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Abstrak

Septiandari, N. 2016. Isolasi Senyawa Triterpenoid Fraksi Petroleum eter Hasil
Hidrolisis Ekstrak Metanol Alga Merah (Eucheuma spinosum)
Menggunakan Kromatografi Kolom Cara Kering dan Basah. Skripsi.
Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing 1: A. Ghanaim Fasya, M.Si.
Pembimbing 2: Nur Aini, M.Si. Konsultan: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Kata Kunci: Triterpenoid, Eucheuma spinosum, Isolasi, Spektofotometer FT-IR,

Kromatografi kolom

Alga merah (Eucheuma spinosum) telah dimanfaatkan untuk konsumsi dan dapat
digunakan sebagai obat karena didalamnya banyak terdapat kandungan metabolit
sekunder, salah satunya adalah senyawa triterpenoid. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengisolasi senyawa triterpenoid menggunakan metode kromatografi kolom dengan
variasi pada pembuatan fase diam, yaitu menggunakan cara basah dan cara kering.

Ekstraksi bahan aktif menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol. Ekstrak metanol dihidrolisis dengan HCI 2N, dipartisi menggunakan
metode ekstraksi cair-cair dengan pelarut Petroleum eter. Fraksi P.E di uji dengan
reagen Liberman Burchard, kemudian dilakukan KLT Analitik dengan eluen
campuran n-heksana:etil asetat perbandingan 4:1; 4,5:0,5 dan 4,25:0,75 mL.
Senyawa triterpenoid diisolasi menggunakan kromatografi kolom dengan variasi
pembuatan fase diam vyaitu, cara basah dan kering. Isolat dimonitoring
menggunakan KLT. Selanjutnya isolat diidentifikasi gugus fungsinya
menggunakan spektrofotometer FT-IR.

Hasil penelitian menunjukkan kandungan kadar air pada E. spinosum sebesar 7,73
%. Ekstrak metanol diperoleh sebesar 3,193 % dan fraksi P.E sebesar 14,072 %. Eluen
terbaik dari hasil KLT Analitik adalah campuran n-heksana:etil asetat (4,25:0,75 mL).
Hasil kromatografi kolom terbaik untuk mengisolasi senyawa triterpenoid adalah
kromatografi kolom cara kering. Hasil monitoring KLT diperoleh 5 fraksi besar 3 fraksi
positif senyawa triterpenoid yang terdiri dari fraksi K.2, K.3 dan K5 sedangkan 2 fraksi
yang lain positif senyawa steroid yang terdiri dari fraksi 1.A dan 1.D. 3 fraksi positif
triterpenoid di identifikasi menggunakan spektrofotometer FT-IR. Diperoleh gugus fungsi
yang ada yaitu OH, -CHgz, -CH,, C=0 ester, R — CO.OCHj; dan O — C ester.

xii



ABSTRACT

Septiandari, N. 2016. The Implementation of Column Chromatography using
Dry and Slurry Method in Isolation Triterpenoid Compound From
Petroleum Ether Fraction Resulting Hydrolysis of Red Algae (Eucheuma
spinosum) Methanol Extract. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of
Science and Technology, the State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim
Malang. Supervisor 1: A. Ghanaim Fasya, M.Sc. Supervisor 2: Nur Aini, M.Sc.
Consultant: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Keywords: triterpenoid, Eucheuma spinosum, isolation, spectrophotometer FT-IR,
column of chromatography

Red algae (Eucheuma spinosum) has been used for consumption and can
be used as a drug because of the content of secondary metabolites, one of which is
a compound of triterpenoids. The purpose of this study was to isolate the
compound of triterpenoids using column chromatography with variations in the
manufacture of stationary phase; it was using the wet method and dry method.

Extraction of active ingredients used method of maceration with methanol
extract that hydrolyzed with HCI 2N, partitioned using liquid extraction with
solvents Petroleum of ether. Fraction of P.E was tested by Liberman Burchard
reagent, then Analytical TLC with eluent mixture n-hexane: ethyl acetate 4: 1;
4.5: 0.5 and 4.25: 0.75 mL. Triterpenoid compound was isolated using column
chromatography with variations in the manufacture of stationary phase, namely
the wet and dry. Isolate was monitored by TLC. Furthermore isolate was
identified functional groups using spectrophotometer FT-IR.

The result showed that the content of water in E. spinosum was 7.73%.
The methanol extract was obtained for 3.193% and amounted to 14.072% of P.E
fraction. The best Eluent of Analytical TLC result was a mixture of n-hexane:
ethyl acetate (4.25: 0.75 mL). Best result of column chromatography was to
isolate the triterpenoid compound of column chromatography of dry method. TLC
monitoring result was obtained 5 large fractions and 3 positive fractions of
compounds triterpenoids consisted of fraction K.2, K.3 and K5, while two other
factions had positive steroid compound consisted of fractions K.1. and K.4. 3
triterpenoids positive fractions were identified using FT-IR spectrophotometer.
Retrieved existing functional groups were CHjz, -CH,, C=0 ester, R —
CO.OCHgsand O - C ester

xiii



ua:'r.b
cilasio S\ Jolowd! gledt Y Jgpd 1 s W OUWSWI I 2016 L0 (i
Bld! dill Sl seedl B b oo (Bucheuma spinosunty w>Y1 sb s gl
el e U¥sn 2n ST 2Dl Y1 Aalong (Lol Sl 2okl 28T ce Lo Bin, mal 2t LD 19

gl (i An T lanes g B Ul (ol g el (b gle T sl YL

s saeVly ol o) of 222V agyeb Ligd (e cppwsio LaSodl digiin 3 i) LS

BLoYL o o2 e Lol -S4 & b o s e (Eucheuma spinosumy ¢l ed) (=l
OS2 dla S 3 SV £gaS” Wgaldsznl Bucheuma spinosum -S%, . 50 St )
9o phloialy igbras S D Aulll ode e (23l OBy Lgdiag S sn Lee Sy il
AU Wy laly ab)) ak bl sl SISy Al Al delis (3 OBt Semg we 35l

o2 NY wo I Jolell jabuis ol pliscal qdd) Bloy plisal daid) ©U,SU sl
J8 o Bl PE g oW Joall Sl ae BL gzl plisitals vy 2lyylS il
hed 3 Je¥) oM 0LSA) O abls Lo = KLT 4l aldl ¢ ¢ 3)lags Olopd CaslS)
25y so sl dgas plisnaly Wb SN Je L id b £5Y0 1asYe g gh0ie,00 €0
s e sdley . KLTGus, & oViall . Olbly CbJl 2487 2y cdal dlps delin (3 Slidsd
ol of 2asV) anysh bt Jans plistal Laad ¢ gl aab )l lesad Jim

oo dplld sl e 2lls e J0V,vy E. spinosum 3 sW g O Fu < bl
LS O o e o abddl KLT sted fiail Gibls %0V €50 VY P.E ¢ 5 v51 2%
sl dpenll grn s CSU i) alll il sgee Ll A e €Y 01V 0 B me Y oM
s ks OlSe e 0SE 8] sl ¥ i sl 0l KLT o) gl 2l g bal)
3KA 5 Kl s 0 0S5 oY) dgmed) CSe 2 i 0f 0 3 (K5,KL3 (K2
539l Bl o)l Dlegadtl chad) cFf andV) agyp Lod Lems pldoial dysinn g aglgY) enS sl
O — Cester ; OH, -CHj;, -CH,, C=0 ester, R — CO.OCHj » Laslsl

Xiv



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah SWT berfirman dalam surat an Nahl ayat 14.

-

—553 ng,i;m:buiy’ u}wblgs:uﬂlfw\;.mﬁj

iég/j\))ﬁm)v_‘.sd.«.bgw ﬁlewfly_sllﬂl

li

“dan Dia-lah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat
memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan dari
lautan itu perhiasan yang kamu pakai; dan kamu melihat bahtera berlayar
padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan)dari karunia-Nya, dan supaya
kamu bersyukur”
Qs. an Nahl ayat 14 menjelaskan bahwa lautan merupakan karunia Allah SWT
yang berupa sumber daya hayati. Dalam tafsir Al-Maraghi pada kata 4lwé o1 sl
Allah SWT memerintahkan kepada kita untuk mencari rezki dan keuntungan dari
karuniaNya yaitu sumber daya hayati laut tersebut. Salah satu sumber daya hayati
laut yang berpotensi untuk dimanfaatkan secara maksimal adalah alga merah.
Alga merah jenis Eucheuma spinosum merupakan salah satu jenis makro
alga yang mudah dibudidayakan dan telah banyak dibudidayakan di wilayah
Indonesia. Penduduk Jepang, Cina dan Korea memanfaatkannya untuk makanan
sehari-hari  (Suparmi, 2009) seperti asinan, nori, dan es rumput laut.
Pemanfaatannya saat ini lebih maju karena telah merambah dalam bidang yang

lain. E. spinosum dimanfaatkan sebagai bahan untuk laboratorium yaitu sebagai

media kultur bakteri dan jamur (Marianingsih, dkk., 2013). Selain itu, E.



spinosum juga dimanfaatkan dalam bidang farmasi sebagai antibakteri (Haniffa,
dkk., 2012) dan antimikroba (Ahmad, 2013).

Penelitian mengenai senyawa aktif pada alga merah telah dilakukan antara
lain oleh Setiyawan (2015) melakukan uji fitokimia pada fraksi petroleum eter
hasil hidrolisis ekstrak metanol E. spinosum dan diperoleh fraksi tersebut positif
senyawa triterpenoid dan steroid. Habibah, dkk (2012) melakukan penelitian pada
ekstrak metanol E. spinosum. Hasil uji fitokimia menunjukkan adanya kandungan
golongan senyawa saponin dan triterpenoid.

Terpena merupakan senyawa organik bahan alam yang ada dalam
metabolit sekunder pada tanaman yang mencakup mono, di, tri dan senyawa poli-
terpenoid (Sastrohamidjojo, 1996). Triterpenoid adalah senyawa golongan
terpenoid yang memiliki rantai karbon 30. Senyawa ini banyak ditemukan dalam
jaringan tanaman yang terdapat sebagai glikosida. Triterpenoid siklik banyak
ditemukan berupa alkohol, aldehida atau asam karboksilat (Harborne, 1987).
Kebanyakan triterpenoid ada dalam bentuk glikosida, sehingga dapat diekstraksi
menggunakan pelarut polar dari golongan alkohol yaitu metanol.

Senyawa triterpenoid menunjukkan aktivitas farmakologi yang baik.
Senyawa triterpenoid dari ekstrak n-heksana daun tempuyung menunjukkan
aktifitas antibakteri terhadap bakteri S.aureus dan E.coli pada konsentrasi 50 ppm
(Rumondang, dkk., 2013). Selain itu, Ahmad (2013) mengisolasi senyawa
triterpenoid dari Alga merah E. spinosum dan diperoleh senyawa triterpenoid
yang merupakan golongan asam karboksilat. Kemudian senyawa tersebut diuji

aktifitas antimikrobanya dan diperoleh senyawa triterpenoid hasil isolasi mampu



menghambat pertumbuhan patogen M. Tuberculosis (pantogen penyebab TBC).
Senyawa tersebut juga menambah sensitifitas patogen terhadap obat yang biasa
digunakan untuk penderita TBC.

Senyawa triterpenoid dari makro alga jenis Padina australis juga
dimanfaatkan sebagai anti tuberculosis. Pridawati, dkk., (2014) telah
mengisolasinya kemudian senyawa triterpenoid mampu meningkatkan aktivitas
rifampisin 0,5 pg/mL dalam menghambat pertumbuhan bakteri M. Tuberculosis.
Mengingat manfaat senyawa triterpenoid tersebut maka perlu dilakukan isolasi
senyawa tersebut.

Isolasi senyawa triterpenoid pada E. spinosum telah dilakukan oleh
Setiyawan, dkk (2015) dengan menggunakan metode KLT Analitik. Pemisahan
menggunakan KLTA digunakan untuk isolasi senyawa dalam jumlah yang sedikit.
Maka untuk mengisolasi senyawa dalam jumlah besar diperlukan metode yang
lain. Salah satu metode yang dapat digunakan adalah kromatografi kolom.

Penggunaan metode kromatografi kolom untuk proses isolasi harus
menggunakan fase gerak (eluen) terbaik. Penentuan eluen terbaik dapat dilakukan
melalui KLTA. Setiyawan, dkk (2015) menggunakan eluen n-heksana;etil asetat
untuk memisahkan fraksi petroleum eter E. spinosum dengan 3 variasi
perbandingan, yaitu 4:1; 4,5:0,5 dan 4,25:0,75. Hasil KLTA diperoleh eluen
terbaik adalah perbandingan 4,25:0,75 mL yang menghasilkan 9 noda, sedangkan
pada perbandingan volume 4:1 dan 4,5:0,5 hanya menghasilkan 8 noda dengan
noda tampak melebar. Maka dalam penelitian ini digunakan 3 variasi

perbandingan eluen tersebut.



Ada dua variasi metode pada pembuatan fase diam yaitu, pembuatan fase
diam cara kering dan cara basah. Kromatografi kolom cara kering dikenal dengan
kromatografi kolom vakum cair (KVVC). Isolasi metabolit sekunder menggunakan
metode KVC telah dilakukan oleh Suryani (2011) yang mengisolasi dan elusidasi
struktur senyawa triterpenoid dari ekstrak etil asetat kulit batang tumbuhan
kecapi. Kemudian Putri (2012), juga telah mengisolasi senyawa kolestan dari
ekstrak kloroform kulit batang tumbuhan toona sinensis (a.juss) roem
menggunakan metode KVC.

Isolasi senyawa aktif menggunakan metode kromatografi kolom cara
basah dikenal dengan pemisahan menggunakan bubur silika. Kusmiyati (2011)
telah mengisolasi dan mengidentifikasi zat aktif pada rimpang kunyit putih
menggunakan bubur silika. Selain itu, isolasi pada senyawa B-sitosterol dari fraksi
etil asetat tumbuhan paku Neprolepis falcata (Cav.) C. Chr telah dilakukan oleh
(Priyanto, 2013).

Berdasarkan alasan yang telah disebutkan maka perlu dilakukan isolasi
senyawa triterpenoid pada fraksi petroleum eter hasil hidrolisis ekstrak metanol
E. spinosum menggunakan metode kromatografi kolom. Pada penelitian ini akan
digunakan dua variasi pembuatan fase diam, yaitu pembuatan fase diam cara
basah dan cara kering. Isolat murni hasil pemisahan kemudian di identifikasi
menggunakan spektroskopi IR. Identifikasi ini untuk memastikan gugus fungsi

yang terdapat pada isolat murni.



1.2 Rumusan Masalah

1.

Bagaimana hasil isolasi senyawa triterpenoid fraksi Petroleum Eter hasil
hidrolisis ekstrak Metanol Alga Merah (E.spinosum) dengan menggunakan
Kromatografi Kolom cara kering dan cara basah?

Bagaimana hasil identifikasi gugus fungsi senyawa triterpenoid hasil
isolasi kromatografi kolom fraksi petroleum eter dari Alga Merah

(E.spinosum) menggunakan FTIR ?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui hasil isolasi senyawa Triterpenoid fraksi Petroleum eter
hasil hidrolisis ekstrak Metanol Alga Merah (E.spinosum) dengan
menggunakan Kromatografi Kolom cara basah dan cara kering.

Untuk mengetahui hasil identifikasi gugus fungsi menggunakan FTIR
pada senyawa triterpenoid hasil isolasi kromatografi kolom fraksi

petroleum eter dari Alga Merah (E. spinosum).

1.4 Batasan Masalah

1.

2.

Alga Merah (E.spinosum) berasal dari pantai Jumiang Pamekasan, Madura
Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi dengan pelarut
metanol dan ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut petroleum eter.

Fase gerak pada KLTA adalah campuran n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan volume 4:1; 4,5:0,5 dan 4,25:0,75 mL.

Fase gerak pada Kromatografi kolom adalah n-heksana dan etil asetat

dengan perbandingan volume 4,25:0,75 mL.



1.5 Manfaat Penelitian
1. Dapat memberikan informasi mengenai teknik pemisahan menggunakan
kromatografi kolom terhadap senyawa triterpenoid dalam alga merah
(E.spinosum).
2. Dapat memberikan informasi mengenai hasil analisis FTIR pada senyawa
triterpenoid hasil pemisahan kromatografi kolom fraksi petroleum eter dari

Alga Merah (E.spinosum).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga Merah Eucheuma spinosum

Allah SWT berfirman dalam Qs. al Faathir ayat 12, yaitu:
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Artinya:
“dan tiada sama (antara) dua laut; yang ini tawar, segar, sedap diminum dan
yang lain asin lagi pahit. dan dari masing-masing laut itu kamu dapat memakan
daging yang segar dan kamu dapat mengeluarkan perhiasan yang dapat kamu
memakainya, dan pada masing-masingnya kamu Lihat kapal-kapal berlayar
membelah laut supaya kamu dapat mencari karunia-Nya dan supaya kamu

bersyukur.”(Qs. al Faathir:12).
Qs. al Faathir ayat 12 menjelaskan bahwa. Allah menciptakan laut agar manusia

dapat memanfaatkannya dengan baik bagi kehidupan manusia. Dalam tafsir Al-
Aisar Allah SWT menjelaskan bahwa pada kata L= Wal (daging segar) adalah
ikan. Kemudian Allah SWT kembali menjelaskan dalam Qs. al Maa’idah ayat 96

tentang hal tersebut, yaitu:

do
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Artinya:

“Dihalalkan bagimu binatang buruan laut™**? dan makanan (yang berasal) dari
lautt**®! sebagai makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang yang dalam
perjalanan; dan diharamkan atasmu (menangkap) binatang buruan darat, selama
kamu dalam ihram. dan bertakwalah kepada Allah yang kepada-Nyalah kamu
akan dikumpulkan.”(Qs. al Maa’idah: 96).



Qs. al Maa’idah ayat 96 dijelaskan dalam tafsir al-Qurtubi bahwa ini merupakan
sebuah keputusan Allah menghalalkan semua binatang buruan didalam laut. Maka
pada ayat ini Allah mengijinkan manusia untuk mengkonsumsi makanan yang
berasal dari laut. Salah satunya adalah E. spinosum yang habitatnya berada di laut.

Menurut UU RI no.45 tahun 2009 tentang Perikanan pada pasal 1 ayat 4
menyebutkan bahwa ikan adalah segala jenis organisme yang seluruh atau
sebagian dari siklus hidupnya berada di dalam lingkungan perairan. Berdasarkan
hal tersebut maka E. spinosum digolongkan dalam jenis ikan. Alga merah lebih
dikenal sebagai rumput laut merah oleh masyarakat pesisir merupakan jenis yang
paling banyak terdapat di perairan Indonesia yaitu sekitar 452 jenis. Alga merah
tergolong tumbuhan tingkat rendah, karena seluruh bagian tubuhnya tidak dapat
dibedakan yaitu, berupa thallus (Suparmi, 2009).

Menurut Anggadiredja, dkk., (2006) E. spinosum memiliki Klasifikasi

taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta

Kelas : Rhodophyceae
Ordo - Gigartinales

Famili : Solieriaceae

Genus : Eucheuma

Spesies : Eucheuma spinosum

Gambar 2.1 Alga Merah (Eucheuma spinosum)



E. spinosum tumbuh melekat pada terumbu karang, batuan, cangkang
kerang serta benda keras dalam lingkungan air. E. spinosum membutuhkan sinar
matahari untuk proses fotosintesis dan pertumbuhannya membutuhkan salinitas
28-33 per mil maka E. spinosum hanya hidup pada permukaan atas laut

(Anggadiredja, dkk., 2006).

2.2 Manfaat dan Kandungan E. spinosum

Kestabilan ekosistem laut yang terjaga merupakan salah satu peran dari E.
spinosum secara ekologis. Peran secara biologisnya adalah sebagai tempat hidup
sekaligus perlindungan bagi biota laut yang lain (Suparmi, 2009), selain itu juga
menghasilkan oksigen yang dibutuhkan oleh biota laut yang lain (Hidayat, 2006).

Golongan alga telah mengalami kemajuan dalam pemanfaatannya dan
bernilai ekonomis vyaitu, sebagai bahan baku dalam industri dan kesehatan
(Suparmi, 2009). Menurut Hudha, dkk., (2012) karaginan dari E. spinosum dapat
dimanfaatkan dalam bidang industi makanan, kosmetika, tekstil, cat, obat dan
pakan ternak.

Selain mengandung senyawa metabolit primer seperti pada Tabel 2.1 E.
spinosum juga mengandung metabolit sekunder. Hasil uji fitokimia pada ekstrak
metanol E. spinosum menunjukkan adanya kandungan golongan senyawa
triterpenoid (Habibah, dkk., 2012). Kemudian hasil penelitian Mardiyah, dkk.,
(2012) menyatakan bahwa uji fitokimia ekstrak P.E pada E. spinosum
menunjukkan adanya kandungan metabolit sekunder, yaitu golongan senyawa

flavonoid, alkaloid, asam askorbat dan triterpenoid.
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Allah berfirman dalam Qs. asy Syu’araa ayat 78 — 80 yaitu

5. 87 2 - - " oy - /; .4,,/ I T < .4,,
wntES 5 b 135 (T okl ek 5o Al (D) o 560 2 ]

6(r\t(lz;]i)t/3:Tuhan) yang telah menciptakan Aku, Maka Dialah yang menunjuki Aku,
dan Tuhanku, yang Dia memberi Makan dan minum kepadaKu, dan apabila aku
sakit, Dialah yang menyembuhkan Aku,”

Qs. asy Syu’araa ayat 78 — 80 menjelaskan bahwa manusia adalah salah satu
ciptaan Allah SWT dan Dia yang memberi petunjuk bagi manusia. Dalam tafsir
Ibnu Katsir, rezki yang Allah SWT berikan adalah air yang diturunkan dari langit,
kemudian dihidupkan-Nya tanah dengan air tersebut dan dikeluarkan-Nya seluruh
buah-buahan sebagai rezki bagi hamba-hamba-Nya. Selain itu, pada ayat 80
menjelaskan saat manusia mengalami sakit maka Allah pula yang memberikan
kesembuhan. Kesembuhan tersebut dapat diperoleh manusia dengan jalan ikhtiar
kepada Allah SWT. Ikhtiar ini dapat diwujudkan dengan doa dan usaha, salah satu
usaha tersebut adalah dengan mengkonsumsi obat.

Menurut UU RI no 7 tahun 1963 tentang farmasi, pada pasal 2 obat adalah
obat yang dibuat dari bahan-bahan yang berasal dari binatang, tumbuh-tumbuhan,
mineral dan obat sintetis. E.spinosum yang merupakan tumbuhan laut memiliki
kandungan senyawa triterpenoid dapat digunakan sebagai obat. Menurut Hijaz,
dkk (2009) pada ekstrak kasar dan fraksi aktif karaginan E. spinosum memiliki
aktivitas antioksidan. Selain itu, E. spinosum juga dimanfaatkan sebagai
antibakteri (Haniffa, dkk., 2012) dan antimikroba (Ahmad, 2013). Anggadiredja,
dkk., (2006) telah menginventarisir 61 jenis dari 27 famili alga yang sudah bisa

dijadikan makanan oleh masyarakat wilayah pesisir dan 21 jenis dari 12 famili

yang telah digunakan sebagai obat tradisional.
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2.3 Senyawa Triterpenoid

Triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang dapat diisolasi dari
bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri. Triterpenoid adalah
senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan isoprena dan secara
biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Cgs, asiklik yaitu skualena. Senyawa ini
berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, aldehida, atau asam
karboksilat (Harborne, 1987). Triterpenoid yang paling penting dan paling

tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik (Robinson, 1995).

Gambar 2.2 Skualena (Struktur dasar golongan senyawa triterpenoid)
(Robinson, 1995)

Beberapa contoh senyawa golongan triterpenoid yang berhasil diisolasi
antara lain senyawa triterpenoid dari Hyptis suaveolens menggunakan
kromatografi kolom oleh Jasani, dkk (2012) dan identifikasi menggunakan
spektrofotometer UV, FT-IR dan NMR. Dan diperoleh isolat triterpenoid tersebut

memiliki struktur sebagai berikut:
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Gambar 2.3 Senyawa TriteHzorpenoid dari akar Hyptis suaveolens

Selanjutnya adalah senyawa Asam 3[B-Hidroksiolean-12-en-28-oat.
Senyawa tersebut merupakan senyawa golongan triterpenoid pada batang durian
kura (D. testudinarum Becc.) yang diisolasi menggunakan metode kromatografi
kolom vakum (Deny, dkk., 2013) Struktur senyawa tersebut adalah sebagai

berikut:

Ahmad (2013) telah melakukan isolasi dan karakterisasi pada senyawa
triterpenoid dari E. spinosum dan diperoleh senyawa tersebut merupakan
golongan triterpenoid asam karboksilat. Struktur senyawa triterpenoid tersebut

adalah:

Gambar 2.5 Senyawa Triterpenoid Asam Karboksilat dari E. Spinosum

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.4 Ekstraksi Senyawa Triterpenoid dari E.spinosum

Ekstraksi pada penelitian ini dilakukan dengan metode maserasi. Maserasi
adalah perendaman sampel menggunakan pelarut organik pada suhu ruang. Pada
proses perendaman, dinding serta membran sel analit tumbuhan akan terpecah
akibat perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel, yang mengakibatkan
metabolit sekunder dalam sitoplasma terlarut dalam pelarut organik. Lama
perendaman yang diatur akan menghasilkan ekstraksi yang sempurna. Pemilihan
pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan
memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut (Indrayani, dkk.,
2006).

E. spinosum yang telah dikering anginkan pada suhu kamar kemudian
dimaserasi. Proses maserasi pada penelitian menggunakan pelarut metanol. Hal
ini dikarenakan sifat kepolaran dari metanol polar. Selain itu, senyawa
triterpenoid banyak ditemukan dalam jaringan tanaman yang terdapat sebagai
glikosida. Triterpenoid siklik banyak ditemukan berupa alkohol, aldehida atau
asam karboksilat (Harborne, 1987) serta titik didih metanol lebih rendah dari
senyawa triterpenoid sehingga akan lebih mudah dipisahkan.

Proses maserasi dilakukan berulang hingga warna E. spinosum dan filtrat
hasil maserasi berubah lebih pucat. Ekstrak yang diperoleh disaring kemudian di
pekatkan menggunakan Rotary evaporator vacuum. Pemekatan ini bertujuan
untuk memisahkan pelarut metanol dengan ekstrak kasar metanol E. spinosum.

Kelebihan maserasi yaitu sederhana, relatif murah, tidak memerlukan
peralatan yang rumit, terjadi kontak antara sampel dan pelarut yang cukup lama

dan dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak tahan panas.
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Dan kekurangannya adalah membutuhkan waktu yang lama untuk mencari pelarut
organik yang dapat melarutkan dengan baik senyawa yang akan diisolasi dan
harus mempunyai titik didih yang tinggi pula sehingga tidak mudah menguap
(Voight, 1995).

Pemilihan pelarut organik yang akan digunakan dalam ekstraksi
komponen aktif merupakan faktor penting dan menentukan untuk mencapai
tujuan dan sasaran ekstraksi komponen. Konstanta dielektrikum beberapa pelarut
ditunjukkan pada Tabel 2.1 (Sax, 1998).

Tabel 2.1 Konstanta Dielektrikum dan Tingkat Kelarutan Beberapa Pelarut

Jenis pelarut Konstanta Tingkat kelarutan | Titik didih (°C)
dielektrikum dalam air
Heksana 1,9 U L« 68,7
Petroleum eter 2,28 T8 60
Kloroform 4,81 S 61,3
Etil asetat 6,02 9 77,1
Metil asetat 6,68 S 57
Metil klorida 9,08 S 39,75
Butanol 15,80 S 117,2
Propanol 20,1 L 97,22
Aseton 20,70 L 5682
Etanol 24,30 L 78,5
Metanol 33,60 L 64
Air 78,4 L 100

Keterangan: TL = tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi
Sumber: Sax (1998), HAM (2006), Fesenden dan Fesenden (1997), dan Mulyono
(2006)

Kutsiyah, dkk (2012) melakukan maserasi pada E. spinosum menggunakan
pelarut metanol dan n-heksan, hasil rendemen menunjukkan bahwa ektrsak
tertinggi didapatkan pada pelarut metanol yaitu sebesar 16,25 % sedangkan pada

pelarut n-heksan hanya 0,88 %. Kemudian Ahmad (2013) mengekstrak senyawa

triterpenoid dari alga merah E. spinosum dengan metode maserasi menggunakan
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pelarut metanol diperoleh rendemen sebesar 9,75 %. Selain itu, Setiyawan (2015)
memperoleh rendemen maserasi sebesar 8,54% dari hasil ekstraksi E. spinosum

menggunakan pelarut metanol.

2.5 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Hidrolisis dapat didefinisikan sebagai proses dekomposisi kimia yang
terjadi dengan adanya pemutusan ikatan glikosida yang menjadi penghubung
antar monomer melalui suatu reaksi menggunakan air sehingga terbentuk bagian-
bagian yang lebih sederhana (Adhiatama, dkk., 2012). Akan tetapi reaksi
hidrolisis membutuhkan katalisator, dikarenakan reaksi dengan air berlagsung
sangat lambat (Nihlati, dkk., 2008). Berdasarkan zat-zat penghidrolisisnya,
hidrolisis dibedakan atas air, asam, basa dan enzim (Wahyudi, dkk., 2011).

Kebanyakan senyawa golongan triterpenoid terdapat dalam bentuk
glikosida. Dengan adanya hidrolisis maka ikatan glikosida, akan putus sehingga
diperoleh senyawa triterpenoid tunggal. Proses hidrolisis dilakukan dengan
bantuan katalis asam. Katalis asam yang digunakan tidak boleh bereaksi dengan
triterpenoid. Senyawa triterpenoid dalam ekstrak kemudian dipartisi. Adapun

reaksi yang terjadi saat hidrolisis sebagai berikut:

HO ’ 0 »
HO Ne) HO -0
O\ OH
H u Metabolit Sekunder +H,0 HCI, H H + Metabolit OH +
OH b OH / H Sekunder
HO HO

Gambar 2.6 Dugaan Reaksi Hidrolisis Metabolit Sekunder (Mardiyah, 2012).

Asih (2009) menyatakan bahwa untuk memisahkan antara senyawa

metabolit sekunder (aglikon) dengan gula (glikon) hasil ekstrak kasar metanol

HCI
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dilakukan dengan cara hidrolisis menggunakan HCI 2 N selama 2-3 jam.
Mardiyah (2012) juga meguji aktivitas antioksidan ekstrak kasar metanol.
spinosum dengan proses hidrolisis dan didapatkan aktivitas antioksidan yang lebih
baik yaitu dengan nilai ECs, 22,13 ppm.

Proses partisi ini berdasarkan pada metode ekstraksi cair-cair. Ekstraksi
cair-cair merupakan teknik pemisahan zat-zat terlarut antara dua cairan yang tidak
saling mencampur antara lain menggunakan alat corong pisah. Pada ekstraksi
cair-cair ini tidak terjadi pemisahan dari bahan-bahan yang akan diperoleh
(ekstrak), melainkan mula-mula hanya terjadi pengumpulan ekstrak dalam pelarut.
Ekstrak berpartisi pada 2 pelarut sesuai dengan sifat kepolarannya. Menurut
Afriyanti (2013) syarat agar pemisahan analit dapat dilakukan dengan baik pada
proses partisi adalah:

1. Kedua campuran tidak saling campur
2. Analitnya lebih larut dalam pelarut pengekstraknya dari pada dalam pelarut
asalnya

Partisi menggunakan Petroleum eter ini bertujuan agar senyawa-senyawa
yang memiliki kepolaran sama dengan Petroleum eter akan berpartisi ke
Petroleum eter. Dan triterpenoid yang bersifat non polar akan ada pada fase
organik (Petroleum eter). Fraksi inilah yang akan digunakan untuk proses
pemisahan dengan kromatografi kolom.

Pada penelitian ini proses partisi dilakukan menggunakan pelarut
petroleum eter, penggunaan fraksi P.E berdasarkan penelitian sebelumnya yang

dilakukan oleh Setiyawan, dkk (2015) telah menghidrolisis ekstrak kasar metanol
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E.spinosum kemudian dipartisi menggunakan pelarut P.E dan diperoleh rendemen
sebesar 4,9 %. Sedangkan Susetyo, dkk (2015) juga menghidrolisis ekstrak kasar
metanol E.spinosum kemudian dipartisi menggunakan pelarut etil asetat dan
diperoleh rendemen sebesar 4,78 % maka dalam penelitian ini digunakan pelarut

P.E dalam proses partisi.

2.6 ldentifikasi Senyawa Triterpenoid dengan Uji Reagen

Uji fitokimia senyawa triterpenoid dilakukan dengan uji Lieberman
Burchard. Prinsip dasar dari uji Liberman Burchard adalah senyawa triterpenoid
dapat mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat yang akan membentuk
garam dengan memberikan sejumlah reaksi warna (Robinson, 1995). Asam kuat
yang digunakan dalam uji ini adalah asam sulfat pekat.Adanya triterpenoid pada
uji ini ditunjukkan dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan larutan (Ciulei, 1984). Adapun reaksi dugaan uji terpenoid/steroid

dapat dilihat pada gambar 2.7
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AC,0 / H,S0,

—_—
* (D

HO ™

Lanosterol

— cincin Kecoklatan

Gambar 2.7 Dugaan Reaksi antara lanosterol dengan pereaksi Liberman
Burchard (Anam, dkk., 2015).

Rumondang, dkk., (2013) telah melakukan uji fitokimia pada ekstrak kasar n-
heksana daun tempuyung menggunakan pereaksi Liberman Burchard. Diperoleh
sampel positif senyawa triterpenoid yang ditunjukkan dengan terbentuknya cincin
merah kecoklatan. Kemudian Utama, dkk., (2013), memonitoring fraksi hasil
kolom dari ekstrak kulit batang kecapi pada plat KLT menggunakan pereaksi
Liberman Burchard. Pereaksi LB disemprotkan pada plat dan diperoleh warna

merah pada spot yang positif senyawa triterpenoid.

2.7 Kromatografi Lapis Tipis Analitik
Kromatografi lapis tipis analitik atau KLTA adalah salah satu jenis metode
kromatografi. Menurut literatur (Gritter, 1991), kromatografi lapis tipis adalah

kromatografi serapan, dimana fasa diam berupa zat padat yang disebut adsorben




19

(penyerap) dan fasa gerak adalah zat cair yang disebut larutan pengembang.
Penyerap untuk KLT ialah plat silika gel, alumina, kiselgur, dan selulosa.

KLT analitik dalam penelitian ini digunakan untuk memastikan eluen
terbaik yang akan digunakan untuk pemisahan pada kromatografi kolom. Pada
KLTA ini digunakan campuran eluen n-heksana dan etil asetat. Variasi
perbandingan volume yang digunakan yaitu 4:1, 4.5:0.5, 4.25:0.75 mL.

Setiyawan, dkk., (2015) telah mengisolasi senyawa triterpenoid dari
E.spinosum menggunakan eluen n-heksana;etil asetaat dengan 3 variasi tersebut.
Pada perbandingan 4:1 mL dan 4.5:0.5 mL diperoleh 8 noda tampak pada hasil
KLTA masih ada noda yang melebar. Sedangkan pada perbandingan 4.25:0.75
mL terdapat 9 noda tampak, dengan noda yang tidak melebar dan tidak berimpit.

Selain itu, KLTA juga digunakan untuk memonitoring spot pada vial hasil
pemisahan. Sehingga dapat dilakukan penyederhanaan vial, dengan cara
menggabung vial dari hasil KLTA sehingga diperoleh fraksi yang lebih besar.
Monitoring spot vial ini dilakukan dengan menghitung nilai Rf tiap vial. Adapun

rumus menghitung Rf adalah (Sastrohamidjojo, 1985):

arak yang ditempuh senyawa dari titik awal
Rg X larakyane dteniousensawadanite Ay A (2.1)

Jarak yang ditempuh pelarut dari titik awal

Utama, dkk (2013) telah mengisolasi senyawa triterpenoid dari Kulit
batang kecapi menggunakan kromatografi kolom. isolat yang diperoleh kemudian
dimonitoring dengan KLTA hingga diperoleh noda tunggal. Hal ini
mengindikasikan bahwa isolat telah murni. Sehingga untuk memperoleh senyawa
yang relatif murni dari hasil kromatografi kolom maka perlu dilakukan monitoring

menggunakan KLTA pada fraksi hasil kromatografi kolom.
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2.8 Isolasi Senyawa Triterpenoid Menggunakan Kromatografi Kolom

Pemisahan menggunakan kromatografi kolom berdasarkan pada adsorbsi
dan partisi. Menurut Gritter (1991) kromatografi kolom merupakan kromatografi
serapan yang dilakukan didalam sebuah kolom. Campuran yang akan dipisahkan
diletakkan berupa pita diatas bagian penyerap yang berada pada tabung kaca. Fasa
gerak dibiarkan mengalir melalui kolom yang disebabkan oleh gaya berat. Pita
senyawa yang terlarut bergerak melalui kolom dengan laju yang berbeda,
memisah dan dikumpulkan berupa fraksi-fraksi pada saat keluar dari bawah
kolom.

Fase gerak yang digunakan harus sudah ditentukan sebelumnya agar
diperolen pola pemisahan yang diinginkan. Hal ini disebabkan karena
kromatografi kolom memerlukan waktu lama dan bahan yang cukup banyak. Ada
tiga pendekatan yang digunakan untuk memecahkan masalah ini yaitu dengan
penelusuran pustaka, penerapan data KLT pada pemisahan dengan kolom dan
dengan pemakaian elusi landaian umum mulai dari pelarut non-polar sampai
pelarut polar (Sastrohamidjojo, 1985).

Pemisahan senyawa triterpenoid ini menggunakan fase gerak n-heksana ;
etil asetat dengan perbandingan volume 4.25:0.75. Pemakaian fase gerak tersebut
berdasarkan pada penelitian sebelumnya. Setiyawan, dkk (2015) menggunakan
fase gerak n-heksan dan etil asetat dengan metode KLT untuk mengisolasi
senyawa triterpenoid pada E.spinosum. Selain itu, sifat kepolaran dari triterpenoid

yang semi polar hampir sama dengan sifat fase gerak diatas.
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Fase diam yang digunakan pada proses pemisahan kromatografi kolom
adalah silika gel G-60 (0,063 — 0,200 mm). Silika gel merupakan fase diam yang
paling banyak digunakan dalam pemisahan bahan alam. Silika gel memberikan

luas permukaan yang besar dikarenakan ukuran partikel silika gel yang kecil.

Adapun struktur dasar silika gel dapat dilihat pada gambar 2.8 (Noviyanti, dkk.,

2010):
H H ™
o o~ <|3
| | _
O'r?i\o—-—'?i\(}(?\o

Q —

Gambar 2.8 Struktur Silika Gel

Permukaan silika gel ini mengandung gugus silanol, hidroksil yang
terdapat pada gugus silanol ini merupakan pusat aktif dan berpotensi mampu
membentuk ikatan hidrogen yang kuat dengan senyawa yang akan dipisahkan.
Silika gel membentuk ikatan hidrogen terutama dengan donor H seperti alkohol,

fenol, amina, amida dan asam karboksilat. Sehingga semakin kuat kemampuan

ikatan hidrogen suatu senyawa maka semakin kuat akan tertahan pada silika gel

(Noviyanti, 2010).
Pada penelitian ini digunakan variasi metode berdasarkan pembuatan fase

diam. Kusmiyati (2011) mengisolasi zat aktif dari rimpang kunyit putih dengan
metode kromatografi kolom menggunakan pembuatan fase diam cara basah. Pada
pembuatan fase diam cara basah ini, silika gel yang telah diaktivasi kemudian

dicampur dengan eluen yang akan digunakan hingga homogen dan tidak terbentuk

gelembung udara. Campuran silika dan eluen ini dikenal dengan istilah bubur
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silika. Bubur inilah yang kemudian dimasukkan kedalam kolom, dimampatkan
dengan cara diketok-ketok hingga diperoleh fase diam yang rapat.

Selain fase diam dalam kolom harus memiliki kerapatan yang maksimal.
Fase diam juga harus dijaga agar tidak kering dan selalu terendam eluen sehingga
tidak terjadi retakan. Jika fase diam retak maka harus dikeluarkan karena tidak
dapat digunakan untuk proses elusi.

Pembuatan fase diam cara kering berbeda dengan cara basah. Jika pada
cara basah silika gel dibuat bubur silika terlebih dahulu sebelum dimasukkan
kedalam kolom. Saat proses aktivasi silika melepas air yang terikat dan bersifat
polar. Silika bertambah keasamannya pada pembuatan bubur silika dengan eluen
(Priyatno, 2013). Pada pembuatan fase diam cara kering ini silika yang telah
diaktivasi langsung dimasukkan dalam kolom dan dibantu dengan vakum agar
kerapatan fase diam terjaga. Suryani (2011) mengisolasi senyawa triterpenoid dari

tumbuhan kecapi menggunakan metode pembuatan fase diam cara kering.

2.9 ldentifikasi Gugus Fungsi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR

Spektroskopi IR (Infra red) merupakan salah satu metode spektroskopi
yang digunakan untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat dalam suatu
molekul. Ini karena gugus fungsi tersebut menunjukkan serapan yang spesifik
pada daerah infra merah. Spektrum IR khas untuk senyawa tertentu, sehingga
metode ini tepat untuk menentukan struktur senyawa yang belum dikenal yaitu
dengan cara membandingkannya terhadap senyawa yang sudah diketahui.

Bagian kiri spektrum inframerah yaitu daerah 1400-4000 cm™ (2,5 sampai

Kira-kira 7,1 pm) merupakan daerah khusus untuk identifikasi gugus fungsional.
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Daerah dikanan 1400 cm™ biasanya senyawa organic memliki serapan yang unik.
Serapan didaerah ini seringkali sangat rumit sehingga bagian pada spektrum ini
disebut daerah sidik jari (Fessenden, 1986).

Beberapa spektra IR dari senyawa triterpenoid yang berhasil diisolasi,
antara lain Jasani, dkk (2012) telah mengisolasi senyawa triterpenoid dari pada
Hyptis suaveolens menggunakan kromatografi kolom dan identifikasi

menggunaka FT-IR. Berikut spektra IR dan interpretasinya:

Gambar 2.9 Spektr IR Senyawa Triterpenoid dari akar Hyptis suaveolens
Berdasarkan spektra dapat diinterpretasikan bahwa isolat  tersebut
memiliki gugus beberapa serapan, antara lain pada bilangan gelombang 3353.62
cm™ terjadi serapan O-H. terdapat gugus C-H pada bilangan gelombang 2934.82
cm™ dan 2866.10 cm™. Pada bilangan gelombang 1667.3 cm™ menunjukkan
serapan C=C. Pada bilangan gelombang 1459.39 cm™ dan 1382,97 cm™ terjadi
serapan C-H. Serapan C=0 pada bilangan gelombang 1054.74 cm™ serta pada

bilangan gelombang 739.55 cm™ menunjukkan serapan gugus —CHo.

Spektra IR senyawa triterpenoid dari kulit batang srikaya yang diisolasi

oleh Ridhia, dkk., (2013).
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Gambar 2.10 Spektra IR Senyawa Triterpenoid Kulit Batang Srikaya

Berdasarkan gambar 2.7 dapat diinterpretasikan bahwa terjadi beberapa
serapan penting pada bilangan gelombang 3440 cm™ yang menunjukkan adanya
regangan —OH. Terdapat regangan gugus C-O ditunjukkan pada bilangan
gelombang 1199 cm™. Selain itu, pada bilangan gelombang 1686 cm™ terdapat
regangan C=0. Adanya —CH, dan—CHs; ditunjukkan pada bilangan gelombang
2931 cm™, yang didukung dengan adanya tekukan —CH pada bilangan gelombang
1463 cm™. Pada bilangan gelombang 1372 cm™ terdapat serapan gugus geminal
dimetil.

Utama, dkk (2013) mengkarakterisasi senyawa triterpenoid dari kulit
batang kecapi menggunakan spektroskopi IR dan diperoleh spektra sebagai

berikut:

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



25

o — — —

= 4 .
52!1} 3500 300 260 2000 1500 1000 50 40
Waveoumber [em-1]
Gambar 2.11 Spektra IR Senyawa Triterpenoid Kulit Batang Kecapi
Pada spektra memperlihatkan beberapa angka gelombang, yaitu pita serapan OH
bebas pada vibrasi regangan didaerah 3220 cm™ yang didukung oleh adanya C-O
stretching pada daerah 1190 cm™ Pada angka gelombang 2931 cm*
mengindikasikan adanya puncak C-H alifatis. Pada angka gelombang 1705
menurut literatur mengidindikasikan adanya gugus C=0 keton .Geminal dimetil

yang merupakan serapan khas senyawa golongan terpenoid ditunjukkan pada

daerah 1384 cm™ dan 1458 cm™.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari — Mei 2016 di
Laboratorium Organik Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah oven, rotary
evaporator, spektrofotometer FT-IR merk Varian tipe FT-100, saringan 60-90
mesh, hotplate, pisau, desikator, aluminium foil, inkubator shaker, corong pisah,
kolom kromatografi, statif dan seperangkat alat gelas laboratorium.
3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini alga merah (Eucheuma
spinosum) yang berasal dari pantai Jumiang, Pamekasan Madura, metanol p. a
99,9%, petroleum eter p. a, akuades, HCI p. a 37 %, H,SO4 p. a 98 %, etanol p. a
96 %, glass woll, kloroform p. a, n-heksana p. a 99%, etil asetat p. a, silika Gel G-
60 (0,063 — 0,200 mm), plat silika gel G F2s4 dan NaHCOg3 p. a (Semua bahan

kimia dan plat KLT yang digunakan dari Merck).

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kualitatif. Diawali dengan

pengambilan sampel Eucheuma spinosum lalu dikering anginkan. Dilakukan uji

26
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kadar air pada sampel kering. Sampel kering kemudian digiling dengan ukuran
60-90 mesh. Serbuk sampel dimaserasi menggunakan pelarut metanol 99,9 %.
Selanjutnya ekstrak kasar dihidrolisis menggunakan HCI 2 N. Setelah itu,
difraksinasi dengan pelarut petroleum eter p. a, diambil fase organik, dipekatkan
dan dilakukan uji fitokimia dengan reagen untuk mengetahui senyawa aktif pada
fraksi P.E. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan dengan KLT Analitik untuk
memastikan eluen yang digunakan adalah terbaik. Eluen yang digunakan adalah
n-heksana;etil asetat dengan variasi perbandingan volume vyaitu, 4:1; 4,5:0,5 dan
4.25:0.75 mL. Kemudian ekstrak dipisahkan dengan metode kromatografi kolom
menggunakan eluen terbaik hasil KLTA. Ada dua variasi yang dilakukan pada
pembuatan fase diam, yaitu cara kering dan cara basah. Hasil pemisahan lalu
dimonitoring menggunakan KLT. Monitoring | dilakukan dengan diambil tiap 10
vial eluat hasil elusi (vial ke 1, 10, 20, 30 sampai vial terakhir). Kemudian hasil
monitoring | dimonitoring kembali dengan diambil tiap 2 vial hingga diperoleh
batas antara vial murni dan campuran dengan memperhatikan kenampakan noda
dan nilai Rf. Spot yang positif senyawa triterpenoid kemudian diidentifikasi gugus

fungsinya menggunakan Spektrofotometer FT-IR.

3.4 Tahapan Penelitian
Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu:
1. Preparasi sampel,
2. Analisis kadar air,
3. Ekstraksi sampel ,

4. Hidrolisis dan partisi ekstrak pekat metanol,
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5. Identifikasi senyawa triterpenoid pada fraksi P.E

6. Pemisahan triterpenoid dengan metode KLT Analitik

7. Pemisahan dengan metode kromatografi kolom,

8. Monitoring spot dengan KLTA , penggabungan dan pemekatan fraksi,
9. Identifikasi gugus fungsi menggunakan Spektrofotometer FT-IR.

3.5 Cara Kerja

3.5.1 Preparasi Sampel

Preparasi sampel dilakukan dengan mengambil seluruh bagian alga merah
(E.spinosum) sebanyak 30 Kg lalu dipotong kecil-kecil, dicuci dan dikering
anginkan. Kemudian dihaluskan menggunakan mesin penghalus dengan ukuran
serbuk 60-90 mesh. Selanjutnya dikeringkan dengan oven pada suhu 38 °C.

3.5.2 Analisis Kadar Air (AOAC, 1984)

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

Kadar air dalam tubuh alga merah dihitung menggunaan persamaan:
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Kadar air = z%: X 100 Qv (3.1)

Keterangan: a= berat cawan kosong
b= berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
c= berat cawan + sampel setelah dikeringkan
3.5.3 Ekstraksi Sampel (Anam, dkk., 2015)

Ekstraksi komponen aktif pada E. spinosum dilakukan dengan cara
ekstraksi maserasi atau perendaman dengan pelarut metaanol. Ekstraksi dilakukan
sebanyak 3 kali pengulangan karena dimungkinkan bahwa kandungan senyawa
pada tanaman sudah cukup banyak yang terekstrak pada masing-masing tahapnya.
Serbuk E. spinosum ditimbang sebanyak 150 gram dan diekstraksi secara
maserasi menggunakan pelarut metanol 900 mL di dalam erlenmeyer dan diaduk
dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotations per minute)
selama 3 jam. Kemudian disaring dan ampas yang diperoleh dimaserasi kembali
dengan pelarut dan perlakuan yang sama sampai 3 kali pengulangan atau sampai
diperoleh filtrat yang cukup bening. Selanjutnya ketiga filtrat yang diperoleh

digabung menjadi satu. Kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator.

Ekstrak pekat ditimbang dan dihitung rendemennya dengan persamaan:

Berat ekstrak metanol

% rendemen = Berat sampel

3.5.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol (Setiyawan, dkk., 2015)
Ekstrak pekat metanol diambil sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam

beaker glass, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 10 mL HCI 2 N ke

dalam ekstrak pekat. Hidrolisis dilakukan selama 1 jam menggunakan magnetic

stirrer hot plate pada suhu ruang (Tensiska, dkk., 2007). Hidrolisat yang
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diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat sampai pH-nya netral, lalu
hidrolisat dipartisi menggunakan 25 mL pelarut petroleum eter. Proses partisi
dilakukan dengan dua kali pengulangan. Ekstrak hasil partisi dipekatkan dengan
rotary evaporator lalu dialiri dengan gas N, ekstrak pekat yang diperoleh

ditimbang dan dihitung rendemennya.

Berat fraksi P.E
Berat ekstrak metanol

% rendemen =

3.5.5 ldentifikasi Senyawa Triterpenoid dengan Uji Reagen (Mardiyah, dkk.,
2014)

Fraksi P.E E.spinosum diambil 1 mg dan dimasukkan dalam tabung reaksi,
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat.
Campuran ini selanjutnya ditambah 1 — 2 mL H,SO, pekat melalui dinding
tabung. Jika hasil yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan 2 pelarut menunjukkan adanya triterpenoid.

3.5.6 Penentuan Eluen Terbaik dengan Metode KL T Analitik

Pemisahan dengan KLT Analitik dilakukan menggunakan plat silika gel
GF254 dengan ukuran 1x10 cm. KLTA ini bertujuan untuk menentukan eluen
terbaik untuk pemisahan selanjutnya dengan kromatografi kolom.

Plat silika diberi tanda batas atas dan bawah sebesar 1 cm. Kemudian
diaktivasi dengan pemanasan dalam oven pada suhu 100 °C selama 30 menit.
Ekstrak pekat sampel diencerkan dengan konsentrasi 1000 ppm, dengan cara
diambil sampel 0,05 gram kemudian dilarutkan dalam pelarut P.E 50 mL. Sampel
ditotolkan pada jarak +1 cm dari tepi bawah plat menggunakan pipa kapiler. Plat
dielusi dengan eluen n-heksana;etil asetat menggunakan perbandingan 4:1; 4,5:0,5

dan 4,25:0,75. Setelah gerakan fase gerak sampai pada batas atas, maka proses
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elusi dihentikan. Noda-noda yang dihasilkan kemudian diperiksa dibawah sinar
UV pada panjang gelombang 366 nm. Spot yang terbentuk ditandai menggunakan
pensil, kemudian disemprot dengan reagen LB.

3.5.7 Isolasi Senyawa Triterpenoid Menggunakan Kromatografi Kolom

Pemisahan dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi kolom.
Eluen yang dipakai adalah eluen terbaik hasil KLTA. Fase diam yang digunakan
adalah silika gel G-60 (0,063-0,200 mm). Kolom yang digunakan berdiameter 1,5
cm, silika gel yang digunakan sebanyak 10 gr dan kecepatan alir saat proses elusi
adalah 2 mL/menit. Selain itu, ada dua variasi metode yang digunakan dalam
pembuatan fase diam yaitu, pembuatan fase diam cara basah dan cara kering.
3.5.7.1 Pembuatan Fase Diam Cara Kering (Suryani, 2011)

Pembuatan fase diam cara kering yaitu diisi kolom dengan glasswool pada
bagian bawah. Diaktivasi silika gel G-60 dengan pemanasan menggunakan oven
selama 2 jam pada 110 °C. Kemudian didinginkan silika gel dalam desikator
selama 15 menit. Dimasukkan silika gel G-60 ke dalam kolom dan selama
penambahan ini kolom diketok-ketok untuk memampatkan fase diam. Selanjutnya
ditambahkan eluen secara perlahan hingga silika dalam kolom terendam eluen.
Sampel diambil 0,2 gram dicampur dengan 1 mL eluen. Selanjutnya kran sedikit
dibuka dan dikeluarkan eluen hingga tersisa diatas fase diam namun tidak
melebihi fase diam. Setelah itu, kran ditutup dan dimasukkan campuran sampel
dan eluen menggunakan pipet dan ditunggu hingga sampel turun. Selanjutnya

ditambahkan eluen, kran dibuka, dilakukan elusi kemudian eluat ditampung setiap
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2 mL dalam botol vial. Elusi dilakukan dengan menjaga agar silika gel dalam
kolom selalu terendam eluen.
3.5.7.2 Pembuatan Fase Diam Cara Basah (Kusmiyati, 2011)

Silika gel G-60 diaktivasi menggunakan oven pada suhu 110 °C selama 2
jam lalu didinginkan dalam desikator selama 15 menit. Kolom bagian bawah diisi
glasswool dan eluen (n-heksana : etil asetat). Dibuat bubur silika gel dengan
dimasukkan silika gel dalam beaker glass lalu ditambahkan eluen, diaduk hingga
homogen, tidak ada gelembung udara, dimasukkan bubur silika gel kedalam
kolom dan didiamkan selama 24 jam. Sampel diambil 0,2 gram dicampur dengan
1 mL eluen. Selanjutnya kran sedikit dibuka dan dikeluarkan eluen hingga tersisa
diatas fase diam namun tidak melebihi fase diam. Setelah itu, kran ditutup dan
dimasukkan campuran sampel dan eluen menggunakan pipet dan ditunggu hingga
sampel turun. Selanjutnya ditambahkan eluen, kran dibuka, dilakukan elusi
kemudian eluat ditampung setiap 2 mL dalam botol vial. Selain itu, elusi
dilakukan dengan menjaga agar silika gel dalam kolom selalu terendam eluen.

3.5.8 Monitoring Spot dengan KLT, Penggabungan dan Pemekatan Fraksi
(Asih, 2010)

Fraksi-fraksi yang didapat dari pemisahan kromatografi kolom kemudian
dimonitoring dengan KLTA. Monitoring | dilakukan dengan cara diambil tiap 10
vial yaitu vial ke 1, 10, 20, 30, 40 sampai vial terakhir.. Hasil monitoring
kemudian dikelompokkan berdasarkan noda dan nilai Rf yang muncul. Kelompok
fraksi dari monitoring | dimonitoring kembali dengan cara diambil tiap 2 vial.
Sehingga dapat dilakukan penyederhanaan fraksi dengan cara penggabungan

fraksi berdasarkan pola noda dan Rf yang sama dari hasil KLT.
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Eluen yang digunakan sebagai fase gerak adalah eleun pada kromatografi
kolom dan digunakan plat silika gel Fs4 dengan ukuran 10x10 cm. Eluen
dijenuhkan dalam bejana pengembang selama 1 jam. Plat silika gel ditandai 1cm
pada batas atas dan bawah, lalu diaktivasi dengan dioven selama 30 menit.
Kelompok tiap fraksi ditotolkan pada plat KLT yang telah diaktivasi
menggunakan pipa kapiler dengan jarak 1 cm dari batas bawah plat. Setelah
selesai penotolan, dimasukkan plat tersebut ke dalam eluen yang telah dijenuhkan
dan dielusi sampai tanda batas atas. Kemudian diamati noda yang terbentuk
menggunakan lampu UV, disemprot dengan reagen LB lalu diamati dibawah
lampu UV 366 nm dan dihitung Rf tiap noda.

3.5.9 Identifikasi Gugus Fungsi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR

Isolat triterpenoid yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan FT-
IR. Spektra yang dihasilkan lalu dianalisa untuk mengetahui gugus fungsi yang

terdapat dalam isolat.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisa secara deskriptif yaitu dengan
memperhatikan pola pemisahan berdasarkan hasil monitoring | pada fraksi dengan
diambil tiap 10 vial (vial ke 1, 10, 20, 30, 40 sampai vial terakhir) yang terbentuk
pada kromatografi kolom dari pembuatan fasa diam cara basah dan cara kering.
Fraksi hasil monitoring | dimonitoring kembali dengan diambil tiap 2 vial hingga
diperoleh batas vial murni dan campuran. ldentifikasi kemurnian senyawa
triterpenoid dapat diketahui dengan melakukan analisis hasil uji KLT Analitik dari
pengukuran Rf dan kenampakan noda. Data ditampilkan dalam bentuk tabel dan

diinterpretasikan berdasarkan tabel tersebut. Isolat murni yang positif senyawa
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triterpenoid kemudian diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR dengan

memperhatikan gugus fungsinya.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi sampel

Sampel yang digunakan adalah alga merah jenis Eucheuma spinosum yang
diperoleh dari pantai Jumiang Pamekasan, Madura. Sampel dicuci untuk
menghilangkan kotoran yang menempel dan dipotong kecil-kecil untuk
mempercepat proses pengeringan. Sampel dikeringkan tanpa sinar matahari
langsung bertujuan untuk menghindari kerusakan atau rusaknya senyawa aktif
yang diinginkan. Pengeringan juga bertujuan untuk menghilangkan air dalam
sampel sehingga proses ekstraksi dapat berjalan maksimal.

Sampel kemudian dihaluskan untuk memperluas permukaan sampel.
Sampel yang telah halus disaring menggunakan ayakan 60-90 mesh, untuk
mendapatkan sampel dengan ukuran yang sama. Semakin kecil ukuran sampel
maka luas permukaan sampel semakin besar (Voight, 1995), sehingga kontak
sampel dengan pelarut saat proses ekstraksi akan semakin cepat. Serbuk sampel
yang memiliki tingkat kehalusan yang tinggi memungkinkan terjadinya kerusakan
sel-sel yang lebih optimal, sehingga pengambilan senyawa aktif dalam sampel

semakin mudah oleh pelarut.

4.2 Analisis kadar air

Analisis kadar air menggunakan metode thermogravimetri. Prinsip dari
metode ini adalah pemanasan dan penimbangan. Simplisia Eucheuma spinosum
dioven pada suhu 105 — 110° C karena air mempunyai titik didih 100 °C.

Sehingga untuk menguapkan air dibutuhkan suhu di atas titik didihnya. Kemudian

35
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sampel didiamkan dalam desikator untuk mencegah kontak sampel dengan udara
luar. Pengovenan dilakukan secara berulang-ulang hingga diperoleh berat konstan.
selisih berat sampel sebelum pemanasan dan sesudah pemanasan menunjukkan
jumlah air yang teruapkan. Analisis kadar air bertujuan untuk mengetahui
kandungan air dalam sampel E. spinosum. Hal ini karena kadar air dalam E.
spinosum berpengaruh pada hasil maserasi. Semakin tinggi kadar air sampel maka
konsentrasi pelarut akan semakin rendah karena telah bercampur dengan kadar air
sampel dan sebaliknya. Perubahan konsentrasi suatu pelarut akan merubah
kepolaran dari pelarut tersebut sehingga akan berpengaruh pada hasil ekstraksi.

Selain itu, kadar air sampel perlu diketahui untuk meningkatkan daya
simpan sampel. Hal ini berkaitan dengan aktivitas mikrobiologi dalam sampel.
Jika kadar air tinggi akan menyebabkan sampel memiliki kelembaban yang lebih
tinggi, sehingga sampel mudah terdegradasi oleh mikroorganisme, tumbuh jamur
dan penguraian oleh enzim.

Hasil analisis kadar air E. spinosum segar diperoleh sebesar 93,04%, dan
pada sampel kering sebesar 7,73%. Kestabilan optimum bahan dapat tercapai dan
pertumbuhan mikroba dalam sampel dapat dikurangi jika suatu sampel memiliki
kadar air dibawah 11 % (Puspita, 2011). Selain itu, kadar air maksimum yang
disyaratkan agar proses ekstraksi dapat berjalan lancar adalah 11 % (Sulistijowati,

2011).

4.3 Ekstraksi Sampel
Ekstraksi menggunakan metode maserasi bertujuan untuk mengekstrak

senyawa aktif yang terdapat dalam E. spinosum. Pada saat maserasi serbuk kering
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E. spinosum direndam menggunakan pelarut metanol dan terjadi proses difusi.
Proses difusi terjadi karena adanya perbedaan konsentrasi larutan, pelarut metanol
yang memiliki konsentrasi lebih tinggi akan masuk ke dalam sel E. spinosum
melalui dinding sel. Seluruh isi sel akan larut kedalam pelarut metanol yang ada di
dalam sel. Sehingga konsentrasi larutan dalam sel lebih tinggi daripada larutan
diluar sel dan terjadi proses difusi. Ekstrak metanol yang diperoleh kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacuum. Ekstrak metanol sebelum
dipekatkan awalnya berwarna kuning kehijauan, setelah dipekatkan menjadi
kecoklatan yang diakibatkan pelarut telah menguap.

Rendemen ekstrak metanol E. spinosum diperoleh sebesar 3,193 %. Hasil
ini lebih kecil dibandingkan dengan penelitian Afif (2013) yaitu sebesar 16,99 %.
Perbedaan rendemen dapat dikarenakan perbedaan kadar air sampel. Pada
penelitian ini kadar air sebesar 7,73 % sedangkan penelitian Afif sebesar 4,74 %.
Kadar air berpengaruh terhadap rendemen hasil ekstraksi. Apabila kadar air
sampel tinggi maka konsentrasi pelarut kecil karena telah bercampur dengan air

yang terkandung dalam sampel E. spinosum

4.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Ekstrak metanol yang diperoleh kemudian dihidrolisis dengan HCI 2N dan
dipartisi dengan pelarut petroleum eter. Hidrolisis bertujuan untuk memutus
ikatan gliosida sehingga diperoleh senyawa triterpenoid tunggal. Senyawa
triterpenoid banyak ditemukan dalam jaringan tanaman sebagai glikosida

(Harborne, 1987).
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Hidrolisat yang diperoleh bersifat asam, kemudian di netralkan
menggunakan NaHCOs. Hidrolisat yang telah netral kemudian difraksinasi
menggunakan pelarut petroleum eter. Pemilihan pelarut petroleum eter
dikarenakan senyawa triterpenoid yang akan diisolasi memiliki sifat kepolaran
yang mirip dan larut dalam pelarut petroleum eter. Setiyawan (2015) telah
memfraksinasi ekstrak metanol E. spinosum menggunakan petroleum eter dan
diperoleh positif triterpenoid dan steroid. Proses fraksinasi dilakukan dengan
metode ekstraksi cair-cair, yang memiliki prinsip yaitu distribusi suatu zat
diantara dua pelarut yang tidak saling campur. Fraksi petroleum eter yang telah
dipisahkan, diuapkan menggunakan vacuum rotary evaporator untuk memisahkan

pelarutnya dan diperoleh rendemen sebesar 14,072%.

4.5 Identifikasi Senyawa Triterpenoid dengan Uji Reagen

Identifikasi adanya senyawa triterpenoid pada fraksi petroleum eter
dilakukan menggunakan reagen Libermann Burchard. Reagen LB merupakan
reagen yang spesifik untuk uji senyawa triterpenoid dan steroid (Kristanti, 2008).
Prinsip dasar dari uji LB adalah senyawa triterpenoid dapat mengalami dehidrasi
dengan penambahan asam kuat yang akan membentuk garam dengan memberikan
sejumlah reaksi warna (Robinson, 1995). Asam kuat yang digunakan dalam uji ini
adalah asam sulfat pekat. Jika fraksi positif senyawa triterpenoid akan muncul
cincin coklat pada perbatasan pelarut, sedangkan untuk senyawa steroid akan
menghasilkan warna hijau-kebiruan (Burke, dkk., 1997).

Fraksi petroleum eter dilarutkan dengan kloroform dan ditambahkan

dengan anhidrida asetat kemudian ditambahkan H,SO, pekat (Mardiyah, dkk.,
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2014). Reaksi yang terjadi pada uji Liebermann-Burchard merupakan reaksi
esterifikasi (Anam, 2013). Siadi (2012), telah melakukan uji fitokimia pada
ekstrak bungkil biji jarak pagar (Jatropha curcas) yang digunakan untuk
biopestisida. Salah satu uji menggunakan reagen LB dan diperoleh pada ekstrak
tersebut terbentuk cincin kecoklatan yang menandakan positif senyawa
triterpenoid. Berikut dugaan reaksi yang terjadi pada senyawa tritepenoid pada

Gambar 4.1
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Cincin Kecoklatan

Gambar 4.1 Dugaan Reaksi antara Senyawa Triterpenoid dengan Reagen LB

Menurut Siadi (2012) menjelaskan bahwa saat H,SO, pekat diteteskan
melalui dinding tabung reaksi, ia akan bereaksi dengan anhidrida asetat sehingga
terbentuk karbokation pada atom C anhidria asetat (asetilasi). Kemudian

karbokation akan bereaksi dengan atom O pada gugus OH yang ada pada senyawa
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triterpenoid sehingga terbentuklah senyawa ester pada senyawa triterpenoid
dengan anhidrida asetat. Selanjutnya terjadi pelepasan gugus hidrogen beserta
elektronnya, mengakibatkan ikatan rangkap berpindah. Senyawa ini mengalami
resonansi yang bertindak sebagai karbokation. Serangan karbokation
menyebabkan adisi elektrofilik, diikuti pelepasan hidrogen. Kemudian gugus
hidrogen beserta elektronnya dilepas, akibatnya senyawa mengalami
perpanjangan konjugasi yang memperlihatkan terbentuknya cincin kecoklatan.

Berikut hasil uji Libermen Burchard pada Gambar 4.2 di bawah ini

steroid

triterpenoid

Gambar 4.2 Hasil Uji Liberman Burchard
Hasil pengujian pada Gambar 4.2 menunjukkan terbentuknya cincin berwarna
kecoklatan, yang menandakan fraksi petroleum eter mengandung senyawa
triterpenoid, dan warna hijau menunjukkan adanya senyawa steroid. Setiyawan
(2015) melakukan identifikasi senyawa triterpenoid pada fraksi petroleum eter E.

spinosum dan menunjukkan hasil positif senyawa triterpenoid dan steroid.

4.6 Penentuan Eluen Terbaik Menggunakan KLT Analitik
Fraksi petroleum eter E. spinosum yang telah positif senyawa triterpenoid
kemudian dipisahkan menggunakan KLT Analitik. KLT Analitik ini bertujuan

untuk menentukan fase gerak terbaik yang akan digunakan pada pemisahan
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menggunakan kromatografi kolom. Noda-noda yang dihasilkan pada plat KLT
kemudian diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm. Spot
kemudian disemprot dengan reagen LB. Berikut spot hasil KLTA dari ketiga
variasi fase gerak dapat dilihat pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil Penentuan Eluen Terbaik Menggunakan KLTA

Perbandingan Eluen (mL) Rf Warna Senyawa

4:1 0375 Ungu Triterpenoid
0,625 Merah Triterpenoid
0,812 Merah Triterpenoid

0,925 Biru Steroid

0,975 Biru Steroid
4,5:0,5 0,131 Merah Triterpenoid
0,263 Merah Triterpenoid

0,394 Biru Steroid

0,526 Biru Steroid

0,684 Hijau Steroid
4,25:0,75 0,096 Ungu Triterpenoid
0,165 Merah Triterpenoid
0,344 Merah Triterpenoid
0,551 Merah Triterpenoid
0,613 Merah Triterpenoid

0,668 Biru Steroid

0,813 Biru Steroid

0,910 Hijau Steroid

Spot hasil pemisahan KLT Analitik terbaik diilustrasikan pada Gambar 4.2
di bawah ini, sedangkan hasil KLT Analitik untuk 3 perbandingan lebih lengkap

ada pada lampiran.
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Gambar 4.3 llustrasi Hasil KLTA pada eluen n-heksana;etil asetat (4,25;0,75 mL)

Berdasarkan Tabel 4.1 dan Gambar 4.3 diperoleh 8 spot pada plat KLT.
Spot pertama berwarna ungu, spot kedua hingga kelima berwarna merah kedua
warna tersebut menandakan senyawa triterpenoid. Pereaksi Lieberman Burchard
yang disemprotkan pada plat KLT akan menghasilkan berbagai warna untuk
senyawa triterpenoid, hal ini dikarenakan ada berbagai jenis senyawa triterpenoid
yang terdapat di alam (Harborne, 1987). Warna tersebut antara lain, warna merah
ungu, ungu (Asih (2010); Rita (2010); Setiyawan (2015)), merah (Setiyawan
(2015); Rumondang (2013); Utama (2013); Suryani (2011)) Kemudian spot ke
enam dan ketujuh berwarna biru. Sedangkan spot kedelapan berwarna hijau,
kedua warna tersebut menandakan senyawa steroid. Setelah di semprot reagen LB
maka senyawa steroid menghasilkan beberapa warna, hijau kebiruan (Astuti,
2014), hijau (Saleh, 2007) dan warna biru (Setiyawan, 2015). Dikarenakan
perbandingan fase gerak n-heksana;etil asetat 4,25;0,75 mL mampu memisahkan
senyawa triterpenoid terbanyak, maka pada isolasi menggunakan kromatografi

kolom digunakan perbandingan fase gerak tersebut.
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4.7 lsolasi Senyawa Triterpenoid menggunakan Kromatografi Kolom
4.7.1 Kromatografi Kolom Cara Kering

Pembuatan fase diam cara kering dikenal juga dengan kolom vakum cair
(KVC). Pada pembuatan fase diam cara kering tanpa dilakukan pembuatan bubur
silika dan tanpa didiamkan selama 24 jam. Pada pembuatan fase diam cara kering
silika gel yang telah diaktivasi langsung dimasukkan kedalam kolom kromatografi
selanjutnya kolom divakum untuk memampatkan fase diam dalam kolom.

Fase diam berupa silika gel terlebih dahulu diaktivasi dengan pemanasan.
Proses aktivasi ini bertujuan untuk menghilangkan molekul air yang terdapat
dalam silika sehingga interaksi antara fase diam, fase gerak dan senyawa yang
akan dipisahkan maksimal dan diperoleh hasil pemisahan yang baik. Setelah silika
gel didalam kolom rapat kemudian sampel dimasukkan kedalam kolom dan di
atasnya ditaburi silika gel. Perbandingan fase diam dan sampel adalah 50:1 telah
sesuai dengan literatur (Markham, 1998). Kemudian eluen dialirkan kedalam
kolom melalui bagian atas kolom dan dilakukan elusi.

Kerapatan silika gel di dalam kolom ini terlihat karena setelah
pemvakuman terjadi penurunan tinggi kolom yaitu dari 14,8 cm menjadi 14,6 cm.
Pada isolasi senyawa triterpenoid menggunakan kromatografi kolom dengan
pembuatan fase diam cara kering diambil hingga 153 vial. Kemudian dilakukan
monitoring dengan metode KLT dan penyemprotan dengan reagen Liebermann-
Burchard yang bertujuan untuk menyederhanakan fraksi yang diperoleh sehingga
fraksi yang memiliki noda spot dan Rf yang sama dapat dicampur sehingga

diperoleh gabungan fraksi yang lebih besar.
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Proses monitoring | dilakukan dengan diambil tiap 10 vial dari vial ke 1,
10, 20, 30, 40, 50 sampai 153. Plat KLT yang telah dielusi kemudian disemprot
dengan reagen LB dan dilihat di bawah lampu UV 366 nm. Hasil monitoring |
menunjukkan pada vial ke-1 tidak menghasilkan noda (kosong). Vial ke-10
menghasilkan 1 noda berwarna hijau. Vial ke-20 dan 30 menghasilkan 2 noda
(campur), pada vial-40, 50, 60 dan 70 menghasilkan 1 noda berwarna merah
dengan Rf yang sama. Pada vial-80, 90 dan 100 menghasilkan 1 noda berwarna
merah dengan Rf yang berbeda. Vial ke-110 dan 120 menghasilkan 1 noda biru
dengan Rf sama. Dan pada vial ke-130, 140, 150 dan 153 tidak menghasilkan
noda (kosong). Maka vial yang masih berupa campuran, vial yang memiliki warna
noda sama namun berbeda Rf dan vial yang menghasilkan warna noda berbeda di
monitoring kembali dengan cara diambil tiap 2 vial hingga diperoleh batas vial
yang mengandung 1 noda dengan yang campuran (skema monitoring dilampirkan
dalam lampiran 1.1). Vial yang mengandung satu noda digabung dan diperoleh 5

gabungan fraksi murni seperti pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Fraksi Hasil Kromatografi Kolom dengan pembuatan fase diam

cara kering
Fraksi Senyawa Warna Rf Berat (mg)
K.1(10-14) Steroid Hijau 0,385 1,9
K.2 (40 - 82) Triterpenoid Merah 0,112 15
K.3 (86 — 108) Triterpenoid Merah 0,038 1,3
K.4 (110 —120) | Steroid Biru 0,688 1,0
K.5 (122 —140) | Triterpenoid Merah 0, 025 2,4

Berdasarkan hasil monitoring KLT pada isolat menggunakan kromatografi kolom

cara kering diperoleh 3 fraksi yang positif senyawa triterpenoid memiliki berat
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senyawa murni pada fraksi K.2 sebesar 1,3 mg; fraksi K.3 sebesar 1,3 mg dan
fraksi K.5 sebesar 2,4 mg.

Hasil KLTA diperoleh 5 spot positif senyawa triterpenoid dengan Rf yang
berbeda, sedangkan pada hasil kromatografi kolom cara kering hanya
menghasilkan 3 fraksi senyawa triterpenoid dengan RF yang berbeda. Akan tetapi
isolasi menggunakan kromatografi kolom lebih baik dari pada KLTA, hal ini
dikarenakan pada vial hasil kromatografi kolom yang masih berupa campuran
masih dapat dilakukan pemisahan kembali (rekromatografi kolom). Pada hasil
kromatografi kolom cara kering vial ke-7 — 9; 15; 16 — 18 dan 20 — 29 merupakan
fraksi yang masih campuran maka fraksi tersebut dapat dipisahkan kembali
sehingga diperoleh fraksi senyawa triterpenoid yang lebih banyak.

4.7.2 Kromatografi Kolom Cara Basah

Pembuatan fase diam cara basah juga dikenal dengan istilah bubur silika.
Bubur silika yang terbentuk selanjutnya dimasukkan kedalam kolom kromatografi
secara perlahan untuk mengurangi terbentuknya gelembung udara didalam kolom.
fase diam kemudian didiamkan selama 24 jam. Setelah didiamkan selama 24 jam
diperoleh ketinggian fase diam mengalami penurunan dari 18 cm menjadi 16 cm
hal ini menandakan bahwa pendiaman ini bertujuan untuk memampatkan fase
diam tersebut.

Perlakuan pada isolasi menggunakan cara basah sama dengan cara kering
hanya berbeda pada pembuatan fase diamya saja. Pada kromatografi kolom cara
basah diperoleh 157 vial. Proses monitoring sama dengan monitoring pada cara

kering yaitu dengan diambil tiap 10 vial dari vial nomor 1, 10, 20, 30, 40, 50
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sampai 157. Hasil monitoring pertama menunjukkan pada vial ke-1 dan 10 tidak
berwarna (kosong), vial ke -20 menghasilkan 1 noda berwarna hijau, pada vial ke
30 menghasilkan 3 noda, 2 noda berwarna merah dan 1 noda berwarna biru. Pada
vial ke 40 dan 50 menghasilkan 2 noda berwarna merah. Vial ke-60, 70 dan 80
menghasilkan 1 noda merah dengan Rf sama. Vial ke-90, 100, 110, 120, 130,
140, 150 dan 157 tidak menghasilkan warna (kosong). Maka vial yang masih
berupa campuran, vial yang memiliki warna noda sama namun berbeda Rf dan
vial yang menghasilkan warna noda berbeda di monitoring kembali dengan cara
diambil tiap 2 vial hingga diperoleh batas vial yang mengandung 1 noda dengan
yang campuran (skema monitoring dilampirkan pada Lampiran 1.2). Vial yang
mengandung satu noda digabung dan diperoleh hanya 2 gabungan fraksi murni
seperti pada Tabel 4.3

Tabel 4.3 Fraksi hasil Kromatografi Kolom dengan pembuatan fase diam

cara basah
Fraksi Senyawa Warna Rf Berat (mg)
B.1 (14 —22) Steroid Hijau 0,48 0,55
B.2 (60 — 80) Triterpenoid Merah 0,094 0,41

Berdasarkan hasil isolasi kromatografi kolom dengan pembuatan cara
basah diperoleh isolat kurang murni dan pola pemisahan yang kurang bagus.
Isolat triterpenoid yang murni hanya diperoleh 1 gabungan fraksi dengan berat
0,41 mg. Hasil ini kemungkinan dikarenakan pada kromatografi kolom cara basah
dilakukan proses pembuburan yang mengakibatkan silika gel bersifat lebih asam
karena terjadi interaksi antara silika gel dan eluen. Hal ini dikarenakan proton
yang ada pada gugus silanol dalam silika gel semakin banyak yang lepas

disebabkan interaksinya dengan eluen. Menurut Chang (2003), suatu zat yang
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mampu memberikan proton merupakan asam Brgnsted. Silika gel yang bersifat
lebih asam ini mengakibatkan interaksi antara senyawa triterpenoid dan silika gel
lebih lemah, sehingga selektivitas pada kromatografi kolom cara basah berkurang
dan hanya diperoleh fraksi senyawa triterpenoid yang terpisah hanya sampai vial
ke 80.

Hasil KLTA diperoleh 5 spot positif senyawa triterpenoid dengan Rf yang
berbeda, sedangkan pada hasil kromatografi kolom cara kering hanya
menghasilkan 1 fraksi senyawa triterpenoid dengan Rf yang berbeda. Pada hasil
kromatografi kolom cara basah vial ke-23 — 26; 27 — 29; 30 — 39 dan 40 -
59merupakan fraksi yang masih campuran maka fraksi tersebut dapat dipisahkan
kembali sehingga diperoleh fraksi senyawa triterpenoid yang lebih banyak.

Berdasarkan hasil monitoring KLT pada Tabel 4.2 dan Tabel 4.3 maka
isolasi senyawa triterpenoid lebih baik menggunakan kromatografi kolom cara
kering. Hal ini didasarkan pada banyaknya fraksi triterpenoid yang terpisah pada
cara kering diperoleh 3 fraksi sementara pada cara basah hanya satu fraksi. Isolat
triterpenoid yang diperoleh juga memiliki range yang besar yaitu, fraksi K.2
sebanyak 22 vial; fraksi K.3 sebanyak 22 vial dan fraksi K.5 sebanyak 18 vial.
Selain itu pada kromatografi kolom cara kering tidak dilakukan proses
pembuburan silika gel dengan eluen, sehingga silika gel tidak bersifat asam. Hal
ini mengakibatkan interaksi antara senyawa triterpenoid dan silika gel lebih kuat
sehingga selektivitas kromatografi kolom cara kering baik. Dan diperoleh fraksi

senyawa triterpenoid yang lebih baik yaitu pemisahan terjadi hingga vial ke 140.
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Kolom kering lebih baik digunakan untuk memisahkan senyawa yang
merupakan komponen utama dari suatu sampel (Septyaningsih, 2010). Senyawa
triterpenoid ini merupakan komponen utama pada fraksi petroleum eter
dikarenakan saat identifikasi senyawa menggunakan reagen, cincin kecoklatan
yang menandakan senyawa triterpenoid terlihat lebih terang daripada warna hijau
yang menandakan senyawa steroid. Selain itu kolom kering ini lebih efisien waktu
daripada kolom basah karena tidak perlu didiamkan 24 jam dan tanpa pembuatan
bubur silika. Maka isolat senyawa triterpenoid hasil kromatografi kolom cara
kering yang terdiri dari fraksi K.2; K.3 dan K.5 kemudian diidentifikasi
menggunakan spektrofotometer FT-IR untuk mengetahui gugus fungsi yang

terdapat dalam isolat tersebut.

4.8 Identifikasi Gugus Fungsi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR
Senyawa triterpenoid hasil isolasi kromatografi kolom dengan pembuatan
fase diam cara kering yang terdiri dari 3 fraksi kemudian diidentifikasi
menggunakan spektrofotometer FT-IR. Identifikasi menggunakan FT-IR
bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi yang terdapat dalam isolat triterpenoid.
Sehingga dapat diketahui golongan senyawa triterpenoid yang terkandung dalam

E. spinosum. Berikut spektra FT-IR dari ketiga isolat dapat dilihat di bawah ini:



Triterpenoid fraksi K.5

Triterpenoid fraksi K.3

Triterpenoid fraksi K.1
@

1649.559—

1737.906

1261.486
1176.898

T
4000

I
3500

T T
3000 2500

T T
2000 1500

Bil. Gelombang (cm™)
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Tabel 4.4 Interpretasi Spektra FT-IR Isolat Triterpenoid (fraksi K.2, K.3 dan
K.5).

No Bilangan Gelombang (cm™) Range Pustaka Jenis Vibrasi Intensitas
fraksi K.2 | fraksi K.3 | fraksi K.5 | (Socrates,1994) Refrensi

1. 3481,133 | 3480,903 | 3448,920 | 3550 — 3230 O-H (stretch) dari ikatan | m-s
hidrogen intrarmolekuler

2. 2925255 | 2925505 | 2925,319 | 3000 - 2800 Cs, — H (stretch) m-s

3. 2855,081 | 2855,159 | 2854,959 | 2870- 2840 -CH,- stretch (sym) m

4. 1738,306 | 1737,906 | 1738,891 | 17501725 C = O ester (stretch) w-m

5. 1658,129 | 1649,559 | 1636,263 | 1680 — 1620 C = C (stretch) s—m

6. 1461,979 | 1462,314 | 1462,242 | 1480 — 1440 —CHj (bend) w

7. 1385,107 | 1383,635 | 1383,001 | 1396 — 1365 -CHj; (stretch) m

8. 1260,735 | 1261,486 | 1262,010 | ~1200 Metil ester R — s—m
CO.OCHj (stretch)

9 1176,538 | 1176,898 | 1174,595 | 1180 — 1155 O — C ester (stretch) s—m

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

Berdasarkan hasil identifikasi menggunakan FT-IR pada ketiga isolat

terdapat serapan O — H pada bilangan gelombangan 3481,133 cm™ (fraksi K.2),

3480,903 cm™ (fraksi K.3) dan 3448920 cm™ (fraksi K.5). pada bilangan

gelombang 2925,255 cm™ (fraksi K.2), 2925,505 cm™ (fraksi K.3) dan 29125,319

cm (fraksi K.5) terdapat serapan Csp3 — H stretch. Dugaan ini diperkuat dengan



50

adanya serapan —CHs stretch pada bilangan gelombang 1385,107 cm™ (fraksi
K.2), 1383,635 cm™ (fraksi K.3) dan 1383,001 cm™ (fraksi K.5). Pada bilangan
gelombang 2855,081 cm™ (fraksi K.2), 2855,159 cm™ (fraksi K.3) dan 2854,959
cm™ (fraksi K.5) muncul puncak dengan intensitas sedang yang menunjukkan
serapan -CH,- stretching yang simetris. Terdapat serapan pada bilangan
gelombang 1738,306 cm™ (fraksi K.2), 1737,906 cm™ (fraksi K.3) dan 1738,891
cm’ (fraksi K.5) yang merupakan serapan C = O ester stretch.

Terdapat serapan C = C stretch pada bilangan gelombang 1658,129 cm™
(fraksi K.2), 1649,559 cm™ (fraksi K.3) dan 1636,263 cm™ (fraksi K.5). Pada
bilangan gelombang 1461,979 cm™ (fraksi K.2), 1462,314 cm™ (fraksi K.3) dan
1462,242 cm™ (fraksi K.5) yang merupakan serapan dari gugus —CH, bend.
Serapan yang terjadi sekitar bilangan gelombang 1463 cm™ 1385 cm™ merupakan
serapan khas pada senyawa triterpenoid.

Selain itu, terjadi serapan dari gugus R-CO.OCH; pada bilangan gelombang
1260,735 cm™ (fraksi 1.B), 1261,486 cm™ (fraksi K.3) dan 1262,010 cm™ (fraksi
K.5). hal ini diperkuat dengan adanya serapan pada bilangan gelombang 1176,538
cm™ (fraksi 1.B), 1176,898 cm™ (fraksi K.3) dan 1174,595 cm™ (fraksi K.5) yang

merupakan serapan dari gugug O — C ester.

4.9 Isolasi Senyawa Triterpenoid dalam Perrspektif Islam
Penelitian mengenai isolasi senyawa triterpenoid pada E. spinosum
merupakan salah satu bentuk ibadah kepada Allah SWT. Mempelajari mengenai

fenomena alam adalah perintah kepada manusia agar dapat menyadari kekuasaan
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dan kebesaran Allah SWT sehingga menambah keimanan manusia kepada Allah

SWT. Sebagaimana firman Allah SWT dalam Qs. Ali Imran: 190 yaitu:

u..hll LlejL)th_o_L;-ljupj}ll)uMlal}é\)l
Artinya:
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal”. (Qs. Al-
Imran:190).
Qs. Al Imran ayat 190 menjelaskan tentang kekuasaan dan kebesaran
Allah SWT yang berkaitan dengan penciptaaan alam semesta. Segala yang Allah
SWT ciptakan memiliki manfaat, dan merupakan bentuk kasih sayangNya kepada
makhlukNya. Selain itu, segala ciptaan Allah SWT telah tertata rapi dan
sempurna. Dalam tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa orang-orang yang berakal
akan memikirkan segala ciptaan Allah SWT yang terdapat di langit dan bumi.
Mereka memahami dan mempelajarinya kemudian mengambil hikmahnya
sehingga mereka mampu menunjukkan betapa besar keagungan Allah SWT atas

segala ciptaanNya.

Kemudian Allah SWT berfirman dalam Qs. az Zumar ayat 21:

% 20§\ £ _
|

wﬁ;uﬂwcﬁ,ﬁu@w\_}cﬁ ARSI

Artinya:

“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:21).
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Menurut tafsir Al-Qurtubi ayat tersebut menjelaskan bahwa semua air yang ada di
bumi adalah berasal dari langit. Kemudian air tersebut menetap di bumi menjadi
mata air dan juga air di laut, darinya Allah SWT menumbuhkan berbagai jenis
tumbuhan..

Sampel E.spinosum yang berhabitat di laut kemudian dibersihkan dan
dikeringkan selanjutnya dilakukan analisis kadar air dalam E.spinosum dan
diperoleh kadar air basah sebesar 93,04 % dan kadar air kering sebesar 7,73 %.
Hal ini sangat menguntungkan dalam penyimpanan sampel karena kadar air
kering yang kecil dapat mengurangi pertumbuhan mikroba dalam sampel
sehingga sampel dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama.

Menurut Setiyawan (2015) fraksi P.E hasil hidrolisis ekstrak metanol
E.spinosum mengandung senyawa triterpenoid. Senyawa triterpenoid dapat
digunakan sebagai antimikroba (Ahmad, 2013) dan sebagai anti bakteri
(Rumondang, 2013). Pada penelitian ini bertujuan mengisolasi senyawa
triterpenoid menggunakan kromatografi kolom, dengan variasi pembuatan fase
diam cara kering dan cara basah.

Allah SWT kembali berfirman dalam Qs. al Maa’idah ayat 88, yaitu:

s o8 ;T’ %o _goe

= _ Feges g © oo Z o ugog o g . A%
(D) Do can aml Gl 158505 Lol S i 15355 L 1,57
Artinya:

“dan makanlah makanan yang halal lagi baik dari apa yang Allah telah rezekikan
kepadamu, dan bertakwalah kepada Allah yang kamu beriman kepada-Nya” (Qs.
al Maa’idah ayat 88).

Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan intisari dalam Qs. Al Maa-idah ayat 88 adalah

salah satu rezki bagi manusia adalah makanan yang halal dan baik. Makanan yang
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halal dan baik adalah makanan yang tidak hanya mengenyangkan tetapi juga
bermanfaat bagi tubuh manusia. E. spinosum merupakan salah satu makanan yang
halal yang berasal dari laut yang baik untuk dikonsumsi

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa triterpenoid dalam E.
spinosum lebih baik diisolasi menggunakan kromatografi kolom dengan
pembuatan fase diam cara kering daripada menggunakan cara basah. Pada
kromatografi kolom cara kering diperoleh 3 fraksi yang tiap fraksinya memiliki
range besar sehingga diperoleh senyawa triterpenoid yang relatif murni dalam
jumlah yang lebih besar. Pada fraksi K.2 diperoleh sebanyak 1,5 mg, fraksi K.3
sebanyak 1,3 mg dan fraksi K.5 sebanyak 2,4 mg. Fraksi kemudian di identifikasi
menggunakan FT-IR dan diperoleh 3 fraksi tersebut memiliki gugus fungsi OH, -

CHs;, -CH,, C=0 ester, R — CO.OCH3 dan O — C ester.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

Hasil isolasi senyawa triterpenoid fraksi P.E hasil hidrolisis ekstrak
metanol alga merah (E.spinosum) dengan menggunakan Kromatografi
Kolom cara kering lebih baik daripada menggunakan kromatografi kolom

cara basah.

. Hasil identifikasi gugus fungsi menggunakan FTIR pada senyawa

triterpenoid hasil isolasi kromatografi kolom cara kering fraksi P.E dari
Alga Merah (E. spinosum) diperoleh 3 fraksi K.2, K.3 dan K.5. Dari hasil
identifikasi diperoleh 3 fraksi tersebut memiliki gugus fungsi OH, -CHs, -

CH,, C=0 ester, R — CO.OCHgz dan O — C ester.

5.2 Saran

Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai isolasi senyawa triterpenoid

menggunakan kromatografi kolom dengan variasi

1.

2.

Variasi berat sampel dan fase diam yang digunakan untuk isolasi

Variasi eluen menggunakan sistem gradien pelarut dengan mengatur
kecepatan alir pada kolom

Hasil monitoring yang berupa campuran dipisahkan kembali
(rekromatografi kolom) dan uji kemurnian pada fraksi

Serta dilakukan identifikasi lebih lanjut untuk mengetahui struktur

senyawa triterpenoid menggunakan LC-MS dan spektroskopi H-NMR
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1. Rancangan Penelitian

RAN

!

Preparasi Sampel —_— Analisis Kadar Air Basah dan

Ekstraksi maserasi menggunakan metanol p.a

dan nemekatan dennan rntarv evannratar

v

Hidrolisis dengan HCI 2N lalu pH dinetralkan

menaaiinakan NaHCO-»

¥

Partisi hidrolisat menggunakan petroleum eter

\

KLTA menggunakan eluen n-heksana;etil asetat dengan variasi
perbandinoan volume 4:1: 4.5:0.5 dan 4.75:0.25 mL

|

Kromatografi kolom, dengan eluen

‘ terbaik hasil KLTA \L

Pembuatan fase diam

cara kerina

Pembuatan fase diam cara
basah (bubur silika)

\

\

Monitoring menggunakan KLTA

!

Identifikasi gugus

murni menggunakan FT-IR

fungsi isolat
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1.1. Skema Monitoring Fraksi Hasil Isolasi Kromatografi Kolom Cara Kering

153 vial

- Dimonitoring dengan KLT diambil tiap 10 vial (vial ke 1, 10,
20, 30 sampai vial ke 157)

- Disemprot dengan reagen LB

- Dilihat di lampu UV 366 nm

{

V

{

V

v

{

V

V

Vial ke 1
(kosong)

Vial ke
10 (hijau)

Vial ke 20
(campuran

Vial ke 30
(campuran

Vial ke 40-70
(merah; Rf sama)

Vial ke 80, 90 dan 100
(merah; Rf berbeda)

Vial ke 110 — 120
(biru; Rf sama)

Vial 130 —
153 (kosong)

- Dimonitoring kembali den gan diambil tiap 2 vial (vial ke 2, 4, 6, 8, 1214, 16, 18, 22,
24, 26, 28, 32, 34, 36, 38, 72, 74, 76, 78, 82, 84, 86, 88, 92, 94, 96, 98,102, 104, 106,
108, 122, 124, 126, 128, 132, 134, 136, 138, 142 dan 144)

- Disemprot reagen LB

- Dihitung nilai Rf

- Dilihat di lampu UV 366 nm
- Digabung vial yang memiliki noda dan Rf sama

Fraksi K.1 (Vial
10 — 14) noda
hijau; Rf 0,385

Fraksi K.2 (Vial
40 — 82) noda
merah; Rf 0,112

Fraksi K.3 (Vial
86 — 108) noda
merah; Rf 0,038

Fraksi K.3 (Vial
110 — 120) noda
biru; Rf 0,688

Fraksi K.3 (Vial
122 — 140) noda
merah; Rf 0,025
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1.2. Skema Monitoring Fraksi Hasil Isolasi Kromatografi Kolom Cara Basah

157 vial

30 sampai vialke 157)

- Disemprot dengan reagen LB

- Dimonitoring dengan KLT diambil'tiap 10 vial (vial ke 1, 10, 20,

- Dilihat di lampu
\l/ \ \l/ i/ v
Vial ke 1 Vial ke 10 Vial ke 30 Vial ke 40 dan 50 Vial ke 60, 70 dan Vial ke 90, 100,
(kosong) dan 20 (Campuran) (campuran) 80 (Merah; Rf sampai 157 (kosong)
L I I I | | T 1 | J
- Dimonitoring kembali den gan diambil tiap 2 vial (vial ke 2, 4, 6, 8, 22, 24, 26,
28, 32, 34, 36, 38, 52, 54, 56, 58, 72, 74, 76,18, 82, 84, 86, 88, 102, 104, 106,
108, 122, 124, 126, 128, 132, 134, 136, 138, 142 dan 144)
- Disemprot reagen LB
- Dihitung nilai Rf
L Dilihat di lampu UV 366 nm
- Digabung vial yang memiliki noda dan Rf sama
Fraksi B.1 (noda hijau; Rf 0,48) Fraksi B.2 (noda merah; Rf
0,094)
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2. Diagram Alir
2.1 Preparasi Sampel

30 Kg Alga merah basah jenis Eucheuma spinosum

- diambil semua bagian tanaman lalu dicuci dan dipotong kecil-
kecil

- dikering anginkan tanpa sinar matahari

- dihaluskan dengan mesin sampai berbentuk serbuk

- diayak dengan ayakan 60-90 mesh

- dioven pada suhu 38°C

Hasil

2.2 Analisis Kadar Air
Alga Merah yang telah dikeringkan

- cawan porselen kosong dioven 105°C selama 15 menit

- dimasukkan dalam desikator selama 10 menit

- ditimbang hingga berat cawam konstan

- 5 gram serbuk alga merah dimasukkan dalam cawan

- dioven pada suhu 105°C selama 15 menit

- didinginkan dalam desikator selama 10 menit dan ditimbang

- diulangi pengovenan, pendinginan dan penimbangan hingga
berat konstan

- dihitung kadar air dengan persamaan pada 3.5.2

Hasil
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2.3 Ekstraksi Sampel

150 gr serbuk alga merah

dimasukkan dalam Erlenmeyer 1000 mL

ditambahkan methanol 900 mL

diaduk menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm selama 3
jam

disaring dan ampas yang diperoleh dimaserasi kembali hingga
diproleh filtrat menjadi bening

filtrat yang diperoleh disatukan dipekatkan menggunakan rotary
evaporator

dialiri gas N,

ekstrak pekat ditimbang dan dihitung rendemennya dengan

persamaan 3.5.3

Hasil

2.4 Hidrolisis dan Ekstraksi cair-cair (Partisi) ekstrak pekat methanol

5 gr ekstrak pekat metanol

dimasukkan dalam beaker glass 50 ml

ditambahkan HCI 2N sebanyak 10 ml dan dihidrolisis dengan
magnetic stirrer selama 1 jam pada suhu ruang

ditambahkan NaHCO3 hingga ph netral

dimasukkan hidrolisat dalam corong pisah lalu ditambahkan
pelarut P.E 25 ml (partisi dilakukan 2 kali pengulangan)
dipekatkan dengan rotary evaporator dan dialiri dengan gas N,

ditimbang dan dihitung rendemen

Hasil
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2.5 Uji Fitokimia

Fraksi petroleum eter

- dimasukkan kedalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL asam asetat
anhidrat

- ditambahkan 1 — 2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung

Hasil

2.6 Isolasi senyawa triterpenoid menggunakan metode KLT Analitik

Fraksi petroleum eter

- dilarutkan dengan pelarutnya

- ditotolkan 17 totolan dengan pipa kapiler pada jarak 1 cm dari tepi
bawah plat silika gel GF,s4 yang telah diaktivasi dengan ukuran 1
x 10 cm

- dikeringakan dengan hair dryer

- dielusi dengan masing-masing fase gerak sampai mencapai jarak 1
cm dari tepi atas plat

- diangkat dan dikeringkan plat

- diperiksa pada permukaan plat di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 366 nm, disemprot dengan reagen LB, lalu diamati
kembali dengan lampu UV

- diamati noda yang terbentuk dengan cara dilingkari dengan pensil
(jJumlah noda yang terbentuk, pemisahan noda yang dihasilkan, Rf
serta warna yang terbentuk)

Hasil
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2.7 lsolasi senyawa triterpenoid menggunakan metode Kromatografi
Kolom

2.7.1 CaraKering

0,2 gr ekstrak pekat Petroleum eter

- diisi bagian bawah kolom dengan glass wool dan eluen

- diaktivasi 10 gr silika gel G-60 pada suhu 110°C selama 2 jam

- didinginkan silika gel G-60 dalam desikator selama 15 menit

- dimasukkan silika teraktivasi dalam kolom sambil diketok-
ketok

- ditambahkan eluen secara perlahan hingga silika terendam

- sampel ditambahkan eluen 1 mL lalu dipipet kedalam kolom

- dielusi dan ditampung setiap 2 ml dalam botol vial

Hasil

2.7.2 Cara Basah
0,2 gr ekstrak pekat Petroleum eter

- Diaktivasi 10 gr silika gel G-60 pada suhu 110°C selama 2 jam

- didinginkan dalam desikator selama 15 menit

- kolom diisi dengan glass wool pada bagian bawah dan eluen

- dimasukkan silika gel dalam beaker glass

- ditambahkan eluen, diaduk hingga homogen, tidak ada
gelembung udara

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

- sampel ditambahkan eluen 1 mL lalu dipipet kedalam kolom

- dilakukan proses elusi dan ditampung setiap 2 mL dalam botol

vial

Hasil
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2.8 Monitoring spot dengan KLT Analitik dan Uji Liberman

Vial hasil isolasi

- Dijenuhkan eluen (nheksana;etil asetat) dalam chamber
- Dibuat fraksi botol vial berdasarkan perubahan warna

- Diambil vial batas awal dan akhir pada tiap fraksi

- ditotolkan pada plat KLT tiap totol ada 5 kali penotolan
- dikeringkan dengan hair dryer

- dielusi dengan eluen campuran n-heksana : etil asetat

- vial dengan Rf sama digabung

Hasil

2.9 ldentifikasi menggunakan FTIR

Sampel hasil isolasi

- digerus sampel dengan serbuk KBr dalam mortar agate

- dipres campuran selama 10 menit dengan tekanan 80 torr lalu
divakum

- dipindahkan pelet yang terbentuk kedalam holder

- dianalisis menggunakan FT-IR

Hasil
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3. Pembuatan Larutan
3.1 Larutan HCI 2 N

BJ HCl pekat =1,267 g/mL

Konsentrasi =37%

BM HCI = 36,5 g/mol

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

=1x37% x BJHCI x 10

BM HCI pekat

=37% x 12,67 g/mL

36,5 g/mol
=12,84 N
N1 X Vi=NyxV,
12,84 N x V1 = 2N x 100 mL

Vi =15,6 mL

69

Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCI 37% sebanyak

15,6 mL. dimasukkan kedalam labu takar 100 mL yang telah terisi akuades

15 mL. kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas dan

dihomogenkan.

3.2 Etanol 95%

Perhitungan pembuatan larutan etanol 95 % dibuat dari etanol p.a,

etanol p.a yang diperlukan adalah:
Vl . Ml = Vz . M2



70

V1 x98% =10 mL x 95 %
Vi = 9,7mL

3.3 Larutan NaHCOj3 jenuh

Kelarutan NaHCO; sebesar 9,99 gr dalam 100 mL akuades.
Sehingga untuk membuat larutan NaHCO3; jenuh digunakan NaHCOs;
dengan berat >9,99 gr (sampai terdapat endapan padatan yang tidak larut).
Lalu disaring larutan tersebut untuk memisahkan residu dan filtrate
sehingga didapatkan larutan NaHCO3 jenuh.
3.4 Reagen Liberman Burchard

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

dalam keadaan dingin (Wagner, 2001).
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1. Kadar Air Basah Alga Merah Eucheuma spinosum

%Kadar air = 27— x 100 %
Keterangan: a= berat cawan kosong
b= berat cawan + sampel sebelum dioven
c= berat cawan + sampel
4.1 Data Pengukuran Kadar Air Alga Merah Eucheuma Spinosum

Segar

Pengukuran Berat Cawan Sampai Konstan Setelah

Dikeringkan
Ulangan Berat Cawan Kosong (gram)
Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
Ulangan 1 | 19,146 17,493 24,911
Ulangan 2 | 19,145 17,495 24,907
Ulangan 3 | 19,147 17,497 24,900
Ulangan 4 | 19,147 17,497 24,900

Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma

Spinosum Segar Sampai Konstan

Ulangan Berat Cawan Kosong (gram) + Sampel Segar
Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
Sebelum Dioven | 20,101 19,442 25,972
Ulangan 1 19,264 17,628 25,074
Ulangan 2 19,249 17,627 24,993
Ulangan 3 19,236 17,588 24,960
Ulangan 4 19,231 17,553 25,006
Ulangan 5 19,231 17,553 25,006
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20,101- 19,231
20,101-19,146

1) % kadar air = x 100 % = 91,09%
19,442— 17,553
19,442-17,496

2) % kadar air = x 100 % =97,07 %

25,972-25,006

3) % kadar air =
25,972-24,910

x 100 % =90,96 %

91,09 %+ 97,07 %+90,96 %
3

% kadar air basah rata-rata =

=93,04%

2. Kadar Air Kering Alga Merah Eucheuma spinosum
5.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma
Spinosum Kering

Pengukuran Berat Cawan Sampai Konstan Setelah Dikeringkan

Ulangan Berat Cawan Kosong (gram)
Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3

Ulangan 1 | 17,494 1553 34,556

Ulangan 2 | 17,494 19,152 34,556

Ulangan 3 | 17,494 19,153 34,556
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Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma

Spinosum Segar Sampai Konstan

Ulangan Berat Cawan Kosong (gram) + Sampel Segar
Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
Sebelum Dioven | 19,995 21,654 37,038
Ulangan 1 19,865 21,521 36,915
Ulangan 2 19,820 21,476 36,877
Ulangan 3 19,798 21,463 36,961
Ulangan 4 19,796 21,450 36,859
Ulangan 5 19,796 21,450 36,859

1) % kadar air =

2) % kadar air =

3) % kadar air =

% kadar air basah rata-rata =

1197995 =§19W796
19,995-17,494

21,654— 21,450
21,654—19,153

37,038—-36,859
37,038— 34,556

x100 % =7,83%

x 100 % = 8,15%

x 100 % =7,21%

7,83 %+ 8,15 %+7,21 %
3

=7,73%

Rendemen Ekstrak Metanol Alga Merah Eucheuma spinosum

Berat ekstrak pekat = 14,372 gram

Berat sampel = 450 gram

% rendemen =

Berat ekstrak metanol

x 100 %

_ 14,372 gram

Berat sampel

X 100 %

450 gram




=3,193%
4. Rendemen Fraksi Petroleum eter Alga Merah Eucheuma

spinosum

Berat fraksi P.E = 1,759 gram

Berat ekstrak metanol = 12,5 gram

Berat fraksi P.E
Berat ekstrak metanol

% rendemen = X 100 %

1,759 gram
= =229y 100 %

12,5gram
=14,072%
5. Perhitungan Nilai Rf
8.1 Hasil Nilai Rf KLT Analitik

a. Eluen 1= n-heksana:etil asetat (4,25:0,75)

0,7cm
7,25 cm

Rf noda 1=

= 0,096

1,2cm
7,25 cm

Rf noda 2=

= 0,165

2,5cm
7,25 cm

Rf noda 3= =0,344

4 cm
7,25 cm

Rf noda 4=

=0,551

4,45 cm
7,25 cm

Rf noda 5=

=0,613

4,85cm
7,25 cm

Rf noda 6= = 0,668

59cm
7,25 cm

Rf noda 7=

=0,813

6,6 cm
7,25 cm

Rf noda 8=

=091
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b. Eluen 2= n-heksana:etil asetat (4,5:0,5)

lcm

Rf noda 1= =0,131

7,6 cm

2cm
7,6 cm

Rf noda 2=

= 0,263

3 — (304

7,6 cm B

Rf noda 3=

4 cm

Rf noda 4= =0,526

7,6 cm 3

52cm

Rf noda 5= =0,684
765 cm

c. Eluen 2= n-heksana:etil asetat (4:1)

Rf noda 1= > = 0,375
8cm

Rf noda 2= 2™ = 0,625
8cm

Rf noda 3= 2™ = 0,812
8cm

Rf noda 4= 22" = 0,925
8cm

Rf noda 1= 22<" = 0,975
8cm

75
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8.2 Hasil Nilai Rf Monitoring Kromatografi Kolom
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8.2.1 Nilai Rf Hasil Monitoring Kromatografi Kolom (Cara Kering)

a)

b)

d)

Fraksi 7-9

39cm

Rf noda 1l =

8cm

3cm

Rf noda 2 =

Fraksi 10 — 14

3cm

Rf noda 1 =

Fraksi 15

3cm

Rfnoda 1l =

2,5cm

Rf noda 2 =

Fraksi 16 -18

2,8cm

Rf noda 1 =

2,2cm

Rf noda 2 =

1,6 cm

Rf noda 3 =

=0,5

=0,385

—0385

=0,385

=0,321

=0,35

=0,275

=0,2
m

€)

f)

9)

h)

)

Fraksi 20 — 29

1,4 cm

Rfnodal=

1,9cm

Rf noda 2 =

Fraksi 30 — 39

1,4cm

Rfnoda 1l =

1,3cm

Rf noda 2 =

Fraksi 40 — 82

0,9cm

Rf noda 1 =

Fraksi 86 — 108

0,3cm

Rf noda 1 =

Fraksi 110 — 120

55cm

Rf noda 1 =

Fraksi 122 — 126

0,2cm

Rf noda 1 =

=0,175

= 0,245

=0,175

=0,16

=0,112

= 0,038

= 0,688

=0,025
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8.2.2 Nilai Rf Hasil Monitoring Kromatografi Kolom (Cara Basah)

a)

b)

d)

Fraksi 14 — 20
Rf noda 1 = 222" = 0 48
8cm

Fraksi 23 — 26

Rf noda 1 = 2<% = 0,25
8cm

Rf noda 2 = 22" = 0,31
8cm

Rf noda 3 = 222" - 0 48

8cm

Fraksi 27 — 29

Rf noda 1 = 22" = 0,30
8,5cm

Rf noda 2 = 22" = .25
8,5cm

Rf noda 3 = 2™ = 0,37
8,5cm

Rfnoda 4 = 22" = 0,34
8,5cm

Rf noda 5 = 22% = 0,32
8,5cm

Fraksi 30 — 49

Rf noda 1= 22" = 0,1
8cm

Rfnoda 1= 22 =0.175
8cm

Rf noda 1 =22 =0,28

8cm -

Rf noda 1 =

Rf noda 2 =

Rf noda 1 =

e) Fraksi50—59

0,8 cm - O,l
8cm
220,175
8cm

f) Fraksi 60— 80

S5 = 0,094

8,5cm



9. Tabel Hasil Monitoring KLT
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9.1 Hasil Monitoring KLT Kromatografi Kolom Dengan Pembuatan Fase
Diam Cara Kering

No | Fraksi Warna (UV) Jarak Jarak Rf Senyawa
Senyawa | Elusi

1. 1-6 Kosong

2. 7-9 merah 3,9cm 7,8cm 0,5 campur
hijau 3cm 7,8cm 0,385

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

4. 15 hijau 3cm 7,8cm 0,385 campur
merah 2,5cm 7,8cm 0,321

5. 16 - 18 hijau 2,8cm 8cm 0,35 campur
biru 2,2¢Ccm 8cm 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 1,9cm 8cm 0,245

8. 30 - 39 merah 1,4 cm 8 cm 0,175 campur
merah 1,3cm 8cm 0,16

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

10. | 83-85 Kosong

11. |[86-108 | merah [03cm  [8cm 10,038 | triterpenoid

12. | 109 Kosong

13. | 110-120 | biru [55cm  [8cm 10,688 | steroid

14, | 121 Kosong

15. | 122 - 140 | merah 0,2cm 8cm 0,025 triterpenoid

16. | 141 - 153 | kosong
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9.2 Hasil Monitoring KLT Kromatografi Kolom Dengan Pembuatan Fase
Diam Cara Basah |

No | Fraksi Warna (UV) Jarak Jarak Rf Senyawa
Senyawa | Elusi
1. 1-13 kosong
2. 14 — 22 hijau 3,85 cm 8cm 0,48 Steroid
3. 23— 26 Merah 2cm 8cm 0,25 Campur
Biru 2,5cm 8cm 0,31
hijau 3,85 cm 8.cm 0,48
4, 27 —-29 Merah 2,4 cm 8,5cm 0,25 Campur
Merah 0,31
Biru 2,3cm 0,37
Biru 0
Hijau
5. 30 -39 Merah 0,8 cm 0,094 Campur
Merah 1,4cm 0,16
biru 2,3cm 0,27
6. 40 — 59 Merah 0,8 cm 8 cm 0,094 Campur
Merah 1,4cm 0,16
. 60 — 80 merah 0,8 cm 8,5cm 0,094 triterpenoid
8. 81 — 157 | kosong
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Gambar 9. Kromatografi Kolom Cara

Kering

Gambar 9. KLTA menggunakan eluen
n-heksana:etil asetat
(4,25:0,75 mL)
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Gambar 10. Kromatografi Kolom Cara
Basah
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Gambar 10. KLTA menggunakan eluen
n-heksana: etil asetat
(4,5:0,5)
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Gambar 11. KLTA menggunakan eluen
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Gambar 12. llustrasi gabungan fraksi Gambar 13. llustrasi gabungan fraksi
kromatografi kolom basah kromatografi kolom
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