 

6 1463,780 1461,205 1459,113 1462, 227 1461,244 
C – C 

strech 

7 1383,416 1383,461 1384,351 1383,102 1383,792 
-C(CH3)2 

(strech) 

8 1260,224 1263,517 - 1259,569 1262,822 
Secondary 

alcohol 

9 1173,849 1173,525 1172,959 1174,669 1173,629 C – O – C 

10 1074,772 1073,771 1074,705 1063,338 - 
Siklik tert 

alkohol 

11 1028,445 - - - 1064,364 

C – OH 

Secondary 

Alcohol 

12 
771,520 dan 

728,462 
669,762 659,297 - 669,337 

=C – H 

siklik 

(broad) 

 

Berdasarkan perbandingan serapan tiap fraksi dapat diketahui bahwa senyawa 

steroid yang dipisahkan menghasilkan serapan yang berbeda-beda. Perbedaan 
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serapan disebabkan karena adanya perbedaan senyawa. Fraksi A.1, B.1 dan D.1 

diduga mengandung senyawa steroid yang memiliki C=C, C=O, OH sekunder, 

OH tersier, dan gem dimetil. Sedangkan kelompok fraksi C.1 dan E.1 diduga 

senyawa steroid yang memiliki C=O, OH sekunder, OH tersier, dan gem dimetil. 

 

4.10 Pemanfaatan Senyawa Steroid dalam Prospektif Islam 

Alga merah Eucheuma spinosum mengandung 5 kelompok fraksi senyawa 

steroid yang berhasil dipisahkan. Senyawa steroid merupakan metablit sekunder 

yang sebagian besar tersusun atas 17 atom karbon (Kristanti, dkk., 2008). Bhakuni 

dan Rawat (2005) menyebutkan bahwa kandungan senyawa steroid yang paling 

dominan pada alga merah adalah kolesterol. 

                     

               

“Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak mempunyai 

anak, dan tidak ada sekutu baginya dalam kekuasaan(Nya), dan Dia telah 

menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan 

serapi-rapinya” (Qs. al Furqaan (25): 2) 

 

 ”Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya“  فقذرِ رقذٌزا

yakni menetapkan segala sesuatu dari apa yang diciptakanNya sesuai dengan 

hikmah yang diinginkanNya (Qurtubi, 2009). Senyawa steroid yang terdapat pada 

Alga merah Eucheuma spinsum sebesar 12,1% (b/b). Kandungan tersebut tidak 

seperti kandungan dari metabolit primer yang mempunyai kandungan dominan 

pada tanaman. Karena metabolit primer merupakan kebutuhan pokok dari setiap 

tanaman. Metabolit sekunder seperti steroid digunakan sebagai pertahanan dari 

tumbuhan untuk melindungi tubuhnya dari gangguan luar. Karena fungsinya yang 
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digunakan saat dibutuhkan sehingga Allah SWT menciptakannya dengan 

komposisi yang yang kecil. Pernyataan tersebut menyatakan bahwasannya Allah 

SWT menciptakan segala sesuatu sesuai ukuran. Senyawa-senyawa tersebut 

diciptakan oleh Allah SWT dan tidak mungkin Allah SWT menciptakan segala 

sesuatu tanpa ada tujuannya. 

                             

            

“Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara 

keduanya tanpa hikmah. yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir, 

Maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka”(Qs. 

Shaad (38): 27) 
 

Firman Allah SWT ثطلا ثًٍُٓب ٔيب  “Dan apa yang ada di antara keduanya 

tanpa hikmah,” yakni tidaklah sia-sia atau hanya senda gurau belaka. Allah SWT 

menciptakan semua itu untuk menjadi bukti atas kekuasaanNya (Qudratullah) 

(Qurthubi, 2009). Senyawa steroid yang berasal dari alga merah merupakan 

bagian dari ciptaan Allah SWT yang berada di antara langit dan bumi. Allah SWT 

menciptakannya agar dapat diambil hikmah oleh makhluk hidup.  

Hikmah yang dapat diambil dari senyawa steroid adalah pemanfaatannya 

dalam berbagai uji aktivitas. Senyawa steroid dapat digunakan sebagai 

penghambat kanker prostat (Zhang dkk., 2012), sebagai toksisitas (Diastuti dan 

Winarsih, 2010), dan sebagai antibakteri (Contini dkk., 2013). Pemanfaatan 

senyawa steroid tersebut merupakan bukti kekuasaan Allah SWT. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

1. Isolasi senyawa steroid dari fraksi petroleum eter hasil hidrolisis ekstrak 

metanol alga merah Eucheuma spinosum menggunakan kromatografi kolom 

pengisian adsorben cara basah menghasilkan 5 kelompok fraksi steroid 

sedangkan pada pengisian adsorben cara kering menghasilkan 2 kelompok 

fraksi steroid. 

2. Identifikasi menggunakan FT-IR menunjukkan bahwa kelompok fraksi A.1, 

B.1 dan D.1 diduga mengandung senyawa steroid yang memiliki C=C, C=O, 

OH sekunder, OH tersier, C-O-C, dan gem dimetil. Sedangkan kelompok 

fraksi C.1 dan E.1 diduga mengandung senyawa steroid yang memiliki C=O, 

OH sekunder, OH tersier, C-O-C, dan gem dimetil. 

 

5.2 Saran 

Penelitian selanjutnya diharapkan: 

1. Kondisi variabel bebas harus sama, antara lain: laju alir, Jumlah sampel, 

volume fasa gerak, tinggi adsorben, diameter kolom, dan Jumlah glasswoll. 

2. Optimalisasi isolasi senyawa steroid menggunakan kromatografi kolom 

dengan variasi diameter kolom, variasi perbandingan sampel dan adsorben, 

variasi tinggi adsorben, serta variasi laju alir. 
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Lampiran 1 

KERANGKA BERFIKIR 

 

 

 

Alga Merah Euchema spinosum 

Preparasi Sampel 

Uji Kadar air 

basah 

Uji Kadar 

air kering 

Ekstraksi Maserasi 

Hidrolisis dengan HCl 2 N 

Partisi menggunakan Petroleum Eter 

Uji Fitokimia senyawa Steroid 

Penentuan Eluen terbaik dengan KLTA 

Isolasi Senyawa Steroid 

dengan Kromatografi kolom 

Monitoring dengan KLTA 
Uji Liberman 

Burchard 

Penggabungan Vial dan Pemekatan 

Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan 

Metode Kromatografi Kolom 
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Lampiran 2 

DIAGRAM ALIR 

 

1. Preparasi Sampel 

 

- diambil seluruh bagian tanaman sebanyak 10 Kg 

- dicuci sampai bersih 

- dipotong kecil-kecil 

- dikeringkan dengan diangin-anginkan 

- dikeringkan dengan oven pada suhu 38
o
C selama 24 jam 

- dihaluskan menggunakan mesin penghalus (blender) sampai terbentuk serbuk 

- diayak dengan ukuran ≥ 90 mesh 

 

 

 

2. Analisis Kadar Air 

 

- dipanaskan cawan dalam oven pada suhu 100-150
o
C selama 15 menit 

- disimpan cawan dalam desikator selama 10 menit 

- ditimbang cawan dan dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat 

cawan yang konstan 

- dimasukkan 5 Kg serbuk alga merah ke dalam cawan yang telah diketahui berat 

konstannya 

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

- disimpan sampel dalam desikator selama 10 menit dan ditimbang 

- diulangi perlakuan muali dari dikeringkan dalam oven pada suhu 100-105
o
C 

selama 15 menit sampai diperoleh berat konstan 

- dihitung kadar air dalam tubuh alga merah 

 

 

 

Alga Merah 

Hasil 

Alga merah 

Hasil 
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Ekstraksi sampel 

 

 

- ditimbang 100 gr 

- diekstraksi menggunakan pelarut metanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

  

  

 - dimaserasi kembali ampas yang 

diperoleh dengan pelarut dan 

perlakuan yang sama sampai 3 

kali pengulangan 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

3. Hidrolisis dan Ekstraksi cair-cair (Partisi) Ekstrak pekat metanol pada fraksi 

petroleum eter (P.E) 

4.  

 

- dimasukkan 5 gram ke dalam beaker glass 

- ditambahkan 10 mL HCl 2N 

- dihidrolisis selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer pada suhu ruang 

- ditambahkan natrium bikarbonat pada hidrolisat yang diperoleh sampai PH-nya 

netral 

- digabung ketiga filtrat yang diperoleh 

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator  

- dialiri gas N2 

Ekstrak Metanol 

Residu 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Filtrat 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Filtrat 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Residu 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Hasil 

Serbuk Eucheuma spinosum 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Hasil 
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- ditambahkan 50 mL metanol dan 50 mL petroleum eter 

- dikocok 

- didiamkan sampai terpisah 2 lapisan 

  

  

 - dipartisi kembali fasa air yang 

diperoleh dengan pelarut dan 

perlakuan yang sama sampai 3 

kali pengulangan 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

5. Pemisahan dengan metode Kromatografi Kolom 

6.  

7.  

- disiapkan fasa diam kolom silika gel G-60 (0,063-0,200 mm) 

- dimasukkan sampel (perbandingan sampel : eluen adalah 1:50) 

- dimasukkan eluen campuran n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 

4,25:0,75 

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

setiap 5 fraksi 

- dihentikan proses elusi setelah semua senyawa steroid diperkirakan telah keluar 

dari kolom 

 

 

 

- digabung fasa organik yang diperoleh 

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator  

- dialiri gas N2 

Hasil 

Ekstrak pekat fraksi petroleum eter 

Fasa air 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Fasa Organik 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Fasa Organik 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Fasa air 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Ekstrak yang telah dihidrolisis 

- diekstraksi menggunakan pelarut methanol 600 mL di dalam Erlenmeyer 

- diaduk dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per 

minutes) selama 3 jam 

- disaring 

 

Hasil 
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5.1 Kolom Pengisian Cara Basah 

 

- disiapkan campuran homogen antara pelarut n-heksana dan silika gel sampai 

terbentuk suspensi 

- dimasukkan suspensi ke dalam kolom menggunakan corong 

- diketuk-ketuk dinding kolom 

- dibuka kran bagian bawah kolom setelah terbentuk lapisan setebal 2cm 

- dibiarkan kolom beberapa saat agar cairan yang berada di atas adsorben menjadi 

jernih (setelah adsorben masuk semua dalam kolom) 

 

 

 

5.2 Kolom Pengisisan Cara Kering 

 

 

- diisi dengan eluen n-heksana sampai 2/3 bagian 

- dimasukkan serbu silika ke dalam kolom menggunakan corong dan dilakukan 

secara perlahan-lahan 

- dinding kolom diketuk-ketuk selama penambahan silika sampai adsorben 

benar-benar mampat 

- dibuka kran bagian bawah kolom setelah terbentuk lapisan adsoreb setebal 2 cm 

- dibiarkan kolom beberapa saat sampai cairan yang berada di atas adsorben 

menjadi jernih 

 

 

 

Hasil 

Silika Gel G-60 (0,063-0,200 mm) 

Silika Gel G-60 (0,063-0,200 mm) 

Hasil 
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6. Monitoring dengan KLTA 

 

 

 

- disiapkan eluen campuran n-heksan dan etil asetat dengan perbandingan 

4,25:0,75 dalam bejana pengembang 

- dijenuhkan selama 1 jam 

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

- ditotolkan masing-masing kelompok fraksi 

- dimasukkan dalam bejana pengembang berisi eluen yang telah dijenuhkan 

- diamati noda yang terbentuk 

 

 

 

7. Penggabungan vial dan pemekatan 

 

- digunting spot dengan Rf yang sam 

- disemprotkan pereaksi Liberman-Burchard 

- ditandai fraksi yang mempunyai warna hijau 

- digabungkan fraksi dan dipekatkan dengan rotary evaporator 

- dialiri gas N2 

 

 

8. Identifikasi senyawa steroid dengan FT-IR 

 

- digerus pellet KBr sampai halus menggunakan mortar agate 

- dicampurkan dengan sampel 

- dipress 

- dianalisis dengan FT-IR 

Hasil 

Fraksi hasil isolasi 

Hasil 

Spot hasil monitoring 

Ekstrak pekat  

Hasil 
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Lampiran 3 Pembuatan Reagen 

1. Pembuatan larutan HCl 2 N 

Berat Jenis (BJ) HCl pekat = 1,267 g/mL  

Konsentrasi (C)   = 37 % = 
100

37
 

Berat Molekul (BM) HCl   = 36,5 g/mol 

n  = 1 (jumlah mol ion H
+
) 

Normalitas HCl = n x Molaritas HCl 

  = 1 x 
pekatHClBM

HClCxBJ

 

  = 
molg

mLxg

/5,36

1000/67,12100/37 

 

  = mol

Lx

/5,36

10/67,1237

 

  = 12,84 
L

mol
 

         N1 . V1 = N2 . V2 

12,84 N . V1 = 2N . 100 mL 

  V1  = 15,6 mL 

Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil aquades dan dimasukkan 

dalam labu takar kemudian ditambahkan larutan HCl pekat 37% sebanyak 16,5 mL. 

Selanjutnya ditambahkan aquades hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen. 
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2. Pembuatan larutan NaHCO3 jenuh 

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

membuat larutan NaHCO3 jenuh ditimbang NaHCO3 dengan berat > 9,99 g (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 

Dimasukkan ekstrak sampel ke dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL. 

Kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL anhidrida asetat. Campuran ini selanjutnya 

ditambah dengan 1-2 mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung reaksi. Cincin 

kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan keberhasilan 

terbentuknya ragen Liberman-Burchard. 
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LAMPIRAN 4 PERHITUNGAN 

1. UJI KADAR AIR BASAH 

a. Berat Cawan Kosong 

Ulangan 
Berat cawan kosong (g) 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Ulangan 1 19,146 29,233 34,566 

Ulangan 2 19,145 29,216 34,561 

Ulangan 3 19,147 29,219 34,564 

Ulangan 4 19,147 29,218 34,563 

Rata-rata 19,147 29,19 35,564 

b. Berat Cawan dan sampel 

Ulangan 
Berat cawan + alga merah Eucheuma spinosum kering 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Sebelum dioven 20,101 30,258 35,538 

Ulangan 1 19,249 29,257 34,522 

Ulangan 2 19,264 29,354 34,668 

Ulangan 3 19,231 29,365 34,668 

Ulangan 4 19,236 29,328 34,654 

Ulangan 5 19,236 29,329 34,655 

Ulangan 6 19,236 29,329 34,655 

 

% Kadar air =  

a = Berat rata-rata cawan kosong 

b = Berat cawan + sampel sebelum dioven 

c = Berat rata-rata cawan + sampel setelah dioven 

% kadar air cawan 1 =  

=  

= 90,67 % 

% kadar air cawan 2 =  

=  

= 89,41% 



75 

 

  

% kadar air cawan 3 =  

=  

= 90,66 % 

% kadar air rata-rata =   

=  

= 90,25 % 

 

2. UJI KADAR AIR KERING 

a. Berat cawan kosong 

Ulangan 
Berat cawan kosong (g) 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Ulangan 1 17,494 19,153 34,556 

Ulangan 2 17,494 19,152 34,556 

Ulangan 3 17,494 19,152 34,557 

b. Berat Cawan dan sampel 

Ulangan 
Berat cawan + alga merah Eucheuma spinosum kering 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Sebelum dioven 19,995 21,654 37,058 

Ulangan 1 19,865 21,524 36,915 

Ulangan 2 19,820 21,476 36,877 

Ulangan 3 19,803 21,462 36,862 

Ulangan 4 19,798 21,453 36,861 

Ulangan 5 19,793 21,452 36,858 

Ulangan 6 19,794 21,450 36,859 

Ulangan 7 19,796 21,450 36,859 

Ulangan 8 19,796 21,448 36,859 

 

% Kadar air =  

a = Berat rata-rata cawan kosong 

b = Berat cawan + sampel sebelum dioven 

c = Berat rata-rata cawan + sampel setelah dioven 
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% kadar air cawan 1 =  

=  

= 8,00 % 

% kadar air cawan 2 =  

=  

= 8,20 % 

% kadar air cawan 3 =  

=  

= 7,96 % 

% kadar air rata-rata =   

=  

= 8,05 % 
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LAMPIRAN 5 PERHITUNGAN RENDEMEN 

1. Ekstrak Metanol Alga Merah 

Berat Sampel   = 350 g 

Berat Ekstrak pekat Metanol = 10,765 g 

% Rendemen =  

   =  

   = 3,075% 

Berat Sampel   = 100 g 

Berat Ekstrak pekat Metanol = 3,607 g 

% Rendemen =  

   =  

   = 3,607 % 

Berat total ekstrak yang diperoleh = 10,765 g + 3,607 g 

      = 14,372 g 

2. Ekstrak dari Fraksi Petroleum Eter 

Berat ekstrak metanol  = 12,5 g 

Berat fraksi yang diperoleh = 1,759 g 

% Rendemen =  

   =  

   = 14,072 % 
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LAMPIRAN 6 

PERHITUNGAN NILAI RF PENENTUAN ELUEN TERBAIK DENGAN 

KLTA 

Nilai Rf =  

1. Eluen n-heksana : etil asetat (4 : 1) 

Spot ke- 
Warna spot pada 

UV (366 nm) 

Jarak tempuh 

fasa gerak 

Jarak tempuh 

spot 
Nilai Rf 

1 Coklat 8 cm 3 cm 
 

2 Merah 8 cm 5 cm 
 

3 Merah 8 cm 6,5 cm 
 

4 Biru 8 cm 7,4 cm 
 

5 Biru 8 cm 7,8 cm 
 

 

2. Eluen n-heksana : etil asetat (4, 5 : 0,5) 

Spot ke- 
Warna spot pada 

UV (366 nm) 

Jarak tempuh 

fasa gerak 

Jarak 

tempuh spot 
Nilai Rf 

1 Merah 7,6 cm 1 cm 

 

2 Merah 7,6 cm 2 cm 

 

3 Biru 7,6 cm 3 cm 

 

4 Biru 7,6 cm 4 cm 

 

5 Hijau 7,6 cm 5,2 cm 
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3. Eluen n-heksana : etil asetat (4,25 : 0,75) 

Spot ke- 
Warna spot pada 

UV (366 nm) 

Jaraktempuh 

fasa gerak 

Jarak tempuh 

spot 
Nilai Rf 

1 Ungu 7,25 cm 0,7 cm 

 

2 Merah 7,25 cm 1,2 cm 

 

3 Merah 7,25 cm 2,5 cm 

 

4 Merah 7,25 cm 4 cm 

 

5 Merah 7,25 cm 4,45 cm 

 

6 Biru 7,25 cm 4,85 cm 

 

7 Biru 7,25 cm 5,9 cm 

 

8 Hijau 7,25 cm 6,6 cm 

 
 



 

 

80 

 

Lampiran 7 

1. Monitoring Hasil Isolasi Steroid menggunakan Kolom Pengisian Adsorben 

Cara Basah 

No Fraksi Warna (UV) 
Jarak 

Senyawa 

Jarak 

Elusi 
Rf Senyawa 

1. 1 - 9 kosong - - - - 

2. 10 - 20 hijau 4,6 cm 8 cm 0,575 steroid 

3. 21 
hijau 3,1 cm 8 cm 0,388 

campur 
hijau 3, 7 cm 8 cm 0,463 

4. 22 - 24 hijau 4,3 cm 8 cm 0,537 steroid 

5. 25 hijau 3,8 cm 8 cm 0,475 steroid 

6. 26 kosong - - - - 

7. 27 
hijau 3,9 cm 8 cm 0,487 

campur 
biru 3,1 cm 8 cm 0,387 

8. 28 biru 3,5 cm 8 cm 0,437 steroid 

9. 29 
biru 2,5 cm 8 cm 0,312 

campur 
biru 3,1 cm 8 cm 0,437 

10. 30 biru 2,4 cm 8 cm 0,3 steroid 

11. 31 - 37 
merah 2,5 cm 8 cm 0,312 

campur 
biru 3,75 8 cm 0,437 

12. 38 kosong - - - - 

13. 39 
merah 2,9 cm 5,8 cm 0,5 

campur 
hijau 3,75 cm 5,8 cm 0,646 

14. 40 - 60 merah 1,6 cm 8 cm 0,2 Triterpenoid 

15. 61 

merah 1,2 cm 8 cm 0,15 

Campur merah 1,5 cm 8 cm 0,187 

merah 2,2 cm 8 cm 0,275 

16. 62 - 68 merah 1,75 cm 8 cm 0,218 Triterpenoid 

17. 69 merah 1,2 cm 8 cm 0,15 Triterpenoid 

18. 70 - 110 merah 1 cm 8 cm 0,125 Triterpenoid 

19. 111 
merah 1,8 cm 7,2cm 0,25 

Campur 
merah 2 cm 7,2 cm 0,277 

20. 112 - 157 kosong - - - - 
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2. Monitoring Hasil Isolasi Steroid menggunakan Kolom Pengisian 

Adsorben Cara Basah 

No Fraksi Warna (UV) 
Jarak 

Senyawa 

Jarak 

Elusi 
Rf Senyawa 

1. 1 - 6 kosong - - - - 

2. 7 - 9 
merah 3,9 cm 7,8 cm 0,5 

campur 
hijau 3 cm 7,8 cm 0,385 

3. 10 - 14 hijau 3 cm 7,8 cm 0,385 steroid 

4. 15 
hijau 3 cm 7,8 cm 0,385 

campur 
merah 2,5 cm 7,8 cm 0,321 

5. 16 - 18 

hijau 2,8 cm 8 cm 0,35 

campur biru 2,2 cm 8 cm 0,275 

merah 1,6 cm 8 cm 0,2 

6. 19 kosong - - - - 

7. 20 - 29 
merah 1,4 cm 8 cm 0,175 

campur 
biru 1,9 cm 8 cm 0,245 

8. 30 - 39 
merah 1,4 cm 8 cm 0,175 

campur 
merah 1,3 cm 8 cm 0,16 

9. 40 - 82 merah 0,9 cm 8 cm 0,112 triterpenoid 

10. 83 - 85 kosong - - - - 

11. 86 - 108 merah 0,3 cm 8 cm 0,038 triterpenoid 

12. 109 Kosong - - - - 

13. 
110 - 

120 
biru 5,5 cm 8 cm 0,688 steroid 

14. 121 Kosong - - - - 

15. 
122 - 

140 
merah 0,2 cm 8 cm 0,025 triterpenoid 

16. 
141 - 

148 
kosong - - - - 
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Rendemen hasil isolasi kromatografi kolom pengisian adsorben cara basah 

 

Rendemen hasil isolasi kromatografi kolom pengisian adsorben cara kering 

Fraksi Rf 
Berat 

(mg) 

Berat 

sampel 

(mg) 

Rendemen (%) Senyawa 

A.2 (10 – 14) 0,385 1,9  200 0,95 Steroid 

B.2 (40 - 82) 0,112 1,5 200 0,75 Triterpenoid 

C.2 (86 – 108) 0,038 1,3 200 0,65 Triterpenoid 

D.2 (110 – 120) 0,688 1 200 0,5 Steroid 

E.2 (122 – 148) 0, 025 2,4 200 1,2 Triterpenoid 

Berat Total (mg) 8,1 
Rendemen 

total 
4,05  

 

fraksi Rf 
Berat 

(mg) 

Berat 

sampel (mg) 
Rendemen (%) Senyawa 

A.1 (10 – 20) 0,575 12,1 100 12,1 Steroid 

B.1 (22 – 24) 0,537 2,9 100 2,9 Steroid 

C.1 (25) 0,475 1 100 1 Steroid 

D.1 (28) 0,437 1,5 100 1,5 Steroid 

E.1 (30) 0,3 0,7 100 0,7 Steroid 

F.1 (40 – 60) 0,2 3,3 100 3,3 Triterpenoid 

G.1 (62 – 68) 0,218 0,3 100 0,3 Triterpenoid 

H.1 (69) 0,15 0,1 100 0,1 Triterpenoid 

I.1  (70 – 110) 0,125 1,7 100 1,7 Triterpenoid 

Berat Total (mg) 23,6 
Rendemen 

total 
23,6 
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Lampiran 8 Gambar 

 

Gambar 1. Alga Merah (Eucheuma 

spinosum) 

 

Gambar 2. Proses pengeringan Alga 

Merah 

 

Gambar 3. Uji Kadar Air 

 

Gambar.4 Inkubator Shaker  

 

Gambar 5. Maserasi 

 

Gambar 6. Penyaringan Vakum 

 

Gambar 7. Filtrat hasil maserasi 

 

Gambar 8. Pemekatan dengan Rotary 
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Gambar 9. Proses Hidrolisis Gambar 10. Penambahan NaHCO3 

 

Gambar 11. Pengukuran pH 

 

Gambar 12. Pengocokan 

 

Gambar 13. Proses Pemisahan saat 

partisi 

 

 

Gambar 14. Uji Liberman-Burchard 

 

Gambar 15. Kolom Kromatografi 

 

Gambar 16. Monitoring Hasil Kolom 

 

Gambar 17. Sampel yang akan diisolasi 

 

Gambar 18. Hasil Penggabungan Fraksi 

 

 

 


