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ABSTRAK

Anam, K. 2015. Isolasi Senyawa Triterpenoid dari Alga Merah (Eucheuma
cottonii) Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan
Analisisnya Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.
Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si.; Pembimbing II: Ahmad
Abtokhi, M.Pd.; Konsultan: Suci Amalia, M.Sc.

Kata Kunci : Alga merah (Eucheuma cottoni), Isolasi Triterpenoid, KLT, UV-
Vis, FTIR

Indonesia memiliki ribuan pulau dengan garis pantai yang sangat panjang
dan memiliki berbagai komunitas hayati tropis yang khas, salah satunya alga
merah (Eucheuma cottonii). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui eluen
terbaik untuk memisahkan senyawa triterpenoid menggunakan kromatografi lapis
tipis dan analisisnya menggunakan spetrofotometer UV-Vis dan FTIR.

Ekstraksi senyawa aktif alga merah (Eucheuma cottonii) dilakukan
dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol. Ekstrak pekat metanol
kemudian dihidrolisis dengan HCI 2 N dan dinetralkan dengan natrium
bikarbonat, kemudian diekstraksi cair-cair menggunakan pelarut etil asetat.
Pemisahan senyawa triterpenoid dilakukan menggunakan metode KLT analitik
untuk mencari eluen terbaik dengan variasi eluen yaitu n-heksana : kloroform
(1:1), n-heksana : etil asetat (1:1), n-heksana : aseton (7:3), n-heksana : kloroform
(2:1), metanol : kloroform (7:3), metanol : kloroform (5:2), metanol : kloroform
(1:2), n-heksana : diklorometana (1:9), n-heksana : etil asetat (12:1) dan n-heksana
: etil asetat (7:3).

Penelitian ini menunjukkan bahwa eluen n-heksana : etil asetat (7:3)
merupakan eluen terbaik. Hasil analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan bahwa senyawa triterpenoid tersebut memiliki panjang gelombang
253,50 nm dan 238,50 nm. Hasil analisis menggunakan spektrofotometer FTIR
menunjukkan bahwa senyawa triterpenoid tersebut mempunyai gugus fungsi C-H,
C-OH 1°, C=0 dan C-O.



ABSTRACT

Anam, K. 2015. Isolation Triterpenoid Compounds of Red Algae (Eucheuma
cottonii) Using Thin Layer Chromatography (TLC) and analysis
Using a Spectrophotometer UV-Vis and FTIR. Supervisor I: A.
Ghanaim Fasya, M.Si. ; Supervisor Il: Ahmad Abtokhi, M.Pd. ;
Consultant: Suci Amalia, M.Sc.

Keywords: Red algae (Eucheuma cottonii), Isolation Triterpenoid, TLC, UV-Vis,
FTIR

Indonesia has thousands of islands with a very long coastline and variety
of tropical biological communities, such as red algae (Eucheuma cottonii). This
study aims to determine the best eluent to separate the triterpenoid compounds
using thin layer chromatography and analysis using UV-Vis spetrofotometer and
FTIR.

Extraction maceration of the red algae (Eucheuma cottonii) was conducted
using methanol. The crude extract obtained was hydrolyzed using HCI 2 N,
neutralized with sodium bicarbonate and liquid extracted using ethyl acetate
solvent. Separation of triterpenoid compounds was performed using analytical
TLC method to find the best eluent. From the variations of n-hexane eluent:
klorofotm (1: 1), n-hexane: ethyl acetate (1: 1), n-hexane: acetone (7: 3), n-
hexane: chloroform (2: 1), methanol: chloroform (7: 3), methanol: chloroform (5:
2), methanol: chloroform (1: 2), n-hexane: dichloromethane (1: 9), n -heksana:
ethyl acetate (12: 1) and n-hexane: ethyl acetate (7: 3).

The study showed that, the best eluent for separation of triterpenoid was n-
hexane : ethyl acetate (7:3). The UV-Vis analysis of the suspected spot indicated
that the compound had Amax of 238.5 nm and 253.5 nm. The FTIR analysis
showed that the compound had groups of C-H, C-OH 1°, C=0 and C-O.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia dikenal sebagai negara kepulauan yang sebagaian besar
wilayahnya adalah lautan. Menurut Bengen (2001), Indonesia memiliki pantai
dengan panjang 81.000 Km yang memiliki potensi alga sangat tinggi. Tercatat
sedikitnya ada 555 jenis alga di perairan Indonesia. Dari 555 jenis alga tersebut
ada 4 suku alga yang dikenal, yakni alga biru (Cyanophyceae), alga hijau
(Chlorophyceae), alga coklat (Phaeophyceae) dan alga merah (Rhodophyceae).

Alga merupakan salah satu sumberdaya alam yang memiliki tingkat
keanekaragaman yang tinggi. Menurut Soenardjo (2011), alga merupakan
tumbuhan laut yang tidak dapat dibedakan antara akar, daun dan batang, sehingga
seluruh tubuhnya disebut thallus. Sebagaimana dalam firman Allah SWT dalam
surat As Syuara’ ayat 7 :
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“dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(QS. As-Syuara’ : 7).

Alga merah (Eucheuma cottonii) banyak ditemukan tersebar di daerah
pantai Jumiang Pamekasan, pantai Tanjung Sumenep dan daerah-daerah lain di
perairan Madura. Hampir seluruh hasil produksinya yang jumlahnya mencapai
puluhan ton pertahun diekspor dan sebagian besar dijadikan bahan makanan

(Hayati dkk., 2008).



Alga merah adalah salah satu tumbuhan laut yang mengandung senyawa
metabolit sekunder. Menurut Afif (2012), alga merah jenis Eucheuma cottonii
mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder yakni, flavonoid, triterpenoid,
dan alkaloid. Adapun fungsi dari metabolit sekunder vyakni untuk
mempertahankan diri dari kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan,
misalnya untuk mengatasi hama dan penyakit. Tingkat toksisitas senyawa
metabolit sekunder pada alga merah untuk ekstrak etil asetat dengan pelarut
metanol menghasilkan nilai LCsy 143,43 ppm. Menurut Nurhayati dkk (2006),
alga merah bersifat toksik terhadap Artemia, dengan nilai LCsy sebesar 23,3346
ppm yang menggunakan pelarut metanol.

Alga merah jenis Eucheuma cottonii memiliki kandungan senyawa polar
yang lebih banyak dibandingkan senyawa nonpolar. Menurut Muhibah (2013),
ekstrak metanol dan etil asetat dari alga merah jenis Eucheuma cottonii
mengandung senyawa triterpenoid. Muhimah (2012) menyatakan, bahwa ektrak
metanol Eucheuma cottonii dari pesisir Lobuk Sumenep mengandung senyawa
golongan triterpenoid. Penelitian Afif (2012), menunjukkan bahwa ekstrak etil
asetat Eucheuma cottonii dari Sumenep mengandung senyawa triterpenoid. Meyer
(2009) menyatakan, bahwa uji golongan fitokimia senyawa ekstrak metanol Alga
merah dan coklat mengandung beberapa senyawa di antaranya flavonoid, flavon,
alkaloid, triterpenoid dan steroid.

Triterpenoid merupakan senyawa yang berfungsi sebagai antibakteri dan
antioksidan. Menurut Ismarti (2011), hasil isolasi triterpenoid dari kulit batang
meranti merah menggunakan fraksi etil asetat berfungsi sebagai antioksidan,

dengan DPPH memberikan nilai ECso sebesar 82 ppm dan menurut Sukadana



(2008), isolat triterpenoid dari biji pepaya dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus pada konsentrasi 1000 ppm,
dengan daerah hambat pada tiap bakteri secara berturut-turut yakni 10 mm dan 7
mm.

Segala sesuatu yang diciptakan di bumi pasti memiliki nilai guna,
meskipun hal tersebut berupa penyakit. Karena dengan keberadaan penyakit itu,
manusia akan mencari cara agar bisa mencegah maupun mengatasi penyakit
tersebut. Namun dalam hal ini, Allah SWT lah yang akan menentukan apakah
penyakit itu bisa cegah ataupun diatasi, karena manusia hanya bisa berusaha.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam surat As Syuara’ ayat 80 :
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“dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan Aku” (QS. As-
Syuara’ : 80)

Keberadaan penyakit merupakan salah satu bentuk dinamika kehidupan
yang diciptakan Allah. Ketika seseorang jatuh sakit, sesuatu yang amat
didambakan adalah nikmatnya kesehatan. Untuk ini, ada proses berikutnya, yaitu
perintah untuk berobat. Obat penawar setiap penyakit sudah disediakan Allah

seperti dalam firmanNya:
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“dan Kami turunkan dari Al Quran suatu yang menjadi penawar dan
rahmat bagi orang-orang yang beriman dan Al Quran itu tidaklah menambah

kepada orang-orang yang zalim selain kerugian” (QS. Al-Isra’ : 82).



Triterpenoid merupakan famili terbesar ketiga dari terpenoid. Triterpenoid
adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan isoprena dan
secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Cj, asiklik yaitu skualena.
Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, aldehida, atau
asam karboksilat (Harborne, 1987). Senyawa tersebut dapat dijumpai pada bagian
akar, batang, daun, buah maupun biji tanaman. Triterpenoid yang paling penting
dan paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik yang umum terdapat dalam
tanaman berbiji (Felicia, 2009).

Triterpenoid dapat diisolasi dari berbagai tanaman menggunakan metode
maserasi dan salah satu cara terbaik untuk memisahkan dan mengidentifikasi
senyawa triterpenoid adalah dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Harborne,
1987). Pemisahan senyawa golongan triterpenoid dengan KLT dapat
menggunakan beberapa variasi eluen. Eluen-eluen yang akan digunakan adalah
eluen yang memang khusus memisahkan senyawa-senyawa triterpenoid. Eluen ini
diambil dari penelitian-penelitian terdahulu tentang pemisahan senyawa
triterpenoid. Komposisi dari masing-masing eluen yang akan digunakan sudah
cukup mewakili dari kepolaran senyawa triterpenoid.

Pentingnya senyawa triterpenoid dalam kehidupan, membuat penulis ingin
melakukan isolasi senyawa triterpenoid dari alga merah. Penelitian ini diawali
dengan mengekstrak alga merah menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol kemudian diekstrak dengan etil asetat dan diidentifikasi dengan reagen
kimia, setelah itu diisolasi menggunakan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA)

untuk mengetahui eluen terbaik dan dilanjutkan isolasi senyawa triterpenoid



menggunakan kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP), isolat yang diperoleh

dianalisa menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan spektroskopi FTIR.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apa eluen terbaik untuk memisahkan senyawa triterpenoid dari alga merah
(Eucheuma cottonii) menggunakan metode KLTA ?

2. Bagaimana hasil analisis senyawa triterpenoid yang terdapat dalam alga merah

(Eucheuma cottonii) menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR ?

1.3 Tujuan

1. Mengetahui eluen terbaik yang dapat memisahkan senyawa triterpenoid dari
alga merah (Eucheuma cottonii) menggunakan metode KLTA

2. Menganalisis senyawa triterpenoid yang terdapat dalam tanaman alga merah

(Eucheuma cottonii) menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR

1.4 Batasan Masalah

1. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga merah yang diambil
dari sekitar perairan laut Sumenep, Madura

2. Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan menggunakan
pelarut metanol dan diekstrak dengan etil asetat

3. Pemisahan triterpenoid dari alga merah menggunakan metode kromatografi

lapis tipis



1.5 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah, bahwa
ekstrak metanol alga merah yang dipartisi dengan etil asetat mengandung senyawa

triterpenoid.
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2.1 Alga (Rumput Laut) Merah

Alga (jamak Algae) adalah biota laut yang umumnya tumbuh melekat pada
substrat tertentu, tidak mempunyai akar, batang maupun daun sejati tetapi hanya
menyerupai batang yang disebut thallus. Alga tumbuh dengan mendekatkan
dirinya pada karang lumpur, pasir, batu dan tumbuhan lain secara spesifik

(Anggadiredja dkk., 2006).

Gambar 2.1 Alga merah (Eucheuma cottonii)

Menurut Doty (1985), Eucheuma cottonii merupakan salah satu jenis
rumput laut merah (Rhodophyceae) dan berubah nama menjadi Kappaphycus
alvarezii karena karaginan yang dihasilkan termasuk fraksi kappa-karaginan.

Maka jenis ini secara taksonomi disebut Kappaphycus alvarezii.

Kingdom : Plantae

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo . Gigartinales
Famili : Solieracea

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Genus : Eucheuma

Species : Eucheuma alvarezii (Eucheuma cottonii)

Nama daerah ‘cottonii’ umumnya lebih dikenal dan biasa dipakai dalam dunia
perdagangan nasional maupun internasional.

Ciri  fisik Eucheuma cottonii adalah mempunyai thallus silindris,
permukaan licin, dan cartilogeneus (menyerupai tulang rawan/muda). Keadaan
warna tidak selalu tetap, kadang-kadang berwarna hijau, hijau kuning, abu-abu
atau merah. Perubahan warna sering terjadi hanya karena faktor lingkungan
(Aslan, 1998).

Setiap jenis alga mempunyai perbedaan dalam proses metabolismenya.
Pertumbuhan alga yang mempunyai perbedaan dalam kesesuaian faktor fisika dan

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

-
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”Dan Dialah yang membiarkan dua laut yang mengalir (berdampingan);
yang ini tawar lagi segar dan yang lain asin lagi pahit; dan Dia jadikan antara
keduanya dinding dan batas yang menghalangi “(0S.25:53)".

Avyat di atas menjelaskan bahwa dua lautan yang bertemu dan dipisahkan
olen dinding batas. Akibat adanya batas ini, menjadikan laut yang satu
mempunyai karakter yang berbeda, yaitu dalam suhu, kadar keasinan (salinitas),
berat jenis, dan tekanan dengan laut yang berdampingan dengannya, oleh
karenanya, makhluk hidup seperti alga mempunyai karakter yang berbeda pula
antara jenis satu dengan lainnya ataupun dari tempat satu dengan lainnya.

Alga merah memiliki pigmen fikoeretrin (phycoerethrin) dan fikosianin

(phycocyanin) yang struktur dasarnya pirol dan berprotein. Fikoeretrin adalah



pigmen yang berwarna merah cerah dan memancarkan warna oranye, sedangkan
fikosianin berwarna biru dan memancarkan warna merah tua. Alga merah
mempunyai sifat adaptik kromatik, yaitu mempunyai penyesuaian antara proporsi
pigmen dengan berbagai kualitas pencahayaan sehingga pada kenyataan di alam,
alga merah menunjukkan variasi warna lain seperti pirang, violet, merah tua,
merah muda, cokelat, kuning dan hijau (Atmadja dkk., 1996).

Fikosianin merupakan salah satu dari tiga pigmen (klorofil, fikosianin dan
karotenoid) yang mampu menangkap radiasi yang tersedia dari matahari paling
efisien. Fikosianin bermanfaat dalam proses fotosintesis karena merupakan
prekursor bagi klorofil dan hemoglobin dengan kandungan magnesium dan besi
(Suhartono dan Angka, 2000).

Perbedaan warna yang didasarkan atas perbedaan kandungan pigmen
tersebut telah dijelaskan dalam surat az Zumar ayat 21 tentang tanaman yang

memiliki bermacam-macam warna;
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“Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa Sesungguhnya Allah SWT
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.” “(08.39:21)".

Pada ayat diatas, Allah SWT telah menunjukkan kekuatan besarNya dalam
menciptakan dua unsur yang berbeda, bagaimana Dia telah menciptakan dua laut

(jenis air). Laut, segar lezat (jenis air) yang masing-masing mempunyai sifat yang
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berbeda, ada yang berasa manis, pahit dan asin. Dan laut merupakan karunia Allah
SWT vyang sangat besar untuk dimanfaatkan dan disyukuri, salah satu cara
mensyukuri nikmat tersebut dengan melakukan telaah ilmu dan penelitian
kelautan.

Ayat ini menyeebutkan proses terjadinya mutiara, serta pemanfaatan
hewan dan tumbuhan laut untuk dijadikan obat dan makanan bagi manusia, salah
satunya yaitu rumput laut yang mempunyai manfaat yang sangat banyak bagi
kebutuhan manusia. Sehingga dari nikmat yang besar ini, manusia diwajibkan
bersukur karena Allah SWT telah menciptakan lautan dan isinya yang sangat
komplek dan beragam untuk dimanfaatkan secara luas. Dan semua ini dengan

kasih karunia dan rahmatNya.

2.2 Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan metode perendaman sampel dengan pelarut organik
pada perlakuan temperatur ruangan yang akan mudah pelarut terdistribusi ke
dalam sel tumbuhan. Secara umum ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari
seluruh bagian tumbuhan seperti bunga, buah, daun, kulit batang dan akar
menggunakan metode maserasi (Lenny, 2006).

Proses maserasi ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan
alam, karena dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi kontak sampel
dan pelarut yang cukup lama, dan dengan terdistribusinya pelarut organik yang
terus menerus ke dalam sel tumbuhan mengakibatkan perbedaan tekanan antara di
dalam dan di luar sel sehingga pemecahan dinding dan membran sel dan metabolit

sekunder yang berada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik, dan
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ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang
dilakukan. Metode maserasi ini sangat menguntungkan karena pengaruh suhu
dapat dihindari, suhu yang tinggi kemungkinan akan mengakibatkan
terdegradasinya senyawa-senyawa metabolit sekunder (Widodo, 2007).

Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang
tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut.
Secara umum pelarut etanol merupakan pelarut yang paling banyak digunakan
dalam proses isolasi senyawa organik bahan alam, karena dapat melarutkan

seluruh golongan metabolit sekunder (Darwis, 2000).

2.3 Senyawa Triterpenoid

Terpena merupakan senyawa organik bahan alam yang terdapat dalam
metabolit sekunder tanaman, mencakup mono, seskui, di, tri dan senyawa
politerpena. Senyawa terpena dikaitkan terhadap bentuk strukturnya yang

merupakan kelipatan satuan lima atom karbon (isoprena) (Sastrohamidjojo, 1996).

F

Gambar 2.2 Struktur isoprena (Sirait, 2007)
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6
satuan isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik
yaitu skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol,

aldehida, atau asam karboksilat (Harborne, 1987).
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Gambar 2.3 Struktur skualena (Sirait, 2007)

Skualen induk semua triterpenoid, merupakan senyawa asiklik linier.
Kebanyakan triterpenoid berada dalam bentuk siklik, triterpen tetra dan penta
siklik merupakan jenis yang paling banyak. Adanya triterpen siklik ini,
menyebabkan adanya variasi yang nyata pada sejumlah kelompok struktur
triterpenoid. Beberapa struktur utama triterpenoid tetrasikik ditunjukkan pada

gambar di bawah ini (Sarker dan Nahar, 2009) :
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Gambar 2.4 Struktur azadiraktol
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Gambar 2.5 Struktur kukurbitasin E
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Gambar 2.6 Struktur korollatadiol

H

Gambar 2.7 Struktur lanosterol

Jenis struktur utama triterpenoid pentasiklik ditunjukkan pada gambar di bawah

ini (Sarker dan Nahar, 2009):
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Gambar 2.10 Struktur f-amirin

Triterpenoid dapat dibagi atas 4 kelompok senyawa, yaitu triterpen

sebenarnya, steroid, saponin dan glikosida jantung. Kedua kelompok terakhir
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disebut triterpen esensial atau steroid yang umumnya terdapat dalam tanaman
sebagai glikosida (Sirait, 2007).

Sejumlah triterpenoid merupakan senyawa-senyawa bioaktif dan
digunakan dalam pengobatan. Sebagai contoh, asam fusidat merupakan suatu
metabolit fungi yang bereaksi sebagai anti-mikroba, yang diisolasi dari Fusidium

coccineum (Sarker dan Nahar, 2009).

Gambar 2.11 Struktur asam fusidat

2.3.1 Triterpena

Senyawa triterpena terdapat dalam bentuk asiklik maupun siklik. Banyak
triterpena dikenal dalam tumbuhan dan secara berkala senyawa baru ditemukan
dan dicirikan. Sampai saat ini hanya beberapa saja yang diketahui tersebar luas
yaitu triterpena pentasiklik o-amirin dan B-amirin serta asam turunannya, yaitu
asam ursolat dan asam uleanolat. Triterpena tertentu terkenal karena rasanya,
terutama kepahitannya, misalnya limonin. Senyawa ini termasuk dalam triterpena
pentasiklik sebagai limonoid dan kuasinoid (Harborne, 1987).

Menurut Zetra dan Prasetya (2007), ekstrak dari kulit batang tumbuhan
Beilschmiedia Roxburghiana setelah dikarakterisasi dengan spektrofotometer UV-

Vis, inframerah, C-NMR dan H-NMR menunjukkan bahwa senyawa yang
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diperoleh merupakan suatu triterpenoid pentasiklik dengan nama senyawa a-

amirin dengan kerangka dasar ursan.

Gambar 2.12 Struktur a-amirin

Triterpenoid merupakan senyawa yang berwarna, kristalinn mempunyai
titik lebur tinggi dan umumnya sulit untuk dikarakterisasi karena secara kimia
tidak reaktif. Uji reagen yang sering digunakan yakni dengan Liebrmann-Burchad
(asam asetat anhidrida-H,SO, pekat) yang membentuk warna biru hijau untuk

sebagian besar triterpen (Sirait, 2007).

Gambar 2.13 Struktur Limonin
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2.3.2 Steroid

Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa jenuh
yang dinamakan siklopentanoperhidrofenantrena, yang memiliki inti dengan 3
cincin sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang tergabung pada ujung
cincin sikloheksana tersebut. Beberapa turunan steroid yang penting ialah steroid
alkohol atau sterol. Steroid lain antara lain asam-asam empedu, hormon seks

(androgen dan estrogen) dan hormon kortikosteroid (Poedjiadi, 1994).

Me

Me

Gambar 2.14 Struktur inti senyawa steroid

Inti steroid dasar sama dengan inti lanosterol dan triterpenoid tetrasiklik
lain, tetapi hanya pada dua gugus metil yang terikat pada sistem cincin, pada
posisi 10 dan 13. Nama “sterol” dipakai khusus untuk steroid alkohol, tetapi
karena praktis semua steroid tumbuhan berupa alkohol dengan gugus hidroksil C-

3, sering kali semuanya disebut sterol (Robinson, 1995).

S

HO

Gambar 2.15 Struktur stigmasterol (Sirait, 2007)
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Masroh (2010) menyatakan, bahwa senyawa yang terkandung dalam daun
pecut kuda merupakan golongan senyawa steroid berdasarkan hasil uji
fitokimianya. Karakterisasi dengan menggunakan spektrofotometer inframerah
dan spektrofotometer UV-Vis diperkirakan senyawa yang terkandung dalam daun
pecut kuda itu diduga senyawa stigmasterol yang termasuk golongan steroid.

2.3.3 Saponin

Saponin berasal dari bahasa latin sapo yang berarti sabun karena sifatnya
menyerupai sabun. Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat,
menimbulkan busa jika dikocok dengan air dan pada konsentrasi yang rendah
sering menyebabkan hemolisis sel darah merah (Cheeke, 2004).

Saponin dibedakan sebagai saponin triterpenoid dan saponin steroid.
Saponin triterpenoid umumnya tersusun dari sistem cincin oleanana dan ursana.
Glikosidanya mengandung 1-6 unit monosakarida (glukosa, galaktosa, ramnosa)
dan aglikonnya disebut sapogenin yang mengandung satu atau dua gugus
karboksil. Saponin triterpenoid ini dapat menghemolisis sel darah merah,
sedangkan saponin steroid mempunyai gugus gula lebih sedikit dan tidak dapat
menghemolisis sel darah merah. Sapogenin steroid tidak mengikat gugus hidroksil

(Louis, 2004).

Gambar 2.16 Struktur inti senyawa saponin (Robinson, 1995)
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Saponin bila terhidrolisis akan menghasilkan aglikon yang disebut
sapogenin. Ini merupakan suatu senyawa yang mudah dikristalkan lewat asetilasi
sehingga dapat dimurnikan dan dipelajari lebih lanjut. Saponin yang berpotensi
keras atau beracun seringkali disebut sebagai sapotoksin (Najib, 2006).

2.3.4 Glikosida Jantung

Glikosida jantung adalah salah satu golongan triterpenoida, dimana
kerangka dasarnya sama dengan triterpenoid dan steroid, akan tetapi pada atom
C17 berikatan langsung dengan senyawa glikosida atau senyawa turunan furan.
Senyawa glikosida jantung ini sukar dihidrolisa sebab ikatan glikosidanya tidak
sama dengan ikatan glikosida pada senyawa saponin (Najib, 2006).

Secara kimiawi bentuk struktur glikosida jantung sangat mirip dengan
asam empedu Yyaitu bagian gula yang menempel pada posisi tiga dari inti steroid
dan bagian aglikonnya berupa steroid yang terdiri dari dua tipe yaitu tipe

kardenolida dan tipe bufadienolida (Najib, 2006).

Ry

Ri
Gambar 2.17 Inti steroid dan cincin lakton kardenolida (1) dan
bufadienolida (2) (Winnicka et al, 2006)
Matsufuji et al. (2001) menyatakan, bahwa pada tanaman Corchorus
olitorius terdapat suatu senyawa yang sangat penting dalam bidang farmasi yaitu

senyawa strophanthidin yang terkandung dalam biji tanaman tersebut.
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Gambar 2.18 Struktur Strophanthidin

2.4 Kromatografi

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran didasarkan atas
perbedaan distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua
fase, yaitu fase diam (padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas) (Gandjar dan
Rahman, 2008).

Metode pemisahan dan pemurnian kandungan tumbuhan terutama
dilakukan dengan menggunakan salah satu dari empat teknik atau gabungan
teknik tersebut (Harborne, 1987).

2.4.1 Kromatografi Kertas (KKt) dan Kromatografi Lapis Tipis (KLT),

Kedua cara ini serupa dalam hal fase diamnya berupa lapisan tipis dan fase
geraknya mengalir karena kerja kapiler. Perbedannya dalam sifat dan fungsi fase
diam (Gritter, 1991).

1. Kromatografi Kertas

Proses isolasi yang terjadi berdasarkan adsorpsi dan partisi. Adsorpsi adalah
senyawa kimia dapat terpisah-pisah disebabkan oleh daya serap adsorban terhadap
tiap-tiap komponen kimia tidak sama, sedangkan partisi adalah kelarutan tiap-tiap

komponen kimia dalam cairan pengelusi (eluen) tidak sama dimana arah gerakan
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eluen disebabkan oleh gaya sentrifugal sehingga komponen kimia dapat bergerak
dengan kecepatan yang berbeda-beda yang menyebabkan terjadi pemisahan
(Hostettmann dkk., 1995).

2. Kromatografi Lapis Tipis

Proses isolasi yang terjadi berdasarkan perbedaan daya serap dan daya
partisi serta kelarutan dari komponen-komponen kimia yang akan bergerak
mengikuti kepolaran eluen, oleh karena daya serap adsorben terhadap komponen
kimia tidak sama, maka komponen bergerak dengan kecepatan yang berbeda
sehingga hal inilah yang menyebabkan pemisahan (Hostettmann dkk., 1995).
2.4.2 Kromatografi Kolom

Pelarut (fase gerak) dibiarkan mengalir melalui kolom karena aliran yang
disebabkan oleh gaya berat atau didorong dengan tekanan. Pita senyawa linarut
bergerak melalui kolom dengan laju yang berbeda, memisah dan dikumpulkan
berupa fraksi ketika keluar dari alas kolom (Gritter, 1991).

2.4.3. Kromatografi Gas Cair (KGC)

Pemisahan pada kromatografi gas didasarkan pada titik didih suatu
senyawa dikurangi dengan semua interaksi yang mungkin terjadi antara solute
dengan fase diam. Fase diam berupa gas akan mengelusi solute dari ujung kolom
lalu menghantarkannya ke detector. Penggunaan suhu yang meningkat (biasanya
pada kisaran 50-350°C) bertujuan untuk menjamin bahwo solut akan menguap
dan karenanya akan cepat terelusi (Gandjar dan Rahman, 2008) :

Ada 2 jenis kromatografi gas :
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1. Kromatografi gas-cair (KGC), Pada KGC fase diam yang digunakan adalah
cairan yang diikatkan pada suatu pendukung sehingga solute akan terlarut dalam
fase diam. Mekanisme sorpsi-nya adalah partisi.

2. Kromatografi gas-padat (KGP), pada KGP digunakan fase diam padatan
(kadang-kadang polimerik). Mekanisme sorpsi-nya adalah adsorpsi.

2.4.4. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

KCKT dapat disamakan dengan KGC dalam hal kepekaan dan
kemampuan menghasilkan data kualitatif dan kuantitatif dengan sekali kerja saja.
Perbedaannya adalah fase diam yang terikat pada polimer berpori terdapat pada
kolom baja tahan karat yang bergaris tengah kecil dan fase gerak cair mengalir
akibat tekanan yang besar. Maka dari berbagai kromatografi diatas, penggunaan
untuk kualitatif dapat digunakan KKt dan KLT serta KGC dan KCKT. Untuk
penggunaan kuantitatif dan untuk pemurnian (isolasi) maka dapat
dipertimbangkan penggunaan beberapa metode berikut, yaitu (Harborne, 1987) :
1. KLT preparatif

2. Kromatografi kolom (termasuk kromatografi gas dan kromatografi cair kinerja

tinggi).

2.5 Pemisahan Senyawa Triterpenoid Menggunakan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan dan uji senyawa

kimia secara kualitatif dan kuantitatif. Gritter dkk (1991) menyatakan, bahwa

kromatografi lapis tipis (KLT) pada hakikatnya melibatkan 2 perubah yaitu sifat
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fasa diam atau sifat lapisan dan sifat fasa gerak atau campuran pelarut
pengembang.

Fase diam dalam KLT merupakan suatu lapisan dibuat dari bahan-bahan
berbutir halus yang ditempatkan pada suatu lempengan yang berfungsi sebagai
permukaan penyerap (Sastrohamidjojo, 1991). Silika gel GF,s, merupakan fase
diam yang paling sering digunakan (Octavia, 2009).

Pendeteksian bercak hasil pemisahan dapat dilakukan dengan beberapa
cara, yaitu dengan pereaksi kimia dan sinar lampu ultraviolet pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm (Octavia, 2009). Parameter dalam kromatografi
lapis tipis adalah faktor retensi (Rf), merupakan perbandingan jarak yang
ditempuh solut dengan jarak yang ditempuh fase gerak. Adapun rumusnya sebagai
berikut:

Rf = Jarak yang ditempuh KOmpPONeNn. ............coovviiiiiiiiiiiiiieeeeeaen (2.1)

Jarak yang ditempuh eluen

Harga Rf komponen murni dapat dibandingkan dengan harga Rf senyawa
standar, karena pada kondisi tertentu suatu senyawa akan memiliki harga Rf yang
sama. Faktor-faktor yang mempengaruhi harga Rf antara lain: tebal lapisan
penyerap, kadar air, jenis eluen, suhu, tingkat kejenuhan bejana oleh uap eluen
dan ukuran partikel (Octavia, 2009).

Triterpenoid dapat dipisahkan dengan KLT memakai pengembang seperti
heksana : etil asetat (1:1) dan kloroform : metanol (10:1) dengan pendeteksi
antimon klorida dalam kloroform akan tetapi, beberapa campuran triterpenoid
tidak mudah dipisahkan seperti a-amirin. Senyawa o-amirin hanya dapat

dipisahkan dengan baik jika dikromatografi memakai n-butanol : NH,OH 2M
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(1:1) (Harborne, 1987). Zetra dan Prasetya (2007) menyatakan, bahwa senyawa a-
amirin dapat dipisahkan dengan campuran eluen n-heksana : diklorometana (1:9)
dan dengan pereaksi Lieberman-Burchard menghasilkan warna merah pada isolasi
senyawa a-amirin dari tumbuhan Beilschmiedia Roxburghiana.

Eluen kloroform : metanol (3:7) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
dapat memisahkan ekstrak herba meniran (Phyllanthus niruri Linn) yang isolatnya
positif mengandung triterpenoid dengan menghasilkan warna ungu muda
(Gunawan, dkk., 2008). Eluen kloroform : metanol (10:1) dengan pereaksi Carr-
Price (larutan antimon klorida 20% dalam kloroform) dapat memisahkan isolat

yang mengandung triterpenoid (Harborne, 1987).

2.6 Prinsip Penampakan Noda Pada Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Lapisan tipis sering mengandung indikator fluoresensi yang ditambahkan
untuk membantu penampakan bercak warna pada lapisan yang telah
dikembangkan. Indikator fluoresensi ialah senyawa yang memancarkan sinar
tampak jika disinari dengan sinar UV. Jadi, lapisan yang mengandung indikator
fluoresensi akan bersinar jika disinari pada panjang gelombang yang tepat. Sinar
uv yang digunakan biasanya pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm.

2.6.1 UV 254 nm

Pada UV 254 nm lempeng akan berflouresensi, sedangkan sampel akan
tampak berwarna gelap. Penampakan noda pada lampu UV 254 nm adalah karena
adanya daya interaksi antara sinar UV dengan indikator fluoresensi yang terdapat
pada lempeng. Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan emisi cahaya yang

dipancarkan oleh komponen tersebut ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat
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energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan
semula sambil melepaskan energi (Sudarmadji, 1996).

Jika senyawa pada bercak yang akan ditampakkan mengandung ikatan
rangkap terkonjugasi atau cincin aromatik jenis apa saja, sinar UV yang
mengeksitasi tidak dapat mencapai indikator fluoresensi, dan tidak ada cahaya
yang dipancarkan. Hasilnya ialah bercak gelap dengan latar belakang yang
bersinar (Gritter dkk., 1991).

2.6.2 UV 366 nm

Pada UV 366 nm noda akan berflouresensi dan lempeng akan berwarna
gelap. Penampakan noda pada lampu UV 366 nm adalah karena adanya daya
interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom
yang ada pada noda tersebut. Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan emisi
cahaya yang dipancarkan oleh komponen tersebut ketika elektron yang tereksitasi
dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi kemudian kembali ke
keadaan semula sambil melepaskan energi. Sehingga noda yang tampak pada
lampu UV 366 terlihat terang karena silika gel yang digunakan tidak

berfluororesensi pada sinar UV 366 nm (Sudarmadji, 1996).

2.7 Analisa Senyawa Triterpenoid

2.7.1 Analisa Senyawa Triterpenoid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer UV-Vis adalah absorbsi sinar UV-Vis oleh

molekul/atom yang disebabkan promosi elektron dari keadaan elektronik dasar ke

keadaan tereksitasi. Spektrum yang diabsorpsi oleh suatu senyawa adalah

sejumlah sinar yang diserap oleh satu senyawa pada panjang gelombang tertentu.
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Untuk senyawa berwarna akan memiliki satu atau lebih penyerapan spektrum
yang tertinggi di daerah spektrum tampak (400-700 nm). Spektrum yang terserap
pada ultra violet (200-400 nm) dan daerah nampak terjadi karena adanya
perubahan energi elektron terluar dari molekul yang disebabkan adanya ikatan
atau bukan ikatan. Umumnya elektron yang berpindah tempat ini disebabkan
adanya ikatan rangkap karbon-karbon atau pasangan nitrogen dengan oksigen
(Sudarmadiji, 1996).

Serapan cahaya oleh molekul dalam daerah spektrum UV-Vis tergantung
pada struktur elektronik dari molekul. Spektrum UV-Vis dari senyawa organik
berkaitan erat dengan transisi-transisi elektron diantara tingkatan-tingkatan tenaga
elektronik. Transisi-transisi tersebut biasanya antara orbital ikatan atau orbital
pasangan bebas dan orbital non ikatan tak jenuh atau orbital anti ikatan. Tetapi
dalam praktek, UV-Vis digunakan terbatas pada sistem-sistem terkonjugasi
(Sastrohamidjojo, 2001). Transisi yang penting pada daerah ultraviolet dan
tampak yaitu transisi n —»n* dan n—7n*, sedangkan transisi n—c* jarang terjadi
(Fessenden dan Fessenden, 1999).

Sukadana dkk (2008) menyatakan, bahwa hasil identifikasi menggunakan
spektroskopi UV-Vis dalam biji pepaya menunjukkan adanya serapan maksimum
pada panjang gelombang 228,5 nm yang kemungkinan diakibatkan oleh terjadinya
transisi elektron n — o* dari kromofor C=0 dan juga serapan yang landai pada
panjang gelombang 287,7 nm kemungkinan diakibatkan oleh terjadinya transisi
elektronik n — 7* dari ikatan rangkap C=0. Hasil serapan ini didukung dengan
data dari spektroskopi inframerah kemungkinan merupakan senyawa golongan

triterpenoid aldehida. Rita (2010) menyatakan, bahwa senyawa golongan
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triterpenoid asam karboksilat pada rimpang temu putih juga mempunyai transisi
elektron yang sama dengan triterpenoid aldehida pada biji pepaya. Munculnya
serapan maksimum pada panjang gelombang 242 nm diduga diakibatkan oleh
adanya transisi elektron dari n —o* yang disebabkan oleh adanya suatu kromofor
C=0. Serapan landai pada panjang gelombang 280 nm kemungkinan diakibatkan
oleh terjadinya transisi elektron dari n — n* yang disebabkan oleh adanya ikatan
rangkap C=0.
2.7.2 Analisa Senyawa Triterpenoid Menggunakan Spektrofotometer FTIR

Pada dasarnya Spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infra Red)
adalah sama dengan Spektrofotometer IR dispersi, yang membedakannya adalah
pengembangan pada sistem optiknya sebelum berkas sinar infra merah melewati
sampel. Spektrofotometer IR dispersi menggunakan prisma (grating) sebagai
pengisolasi  radiasi, sedangkan spektrofotometer FTIR  menggunakan
interferometer yang dikontrol secara otomatis dengan komputer. Jika sinar
inframerah dilewatkan melalui sampel senyawa organik, maka terdapat sejumlah
frekuensi yang diserap dan ada yang diteruskan atau ditransmisikan tanpa diserap.
Serapan cahaya oleh molekul tergantung pada struktur pada struktur elektronik
dari molekul tersebut. Molekul yang menyerap energi tersebut terjadi perubahan
energi vibrasi dan perubahan tingkat energi rotasi (Suseno dan Firdausi, 2008).
Spektrofotometer FTIR dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif
(Hayati, 2007).

Spektroskopi inframerah adalah suatu metoda analisis yang didasarkan
pada penyerapan sinar inframerah. Fungsi utama dari spektroskopi inframerah

adalah untuk mengenal struktur molekul (gugus fungsional). Spektroskopi
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inframerah adalah grafik dari persentasi transmitansi dengan panjang gelombang
atau penurunan frekuensi. Tiap lekukan yang disebut gelombang atau puncak
menunjukkan adsorbsi dari radiasi inframerah oleh cuplikan pada frekuensi
tersebut (Iskandar, 2007). Kegunaan paling penting dari spektroskopi inframerah
adalah untuk identifikasi senyawa organik, karena spektrumnya sangat kompleks
dan terdiri dari banyak puncak-puncak. Spektrum inframerah mempunyai sifat
fisik dan karakteristik yang khas, artinya senyawa yang berbeda akan mempunyai
spektrum yang berbeda (Hayati, 2007).

Sukadana dkk (2007) menyatakan, bahwa hasil identifikasi dalam ekstrak
kental n-heksana dari batang brotowali menunjukkan bahwa kemungkinan
termasuk senyawa golongan triterpenoid. Data spektrum inframerah isolat
menunjukkan terjadi serapan melebar dengan intensitas kuat pada daerah bilangan
gelombang 3435,9 cm™ yang diduga serapan untuk gugus O-H dan didukung
dengan adanya serapan tajam dengan intensitas kuat pada daerah bilangan
gelombang 1241,2 cm™ dan 1108,1 cm™ yang diduga merupakan gugus C-O
stretching. Adanya pita tajam dengan intensitas kuat pada daerah bilangan
gelombang 2921,3 cm™ dan 2850,3 cm™ diduga menunjukkan adanya gugus C-H
stretching alifatik yang didukung oleh adanya serapan pada daerah bilangan
gelombang 1495,9 cm™ dan 1457,3 cm™ yang diduga menunjukkan adanya gugus
C-H bending alifatik. Serapan tajam dengan intensitas kuat pada daerah bilangan
gelombang 1717,7 cm™ menunjukkan adanya gugus C=O stretching. Adanya
serapan pada daerah bilangan gelombang 1654,4 cm™ diduga dari gugus C=C

stretching alifatik.
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Rita (2010) menyatakan, bahwa dalam ekstrak rimpang temu putih
menunjukkan bahwa isolat kemungkinan termasuk senyawa golongan triterpenoid
asam karboksilat. Data spektrum inframerah isolat triterpenoid menunjukkan
adanya pita serapan melebar dengan intensitas kuat pada daerah bilangan
gelombang 3425,58 cm™ yang diduga serapan dari gugus —OH terikat. Adanya
gugus —OH ini didukung dengan munculnya serapan kuat pada bilangan
gelombang 1242,16 cm™ dari C-O alkohol. Pita serapan yang tajam dengan
intensitas kuat pada bilangan gelombang 2924,09 cm™ dan 2854,65 cm™ diduga
mengandung gugus —CH alifatik stretching. Dugaan ini diperkuat oleh adanya
serapan pada daerah bilangan gelombang 1450,47 cm™ dan 1381,03 cm™ yang
merupakan serapan dari —CH2 dan —-CH3 bending. Serapan tajam dengan
intensitas kuat pada daerah bilangan gelombang 1728,22 cm™ diduga karena
adanya gugus fungsi C=0 dari suatu asam karboksilat, sedangkan munculnya pita
serapan tajam dengan intensitas kuat pada daerah bilangan gelombang 1620,21

cm™* menunjukkan adanya gugus fungsi —C=C alifatik stretching.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari 2014 sampai bulan
April 2014 di Laboratorium Kimia Organik, Kimia Analitik, Bioteknologi Jurusan
Kimia, Bioteknologi Jurusan Biologi dan Laboratorium Instrumentasi UV-Vis dan
FTIR Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik Ibrahim (MALIKI) Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah ayakan 80-100 mesh, hot
plate, pisau, blender, aluminium foil, desikator, oven, cawan penguap, kaca arloji,
timbangan analitik, gelas ukur, erlenmeyer, pengaduk kaca, penyaring buchner,
shakker, rotary evaporator, beaker glass, pipa kapiler, bola hisap, pipet tetes,
pipet ukur, pipet mikro, labu ukur, plat silika gel GF,s4, lampu UV 254 nm dan
366 nm seperangkat alat spektrofotometer UV-Vis merk varian cary 50 conc dan
spektrofotometer FTIR merk varian tipe FT 1000.
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan digunakan dalam penelitian ini adalah seluruh bagian tanaman alga
merah jenis Eucheuma cottonii yang diperoleh dari sekitar perairan laut Sumenep,

Madura.

30
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Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini antara lain:
aseton, asam sulfat pekat, HCI 2 N, kloroform p.a, natrium bikarbonat, etil asetat
p.a, metanol p.a, aquades, n-heksana, diklorometana, asam asetat anhidrat, etanol

dan KBr.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di laboratorium.
Sampel yang diambil adalah Alga merah jenis Eucheuma cottonii. Tahap pertama
dilakukan preparasi sampel dan dilanjutkan dengan penentuan kadar air,
kemudian serbuk sampel diekstraksi dengan menggunakan pelarut metanol
sehingga diperoleh ekstrak cair dari tanaman alga merah. Ekstrak yang diperoleh
selanjutnya diuapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator sehingga
diperoleh ekstrak pekat. Ekstrak tersebut dihidrolisis menggunakan HCI 2 N dan
dinetralkan menggunakan natrium bikarbonat kemudian dipartisi dengan etil
asetat. Kemudian ekstrak tersebut diidentifikasi dengan uji reagen. Selanjutnya
dilakukan pemisahan terhadap senyawa triterpenoid dengan KLTA berdasarkan
berbagai campuran eluen. Eluen yang memberikan pemisahan paling baik pada
KLTA digunakan untuk memisahkan senyawa triterpenoid dengan KLTP.
Selanjutnya Isolat triterpenoid dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis

dan spektrofotometer FTIR.

3.4 Tahapan Penelitian
1. Preparasi Sampel,

2. Analisis Kadar Air,
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3. Ekstraksi komponen aktif dari tanaman alga merah menggunakan metode
maserasi dengan pelarut metanol dilanjutkan dengan hidrolisis
menggunakan larutan HCI 2 N dan dipartisi dengan etil asetat,

4. ldentifikasi senyawa triterpenoid dengan uji reagen

5. Pemisahan senyawa triterpenoid menggunakan metode KLTA dan

dilanjutkan pemisahan senyawa triterpenoid menggunakan metode KLTP,

o

Analisis golongan triterpenoid :
7.2 Analisis dengan spektrofotometer UV-Vis

7.2 Analisis dengan spektrofotometer FTIR

~

Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Preparasi sampel tanaman alga merah yaitu seluruh bagian tanaman
diambil sebanyak 5 Kg, kemudian dicuci dan dikeringanginkan. Selanjutnya
dikeringkan dengan oven pada suhu sekitar 38 °C selama 24 jam, kemudian
dipotong kecil-kecil dan dihaluskan menggunakan mesin penghalus dan blender
sampai terbentuk serbuk, diayak dengan ukuran 80-100 mesh.
3.5.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan pada semua bagian alga merah. 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 tersebut selanjutnya ditimbang dan dilakukan perlakuan yang

sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan. Serbuk alga merah dimasukkan
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ke dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya sebanyak 5 gram dan
dikeringkan kedalam 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 menggunakan Persamaan 3.1 :

Kadar air = =% x 100 % (AOAC, 1984). .. ... v\ oo (3.1)
(b-a)

Keterangan : a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

RAKimEaiERcp=m— =t W | B B 0 ol D (3.2)

100 — % kadar air

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi.....................cccoeni. (3.3)
3.5.3 Ekstraksi Tanaman Alga merah (Eucheuma cottonii)

Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau
perendaman dengan pelarut metanol. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 Kkali
pengulangan karena dimungkinkan bahwa kandungan senyawa pada tanaman
sudah cukup banyak yang terekstrak pada masing-masing tahapnya. Serbuk
tanaman alga merah ditimbang sebanyak 120 gram dan diekstraksi secara
maserasi menggunakan pelarut metanol 600 mL di dalam erlenmeyer dan diaduk
dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per minutes)
selama 3 jam. Kemudian disaring dan ampas yang diperoleh dimaserasi kembali
dengan pelarut dan perlakuan yang sama sampai 3 kali pengulangan sampai
diperoleh filtrat yang cukup bening. Selanjutnya ketiga filtrat yang diperoleh

kemudian digabung menjadi satu.
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Ekstrak yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator
dengan suhu 50 °C dan tekanan -750 Hpa, sampai diperoleh ekstrak pekat
metanol. Ekstrak pekat tersebut dihidrolisis menggunakan HCI 2 N dan
dinetralkan dengan natrium bikarbonat, kemudian dipartisi dengan etil asetat
sehingga menghasilkan fase organik dan fase air. Fase organik yang diperoleh
diuapkan pelarutnya sampai pelarutnya habis menguap.

3.5.4 Uji fitokimia

Uji fitokimia isolat terpenoid dengan uji reagen dari ekstrak pekat etanol,
kloroform dan metanol dari tanaman alga merah dilarutkan dengan masing-
masing pelarutnya. Kemudian dilakukan uji triterpenoid (Indrayani dkk., 2006).

Isolat triterpenoid dari tanaman alga merah dimasukkan dalam tabung
reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL asam
asetat anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan 1-2 mL H,SO, pekat
melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil yang diperoleh berupa cincin
kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya
triterpenoid.

3.5.5 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dengan KLT
3.5.5.1 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dengan KLT Analitik

Pada pemisahan dengan KLTA digunakan plat silika gel GFs4 yang sudah
diaktifkan dengan pemanasan dalam oven pada suhu 60-70 °C selama 10 menit.
Masing-masing plat dengan ukuran 1x10 cm. Ekstrak tanaman alga merah
ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler kemudian
dikeringkan dan dielusi dengan beberapa campuran fase gerak. Setelah gerakan

larutan pengembang sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Noda-noda pada
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permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm
dan 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya. Selanjutnya
dengan memperhatikan bentuk noda pada berbagai larutan pengembang
ditentukan perbandingan larutan pengembang yang paling baik untuk keperluan
preparatif. Pengembang dan reagen penguji masing-masing golongan senyawa
triterpenoid adalah sebagai berikut:

1. Eluen n-heksana : etil asetat (1:1) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
(Rita, 2010) dan pereaksi H,SO, pekat 10 % dalam metanol akan
menghasilkan warna merah (Arifin dkk., 2006).

2. Eluen n-heksana : etil asetat (7:3) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
akan menghasilkan warna hijau kebiruan (Masroh, 2010).

3. Eluen n-heksana : etil asetat (12:1) dengan pereaksi vanilin-asam sulfat
akan m enghasilkan warna ungu dan ungu kemerahan (Nisa’ dkk., 2006).

4. Eluen n-heksana : aseton (7:3) dengan pereaksi H,SO, 10 % dalam
metanol dan pereaksi Lieberman-Burchard menghasilkan warna biru
keunguan sampai coklat (Syamsudin dkk., 2007).

5. Eluen n-heksana : kloroform (2:1) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
akan menghasilkan warna merah ungu (Sukadana dkk., 2007).

6. Eluen n-heksana : kloroform (1:1) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
akan menghasilkan warna merah ungu (Sukadana dkk., 2007).

7. Eluen metanol : kloroform (5:2) dengan pereaksi Lieberman-Burchard
akan menghasilkan warna merah ungu (Sukadana dkk., 2007).

8. Eluen metanol : kloroform (1:2) dengan pereaksi Lieberman-Burchard

akan menghasilkan warna merah ungu (Sukadana dkk., 2007).
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9. Eluen metanol : kloroform (7:3) dengan pereaksi Lieberman-Burchard

akan menghasilkan warna ungu muda (Gunawan dkk., 2008).

10. Eluen n-heksana : diklorometana (1:9) dengan pereaksi Lieberman-

Burchard akan menghasilkan warna merah (Zetra dan Prasetya, 2007).
Bercak noda yang dihasilkan pada masing-masing plat KLT selanjutnya dihitung
nilai Rf-nya. Eluen yang menghasilkan pemisahan terbaik selanjutnya digunakan
untuk KLTP.
3.5.5.2 Pemisahan Senyawa Triterpenoid dengan KL T Preparatif

Pada pemisahan dengan KLTP digunakan plat silika gel GFz,4 dengan
ukuran 10 x 20 cm. Ekstrak pekat hasil ekstraksi ditotolkan sepanjang plat pada
jarak 1 cm dari garis bawah dan 1 cm dari garis tepi. Selanjutnya dielusi dengan
menggunakan eluen yang memberikan pemisahan terbaik pada KLTA. Noda-noda
pada permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 366
nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya.

Noda yang diduga merupakan senyawa golongan triterpenoid dikerok
kemudian dilarutkan dalam pelarut metanol selanjutnya disentrifuge untuk
mengendapkan silikanya. Masing-masing supernatan yang diperoleh diuapkan
pelarutnya hingga habis menguap sehingga diperoleh isolat pekat dari masing-
masing noda.

3.5.6 Analisis Senyawa Triterpenoid
3.5.6.1 Analisis dengan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat yang diperoleh dari hasil KLTP yang diduga senyawa triterpenoid

dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis. Sebanyak 2 mL isolat triterpenoid

hasil pemisahan dengan KLTP dilarutkan dalam metanol dimasukkan ke dalam
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kuvet hingga sepertiganya dan dianalisis pada rentang panjang gelombang 200-
800 nm. Pada blanko, pelarut metanol dimasukkan ke dalam kuvet setengahnya
dan dianalisis dengan spektrofotometer pada rentang panjang gelombang 200-800
nm, data disimpan. Spektra yang terbentuk diamati dan dicatat panjang
gelombang serta absorbansi pada puncak yang terbentuk.
3.5.6.2 Analisis dengan Spektrofotometer FTIR

Isolat hasil KLTP yang diduga senyawa triterpenoid dianalisis dengan
spektrofotometer FTIR. Isolat dioleskan pada NaCl window kemudian kedua
NaCl window ditekan sehingga tidak ada gelembung diantara keduanya,
kemudian dianalisis dengan spektrofotometer FTIR pada rentang bilangan

gelombang 4000-400 cm™.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif yaitu dengan
memperhatikan pola pemisahan dan kenampakan noda pada kromatogram, dari
berbagai eluen yang digunakan. Analisa senyawa triterpenoid dilakukan dengan
memperhatikan bentuk umum spektrum UV-Vis sampel dalam metanol, Analisis
juga didukung dari spektrum FTIR untuk mengetahui gugus-gugus fungsional

yang menyusun suatu struktur Senyawa tersebut.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Preparasi sampel dilakukan dengan cara pencucian, pengeringan dan
pembuatan serbuk sampel. Pencucian dilakukan untuk menghilangkan kotoran
yang berupa lumpur atau pasir yang menempel pada thallus alga kemudian
dikeringanginkan agar sisa air hasil pencucian dapat kering. Pengeringan
dilakukan untuk mengurangi kandungan airnya dan juga untuk proses
penyimpanan agar kerusakan akibat degradasi oleh mikroorganisme dapat
diminimalkan serta mencegah tumbuhnya jamur sehingga dapat disimpan dalam
waktu yang lama dan tidak merusak komposisi kimia di dalamnya (Baraja, 2008).
Pembuatan serbuk sampel dilakukan dengan cara memblender sampel kering
hingga halus kemudian diayak dengan ukuran 80-100 mesh. Hal ini dilakukan
untuk mendapatkan sampel dengan luas permukaan yang besar dan beragam
sehingga memudahkan kontak antara pelarut dan sampel pada saat maserasi. Hasil
yang diperoleh dari proses ini menunjukkan bahwa dari 5 Kg sampel basah
didapatkan serbuk alga merah (Eucheuma cottonii) sebanyak 250 gram yang

berwarna coklat dan berbau amis.

4.2 Analisis Kadar Air
Analisis kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air dalam
sampel alga (Eucheuma cottonii). Penentuan kadar air ini dilakukan dengan

metode pengeringan menggunakan oven pada temperatur 105 °C hingga berat
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sampel konstan. Hal ini dilakukan agar air yang terkandung dalam sampel dapat
menguap. Selisih berat sampel sebelum dan sesudah pengeringan menunjukkan
banyaknya air yang diuapkan. Kandungan air pada alga merah (Eucheuma
cottonii) ditunjukkan dalam Tabel 4.1 :

Tabel 4.1 Kandungan air pada alga merah Eucheuma cottonii

Alga merah Kadar air
E. cottonii (%)
Basah (segar) 91,39 %
Kering 8,06 %

Kandungan air pada alga kering lebih rendah dari pada alga basah, hal ini
karena alga kering sudah kehilangan kandungan airnya akibat pengeringan sampel
saat preparasi. Kandungan air pada rumput laut segar umumnya sama seperti pada
tanaman yang berkisar antara 80 — 90 % (Atmadja dkk., 1996).

Kadar air sampel kering alga merah (Eucheuma cottonii) sebesar 8,06 %
menunjukkan nilai yang cukup baik, karena menurut Winarno (1992), sampel
akan baik dalam penyimpanannya jika memiliki kadar air kering kurang dari 10
%. Menurut Legowo (2004), sampel yang memiliki kadar air tinggi umumnya
akan cepat mengalami kerusakan, baik akibat pertumbuhan mikroba pembusuk
maupun akibat terjadinya reaksi kimia tertentu. Kadar air sampel kering yang
digunakan dalam penelitian ini cukup baik untuk ekstraksi karena nilainya lebih
rendah daripada kadar air maksimum yang disyaratkan. Sulistijowati (2001)
menyatakan bahwa kadar air maksimum yang disyaratkan agar proses ekstraksi

dapat berjalan lancar yaitu sebesar 11 %.
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4.3 Ekstraksi

Ekstraksi sampel alga merah (Eucheuma cottonii) menggunakan metode
maserasi dengan pelarut metanol. Maserasi dilakukan dengan cara merendam
serbuk sampel dalam pelarut. Pelarut akan menembus dinding sel dan masuk ke
dalam rongga sel yang mengandung zat aktif sehingga zat aktif akan larut. Adanya
perbedaan konsentrasi larutan zat aktif di dalam sel, menyebabkan larutan yang
terpekat didesak keluar (Ahmad, 2006). Metode maserasi dipilih agar senyawa
yang terkandung dalam sampel tidak rusak akibat pemanasan. Maserasi pada
penelitian ini menggunakan pelarut metanol karena menurut Cannell (1998),
metabolit primer dan metabolit sekunder lebih banyak dan lebih beragam ketika
maserasi menggunakan pelarut metanol karena penetrasinya ke dalam dinding sel
lebih efisien.

Prinsip utama dalam maserasi adalah mengekstrak senyawa aktif yang
dapat larut dalam pelarut berdasarkan tingkat kepolaran masing-masing
pelarutnya atau dikenal dengan istilah like dissolves like (Khopkar, 2003). Sampel
yang dimaserasi sebanyak 120 gram dan direndam dalam 600 mL pelarut metanol.
Perendaman dilakukan selama 24 jam dan dikocok menggunakan shaker.
Pengocokan sampel berfungsi untuk mempercepat kontak antara sampel dengan
pelarut agar ekstraksi lebih maksimal. Maserat yang telah homogen disaring
menggunakan corong Buchner untuk memisahkan filtrat dan residunya. Filtrat
yang telah diperoleh dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator, proses
pemekatan dihentikan saat pelarut sudah tidak menetes lagi pada labu alas bulat.

Ekstrak pekat dihidrolisis dengan 10 mL HCI 2 N selama 1 jam. Hal ini

dilakukan untuk memisahkan senyawa metabolit sekunder yang umumnya dalam
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bentuk glikosida menjadi glikon dan aglikonnya. Nihlati (2008) menyebutkan,
bahwa senyawa yang terikat dengan glikosida dapat dihidrolisis menggunakan
asam kuat HCI 2 N. Reaksi pemutusan ikatan glikosida dapat disajikan dalam

Gambar 4.1 :

HCI
+ H,O —

alfa-amirin

Glikon Aglikon

Gambar 4.1 Dugaan reaksi pemutusan ikatan glikosida

Larutan selanjutnya dinetralkan menggunakan natrium bikarbonat untuk

mentralkan pH. Reaksi netralisasi ditunjukkan dalam Gambar 4.2 :

2HCI + NaHCO3 — 2NaCl + H,0 + CO;

Gambar 4.2 Reaksi antara HCI dan natrium bikarbonat
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Ekstrak pekat yang telah dihidrolisis, kemudian diekstraksi cair-cair
menggunakan corong pisah dengan pelarut etil asetat untuk memisahkan senyawa
senyawa semi polar yang kemungkinan larut dalam pelarut polar, pelarut ini
dipilin karena menurut Afif (2012), alga merah (Eucheuma cottonii)
teridentifikasi kandungan triterpenoidnya ketika menggunakan pelarut etil asetat.
Pada saat pencampuran antara ekstrak metanol dengan etil aseat terjadi perubahan
distribusi ekstrak, yaitu ekstrak meninggalkan pelarut yang pertama (metanol) dan
masuk ke dalam pelarut kedua (etil asetat).

Hasil ekstrak pekat metanol yang diperoleh digunakan untuk pengujian
selanjutnya. Uji yang dilakukan adalah pemisahan senyawa aktif dengan
kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) yang dilanjutkan dengan kromatografi
lapis tipis preparatif (KLTP), identifikasi UV-Vis dan FTIR pada isolat hasil

pemisahan senyawa aktif dengan KLTP.

4.4 ldentifikasi dengan Uji Reagen

Golongan senyawa triterpenoid ditunjukkan dengan reaksi terbentuknya
cincin kecoklatan ketika senyawa ini ditetesi asam sulfat pekat melalui dindingnya
(Robinson, 1995). Anhidrida asetat akan bereaksi dengan atom O pada gugus
—OH yang ada pada senyawa triterpenoid. Reaksi yang terjadi merupakan reaksi
esterifikasi, dimana senyawa ester dibentuk oleh senyawa triterpenoid dengan
anhidrida asetat. Mekanisme reaksi anhidrida asetat dengan triterpenoid

ditunjukkan pada Lampiran 5.
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4.5 Kromatografi Lapis Tipis

Pemisahan senyawa triterpenoid pada tanaman alga merah dilakukan
dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT). KLT merupakan suatu metode
pemisahan suatu senyawa berdasarkan perbedaan distribusi dua fasa yaitu fasa
diam dan fasa gerak. Fase diam pada plat yang digunakan terbuat dari silika gel
dengan ukuran 1 cm x 10 cm G60 Fzs4 (Merck). Penggunaan bahan silika karena
pada umumnya silika digunakan untuk memisahkan senyawa asam-asam amino,
fenol, alkaloid, asam lemak, sterol dan terpenoid. Plat KLT silika G60 Fys4
diaktifasi pada suhu 105 °C selama 30 menit untuk menghilangkan air yang
terdapat pada plat (Sastrohamidjojo, 2007).
4.5.1 Kromatografi Lapis Tipis Analitik

KLT analitik ini digunakan untuk mencari eluen terbaik dari beberapa
eluen yang baik dalam pemisahan senyawa triterpenoid. Eluen yang baik adalah
eluen yang dapat memisahkan senyawa dalam jumLah yang banyak ditandai
dengan munculnya banyak noda. Noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak
antara noda satu dengan yang lainnya jelas (Harborne, 1987). Penggunaan
beberapa eluen diharapkan mampu memisahkan komponen senyawa triterpenoid
yang terdapat dalam ekstrak tanaman alga merah dengan baik. Noda yang
dihasilkan selanjutnya dideteksi dengan pereaksi sesuai golongan senyawanya,
kemudian diamati di bawah lampu UV. Pereaksi ini digunakan untuk menambah
kepekaan deteksi dan menghasilkan perubahan warna yang ada kaitannya dengan
struktur senyawa yang bersangkutan (Markham, 1988).

Pemisahan senyawa triterpenoid dengan KLT menggunakan 10 variasi

eluen dan larutan pendeteksi. Variasi eluen tersebut dianggap sudah cukup untuk
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mewakili kepolaran dari setiap senyawa yang akan dipisahkan yaitu ada campuran
variasi yang berkecenderungan kearah lebih polar dan ada yang berkecenderungan
lebih nonpolar. Pengamatan plat di bawah lampu UV yang dipasang panjang
gelombang emisi 254 nm dan 366 nm bertujuan untuk menampakkan komponen
senyawanya sebagai bercak yang gelap atau bercak yang berfluorosensi terang
pada dasar yang berfluorosensi seragam (Gritter, 1991).

Pengamatan lampu UV dengan A 254 nm, tidak terdapat noda yang dapat
diamati, sedangkan pada A 366 nm terlihat beberapa pemisahan komponen
senyawa aktif sebagai bercak yang berfluorosensi terang dengan warna spot
berbeda di atas background gelap yang dapat diamati. Pada lampu UV A 254 nm
tidak tampak noda disebabkan noda yang tampak pada lampu UV A 254 nm
merupakan golongan khas dari aromatik, o dan B karbonil tak jenuh dan juga
sistem terkonjugasi (Kvangarsnes, 2009), sedangkan senyawa triterpenoid bukan
merupakan hidrokarbon aromatik dan juga bukan merupakan sistem yang
terkonjugasi.

Setiap eluen yang digunakan memiliki pemisahan yang berbeda antara
campuran eluen satu dengan campuran eluen lainnya, karena antara campuran
eluen yang satu dengan campuran eluen lainnya mewakili tingkat kepolaran
masing-masing sehingga jumlah noda yang dihasilkan pun berbeda. Pada Tabel
4.2, eluen n-heksana : etil asetat (7:3) menghasilkan 10 noda dan menghasilkan
pemisahan yang baik, hal ini dapat dilihat dengan adanya noda yang terpisah
dengan baik (tidak berekor). Noda-noda ini terpisah berdasarkan kepolarannya.
Noda yang mempunyai harga Rf lebih rendah cenderung memiliki kepolaran yang

lebih tinggi karena lebih terdistribusi ke fase diam yang bersifat polar,
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dibandingkan noda yang mempunyai harga Rf lebih besar karena lebih
terdistribusi ke dalam fase gerak. Adapun hasil pemisahan dengan KLTA dapat
disajikan dalam Tabel 4.2 :

Tabel 4.2 Variasi eluen dan jumlah noda pada KLTA

No. Eluen-eluen Jumlah noda
1 n-heksana : kloroform (2:1) 2
2 n-heksana : etil asetat (1:1) 4
3 n-heksana : etil asetat (12:1) 5
4 n-heksana : kloroform (1:1) 6
5 n-heksana : etil asetat (7:3) 10
6 | n-heksana: diklorometana (1:9) 9
7 n-heksana : aseton (7:3) 6
8 metanol : kloroform (1:2) 4
9 metanol : kloroform (7:3) 4
10 metanol : kloroform (5:2) 3

Pada Tabel 4.2, 10 variasi eluen tersebut menghasilkan jumlah noda sesuai
dengan tingkat kepolaran. Tingkat kepolaran dari suatu molekul dapat dilihat dari
nilai konstanta dielektrikumnya. Menurut Sampietro dkk (2008), nilai konstanta
dielektrikum pada molekul n-heksana, kloroform, etil asetat, diklorometana,
aseton dan metanol secara berturut-turut yakni 2; 4,8; 6; 9,1; 21 dan 33. Eluen
yang bersifat non polar memiliki jumlah noda yang sedikit, seperti yang
ditunjukkan pada komposisi eluen no.1, 2 dan 3, begitupun dengan eluen yang
bersifat polar, seperti yang ditunjukkan pada komposisi eluen no.10, 9 dan 8 yang
memiliki jumlah noda sedikit. Eluen n-heksana : etil asetat (7:3) dan n-heksana :
diklorometana (1:9) memiliki jumlah noda secara berturut-turut 10 dan 9. Namun
eluen yang diasumsikan sebagai eluen terbaik pada KLTA yakni eluen n-heksana :
etil asetat (7:3), karena pemisahan pada eluen n-heksana : diklorometana (1:9)

kurang sempurna, seperti pada foto di lampiran 6. Jadi, eluen yang bersifat semi
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polar lah yang memiliki banyak noda, seperti yang ditunjukkan pada no.5, eluen
n-heksana : etil asetat (7:3).

Golongan senyawa triterpenoid hasil KLT analitik setelah disemprot
dengan reagen Lieberman-Burchard ditunjukkan dengan terbentuknya noda
berwarna coklat, hijau tua sampai ungu tua (Bawa, 2009), merah ungu dan ungu
(Rita, 2010). Pada eluen n-heksana : etil asetat (7:3) menghasilkan Rf antara
0,125-0,95 dengan menghasilkan 10 noda di bawah pengamatan sinar UV A 366
nm. Pemisahan menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (7:3) bisa dikatakan
merupakan pemisahan yang cukup baik, karena menurut Rohman (2007),
Pemisahan yang baik mempunyai harga Rf antara 0,15-0,2 cm antara noda 1
dengan yang lainnya. Adapun hasil KLT analitik eluen n-heksana : etil asetat (7:3)
dapat disajikan dalam Tabel 4.3 :

Tabel 4.3 Hasil KLTA eluen n-heksana : etil asetat (7:3)

Warna noda tanpa sinar : .

R UV pada A 366 Warna noda di bawah sinar UV pada A 366
tiap . Sebelum di Setelah di semprot
noda | Sebelum di semprot reagen i

: semprot reagen reagen Lieberman-
Lieberman-Burcard .
Lieberman-Burcard Burcard
0,125 Kuning Orange Orange
0,25 Tidak Berwarna Pink Pink
0,375 Tidak Berwarna Ungu Hijau
0,537 Tidak Berwarna Ungu Pink
0,65 Tidak Berwarna Ungu Pink

0,7 Tidak Berwarna Ungu Pink
0,787 Tidak Berwarna Pink Ungu
0,837 Coklat Merah Merah
0,887 Kuning Kuning Kuning
0,95 Coklat Hijau Hijau
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Hasil yang diperoleh dari KLT analitik ini yang berupa eluen terbaik
dalam pemisahan senyawa triterpenoid selanjutnya dapat digunakan untuk analisa
yang lebih lanjut pada KLT preparatif
4.5.2 Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Kromatografi lapis tipis preparatif merupakan suatu metode pemisahan
senyawa dalam jumLah besar (Townshend, 1995). Hasil pemisahan dengan KLT
preparatif hampir sama dengan KLT analitik hanya berbeda pada jumLah ekstrak
yang ditotolkan pada plat dan ukuran plat KLT yang digunakan. Ekstrak pekat
hasil ekstraksi ditotolkan sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis bawah.
Selanjutnya dikeringanginkan dan ditotolkan kembali ekstrak metanol tanaman
alga merah sampai 2 kali penotolan. Plat yang digunakan pada KLT preparatif
adalah plat KLT silika gel G60 F,s4 dengan ukuran yang lebih besar yaitu 10 x 20
cm. Eluen yang digunakan pada pemisahan KLT preparatif adalah eluen terbaik
hasil pemisahan pada KLT analitik yaitu n-heksana : etil asetat dengan
perbandingan (7:3). Hasil pemisahan KLTP dan nilai Rf eluen n-heksana : etil
asetat dengan perbandingan (7:3) ditunjukkan pada Tabel 4.4 :

Dugaan sementara yang didapat dari hasil pemisahan kromatografi lapis tipis
pada eluen n-heksana : etil asetat (7:3) berdasarkan kenampakan noda,
bahwasanya senyawa golongan triterpenoid terkandung dalam isolat 10. Noda
yang dihasilkan dari KLTP yang termasuk triterpenoid selanjutnya dikerok dan
dilarutkan dalam pelarut etil asetat, kemudian diidentifikasi menggunakan

spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.



49

Tabel 4.4 Hasil KLTP eluen n-heksana : etil asetat (7:3)

Rf Warna noda di bawah sinar UV pada A 366
tiap Sebelum di semprot reagen Setelah di semprot reagen
noda Lieberman-Burcard Lieberman-Burcard
0,07 Hitam Orange
0,13 Hitam Pink
0,29 Tidak berwarna Ungu
0,73 Merah Merah
0,83 Hijau Pink
0,86 Hijau Hijau kekuningan
0,88 Merah kekuningan Orange
0,90 Coklat Hijau kebiruan
0,93 Coklat Coklat kekuningan
0,96 Hijau Hijau

4.6 Analisa Senyawa Triterpenoid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
dan FTIR

Data kromatogram yang dihasilkan memberikan dugaan sementara
senyawa triterpenoid yang ada pada masing-masing noda. Oleh sebab itu, untuk
memastikan dugaan tersebut dan menentukan struktur senyawa golongan
triterpenoid yang terkandung dalam setiap isolat diperlukan tambahan data
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. Spektrofotometer UV-Vis merupakan suatu
analisis berdasarkan atas pengukuran serapan suatu larutan yang dilalui radiasi
monokromatis. Penyerapan cahaya oleh molekul dalam daerah spektrum
ultraviolet bergantung pada struktur elektronik dari molekul. Spektrum ultraviolet
dari senyawa-senyawa organik berkaitan erat dengan transisi-transisi diantara
tingkatan-tingkatan tenaga elektronik (Sastrohamidjojo, 1998). Spektrofotometer

UV-Vis merupakan suatu metode identifikasi struktur dari suatu senyawa.
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Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk menentukan secara deskriptif senyawa
triterpenoid yang didapat dari hasil pemisahan senyawa dengan KLT preparatif.

Spektrofotometer FTIR dapat digunakan untuk menentukan gugus-gugus
fungsi yang terdapat pada suatu senyawa, sehingga serapan yang dihasilkan pada
spektrum FTIR dapat memperkuat dugaan bahwa isolat tersebut merupakan
senyawa triterpenoid. Hasil spektra dari FTIR dapat mendukung dari hasil serapan
spektrofotometer UV-Vis.

Serapan yang dihasilkan oleh senyawa triterpenoid terdapat pada rentang
panjang gelombang ultraviolet yaitu 180-380 nm karena senyawa triterpenoid
merupakan senyawa yang tidak berwarna (Harborne, 1987). Dalam molekul yang
memiliki ikatan rangkap tak terkonjugasi, mengakibatkan penyerapan sinar UV-
Vis terjadi pada panjang gelombang yang lebih pendek daripada yang dialami
sistem terkonjugasi. Makin banyak ikatan rangkap tak terkonjugasi, maka makin
besar energi yang diperlukan untuk mengalami transisi, sehingga absorbsi akan
semakin bergeser ke panjang gelombang yang lebih kecil (Fessenden dan

Fessenden, 1999).
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0200
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Gambar 4.2 spektra UV-Vis isolat 10
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Tabel 4.5 Data A max isolat 10

No | Wavelength (nm) Abs
1 253.50 0.482
2 238.50 0.204

Berdasarkan data spektra UV-Vis yang ditunjukkan pada Tabel 4.5, isolat
10 mempunyai serapan panjang gelombang 253.50, dan 238.50 nm. Serapan-
serapan tersebut memungkinkan isolat ini termasuk dalam senyawa golongan
triterpenoid, begitu juga dengan hasil kenampakan noda pada kromatogram juga
mendukung hal tersebut. Menurut Napu dkk (2012), terpen pada dari biji
tumbuhan jarak kepyar memiliki panjang gelombang 253, 218,5 dan 201,5 nm,
dan diduga mempunyai gugus fungsi O-H, C-H aromatik, C=C dan C-OH siklik.

Adanya serapan maksimum pada panjang gelombang 253.50, dan 238.50
nm diduga diakibatkan oleh adanya transisi elektron dari n — « * yang disebabkan
oleh adanya suatu kromofor C=0O. Hal ini didukung dari hasil analisis
spektrofotometer FTIR yang menunjukkan bahwa isolat 10 mempunyai gugus

fungsi C=0 pada daerah bilangan gelombang 1768,925 cm™.

spat 2
al p /\/W
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85 931.090 36636
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Gambar 4.3 spektra FTIR isolat 10
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Tabel 4.6 Interpretasi Spektra FTIR isolat 10

Bilangan Gelombang (cm™) .
e Intensitas
Puncak Isolat 8 Range Pustaka Jenis Vibrasi Referensi
(Socrates, 1994)

1 2993.827 3000-2975 Rentangan —CH alifatik m

2 2360.858 2500-2000 Rentangan (X=Y, X=Y=2)

3 1768.925 1790-1765 Rentangan C=0 S

4 1461.623 1465-1440 Bengkokan —CH, m

5 1379.330 1490-1150 Bengkokan —CHj3 m

6 1244031 1275-1185 Rentangan C-O S

7 | 1056604 | 10851030 | oA COR LG s

8 931.090

9 548 452 675-995 Rentangan C-H S

Keterangan : s=strong=kuat; m=medium=sedang; w=weak=lemah

Hasil analisis pola serapan FTIR yang didapat dari isolat 10 menunjukkan
adanya gugus fungsi C-H yang ditunjukkan dengan adanya serapan pada bilangan
gelombang 2993,827 cm™, hal ini memberi petunjuk kemungkinan adanya gugus
metil (CH3) dan metilena (CH;) (Socrates, 1994). Dugaan ini diperkuat oleh
adanya serapan pada daerah bilangan gelombang 1461,623 dan 1379,330 cm™
yang merupakan serapan dari bengkokan —CH, dan CH3; yang mengindikasikan
adanya gugus gem dimetil sebagai ciri khas senyawa triterpenoid (Mathias et al.
2000). Pada daerah bilangan gelombang 931,090 dan 848,452 cm™ merupakan
serapan dengan intensitas kuat dari rentangan C-H pada gugus alkena (Skoog
dkk., 1998).

Gugus karbonil dapat ditunjukkan dengan adanya serapan pada bilangan
gelombang 1768,809 cm™, yang juga diperkuat dengan adanya ikatan C-O pada
gugus ester pada bilangan gelombang 1244,031 cm™ dan vibrasi yang terjadi pada

bilangan gelombang 1056,620 cm™, disebabkan adanya gugus alkohol primer.
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4.7 Pemanfaaatan Tanaman Alga merah dalam Perspektif Islam

Manusia sebagai makhluk sempurna mempunyai derajad paling tinggi
dibandingkan dengan makhluk yang lain, diberi kesempatan oleh Allah SWT agar
menggunakan akalnya untuk memikirkan alam sekitarnya serta memanfaatkan
nikmatNya berupa kekayaan alam semesta sebagaimana mestinya. Berbagai
macam nikmat yang diberikan oleh Allah SWT perlu dimanfaatkan secara
optimal. Salah satu nikmat yang diberikan melalui alam semesta ini ialah
kekayaan laut yang memiliki keanekaragaman komunitas hayati seperti terumbu
karang, hutan bakau, berbagai macam jenis ikan, rumput laut dan lain sebagainya.

Rumput laut merupakan salah satu dari jutaan jenis tumbuhan dilaut yang
memiliki beraneka ragam kandungan senyawa metabolit sekunder. Jika dianalisis
dan diteliti lebih lanjut, senyawa metabolit tersebut pasti memiliki kadar atau
ukuran. Sebagaimana dengan dengan firman Allah SWT dalam surat al Qomar

ayat 49 :

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

Ayat tersebut melukiskan keteraturan penciptaan segala sesuatu yaitu
dengan ketentuan yang berupa ukuran. Dalam suatu riwayat disebutkan bahwa
turunnya ayat ini berkenaan dengan bantahan kaum musyrikin quraisy terhadap
penjelasan Rasulullah SAW tentang takdir.

Pada dasarnya ayat tersebutlah yang mendasari perlakuan para ahli kimia
dalam menangani proses-proses alamiah. Mereka selalu menentukan ukuran

terhadap jumlah komponen beserta kadar senyawa yang terdapat dalam suatu hal
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yang hendak mereka teliti, dengan pengetahuan tersebut maka segala sesuatu yang
sudah diteliti akan lebih efisien dalam pemanfaatannya.

Al-Qur’an dalam ayat-ayatnya telah memberikan petunjuk kepada manusia
hal-hal yang berkaitan dengan alam yang merupakan obyek dalam penelitian-
penelitian para kimiawan. Penelitian yang dilakukan oleh para kimiawan tersebut

merupakan bentuk penafsiran terhadap ayat-ayat tersebut secara praktis.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Eluen yang terbaik untuk pemisahan senyawa triterpenoid dari ekstrak
metanol tanaman alga merah Eucheuma cottonii dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis (KLT) adalah eluen n-heksana : etil asetat (7:3).

2. Hasil analisis senyawa triterpenoid dari tanaman alga merah Eucheuma
cottonii menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR, menunjukkan
adanya serapan maksimum pada panjang gelombang 253,50 nm dan
238,50 nm serta dugaan keberadaan gugus fungsi C-H alifatik, C=0, C-O

dan C-OH 1 °.

5.2 Saran

Perlu adanya penelitian lebih lanjut dengan menguji aktifitas lain,

sehingga dapat menambah informasi tentang keaktifan dari isolat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Skema Kerja

1.1 Preparasi Sampel

Alga merah Eucheuma Cottonii

- Dicuci dengan air sampai bersih

- Dikeringkan pada suhu 38 °C

- Dipotong kecil-kecil dan dihaluskan dengan
blender

N7 Disaring dengan ayakan 80-100 mesh

Hasil

1.2 Analisis kadar air

Sampel alga merah (Eucheuma cottonii)

- Dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui berat
konstannya

- Ditimbang sekitar 5 g

- Dikeringkan di dalam oven pada suhu 100-105 °C selama
sekitar = 15 menit

- Didinginkan dalam desikator selama + 10 menit

- Ditimbang

- Dipanaskan kembali dalam oven + 15 menit

- Didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali

- Diulangi perlakuan ini sampai tercapai berat konstan

- Dihitung kadar airnya

Kadar air = 222 % 100 %
(b—a)

Keterangan:
a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah
dikeringkan
100

Faktor koreksi = ,
100— % kadar air

% kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
IR Dilakukan 3 kali pengulangan

Hasil
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1.3 Ekstraksi Triterpenoid

Sampel

- Ditimbang 120 gram

- Direndam dengan pelarut metanol 600 mL selama 24 jam
dengan pengocokan menggunakan shaker

- Disaring

- }

Residu Filtrat —

- Direndam kembali dengan 600 mL
pelarut metanol yang baru
- Disaring
v v
Residu Filtrat —%

- Direndam kembali dengan 600 mL
pelarut metanol yang baru
- Disaring
y v
Residu Filtrat —

- Dirotary evaporator

- Dihidrolisis dengan
HCI2 N

- Dipartisi dengan etil

J asetat

v v

Fase organik Fase air

- Diuapkan pelarutnya hingga habis menguap

\4
Hasil
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1.4 Uji Fitokimia

Ekstrak Triterpenoid

- Dilarutkan 2 mL ekstrak triterpenoid dengan 0,5 mL
kloroform

- Ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- Ditambahkan 1-2 mL H,SO4

A 4

Hasil

1.5 Pemisahan senyawa triterpenoid dengan KLT
1.5.1 KLT Analitik

Ekstrak triterpenoid
- Dipotong masing-masing plat dengan ukuran 1x10 cm?

- Ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan
pipa kapiler

Dikeringkan

Dielusi dengan beberapa campuran fase gerak

Dihentikan elusi ketika eluen sampai di garis batas atas

Diperiksa dibawah sinar UV

Diberikan masing-masing pereaksi penampak noda

Diamati hasil noda

A\ 4
Hasil
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15.2 KLT Preparatif

Ekstrak triterpenoid

- Dipotong masing-masing plat dengan ukuran 1x10 cm?

- Ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan
pipa kapiler

- Dielusi dengan menggunakan eluen yang memberikan
pemisahan terbaik pada KLT analitik

- Dihentikan elusi ketika eluen sampai di garis batas atas

- Diperiksa dibawah sinar UV

v- Diamati hasil noda

Noda triterpenoid

- Dikerok

- Dilarutkan dalam pelarut metanol
- Disentrifugasi

I Diuapkan pelarutnya

Hasil

1.6 Analisis Senyawa Triterpenoid
1.6.1 Analisis Senyawa triterpenoid dengan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat

'

2 ml isolat dilarutkan dalam etil asetat

Dimasukkan ke dalam kuvet hingga sepertiganya

Dianalisis pada rentang panjang gelombang 200-800 nm
Diamati spektra yang terbentuk

Dicatat panjang gelombang dan absorbansinya pada puncak
yang terbentuk

Hasil
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1.6.2 Analisis senyawa Triterpenoid dengan Spektrofotometer FTIR

Isolat

- Diteteskan pada peller KBr

- Dikeringkan

- Dianalisis dengaan spektrofotometri FTIR merk varian tipe FT
1000

Hasil
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Lampiran 2. Perhitungan Kadar Air

2.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah E. cottonii Basah

2.2 Perhitungan kadar air sampel basah

Adapun rumus perhitungan kadar air adalah:

Kadar air =

(b—9)
(b—a)

Keterangan :

x 100 %

a = berat konstan cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
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Cawan Berat cawan kosong (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Ulangan 4 | Rata-rata
1 58,6612 58,6571 58,6557 58,6557 58,6586
2 57,4404 57,4369 57,4362 57,4361 57,4384
3 56,8877 56,8840 56,8831 56,8830 56,8855
Sampel Berat cawan + sampel sebelum dioven (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Ulangan 4 | Rata-rata
1 63,6664 63,6664 63,6664 63,6664 63,6664
2 62,0842 62,0842 62,0842 62,0842 62,0842
g 61,8995 61,8995 61,8995 61,8995 61,8995
Sampel Berat cawan + sampel setelah dioven (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Rata-rata
1 59,0791 59,0754 59,0753 59,0766
2 57,8548 57,8536 57,8536 57,854
3 57,3137 57,3121 57,3120 57,3126




1.

a.

Perhitungan kadar air sampel basah

Ulangan ke 1
. (b—c)
Kadar air = x100 %
(b-a)
_ (63,6664 — 59,0766) % 100%
~ (63,6664 — 58,6586) 0
(4,5898)

= 0,9165 x 100 % = 91,65 %

100 %

Rumus faktor koreksi = ———
100 %—kadar air

100
100 % — 91,65 %
Faktor koreksi = 11.97 %

Faktor koreksi =

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=91.65% — 1197 %
= 79,68 %

b. Ulangan ke 2
(b—9)

Kadar air = mx 100 %
(62,0842 — 57,854)
= (62,0842 —57,438a) < 100%
(4,2302)
ST L%

= 0,9105 x 100 % = 91,05 %

100 %

Rumus faktor koreksi = —————
100 %—kadar air

100
100 % — 91,05 %
Faktor koreksi = 11,17 %

Faktor koreksi =
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% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=91,05% — 11,17 %
= 79,88 %

c. Ulangan ke 3

Kadar air = %x 100 %
(61,8995 — 57,3126)
= (61,8995 —56.8855) ~ 100
(5,014)

=0,9148 x 100 % = 91,48 %

100 %

Rumus faktor koreksi = ———
100 %—kadar air

100
100 % — 91,48 %
Faktor koreksi = 11,73 %

Faktor koreksi =

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=91,48% — 11,73 %
=79,75 %

Hasil rata-rata kadar air dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3 adalah:

91,65 % + 91,05 % + 91,48 %
3

Rata — rata kadar air =

=91,39%
Hasil rata-rata faktor koreksi dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3 adalah:

11,97 % + 11,17 % + 11,73 %
3

Rata — rata faktor koreksi =

=11,62%
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c. Hasil rata-rata kadar air terkoreksi dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3

adalah:

Rata — rata kadar air terkoreksi =

79,68 % + 79,88 % + 79,75 %

3

=79.77 %
2.3 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah E. cottonii Kering

Cawan Berat cawan kosong (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Ulangan4 | Rata-rata
1 51,7745 51,7739 51,7736 51,7736 51,7739
2 55,0536 55,0524 55,0520 55,0518 55,0524
3 53,8135 53,8132 53,8128 53,8127 53,8130
Sampel Berat cawan + sampel sebelum dioven (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Ulangan 4 | Rata-rata
1 56,7723 56,7723 56,7723 56,7723 56,7723
2 60,0505 60,0505 60,0505 60,0505 60,0505
3 58,9236 58,9236 58,9236 58,9236 58,9236
Sampel Berat cawan + sampel setelah dioven (g)
Ulangan 1 | Ulangan 2 | Ulangan 3 | Rata-rata
1 56,3629 56,3626 56,3626 56,3627
2 59,6996 59,6992 59,6991 59,6993
3 58,4631 58,4627 58,4626 58,4628

2.4 Perhitungan kadar air sampel kering

Adapun rumus perhitungan kadar air adalah:

(b—o) 0
5=a) x 100 %

Kadar air =

Keterangan :

a = berat konstan cawan kosong
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b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
1. Perhitungan kadar air sampel kering

a. Ulangan ke 1

Kadar air = 29y 100 %
(b-a)
- (56,7723 — 56,3627) % 100%
~ (56,7723 — 51,7739) ’
(0,4096)

= 0,0819 x 100 % = 8,19 %

100 %

Rumus faktor koreksi = ——
100 %—kadar air

100
100 % — 8,19 %
Faktor koreksi = 1,08 %

Faktor koreksi =

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=8,19% — 1,08 %
=711%

b. Ulangan ke 2
(b—0)

Kadar air = mx 100 %
(60,0505 — 59,6993)
= (60,0505 — 55,0524) < 100%
(0,3512)
= m X 100%

= 0,070 x 100 % = 7,0 %

100 %

Rumus faktor koreksi = ————
100 %—Kkadar air

71



100
100% —7,0%
Faktor koreksi = 1,07 %

Faktor koreksi =

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=70%—1,07%
= 5,93 %

c. Ulangan ke 3

(b-9
(b—a)

_ (58,9236 — 58,4628)
(58,9236 — 53,8130)
(0,4608)

" (51106

=0,0901 x 100 % = 9,01 %

x100 %

Kadar air =

X 100%

X 100%

100 %

Rumus faktor koreksi = ———
100 %—kadar air

100
100 % — 9,01 %
Faktor koreksi = 1,09 %

Faktor koreksi =

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — faktor koreksi
=9,01% — 1,09 %
=792%

Hasil rata-rata kadar air dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3 adalah:

8,19% +7 % + 9.01
3

Rata — rata kadar air =

= 8,06 %
Hasil rata-rata faktor koreksi dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3 adalah:

1,08 % + 1,07 % + 1,09 %
3

Rata — rata faktor koreksi =
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= 1,08 %
c. Hasil rata-rata kadar air terkoreksi dari ulangan ke 1 sampai ulangan ke 3
adalah:

7,11% + 5,93 % + 7,92 %
3

Rata — rata kadar air terkoreksi =

= 6,98 %
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Lampiran 3 Perhitungan Rendemen
3.1 Rendemen Ekstrak Metanol E. cottonii Menggunakan Metode Maserasi
Diketahui:

Berat gelas vial kosong = 70,2470 gram
Berat gelas vial + ekstrak pekat = 85,0999 gram
Berat ekstrak pekat = 14,8529 gram
Berat sampel =120 gram
b kstrak
Rendemen = gerat ectra x 100 %
berat sampel
,85
. 14,8529 gram % 100 %
120 gram
= 12,37 %

3.2 Rendemen Ekstrak Etil Asetat E. cottonii Menggunakan Metode Partisi
Diketahui:

Berat beaker glass kosong =9,801 gram
Berat beaker glass + ekstrak kasar triterpenoid = 10,934 gram
Berat sampel =14 gram

berat ekstrak kasar triterpenoid

Rendemen = X 100 %

berat sampel

1,133 gram
== 8 % 100 %
14 gram

= 8,09%
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Lampiran 4 Pembuatan Larutan
4.1 Pembuatan HCI 2 N
M; x V1 =M, x V,
37 % x V1 =2%x 10 mL

Vi =0,54mL

Cara pembuatan larutan HCI 2 N adalah dipipet 5 mL akuades dan
dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL, kemudian dipipet larutan HCI pekat 37 %
sebanyak 0,54 mL dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL yang berisi akuades
5 mL. Selanjutnya ditambahkan akuades sampai tanda batas dan dikocok sampai

homogen.

4.2 Pembuatan larutan NaHCO35 % (b/v) dalam 100 mL

Natrium bikarbonat ditimbang sebanyak 5 gram kemudian dimasukkan ke

dalam labu takar 100 mL dan dilarutkan dengan akuades hingga tanda batas.
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Lampiran 5 Dugaan Mekanisme Reaksi Triterpenoid pada Uji Triterpenoid

AC,0 [H]
e
-[OHACc] o
HO )J\ 0
lanosterol
[HI
-[OHACc]
-H
-
H

Adisi elektrofilik

=

warna merah-ungu, cincin kecoklatan
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

» Preparasi Sampel

Gambar 1. Sampel kering yang sudah
dioven

> Penentuan Kadar Air

> Ekstraksi Sampel

t ot
SD%HR AN

2560 m 3~ "

Gambar 4. Ekstraksi Gambar 5. Pengocokan
maserasi pelarut methanol dengan shaker
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Gambar 2. Samel basah Gambar 3. Sampel kering

Gambar 6. Penguapan
pelarut dengan rotary
evaporator
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Gambar 7. Ekstrak Pekat Gambar 8. Hidrolisis Gambar 9. Ekstraksi

Metanol Ekstrak pekat Metanol  Cair-cair dengan pelarut
etil asetat

» Uji Fitokimia dan KLT

Gambar 10._ Uji reagen Gambar 11. Hasil KLTP eluen Gambar 12. Hasil
dengan Lieberman N KLTA eluen n-
eluen n-heksana : etil asetat .
Burchard ; heksana : etil asetat
s (7:3)
O
O O
§
O
O
Gambar 13. Hasil Gambar 14. Hasil KLTA eluen Gambar 15. Hasil
KLTA eluen n-heksana Metanol : Klorofom (1:2) KLTA eluen Metanol
: etil asetat (1:1) : Klorofom (7:3)
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o
O 0
o O 0
8 O %
Gambar 16. Hasil Gambar 17. Hasil KLTA eluen Gambar 18. Hasil
KLTA eluen n-heksana metanol : klorofom (5:2) KLTA eluen n-
: diklorometana (1:9) heksana : Klorofom
(1:1)
-_—
e‘a
O
@)
O
O
Gambar 19. Hasil Gambar 20. Hasil KLTA eluen Gambar 21. Hasil
KLTA eluen n-heksana n-heksana : aseton (7:3) KLTA eluen n-
: Klorofom (2:1) heksana : etil asetat
(12:1)
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