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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman Aglaia odorata L 

Tanaman pacar cina ini dapat diklasifikasikan sebagai berikut:  

Kingdom   : Plantae   

Subkingdom : Tracheobinota 

Divisi  : Spermatophyta 

Sub division : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledonae 

Famili  : Meliaceae 

Genus  : Aglaia 

Spesies  : Aglaia odorata  

 Tumbuhan Aglaia odorata Lour mempunyai nama daerah pacar cina 

(Sumatera), culan (Sunda), bunga maniran (Borneo), pacar culam (Maluku, Jawa). 

Tanaman perdu, tinggi 2-6 m, batang berkayu, bercabang banyak, tangkai 

berbintik-bintik hitam. Daun majemuk menyirip ganjil yang tumbuh berseling, 

anak daun 3-5. Anak daun bertangkai pendek, bentuk bundar telur sungsang, 

panjang 3-6 cm, lebar 1-3,5 cm, ujung runcing, pangkal meruncing, tepi rata, 

permukaan licin mengilap terutama daun muda. Bunga dalam malai rapat, 

panjangnya 5-16 cm, warna kuning, dan harum (seperti pada Gambar 2.1). Buah 

buni, bulat lonjong, warnanya merah, panjangnya 6-7 mm, dengan ruang 1-3, biji 

berjumlah 1-3 buah. Pacar cina sering ditanam di kebun dan pekarangan sebagai 
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tanaman hias, atau tumbuh liar di daerah yang cukup mendapat sinar matahari. 

(Setiawati, 2008) 

Genus Aglaia yang merupakan famili dari Meliaceae terdiri hampir 120 

spesies terutama didistribusikan di hutan hujan tropis Asia tenggara, tetapi banyak 

nama-nama spesifik muncul dalam literatur dengan nama yang mirip. Ditemukan 

ada delapan spesies terdapat di Cina (Peng dan Pannell, 2008). Aglaia odorata 

merupakan spesies dari genus Aglaia dan digunakan dalam obat tradisional, 

misalnya, sebagai stimulan jantung, obat penurun panas dan untuk pengobatan 

batuk, radang dan luka (Proksch dkk, 2001). 

Pacar cina mengandung alkaloida, saponin, flavonoida, tanin, serta minyak 

atsiri.  Pada daun Aglaia odorata selain rokaglamida juga ditemukan tiga senyawa 

turunannya, yaitu desmetilrokaglamida, metil rokaglat dan rokaglaol. Tanaman 

pacar cina bersifat sebagai insektisida,penghambat perkembangan (antifeedant) 

dan penghambat perkembangan serangga (Growth regulator). Bunga Aglaia 

odorata berkhasiat untuk mengatasi: perut kembung, sukar menelan, batuk, 

pusing dan mempercepat persalinan. Daun berkhasiat untuk mengatasi: memar, 

bisul, darah haid banyak, bau badan dan diare (Setiawati, 2008). 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Tanaman Aglaia odorata L 
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2.2. Kandungan kimia tanaman genus Aglaia 

 Genus Aglaia sudah banyak diteliti dan banyak ditemukan kandungan 

senyawa kimianya, salah satunya genus Aglaia lanuginose yang di teliti oleh 

Kamarulzaman (2014), menemukan 8 senyawa yang berhasil diisolasi (pada 

Gambar 2.2) yaitu, cabralealakton (1), metil eiclerianat (2), cabraleon (3), 

ocotillon (4), eichleriaton (5), asam eichlerianat (6), asam shoreat (7), 4-

hidroksinnamil-asetat (8) dan ditemukan senyawa lain sitosterol dan  stigmasterol. 

Senyawa (2), (6) dan (7) dapat dikelompokkan sebagai triterpen 3,4-

sekondammaran. Selain itu, telah diisolasi satu senyawa aromatik, 4-

hidroksinnamil asetat (8), yang sebelumnya hanya telah diisolasi dari Alpinia 

galaga (Zingeberaceae) (Eknmakul et al.,2003). Senyawa baru yang belum 

pernah diisolasi dari genus aglaia yaitu 4-hidroksinnamil asetat. 

Menurut Kuichi dkk, (2002), (pada Gambar 2.2) tipe damarren triterpenoid 

seperti senyawa (1), (3), (4), (5), (6), (7) telah dilaporkan memiliki sifat sitotoksik 

terhadap sel kanker. Senyawa (2) dilaporkan tidak memiliki sifat sitotoksik 

sedangkan senyawa (8) hanya dilaporkan memiliki aktivitas trypanocidal.  

Penelitian telah dilakukan oleh Zhang (2012) yang berhasil mengisolasi 

daun dari tanaman Aglaia odorata yaitu dua kumarin lignoid (9, 10), satu sterol 

(11), delapan triterpenoid (12-19), enam flavonoid (20-25), dua bisamida (26,27) 

dan satu flavaglin (28). Senyawa (9) merupakan senyawa yang belum pernah 

ditemukan pada spesies ini dan senyawa (10-28) merupakan senyawa yang sudah 

pernah ditemukan. 
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Gambar 2.2 Senyawa yang diisolasi dari Aglaia lanuginose (senyawa 1 s/d 8) 

Nama senyawa yang ditemukan oleh Zhang (2012) tersebut yaitu, 8-

(7’,8’,9’-propanetriol-4’ - metoksi-3’O-fenilpropanoid) - 7 - hidroksi - 6 - metoksi 

kumarin (9), A kleomiscosin (10), ß-sitosterol (11), asam betulinat (12), asam 

alphutolat (13), 20S,24S-dihidroksi-dammar-25-en-3-one (14), Asam ursolat (15), 

cabraleahidroksilakton (16), asam xanthocerasat (17), 24(R),25-dihidroksi-

dammar-20-en-3-one (18), dammar-20-ene-3b,24(R),25-triol (19), sideroksilin 

(20), 8-demetilsideroksilin (21),2’-hidroksi-4,4’,6’-trimetoksi-calcon (22), 

(2R,3R)-(+)-4’,5,7-trimetoksi dihidroflavonol (23), naringenin trimetil ether 

(24),2,3-dihidro-5-hidroksi-4’,7-dimetoksiflavon (25), odorin (26), odorinol (27), 

rokaglaol (28) (lihat Gambar 2.3). 
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Gambar 2.3 Beberapa senyawa yang diisolasi dari tanaman Aglaia odorata 

(senyawa 9 s/d 28) 
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Dari penelitian yang telah dilaporkan oleh Kamarulzaman (2014) dari 

spesies Aglaia lanuginose dan Zhang (2012) spesies Aglaia odorata, dimana hasil 

isolasi senyawa yang mereka dapatkan kerangkanya hampir sama. Senyawa yang 

dilaporkan oleh Kamarulzaman (2014), senyawa 1-7 memiliki kemiripan dengan 

kerangka senyawa yang dilaporkan oleh Zhang (11, 14, 16, 17, 18, 19). Hasil ini 

didapatkan karena mereka mendapatkan senyawa dari genus yang sama yaitu 

Aglaia. 

2.3. Uji BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) 

Untuk mengetahui suatu tanaman memiliki potensi sebagai antikanker, 

maka perlu dilakukan penelitian awal. Salah satu metode awal untuk uji sitotoksik 

adalah Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). BSLT merupakan salah satu metode 

yang banyak digunakan untuk pencarian senyawa antikanker yang berasal dari 

tanaman. Penggunaan metoda BSLT diharapkan dapat menentukan ekstrak mana 

yang paling toksik dan sekaligus menandakan ekstrak dengan kandungan senyawa 

metabolit sekunder paling aktif. 

Pengujian BSLT biasa menggunakan larva udang dengan menguji 

mortalitas dari larva. Uji  Mortalitas  larva  udang  adalah pegujian  dengan  

menggunakan  hewan  uji  yaitu larva udang Artemia  salina L dan  digunakan  

sebagai menentukan  toksisitas  suatu  senyawa.  Menurut  Mc Laughlin  (1998)  

dalam  pengamatan   bioaktivitas  ini dilakukan  berdasarkan  nilai  Lethal  

Concentration 50% (LC50).  Apabila  LC50 <  30  mg/L  maka  ekstrak sangat  

toksik  dan  berpotensi  mengandung  senyawa bioaktif  antikanker.  Meyer  

(1982)  menyebutkan tingkat toksisitas suatu ekstrak : jika LC50 bernilai kecil 

sama dengan 30 mg/L maka sifatnya sangat toksik, jika LC50 berada diantara 30 
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mg/L  dan 1.000 mg/L maka bersifat toksik dan  LC50 besar dari 1.000 mg/L maka  

tidak bersifat toksik. (Fiergiyanti, 2015). 

Dari studi literatur yang dilakukan, belum adanya standar yang digunakan 

untuk konsentrasi. Tapi biasanya digunakan konsentrasi kecil dari 1000 mg/L. 

Penelitian yang dilakukan oleh Tomayahu (2014), Uji toksisitas dilakukan 

terhadap  larva  udang Artemia salina Leach yang menetas  dalam  waktu  sekitar 

2 hari. Perlakuan uji toksisitas dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan pada 

masing-masing ekstrak  sampel.  Larutan  induk  dibuat  dengan  konsentrasi  

1000  mg/L.  Diencerkan menjadi konsentrasi larutan menjadi 250, 200, 150, 100, 

dan 50 ppm. Analisis data dilakukan untuk mencari  LC50 dengan persamaan 

regresi dengan menggunakan koefisien korelasi, dimana hubungan nilai logaritma 

konsentrasi bahan toksik uji dan nilai probit dari persentase mortalitas hewan uji 

merupakan fungsi linear Y = a + bx. 

2.4 Metoda Perhitungan LC50 

Analisis data yang digunakan untuk menentukan nilai LC50  adalah regresi 

linear sederhana. Hubungan nilai konsentrasi bahan toksik uji dan jumlah rata-rata 

larva udang yang mati dari persentase mortalitas hewan uji merupakan fungsi 

linear Y = a + bx. Nilai a dan b ditentukan dengan persamaan regresi pada 

microsoft excel. Nilai LC50 dalam 24 jam diperoleh dari nilai x, dimana x 

merupakan konsentrasi bahan toksik pada Y = 5, yaitu nilai probit 50% hewan uji, 

sehingga persamaan regresi menjadi:  
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Persamaan regresi: Y= a + bx 

LC50 pada 24 jam = x, dimana: 

Y: Jumlah rata-rata hewan uji mati 

x: Konsentrasi bahan uji 

a : Intercept (titik potong) 

b : Slope/kemiringan 

LC50 pada 24 jam = nilai x pada y = 5` 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Identifikasi Tanaman  

 Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit batang Aglaia 

odorata L yang diperoleh dari Desa Singgalang, Kabupaten Tanah Datar, Provinsi 

Sumatera Barat. Sampel dikumpulkan pada bulan Oktober 2014. Identifikasi 

tanaman dilakukan di Herbarium Jurusan Biologi, Universitas Andalas. 

3.2. Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan September 2014 sampai Oktober 

2015. Pengerjaan ekstraksi, isolasi, dan pemurnian senyawa dilakukan di 

Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam. Uji toksisitas dilakukan di  

Laboratorium Kimia Organik Sintesis Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam. Untuk Karakterisasi senyawa, pengukuran sampel 

dengan Spetrofotometer UV-Vis dilakukan di Labor Biota Sumatera (LBS), 

spetrofotometer FT-IR di Laboratorium kimia Universitas Negeri Padang dan 

spektroskopi NMR di laboratorium  Kimia Puspitek LIPI Jakarta. 

3.3. Alat dan Bahan 

3.3.1. Alat 

Alat yang digunakan untuk proses isolasi yaitu seperangkat alat distilasi, 

rotary evaporator (Heidolph Laborota 4000), kolom kromatografi, plat KLT, 

neraca analitik, kertas saring, oven, alumunium foil, lampu UV ( 254 dan 365 

nm) sebagai pengungkap noda. Untuk mengukur titik leleh digunakan alat Melting 

Point (Stuart SMP10). Untuk karakterisasi senyawa digunakan spektrofotometer 
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ultraviolet visible (Shimadzu PharmaSpec UV-1700), spektrofotometer  

inframerah (Thermo  Scientific Nicolet iS10) dan Spektroskopi NMR.  

3.3.2. Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pelarut teknis 

(Brataco) yaitu n-heksana, etil asetat dan methanol yang telah didestilasi. Silika 

gel 60 (0,063-0,200 mm/Merck). Pereaksi uji profil fitokimia, kloroform pa 

(Merck), asam klorida 37,5% (Merck), serbuk magnesium (Merck) dan  besi (III) 

klorida (Merck), asam sulfat 98% (Merck), akuades, anhidrida asetat 99% 

(Merck), plat kromatografi lapis tipis, kertas saring, kloroform (Merck), telur 

udang Artemia salina, air laut, dan dimetilsulfoksida 99,5 % (DMSO) (Merck). 

3.4     Prosedur Penelitian 

3.4.1. Persiapan Sampel Tanaman 

Sampel berupa kulit batang segar sebanyak (8 kg) dibersihkan dan 

dirajang halus lalu dikering-anginkan sampai rapuh, kemudian digrinder dan 

ditimbang sehingga didapatkan serbuk halus sebanyak 3,2 kg  (40 %) dari berat 

kulit batang segar, sampel serbuk digunakan untuk perlakuan berikutnya. 

3.4.2. Persiapan Reagen 

3.4.2.1 Larutan Besi (III) Klorida 5% 

Sebanyak 5 g besi (III) klorida dilarutkan dengan akuades hingga volume 

100 mL dalam gelas ukur. 

3.4.2.2 Pereaksi Mayer 

Sebanyak 1,36 g raksa (II) klorida dilarutkan dengan akuades hingga 

volume 60 mL (larutan I). Pada wadah lain, dilarutkan 1 g kalium iodida ke dalam 

akuades hingga volume 10 mL (larutan II) dalam labu ukur. Kemudian 60 mL 
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larutan I dicampurkan dengan 10 mL larutan II dan ditambahkan dengan akuades 

hingga volume 100 mL dalam labu ukur. 

3.4.2.3 Asam Sulfat 2 N 

Sebanyak 5,6 mL asam sulfat 98% diencerkan dengan akuades hingga 

volume 100 mL dalam gelas ukur. 

3.4.2.4 Asam Klorida 2 N 

Sebanyak 18 mL asam klorida 37,5% dilarutkan dengan akuades hingga 

volume 100 mL gelas ukur. 

3.5  Uji Profil Fitokimia Sampel 

Uji profil fitokimia kandungan metabolit sekunder dilakukan terhadap 

ekstrak kulit batang Aglaia odorata L. Sebanyak 5 gram sampel dimasukkan 

dalam tabung reaksi dan diekstrak dengan metanol yang telah dipanaskan diatas 

nyala spritus selama 5 menit, kemudian disaring dalam keadaan panas. Hasil 

saringan kemudian ditambahkan air dan kloroforom sama banyak (1:1), lalu 

dikocok kuat dan dibiarkan selama beberapa saat sampai terbentuk dua lapisan. 

Lapisan air digunakan untuk uji senyawa flavonoid, fenolik dan saponin. Lapisan 

kloroforom digunakan untuk uji senyawa terpenoid, steroid, dan alkaloid.  (Simes, 

dkk, 1995). 

1. Uji Alkaloid  

Sebanyak 10 tetes lapisan kloroforom, lalu ditambahkan beberapa tetes 

asam sulfat 2N, dikocok kuat, kemudian didiamkan hingga terjadi pemisahan. 

Lapisan asam diambil dan ditambahkan 1-2 tetes pereaksi Mayer, jika terbentuk 

endapan putih dengan pereaksi mayer menunjukkan hasil yang positif untuk 

alkaloid.  
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2. Uji Flavonoid  

Sebanyak 5 tetes lapisan air, diteteskan pada plat tetes kemudian ditambah 

3 tetes asam klorida 37% dan beberapa butir logam magnesium, terbentuk merah 

muda/merah atau kuning menandakan adanya senyawa flavonoid.  

3. Uji Fenolik 

sebanyak tetes lapisan air, diteteskan pada plat tetes kemudian ditambah 1-

2 tetes larutan besi (III) klorida 5 %. Bila terbentuk warna hijau sampai biru, 

berarti terdapat senyawa fenolik.  

4. Uji Saponin 

Lapisan air, dimasukkan dalam tabung reaksi dikocok selama 1 menit. 

Apabila terbentuk busa yang bertahan selama 5 menit, berarti positif adanya 

saponin. 

5.  Uji Terpenoid dan Steroid  

Lapisan kloroforom, diteteskan 2-3 tetes pada plat tetes dan dibiarkan 

mengering pada plat tetes. Setelah kering ditambahkan 2 tetes asam asetat 

anhidrat 99% lalu diaduk kemudian ditambah asam sulfat 98%. Terbentuknya 

warna merah bata berarti positif terpenoid, sedangkan jika terbentuk warna biru 

berarti positif adanya steroid. 

3.6 Ekstrasi Kulit Batang Aglaia odorata L 

Ekstraksi dilakukan dengan proses perendaman (maserasi) untuk 

mendapatkan ekstrak dari tanaman. Proses maserasi dimulai dengan 

menggunakan pelarut yang bersifat non polar sampai pelarut yang bersifat polar. 

kulit batang pacar cina yang sudah dalam bentuk serbuk (3,2 kg) dimasukkan ke 

dalam empat buah botol gelap yang masing-masing botol berisi (0,8 kg sampel), 
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kemudian ditambahkan pelarut n-heksana masing-masingnya sampai sampel 

terendam 1 cm diatas permukaan sampel. Maserasi dilakukan selama 3 s/d 4 hari. 

Hasil maserasi kemudian disaring dan dipekatkan dengan rotary evaporator pada 

suhu 40
o
C sehingga diperoleh ekstrak pekat n-heksana. Perendaman dilakukan 

berulang-ulang sebanyak tujuh kali sampai intensitas warna berkurang (bening) 

atau terekstrak sempurna. Semua ekstrak pekat n-heksana yang diperoleh 

digabung kemudian ditimbang. 

Selanjutnya ampas dari perendaman dengan n-heksana dimaserasi dengan 

pelarut semipolar yaitu etil asetat. Perendaman diakukan sebanyak tujuh kali. 

Hasil maserasi kemudian disaring dan dipekatkan dengan rotary evaporator pada 

suhu 40
o
C sehingga diperoleh ekstrak pekat etil asetat. Semua ekstrak pekat etil 

asetat digabung dan ditimbang. Kemudian sampel dimaserasi dengan pelarut 

metanol dengan pengerjaan yang sama dengan pelarut n-heksana dan etil asetat, 

hingga diperoleh ekstrak pekat metanol. Ekstrak pekat metanol ini kemudian 

digabung dan ditimbang. (skema pada lampiran 1). Kemudian masing-masing 

ekstrak pekat diuji aktivitasnya dengan metode BSLT. Ekstrak yang aktif akan 

dilanjutkan dengan pengisolasian senyawa metabolit sekunder dengan 

menggunakan Kromatografi Kolom.  

3.7 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test  (BSLT) 

terhadap Ekstrak 

3.7.1  Penetasan Larva Udang
 

Disiapkan bejana untuk penetasan telur udang. Bejana pembiakan terdiri 

atas dua bagian yang saling terhubung, dimana terdapat bagian terang dan bagian 

gelap Di dalam bejana tersebut diletakkan lampu untuk menghangatkan suhu 

dalam penetasan yang dilengkapi aerator. Bejana kemudian diisi dengan air laut 
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dan telur udang sebanyak 100 mg yang akan ditetaskan ke dalam wadah bagian 

gelap. Waktu penetasan selama 48 jam dan setelah menetas larva akan berenang 

menuju bagian terang wadah. (Juniarti, dkk, 2009) 

3.7.2 Persiapan Larutan Sampel yang akan diuji  

Sebanyak 12 mg ekstrak dilarutkan dalam 12 ml pelarut (ekstrak n-

heksana larut dalam pelarut n-heksana), sehingga diperoleh larutan induk dengan 

konsentrasi 1000 μg/mL. kemudian larutan tersebut diencerkan dengan 

konsentrasi 50, 100, 150, 200 dan 250 μg/mL dari larutan induk. lalu dikeringkan. 

Selanjutnya akan diberi perlakuan untuk cara kerja berikutnya (cara kerja pada 

Lampirn 3). Masing-masing ekstrak dibuat triplo (tiga kali pengulangan) 

3.7.3. Uji Toksisitas dengan Metode BSLT 

Kedalam setiap sampel uji ditambahkan 2 tetes larutan DMSO pada setiap 

konsentrasi 50, 100, 150, 200 dan 250 μg/mL. Kemudian ditambah 3 mL air laut 

pada masing-masing konsentrasi sampel sambil diaduk hingga larut. Lalu 

tambahkan sebanyak 10 ekor larva udang kedalam tiap konsentrasi. Kemudian 

cukupkan air laut pada sampel sampai volume 5 mL. Untuk kontrol dilakukan 

tanpa penambahan sampel hanya menggunakan air laut sebanyak 5 mL. Larutan 

didiamkan selama 24 jam, kemudian dihitung jumlah larva yang mati dan masih 

hidup. Angka mati dan angka hidup dihitung dengan menjumlahkan larva yang 

mati dalam setiap konsentrasi yang sama pada setiap pengulangan. Hasil 

pengamatan diolah untk mendapatkan nilai LC50 (skema kerja pada lampiran 3). 

LC50 dihitung dengan hubungan nilai konsentrasi bahan toksik uji dan jumlah 

rata-rata hewan uji yang mati dengan fungsi linear Y = a + bx. Ekstrak yang 



18 
 

 

paling aktif terhadap uji toksisitas dilanjutkan untuk mengisolasi senyawa 

metabolit sekundernya.  

3.8. Pemurnian Ekstrak Etil Asetat Kulit Batang Aglaia odorata L dengan         

Metoda Kolom Kromtografi 

Ekstrak etil asetat yang akan dikolom ditimbang sebanyak 20 g. Kemudian 

sampel dimasukkan ke dalam lumpang, digerus sedikit demi sedikit  dengan silika 

gel yang telah ditimbang sebanyak 20 g. Sampel digerus hingga berbentuk bubuk 

dan homogen. Kemudian sampel yang sudah dipreadsorpsi dimasukkan ke dalam 

kolom. Selanjutnya kolom dielusi dengan pelarut menggunakan metoda isokratik, 

dengan perbandingan eluen heksana : etil (1 : 9) sebanyak 4200 mL. 

Hasil dari kromatografi kolom (eluat) ditampung dan dianalisis pola 

pemisahan nodanya menggunakan kromatografi lapis tipis untuk melihat noda 

yang sama. Eluat yang mempunyai noda yang sama digabung. Hasil 

penggabungan diperoleh 15 fraksi (A-O). (Skema pada lampiran 2). 

Dari 15 fraksi, fraksi B diperoleh sebanyak 3 g yang dilanjutkan proses re-

kolom. Hasil rekolom fraksi B diperoleh 3 fraksi (B1-B3). Pada fraksi B2 (0,423 

g) terdapat padatan pada permukaan dalam botol. Kemudian padatan ini dicuci 

dengan penambahan pelarut n-heksana dan etil asetat sampai diperoleh padatan 

putih. 

Padatan putih ini dilakukan uji dengan plat KLT diperoleh adanya noda 

setelah diberi pereaksi anhidrida asetat dan asam sulfat, dengan adanya noda 

berwarna biru kehijauan yang menandakan senyawa steroid hasil isolasi. 

Kemudian senyawa steroid tersebut diidentifikasi dan diuji toksisitasnya. 
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Fraksi B3 (0,723 g) direkolom dan diperoleh hasil eluat no 21-26, dengan 

noda yang sama. Kemudian padatan dicuci dengan perlarut n-heksana dan etil 

asetat diperoleh padatan putih kekuningan senyawa flavonoid hasil isolasi. 

3.9 Uji Kemurnian Senyawa Isolasi 

3.9.1 Pengujian dengan KLT  

Senyawa hasil isolasi dilarutkan dengan pelarut etil asetat kemudian 

ditotolkan pada plat KLT dan dielusi dengan menggunakan beberapa 

perbandingan eluen (heksana dan etil asetat). Hasil elusi dilihat dengan 

menggunakan pereaksi anhidrida asetat dan asam sulfat dilanjutkan dengan 

pemanasan pada suhu 110
0
C dan atau menggunakan cahaya UV 254 nm dan 356 

nm. Jika memperlihatkan noda tunggal maka senyawa tersebut telah murni.  

3.9.2 Pengukuran Titik Leleh 

Senyawa hasil isolasi dimasukkan ke dalam pipa kapiler secukupnya 

kemudian dimasukkan ke dalam alat Melting Point (Stuart SMP10). Kristal 

diamati saat mulai meleleh hingga meleleh keseluruhan. Senyawa yang murni 

akan menunjukkan range titik leleh 1 - 2 
o
C. 

3.9.3 Karakterisasi Senyawa Isolasi 

Senyawa hasil isolasi dikarakterisasi menggunakan spektroskopi UV, IR 

NMR. Pengukuran UV untuk mengetahui adanya ikatan rangkap terkonyugasi. 

Pengukuran IR untuk mengetahui gugus fungsi yang ada dalam senyawa dan 

NMR untuk mengetahui jenis dan jumlah karbon, jumlah proton yang terkandung 

dalam senyawa. Hasil penggabungan karakterisasi dari spektrum UV, IR dan 

NMR maka dapat ditentukan struktur senyawa hasil isolasi. 
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3.10 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test  (BSLT) 

terhadap Senyawa Steroid hasil Isolasi 

Sebanyak 12 mg senyawa steroid hasil isolasi dilarutkan dalam 12 ml etil 

asetat, sehingga diperoleh larutan induk dengan konsentrasi 1000 μg/mL. 

kemudian larutan tersebut diencerkan dengan konsentrasi 50, 100, 150, 200 dan 

250 μg/mL. lalu dikeringkan. Selanjutnya akan diberi perlakuan untuk cara kerja 

berikutnya. Masing-masing ekstrak dibuat triplo (tiga kali pengulangan).  

Kedalam setiap sampel uji ditambahkan 2 tetes larutan DMSO pada setiap 

konsentrasi. Kemudian ditambah 3 mL air laut pada masing-masing konsentrasi 

sampel sambil diaduk hingga larut. Lalu tambahkan sebanyak 10 ekor larva udang 

kedalam tiap konsentrasi. Kemudian cukupkan air laut pada sampel sampai 

volume 5 mL. Didiamkan selama 24 jam (cara kerja pada lampiran 3). LC50 dapat 

dihitung dengan persamaan regresi. LC50 dari senyawa steroid hasil isolasi dan 

ekstrak dapat dihitung dan dibandingkan kekuatan toksiknya. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Identifikasi Tanaman 

 Identifikasi tanaman dilakukan di Herbarium ANDA, (Universitas 

Andalas) Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas dengan nomor identifikasi 

237/K-ID/ANDA/VIII/2015. Berdasarkan data identifikasi diketahui tanaman 

yang akan diteliti merupakan Famili Meliceae dengan species Aglaia odorata  

Lour.      

4.2 Hasil Fitokimia Kulit Batang Aglaia odorata L  

Hasil uji fitokimia terdapat pada tabel dibawah ini: 

Tabel 4.1. Hasil uji fitokimia pada kulit batang Aglaia odorata L. 

No. 
Kandungan 

kimia 
Reagent/pereaksi 

Pengamatan 
Hasil 

1. Flavonoid HCl dan serbuk Mg Merah muda + 

2. Alkaloid H2SO4 2 N dan Meyer Endapan putih + 

3. Fenolik FeCl3 5% Oranye tua _ 

4. Terpenoid Anhidrida Asetat dan H2SO4 Merah muda + 

5. Steroid Anhidrida Asetat dan H2SO4 Biru kehijauan + 

6. Saponin Air Tidak ada busa _ 

Keterangan; (+) terindikasi ada, (-) tidak terindikasi 

 Hasil pemeriksaan kandungan metabolit sekunder dari kulit batang Aglaia 

odorata L menunjukkan adanya beberapa metabolit sekunder yaitu flavonoid, 

alkaloid, terpenoid dan steroid. Sedangkan untuk fenolik dan saponin tidak 

menunjukkan adanya kandungan pada sampel kulit batang Aglaia odorata L. 
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4.3. Ekstraksi Kulit Batang Aglaia odorata L 

Pada penelitian ini dilakukan proses isolasi dengan cara maserasi 

(perendaman) yang dilakukan berulang-ulang dan dipekatkan sehingga didapatkan 

hasil seperti pada tabel berikut: 

Tabel 4.2. Hasil perendaman ekstrak dari tingkatan pelarut yang digunakan dan 

banyak pengulangan yang dilakukan. 

Ekstrak Banyak 

Perlakuan 

Volume Pelarut Hasil Ekstrak Persen  

Hasil 

n-Heksana 7 kali 49 liter 18 gram 0,56 % 

Etil asetat 7 kali 42 liter 28 gram 0,87 % 

Metanol 3 kali 12 liter 3  gram 0,09 % 

 

 Berdasarkan tabel diatas dapat dilihat bahwa ekstrak kulit batang Aglaia 

odorata L lebih banyak terekstrak pada pelarut etil asetat.Hal ini membuktikan 

bahwa senyawa metabolit sekunder pada kulit batang Aglaia odorata L banyak 

bersifat semipolar. Selanjutnya dilakukan pengujian penentuan ekstrak aktif dari 

aktivitas ektrak pekat terhadap uji toksisitas dengan metoda Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT). 

4.4  Uji Toksisitas dengan Metoda BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) 

Terhadap Ekstrak 

Pengujian toksisitas dilakukan untuk ekstrak n-heksana, etil asetat, dan  

metanol. Hasil dapat dilihat pada Tabel 4.3. 
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Tabel 4.3 Hasil pengamatan uji BSLT terhadap ekstrak n-heksana, etil asetat dan 

metanol 

Fraksi 
[C] 

(µg/mL) 

Pengulangan 

1 

Pengulangan 

2 

Pengulangan 

3 Persen 

Mati 

(%) Mati Hidup Mati Hidup Mati Hidup 

n-

heksana 

50 4 6 4 6 3 7 36,67 

100 5 5 5 5 3 7 43,33 

150 4 6 5 5 4 6 43,33 

200 5 5 6 4 3 7 46,67 

250 6 4 4 6 4 6 46,67 

Etil 

Asetat 

50 3 7 5 5 5 5 43,33 

100 5 5 6 4 5 5 53,33 

150 5 5 5 5 5 5 50 

200 6 4 5 5 6 4 56,67 

250 6 4 7 3 6 4 63,33 

Metanol 

50 4 6 4 6 2 8 33,33 

100 3 7 4 6 4 6 36,67 

150 5 5 4 6 3 7 40 

200 4 6 5 5 4 6 43,33 

250 4 6 6 4 5 5 50 

Kontrol 0 0 10 0 10 0 10 0 

 Keterangan : Pengukuran dilakukan setelah waktu 24 jam dan larva yang 

dimasukkan kedalam tiap pengulangan berjumlah  10 ekor 

 

 Berdasarkan hasil Tabel 4.3 dari ekstrak n-heksana, etil asetat dan metanol 

dapat dilihat bahwa semakin tinggi konsentrasi sampel maka semakin besar 

persen kematian atau semakin besar mortalitas hewan uji tersebut. Dari data Tabel 

4.3 dapat dibuat kurva regresi dimana jumlah rata-rata hewan uji yang mati (Y) 

dan konsentrasi (X). Sehingga nilai LC50 dapat ditentukan dengan mengubah nilai 

Y dengan 5 sehingga dapat ditentukan nilai X yang merupakan nilai LC50. Nilai 

LC50 masing-masing ekstrak ditampilkan pada Tabel 4.4. 
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Tabel 4.4 Hasil LC50  ekstrak n-heksana, etil asetat dan metanol 

No. Ekstraksi  Regresi LC50 (µg/mL) 

1 n-heksana Y = 0,006X + 3,433 261,17 

2 Etil asetat Y = 0,01X + 3,9 110 

3 Metanol Y = 0,008X + 2,866 266,75 

 

Perhitungan LC50 digunakan untuk menentukan sifat toksik dari suatu 

senyawa. Berdasarkan dari hasil Tabel 4.4, ketiga ekstrak memiliki sifat toksik 

karena ketiga eksrak nilai LC50 nya kecil dari 1000 mg/ L. Sifat toksik dari 

ekstrak tersebut karena adanya kandungan senyawa bioaktif yang dikandung 

untuk masing-masing ekstrak. 

Ekstrak n-heksan memiliki nilai LC50 yaitu 261,17 mg/L, ekstrak etil 

asetat diperoleh nilai LC50 110 mg/L dan ekstrak metanol diperoleh nilai LC50 

266,75 mg/L. Dari hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat memiliki 

bioaktivitas paling tinggi daripada metanol dan n-heksana dengan nilai LC50 110 

mg/L. Nilai ini menunjukkan bahwa dengan konsentrasi 110 mg/L maka ekstrak 

etil asetat dapat membunuh 50% populasi. Jadi, jika nilai LC50 semakin kecil 

maka semakin tinggi toksisitasnya. Hal ini membuktikan bahwa pelarut etil asetat 

mampu mengekstrak kandungan kandungan metabolit sekunder dari kulit batang 

Aglaia odorata L yang memiliki toksisitas yang tinggi. Sehingga dipilih ekstrak 

etil asetat untuk pengerjaan isolasi senyawa metabolit sekunder dengan 

menggunakan kromatografi kolom. 

4.5 Pemisahan Senyawa Metabolit Sekunder dengan Kromatografi Kolom 

Pemisahan senyawa dilakukan dengan kromatografi kolom untuk ekstrak 

yang aktif dalam uji BSLT yaitu ekstrak etil asetat. Sebelum itu dilakukan terlebih 

dahulu pengujian dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk mengetahui 
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perbandingan eluen yang cocok untuk pemisahannya. Dari hasil KLT tersebut 

diperoleh kombinasi heksana dan etil asetat dengan perbandingan H : E (1 : 9) 

sebagai eluen yang sesuai. Teknik kromatografi kolom yang digunakan metoda 

isokratik. Sebanyak 4.200 mL volume total pelarut yang digunakan untuk 

menghasilkan eluat sebanyak 401. 

Kemudian masing-masing eluat diperiksa pola nodanya dengan cara uji 

kromatografi lapis tipis (KLT). Eluat yang mempunyai pola noda yang sama 

digabung. Dari hasil penggabungan ini diperoleh sebanyak 15 fraksi (A-O). 

Hasilnya dapat dilihat pada Table 4.5 

Tabel 4.5 Hasil Penggabungan eluat kromatografi kolom 

Fraksi 
No. 

Eluat 

Kromatografi Lapis Tipis  

Jumlah 

noda 

Warna dan pola Noda 

dengan UV356 nm 

Rf Massa 

(Gram) 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

K 

L 

M 

N 

O 

15-27 

31-47 

59-93 

97-123 

127-152 

153-170 

171-186 

187-203 

204-220 

221-237 

238-254 

255-288 

289-305 

306-339 

340-401 

2 

2 

2 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

1 

1 

1 

1 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, pink ada tailing 

Biru, ada tailing 

Biru, merah, ada tailing 

Pink, ada tailing 

Biru, ada tailing 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, pink, ada tailing 

Biru,  pink, ada tailing 

Biru, Pink, ada tailing 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, ada tailing 

Biru, ada tailing 

Biru, ada tailing 

0,71 ;0,72 

0.42; 0,68 

0.2 ; 0,18 

0.19 

0.17 ; 0,15 

0.12 

0.14 

0.12, 0,10 

0.12,0.14 

0.11, 0.13 

0.18, 0.26 

0,2 

0.38 

0.55 

0.51 

4,1  

3,0 

0,965 

0,57 

0,155 

0,141 

0,135 

0,032 

0,021 

0,075 

0,057 

0,042 

0,024 

0,051 

0,02 
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Dari penggabungan ke 15 fraksi, fraksi B (3 gram) diKLT dan 

dimonitoring setelah penambahan anhidrida asetat dan asam sulfat dengan adanya 

pola noda warna biru (bentuk noda bulat) dengan adanya tailing setelah 

dipanaskan. maka, dilakukan proses rekolom untuk fraksi B. Data hasil rekolom 

fraksi B dilihat pada Tabel 4.6 : 

Tabel 4.6 Hasil rekolom fraksi B 

No 
Perbandingan Volume Eluen Volume terpakai 

(mL) 

No. Hasil 

eluat  Heksana Etil asetat Metanol 

1. 10 0 0 450 1–48 

2. 9,5 0,5 0 400 49–86 

3. 9 1s 0 100 87-94 

4. 8,5 1,5 0 100 95–104 

5. 8 2 0 100 105-112 

6. 7,5 2,5 0 100 113-120 

7. 7 3 0 100 121-129 

8. 6,5 3,5 0 100 130-138 

9. 6 4 0 100 139- 147 

10. 5,5 4,5 0 100 148-157 

11. 5 5 0 100 158-166 

12 4,5 5,5 0 100 167– 175 

13 4 6 0 100 176–183 

14 3,5 6,5 0 100 189–191 

15 3 7 0 100 192–200 

16. 2,5 7,5 0 100 201–208 

17. 2 8 0 100 209–217 

18. 1,5 8,5 0 100 218–226 

19. 1 9 0 100 227–235 

20. 0,5 9,5 0 100 236–244 

21. 0 10 0 100 245-251 

22. 0 0 10 100 252-258 

 

 Sebanyak 258 dimonitor dengan KLT untuk tiap eluat dan digabungkan 

berdasarkan pola noda yang sama, sehingga didapatkan 3 fraksi (B1-B3). Hasil 

monitoring menggunakan dibawah cahaya UV dari hasil KLT. Data dapat dilihat 

pada Table 4.7  
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Tabel 4.7 Hasil penggabungan eluat kromatografi kolom dari fraksi B 

 

 Dari fraksi B2 diperoleh padatan dipermukaan dalam botol, selanjutnya 

dicuci menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat untuk menghilangkan 

pengotornya didapat padatan putih yang merupakan senyawa steroid hasil isolasi. 

Dari hasil rekolom dengan jumlah dan pola noda ini fraksi B3 memiliki potensi 

dengan jumlah 0,723 gram untuk dilanjutkan proses rekolom untuk mendapatkan 

senyawa flavonoid. 

 Proses rekolom sama dengan cara sebelumnya, jumlah massa sampel yang 

direkolom sebanyak 0,723 gram. Hasil rekolom dapat dilihat dari tabel 4.8. 

Tabel 4.8 Hasil rekolom fraksi B3 

No 
Perbandingan Volume Eluen 

Volume terpakai (mL) 
No. Hasil 

eluat Heksana Etil asetat 

1. 2 8 600 1–47 

2. 3 7 50 48–50 

3. 4 6 50 51-53 

4. 5 5 50 54-56 

5. 6 4 50 57-60 

6. 7 3 50 61-64 

7. 8 2 50 65-68 

8. 9 1 50 71-74 

9. 10 0 50 75-78 

  

 Dari hasil Tabel 4.8, adanya padatan pada permukaan dalam botol yaitu 

pada eluat 21- 26. Eluat tersebut selanjutnya dicuci menggunakan pelarut n-

Fraksi 

No. 

Hasil 

Eluat 

Kromatografi Lapis Tipis  

Jumlah 

noda 

Warna dan pola Noda 

dengan UV356 nm 

Rf Massa 

(Gram) 

B1 

B2 

B3 

95-120 

120-147 

163-234 

2 

2 

2 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, pink, ada tailing 

Biru, pink ada tailing 

0,32 ; 0,12 

0.41 ; 0,63 

0.45 ; 0,34 

0,102  

0,423 

0,723 
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heksana dan etil asetat untuk menghilangkan pengotornya didapat padatan putih 

kekuningan yang merupakan senyawa flavonoid hasil isolasi. 

4.6 Uji Kemurnian Senyawa Steroid hasil Isolasi  

4.6.1 Pengujian dengan KLT dan Penampak Noda 

 Senyawa steroid hasil isolasi yang dihasilkan berbentuk jarum berwarna 

putih. Kemudian senyawa steroid diuji dengan KLT. Pengujian KLT dilakukan 

dengan berbagai tingkat kepolaran eluen. Uji kemurnian dengan penampak noda 

dapat dilihat pada table di bawah ini. 

Tabel 4.9 Hasil uji kemurnian senyawa steroid hasil isolasi pada plat KLT 

Senyawa Perbandingan Eluen Rf 

Noda pada plat KLT dengan 

Berbagai Penampak Noda 

UV 

254 nm 

UV 

356 nm 

Pereaksi 

anhidrida asetat 

dan asam sulfat 

Steroid 

hasil 

isolasi 

 heksana : etil asetat (4:6) 

 heksana : etil asetat (3:7) 

 heksana : etil asetat (2:8) 

0,5 

0,55 

0,6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 

  

 Berdasarkan Tabel 4.9 menunjukkan bahwa senyawa steroid telah murni, 

karena menunjukkan satu noda tunggal dengan warna biru. 

4.6.2  Pengukuran Titik Leleh  

Dalam menentukan kemurnian suatu senyawa hasil isolasi dapat 

ditentukan dengan mengukur titik lelehnya. Dari hasil senyawa yang telah 

diisolasi di dapatkan titik lelehnya 138 s/d 139
o
C. dalam pengujian untuk dapat 

dikatakan murni harus memiliki nilai kecil sama 2
o
C. Dari hasil pengukuran titik 

leleh ini, senyawa steroid hasil isolasi dinyatakan murni. 
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4.6.3  Karakterisasi  Senyawa Steroid hasil Isolasi  

 Perlakuan berikutnya senyawa steroid hasil isolasi dianalisa dengan 

menggunakan spektroskopi UV (ultra violet), IR (infra red),
13

C-NMR,
1
H NMR. 

4.6.3.1 Analisa spektroskopi UV-Vis  

Spektrum UV senyawa organik diperoleh dari adanya transisi elektron dari 

orbital energi rendah ke orbital energi tinggi. Jika semakin besar energi yang 

dibutuhkan, maka semakin kecil panjang gelombang maksimumnya dan jika 

semakin kecil energinya, maka semakin besar panjang gelombang maksimumnya 

Transisi elektron dari n  σ* memiliki λmax lebih besar dari 185 nm. Transisi 

elektron dari n  π*memeiliki λmax lebih besar dari 270 nm. Transisi elektron 

dari σ  σ* memiliki λmax lebih kecil dari 165 nm. Transisi elektron dari π  π* 

memiliki λmax lebih besar dari 165 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .  
Gambar 4.1 Spektrum UV senyawa steroid hasil isolasi   
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Dari Gambar 4.1 terlihat bahwa  adanya serapan pada panjang gelombang 

maksimum 207,8 nm yang menunjukkan adanya transisi elektron  π  π* dari 

ikatan rangkap yang tidak berkonyugasi.  

4.6.3.2 Analisa Spektroskopi Infra merah 

Analisa spektrum infra merah, IR bertujuan untuk mengetahui gugus 

fungsi yang terdapat pada senyawa steroid hasil isolasi. seperti yang terlihat pada 

Gambar 4.2. Spektrum infra merah senyawa organik terjadi akibat adanya 

berbagai transisi antara energi vibrasi. Dengan melihat spektrum infra merah, kita 

akan mengetahui gugus fungsi apa saja yang terikat pada senyawa hasil isolasi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Spektrum infra merah senyawa steroid hasil isolasi 

Hasil spektrum senyawa steroid hasil isolasi diperoleh bilangan 

gelombang 3420,65 cm
-1

 adanya regangan gugus -OH. Pada bilangan gelombang 

2940,70 cm
-1

 adanya C-H ulur, pada 1977,77 ada  ikatan rangkap C=C.  
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4.6.3.3 Analisa Spektrokopi NMR 

Untuk mengetahui struktur dari senyawa yang telah diisolasi maka perlu 

dilakukan analisa menggunakan NMR (Nuclear Magnetic Resonance). Untuk 

mengetahui jumlah karbon dari senyawa steroid hasil isolasi, dilakukan analisa 

spektrum 
13

C NMR. Pergeseran kimia karbon antara 0 s/d 230 ppm yang terbagi 

atas karbon sp3 antara δ 0 s/d 60 ppm, karbon yang mengikat alkohol 60 s/d 80 

ppm, karbon sp antara 70 s/d 80 ppm, karbon sp2 antara 100 s/d 160 ppm, 

gugus karbonil dari gugus karboksilat, ester, lakton, amida, anhidrida, antara 160-

180 ppm sedangkan aldehid antara 180 s/d 200 ppm dan keton antara 190 s/d 230 

ppm (Santoni, 2009). Spektrum 
13

C NMR pada Gambar 4.3 terdapat 29 sinyal 

pada δ 12,04 s/d 140,93 ppm. Pada δ 140,93 dan 121,91 ppm masing-masing C5 

dan C6 dengan ikatan rangkap dengan hibridisasi sp2. Pada δ 71,99 ppm adanya 

gugus C3 dengan mengikat alkohol sehingga pergeserannya jauh dari TMS. Pada 

δ 12,04 s/d 57,04 ppm adanya karbon metil, metilen dan metin dengan hibridisasi 

sp3 (tabel ada pada Lampiran 6). Hasil spektrum 
13

C NMR, dibandingkan dengan 

senyawa yang didapat oleh Chaturvedula, (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Spektrum 
13

C NMR senyawa steroid hasil isolasi 

C-6 

C-5 (ikatan rangkap) 

C-6 (ikatan rangkap) 

C-3 (OH) 

CH3- ; CH2- ; CH- dan C 
kuartener 
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Data proton 
1
H NMR (pada Gambar 4.4). terdapat 50 proton yang 

terdeteksi. Pada δ 5,35 ppm yang terdeteksi proton alkena dengan pergeseran 

terjauh dengan splitting multiplet. Pada δ 3,52 ppm adanya pergeseran proton 

alkohol. Pada δ 0,69, dan 1,01 ppm ada dua metil dengan splitting singlet. Pada δ 

0,82, 0,84, dan 0,92 ppm ada tiga metil dengan splitting doblet.  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4  Spektrum 
1
H NMR senyawa steroid hasil isolasi 

 

  

Dari data karbon dan proton NMR senyawa steroid hasil isolasi dibuat 

perbandingan dengan senyawa yang diisolasi oleh Chaturvedula, (2012) yaitu β-

sitosterol. Hasilnya dapat dilihat pada Tabel 4.10. 

 

 

Tabel 4.10 
13

C dan 
1
H  NMR senyawa steroid hasil isolasi dan senyawa β-

sitosterol (Chaturvedula, 2012) 

Posisi atom C 
Senyawa Steroid hasil Isolasi  Senyawa β-sitosterol 

1
H (ppm) 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) 

1
C (ppm) 
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1  37,42  37,5 

2  29,30  31,9 

3 3,52, (1H, m) 71,99 3,53, (1H, m) 72,0 

4  42,48  42,5 

5 5,35, (1H, m) 140,93 5,36, (1H, m) 140,9 

6  121,91  121,9 

7  32,07  32,1 

8  31,83  32,1 

9  50,29  50,29 

10  36,68  36,68 

11  21,52  21,3 

12  39,94  39,9 

13  42,50  42,6 

14  57, 04  56,9 

15  26,21  26,3 

16  28,44  28,5 

17  56,94  56,3 

18  36,33  36,3 

19 0,92 (3H, d) 19,20 0,93 (3H, d) 19,2 

20  34,11  34,2 

21  26,21  26,3 

22  46,00  46,1 

23  23,52  23,3 

24  12,16  12,2 

25  28,44  29,4 

26  20,01  20,1 

27  19,59  19,6 

28 0,67, (3H, s) 18,96 0,68 (3H, s) 19,0 

29 1,01 (3H, s) 12,04 1,01 (3H,s) 12,0 

 

 

 Dari hasil UV, inframerah, 
13

C NMR, dan
1
H NMR maka diperoleh 

struktur pada gambar berikut : 
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 Gambar 4.5 Struktur senyawa steroid hasil isolasi (Senyawa β-sitosterol)  

 Struktur ini diperkuat dengan hasil dari literatur titik leleh untuk senyawa 

β-sitosterol yaitu 136 
0
C. Dibandingkan dengan hasil pengukuran senyawa isolasi 

yaitu 138 
0
C yang nilainya hampir mendekati. Hasil KLT senyawa isolasi juga 

dibandingkan dengan data KLT standar β-sitosterol. Hasil KLT dapat dilihat pada 

tabel dibawah ini, 

Tabel 4.11 Hasil KLT senyawa steroid hasil isolasi dan senyawa β-sitosterol 

Senyawa Eluen Rf 

Noda pada plat KLT dengan 

Berbagai Penampak Noda 

UV 

254 nm 

UV 

356 nm 

Anhidrida asetat 

dan Asam sulfat 

Steroid 

hasil 

isolasi 

heksana : etil asetat (4:6) 

heksana : etil asetat (3:7) 

heksana : etil asetat (2:8) 

0,5 

0,55 

0,6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 

β-

sitosterol 

heksana : etil asetat (4:6) 

heksana : etil asetat (3:7) 

heksana : etil asetat (2:8) 

0,5 

0,55 

0,6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 

1 noda (Biru) 
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4.7 Karakterisasi Senyawa Flavonoid hasil Isolasi 

4.7.1 Analisa spektroskopi UV-Vis 

Berdasarkan hasil pengukuran spektroskopi UV-Vis memperlihatkan 

adanya serapan pada panjang gelombang maksimum, λmax (nm); 290,0 nm (pita I) 

dan 249,60 nm (pita II). Ini berarti senyawa flavonoid hasil isolasi mempunyai 

ikatan rangkap konyugasi dan memperlihatkan dua puncak yang khas untuk 

golongan senyawa flavanoid. Spektrum uv-vis untuk senyawa ini dapat dilihat 

pada gambar berikut : 

 

 

 

 

 

 

  Gambar 4.6 Spektrum UV senyawa flavonoid hasil isolasi 

4.7.2 Analisa spektroskopi Infra merah 

 Untuk senyawa flavonoid hasil isolasi, adanya gugus –OH alkohol pada 

bilangan gelombang 3374,36 cm
-1

. Pada bilangan gelombang 1244,74 cm
-1

 

diindikasi adanya ulur C-O. Pada bilangan gelombang 2877,91 cm
-1

 diindikasi 

adanya C-H alifatik. Serapan pada bilangan gelombang 1459,41 cm
-1

 adanya C=C 
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aromatis. Pada bilangan gelombang 1665,38 cm
-1 

mengindikasi adanya C=O 

keton. Gambar spektrum dapat dilihat pada Gambar 4.7  

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.7 spektrum infra merah senyawa flavonoid hasil isolasi 

 

 

4.7.3 Identifikasi Senyawa Flavonoid hasil Isolasi 

 Senyawa Flavonoid hasil isolasi diidentifikasi dengan uji flavonoid. Uji ini 

sama seperti uji fitokimia dengan menggunakan pelarut asam klorida pekat dan 

serbuk magnesium setelah itu terbentuknya warna merah muda menandakan 

positif adanya senyawa flavanoid.  

 Dari hasil UV, inframerah, dan identifikasi senyawa, sudah dapat 

ditentukan bahwa senyawa yang didapatkan merupakan golongan senyawa 

flavonoid, tetapi strukturnya tidak bisa ditentukan karena, diperlukan analisa 

spektroskopi NMR. 
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4.8 Uji Toksisitas Senyawa Steroid hasil Isolasi dengan Metode Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT).  

Setelah didapatkan struktur senyawa isolasi, maka penelitian ini 

dilanjutkan dengan menguji toksisitas senyawa hasil isolasi. Hasil pengamatan uji 

toksisitas terhadap senyawa isolasi dapat dilihat pada Tabel 4.12 

Tabel 4.12 Hasil pengamatan uji BSLT terhadap senyawa steroid hasil isolasi 

 

Senyawa  

(C) 

µg/mL 

Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Persen 

Mati 

(%) Mati Hidup Mati Hidup Mati Hidup 

Steroid 

hasil 

isolasi  

50 4 6 4 6 5 5 43,33 

100 5 5 6 4 5 5 53,33 

150 5 5 5 5 6 4 53,33 

200 7 3 7 3 6 4 66.67 

250 7 3 8 2 7 3 73,33 

Keterangan : Pengukuran dilakukan setelah waktu 24 jam dan larva yang  

dimasukkan kedalam tiap vial berjumlah 10 ekor 

 

Berdasarkan hasil LC50 untuk masing-masing ekstrak, maka nilainy dapat 

dibandingkan dengan senyawa steroid hasil isolasi (β-sitosterol). (perhitungan 

dilihat pada lampiran 4). Hasilnya dilihat pada tabel 4.13 

Tabel 4.13 Hasil LC50  ekstrak n-heksana, etil asetat, metanol dan senyawa 

steroid hasil isolasi  

No. Ekstrak/Senyawa Regresi LC50(mg/L) 

1 n-heksana Y = 0,006X + 3,433 261,17 

2 Etil asetat Y = 0,01X + 3,9 110 

3 Metanol Y = 0,008X + 2,866 266,75 

4 Steroid hasil isolasi Y = 0,014X + 3,6 100 

 Dari hasil Tabel 4.13, senyawa steroid hasil isolasi memiliki sifat toksik 

yang lebih tinggi dari ketiga ekstrak yaitu 100 µg/mL. Tingkat toksik dari bahan 
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uji berturut-turut yaitu steroid hasil isolasi, etil asetat, n-heksana dan metanol. 

Hasil uji BSLT dianggap berpotensi jika ekstrak menyebabkan kematian 50% 

terhadap Artemia salina L. pada konsentrasi kurang dari 1000 mgL. Dari hasil 

tersebut menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi ekstrak dan senyawa 

hasil isolasi, semakin besar pula mortalitas hewan uji tersebut. Sifat toksik dari 

suatu tanaman berkaitan dengan kandungan senyawa aktif didalamnya. Dari hasil 

uji fitokimia sebelumnya menunjukkan bahwa pada ekstrak kulit batang pacar 

cina positif mengandung senyawa aktif flavonoid, steroid, terpenoid dan saponin. 

Senyawa-senyawa tersebut diduga toksik pada pada kadar tertentu. Menurut 

Padua dalam widianti, dkk (2009), Cara kerjanya adalah dengan bertindak sebagai 

stomach poisoning atau racun perut. Bila senyawa-senyawa inimasuk ke dalam 

tubuh larva, alat pencernaannya akan terganggu. Senyawa ini jugamenghambat 

reseptor perasa pada daerah mulut larva. Akibatnya, larva gagal mendapatkan 

stimulus rasa sehingga tidak mampu mengenali makanannya sehingga larva mati 

kelaparan. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Senyawa yang diperoleh dari kulit batang Aglaia odorata L yaitu golongan 

steroid (β-sitosterol) dan senyawa golongan flavonoid. 

2. Hasil uji toksisitas BSLT terhadap ekstrak heksana, etil asetat dan metanol 

serta senyawa steroid hasil isolasi menunjukkan baik ekstrak maupun 

senyawa hasil isolasi bersifat toksik dengan nilai LC50 masing-masing: 

261,17 µg/mL, 110 µg/mL, 266,75 µg/mL, 100 µg/mL 

5.2 Saran 

Beberapa saran untuk penelitian lanjutan diantaranya; 

1. Perlu dikarakterisasi dengan spektroskopi NMR untuk mengetahui struktur 

senyawa flavonoid. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dari tanaman kulit batang Aglaia 

odorata L ini, mengingat masih banyaknya kandungan kimia yang belum 

terungkap dari sampel yang diteliti. 

3. Senyawa yang dihasilkan ini perlu diteliti lebih lanjut dalam hal  

bioaktifitas lainnya. 
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Lampiran 1. Skema Kerja Isolasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Uji KLT dan uji 

BSLT 

Sampel (Kulit batang Aglaia odorata L) 

8 kg 

Ekstrak Heksana Ampas 

Ekstrak heksana 

Ekstrak pekat 

Heksana 

- Dikeringanginkan 

- Dihaluskan menjadi serbuk 

-  Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Timbang   

Sampel (serbuk ±3,2 kg) 

- Dimaserasi dengan 8 L Heksana 

- Disaring  

Ampas 

Maserasi dilanjutkan dengan 

heksana sampai larutan 

tampak perubahan warna 

(agak bening) 

-  Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Timbang   

Ekstrak pekat 

Heksana 

Ekstrak digabungkan 

dan ditimbang 

Jika sudah bening dilanjutkan 

maserasi dengan pelarut etil 

asetat 

Ampas I 
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Lanjutan Skema Isolasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak pekatetil 

asetat 

-  Dimaserasi dengan  ± 7 L etil asetat 

-  Disaring 

Ampas 

Maserasi dilanjutkan dengan 

etil asetat sampai larutan 

tampak perubahan warna 

(agak bening) 

Jika sudah bening dilanjutkan 

maserasi dengan pelarut 

metanol 

Ekstrak etil asetat 

-  Dimaserasi dengan  ± 6 L etil asetat 

-  Disaring 

Ampas 
Ekstrak etil asetat 

Ekstrak pekat etil 

asetat 

-  Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Timbang   Ekstrak digabungkan 

dan ditimbang 

Uji KLT 

Dan BSLT 

Ampas I 

Ampas II 

-  Dimaserasi dengan  ± 7 L metanol 

-  Disaring 

Ekstrak metanol 

Ekstrak 

pekatmetanol 

Ampas 

-  Dimaserasi dengan  ± 7 L metanol 

- disaring 

Ekstrak metanol Ampas 

-  Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Timbang   Ekstrak pekat 

metanol 

Ekstrak digabungkan 

dan ditimbang 

Uji KLT 

Dan BSLT 

Ampas II 

Maserasi dilanjutkan dengan 

metanol sampai larutan 

tampak perubahan warna 

(agak bening) 
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Lampiran 2. Pemurnian Senyawa Isolasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrakaktif dan Hasil KLT 

 

- Dikromatografi kolom  (Isokratik) 

1 2 3 4 ... 401 

- Dimonitor dengan KLT 

- Hasil dengan pola noda dan jumlah 

bercak yang sama digabungkan 

A B O 

B2 

-  Dimurnikan 

-  Didapatkan noda tunggal 

 

-  Di rekolom. 

Senyawa murni 

- Spektroskopi 

 UV-Vis 

 

-  Spektroskopi 

  FTIR 

 

- NMR 

 

-  Melting 

pointapparatus 

 
Titik leleh Spektrum UV Spektrum IR 

Spektrum H-

NMR dan C-

NMR 

...... 

-  Uji Senyawa 

-  Dikarakterisasi 

 

Uji BSLT 

B3 

-  Di rekolom. 

Senyawa diduga murni 
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Lampiran 3. Skema Kerja Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

 

 

 

 

 s 

Sampel 

12 mg 

Dilarutkan di 

dalam 12 ml 

pelarut 

Larutan induk 

1000 µg/mL 

Diencerkan 

Larutan uji 

150 µg/mL 

Larutan uji 

100 µg/mL 

Larutan uji 

50 µg/mL 

Larutan uji 

250 µg/mL 

Larutan uji 

200 µg/mL 

Biarkan sampel mengering 

Masing-masing ditambah 

2 tetes DMSO 

5 macam larutan uji dan 

kontrol 5 mL air laut 

+ 10 ekor larva udang pada masing-masing  

+ Air laut hingga volume mencapai5 ml 

Amati jumlah larva yang mati setelah 24 

jam 

 

Kista 

Arthemia salina Leach 

LC50 

Dimasukkan ke dalam 

wadah penetasan yang berisi 

air laut, dilengkapi dengan 

airator dan pencahayaan 

Larva Udang 
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Lampiran 4. Perhitungan LC50 Senyawa Steroid hasil Isolasi, Ekstrak Etil Asetat, 

Ekstrak n-Heksana dan Ekstrak Metanol 

 

Perhitungan LC50 

Dengan memasukkan harga X = konsentrasi dan Y = jumlah rata-rata larva udang yang 

mati, kedalam sistem regresi maka diperoleh nilai A dan nilai B, untuk Y 50% kematian 

= 5 

 

I. Senyawa Steroid Isolasi 

Y = bX + a 

5 = 0,014X + 3,6 

X = 100 

LC50 = X = 100 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Nilai R2 = 0,945 maka r = 0,972 data dapat diterima dengan tingkat kepercayaan 

99,5% 

II. Ekstrak Etil Asetat 

Y = bX + a 

5 = 0,01X + 3,9 

X = 110 

LC50  = X = 110 µg/mL 
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Nilai R2 = 0,839 maka r = 0,916 data dapat diterima dengan tingkat kepercayaan 

97,5%. 

III. Ekstrak n-Heksana 

Y = bX + a 

5 = 0,006X + 3,433 

X = 261,17 

LC50 = X = 261,17 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nilai R2 = 0,81 maka r = 0,9 data dapat diterima dengan tingkat kepercayaan 

97,5%. 

y = 0,006x + 3,433 
R² = 0,81 
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IV. Ekstrak Metanol 

Y = bX + a 

5 = 0,008X + 2,866 

X = 266,75 

LC50 = X = 266,75 µg/mL 

 

 

Nilai R2 = 0,973 maka r = 0,986 data dapat diterima dengan tingkat kepercayaan 

99,5%. 

 

 

 


