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ABSTRACT 

 

 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ALKALOID COMPOUND 

FROM EXTRACT METHANOL SPONGE, Halclona sp. 

 

 

 

By 

 

Faradilla Dwi Friskancelli 

 

 

The study has concerned about identification the alkaloid compounds from 

Haliclona sp. sponge.  Sample which code CE was obtained from Seribu Islands 

taken by scuba diving technique at a depth of 5-30 meters, and dried for ± 14 

days.  Further, the bioactive metabolite of sample CE was isolated which several 

steps,  maceration, partition, fractionation with sephadex LH 20, and purified by 

column chromatography to obtain pure isolate CE2S2M2K4 (5 mg).  The result of 

characterization of isolates obtained by infrared spectrophotometry showed that 

the bands typical for alkaloid functional groups at wave number 1215.1 cm
-1

 were 

vibration C-N and wave number 1640 cm
-1 

was bending vibration of N-H.  The 

analysis of spectrofotometric mass spectrum stated that the compound 

CE2S2M2K4 has a value of m/z 502.2.  Based on the fragmentation value, 

CE2S2M2K4 has similar skeleton as Haliclonacyclamine B alkaloid which had 

previously been isolated from sponge Haliclona sp. 

 

 

Keywords : Haliclonacyclamine B, Alkaloid, Sponge Haliclona sp., 

Spectrophotometry Infrared, and Spektrophotometry Mass. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

ABSTRAK 

 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA ALKALOID EKSTRAK 

METANOL SPONGE Haliclona sp. 

 

 

 

Oleh 

 

Faradilla Dwi Friskancelli 

 

 

Pada penelitian difokuskan pada identifikasi senyawa alkaloid dari sponge 

Haliclona sp.  Sampel dengan kode CE diperoleh dari perairan Kepulauan Seribu 

yang diambil dengan teknik scuba diving pada kedalaman 5-30 meter, dan 

dikeringanginkan selama ±14 hari.  Selanjutnya, senyawa bioaktif dari sampel CE 

diisolasi dengan beberapa tahapan, maserasi, partisi, fraksinasi dengan sephadex 

LH 20, dan dimurnikan dengan kromatografi kolom sehingga didapatkan isolat 

murni CE2S2M2K4 (5 mg).  Hasil karakterisasi isolat yang didapatkan dengan 

spektrofotmetri inframerah menunjukkan adanya pita yang khas untuk gugus 

fungsi alkaloid pada bilangan gelombang 1215,1 cm
-1

 merupakan vibrasi ulur C-N 

dan pada bilangan gelombang 1640 cm
-1

 merupakan vibrasi tekuk N-H.  Hasil 

analisis spektrum spektrofotometri massa menyatakan senyawa CE2S2M2K4 

mempunyai nilai m/z 502,2.  Berdasarkan data fragmentasi, CE2S2M2K4 

memiliki kerangka dasar yang sama dengan senyawa alkaloid Haliclonacyclamine 

B yang sebelumnya telah diisolasi dari sponge Haliclona sp. 

 

 

Kata Kunci : Haliclonacyclamine B, Alkaloid, Sponge Haliclona sp., 

Spektrofotmetri inframerah, dan Spektrofotometri Massa 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

A. Latar Belakang 

 

Kebutuhan senyawa metabolit sekunder terbarukan yang didapatkan dari biota 

laut sebagai sumber potensial senyawa bioaktif ini terus meningkat.  Lebih dari 

20000 senyawa telah ditemukan dari makhluk hidup di lautan sejak tahun 1960 

(Hu et al., 2011), dan ditemukan hampir 1000 senyawa baru pada tahun 2015 

(Almeida et al. 2017).  Salah satu sumber potensial senyawa bioaktif dari biota 

laut dikenal dengan nama sponge.  Sponge terus menjadi kajian sebagai sumber 

terkaya senyawa bahan alam yang ditemukan setiap tahunnya dan mempunyai 

bioaktifitas dalam bidang farmasi (Berne et al., 2015).  Hasil dari berbagai 

penelitian mengenai senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam  

sponge dapat digunakan sebagai awalan dalam eksplorasi bahan dasar obat-obatan 

(Müller, 2003). 

 

Sponge termasuk hewan yang mempunyai tubuh berpori-pori atau biasa disebut 

dengan kelompok porifera.  Cara sponge untuk mencari makanannya adalah 

dengan menghisap dan menyaring air melalui pori-pori dari tubuhnya dan 

memompakan air keluar melalui oskulum.  Cara makannya ini sering disebut 

dengan filter feeders (Berne et al., 2015).  Sponge terbagi menjadi 4 kelas yaitu 

Hexatinellidae, Calcarea, Demospongia, dan Sclerospongiae.  Demospongiae 
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merupakan kelas sponge terbanyak yang ditemukan distribusinya di seluruh dunia 

(Barnes et al., 1989).  Sponge menjadi salah satu hewan laut yang menarik terlihat 

dari keunikannya, sponge yang bersifat sesil (tidak berpindah-pindah) dapat 

mempertahankan hidupnya dari serangan predator dengan mengeluarkan senyawa 

metabolit sekunder yang dapat membunuh atau menjauhkan dari predator (Blunt 

et al., 2007). 

 

Berdasarkan hasil penelitian Pawlik and Walters (2005), sponge Callyspongia 

plicifera, Callyspongia vaginalis, dan Niphates digitalis akan membentuk selaput 

tipis yang dapat memulihkan kembali luka yang terbentuk dari serangan predator.  

Hal ini diduga, sponge mengeluarkan suatu senyawa aktif dari dalam tubuhnya 

yang dapat menyembuhkan luka dan menjauhkan predator yang akan 

memangsanya.  Senyawa aktif tersebut biasa disebut dengan senyawa bioaktif.  

Hasil kajian yang telah dilakukan, senyawa bioaktif yang terkandung di dalam 

sponge hampir setengahnya terdiri dari terpenoid dan alkaloid  (Hu et al., 2011). 

 

Alkaloid adalah senyawa turunan amino dan dibagi berdasarkan kerangka asam 

amino yang menyusunnya.  Sifat basa dari alkaloid menyebabkan alkaloid dapat 

menembus barier biologis dan dapat mencapai reseptor secara maksimal sehingga 

dapat dijadikan acuan sebagai antibakteri (Aniszweski, 2007).  Alkaloid yang 

telah berhasil diisolasi dan mempunyai bioaktivitas yaitu senyawa Halicyclamine 

A sebagai agen antidorman tuberkulosis (Arai et al., 2008),  senyawa cyclic bis-

1,3-dialkilpiridium sebagai agen antibakteri dan sitotoksik (Lee et al., 2012), 

senyawa  3-alkilpiridin mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker 



3 
 

(Zhang et al., 2015). Senyawa alkaloid yang didapatkan biasanya spesifik untuk 

satu jenis spesies dan mempunyai fungsi dan peran yang berbeda-beda pula. 

 

Satu genus sponge dapat menghasilkan lebih dari 190 senyawa metabolit sekunder 

yang berbeda-beda (Yu et al., 2006). Senyawa alkaloid terbarukan atau yang telah 

ditemukan umumnya diisolasi dengan teknik skrinning spesifik, atau dengan kata 

lain belum semua senyawa metabolit sekunder yang terdapat di dalam sampel 

sponge diketahui struktur molekul dan manfaatnya sebagai senyawa bioaktif. 

 

Berdasarkan hasil kajian yang telah dilakukan pada sponge Haliclona sp. 

khususnya terkait kandungan senyawa alkaloid yang terkandung di dalamnya, 

maka masih dimungkinkan menjadi sumber senyawa alkaloid terbarukan. Dalam 

penelitian ini, telah dilakukan isolasi dan karakterisasi senyawa alkaloid  dari 

sponge Haliclona sp. yang diperoleh dari Kepulauan Seribu. Melalui kegiatan ini 

diharapkan dapat mengisolasi senyawa alkaloid terbarukan dari sponge Haliclona 

sp., selanjutnya karakterisasi bertujuan untuk menentukan struktur molekul 

senyawa alkaloid yang telah didapatkan dari sampel sponge dengan menggunakan 

spektrofotometri inframerah (IR), dan spektrofotometri massa (MS) 

 

 

B. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan penelitian ini adalah mengisolasi dan mengkarakterisasi senyawa 

alkaloid yang terkandung di dalam ekstrak metanol sponge Haliclona sp. 
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C. Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaat dilakukannya penelitian ini adalah untuk dapat mengetahui 

kandungan senyawa alkaloid pada sponge Haliclona sp. serta bentuk struktur 

molekulny 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

A. Sponge 

 

Sponge termasuk hewan yang mempunyai tubuh berpori-pori atau biasa disebut 

dengan kelompok porifera dan sebagai sumber terbesar untuk metabolit sekunder.  

Makanan dari biota laut ini berupa zooplankton atau hewan kecil dan bakteri yang 

terbawa oleh arus laut dan masuk kedalam tubuhnya. Cara sponge untuk mencari 

makanannya adalah dengan menghisap dan menyaring air melalui pori-pori 

tubuhnya, cara makannya ini sering disebut dengan filter feeders (Berne et al., 

2015).  Sponge memiliki beragam spesies berbeda, bahkan bisa lebih dari 10.000 

spesies dari 4 kelas yaitu Hexatinellidae, Calcarea, Demospongia, dan 

Sclerospongiae.  Demospongiae merupakan kelas sponge terbanyak yang 

ditemukan distribusinya di seluruh dunia (Barnes et al., 1989). 

 

Sponge laut tergolong ke dalam Filum Porifera yang merupakan hewan 

multiseluler paling sederhana dengan bentuk tubuh dan warna yang 

beranekaragam (Jasin, 1992).  Berdasarkan penelitian sponge diketahui bahwa 

mempunyai senyawa aktif alami yang diproduksi oleh dirinya sendiri dan 

mengeluarkan sejumlah besar senyawa kimia yang beranekaragam.  Oleh karena 

itu, sponge tersebut mempunyai metode pertahanan diri sendiri dengan 

mengeluarkan senyawa bioaktif yang dapat menghalangi serangan predator 
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(Pawlik dan Walters, 2005).  Senyawa bioaktif tersebut meliputi antivirus, 

antijamur, antimikroba, antiinflamasi, antitumor, dan sitotoksik (Joseph dan 

Sujatha, 2011).  Bahan baku dari sponge ini yang menghasilkan senyawa bioaktif 

baru yang dapat digunakan sebagai eksplorasi awal dalam pembuatan obat-obatan 

(Belarbi et al., 2003).  Hasil dari berbagai penelitian mengenai senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung di dalam  sponge tersebut juga dapat digunakan 

sebagai awal dalam eksplorasi bahan dasar obat-obatan (Müller, 2003). 

 

 

B. Morfologi Sponge 

 

Morfologi sponge sangat sederhana, berupa seperti tabung yang berdinding tipis 

dan tubuhnya berpori.  Tubuh sponge berbeda-beda jenisnya, tidak ada yang sama 

bentuknya, ada yang asimetri (tidak beraturan) dan ada yang simetri radial, 

warnanya pun sangat bervariasi.  Beberapa jenis sponge ada yang berbentuk 

seperti sarung tinju dan cawan bercabang seperti pohon, sedangkan yang lainnya 

berbentuk kubah.  Karena adanya zooxanthellae yang hidup dalam jaringan 

tubuhnya membuat bentuk dan warna sponge sangat menarik dan beranekaragam 

juga (Dahuri, 2003).  Umunya, sponge disusun oleh beberapa jenis sel yang 

menyusun struktur tubuh dan biomassanya.  Sel-sel tersebut memiliki fungsi yang 

berbeda-beda dalam organisasi tubuh sponge, dengan dinding tubuh yang 

berorganisasi secara sederhana. 

 

Struktur tubuh sponge terdiri dari tiga lapisan yaitu epidermis, mesoglea dan 

endodermis.  Epidermis merupakan lapisan luar yang terdiri atas sel-sel epitelium 

berbentuk pipih (pinakosit).  Pinakosit berfungsi sebagai pelindung.  Pada dinding 
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sponge juga terdapat pori-pori tempat masuknya air kedalam tubuh sponge.  

Endodermis terdiri atas sel berflagela yang berfungsi mencerna makanan dan 

bercorong yang disebut sel leher atau koanosit (Rupert and Barnes, 1994).  

Struktur morfologi sponge ditunjukkan pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Struktur morfologi sponge (Brusca and Brusca, 1990). 

 

 

C. Sponge Haliclona sp. 

 

Sponge Haliclona sp. termasuk kedalam kelas Demospongiae pada klasifikasinya.  

Demospongiae merupakan kelas terbesar yang mencakup 90% dari seluruh total 

spesies yang hidup di dunia yang mempunyai morfologi bertulang lunak karena 

tidak memiliki rangka, jika ada yang memiliki rangka terdiri atas serabut spongin 

dengan spikula dari silikat atau spongia.  Senyawa yang berhasil diisolasi dari 

Haliclona sp. yaitu Halicyclamine A yangterlihat pada Gambar 2 termasuk 

alkaloid jenis alkilpiridin berfungsi sebagai agen antidorman tuberkulosis (Arai, et 

al., 2008).  
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Gambar 2. Senyawa yang diperoleh dari sponge Haliclona sp: (a) 

Halicyclamine A (Arai et al., 2008); (b) Cyclic bis-1,3-dialkilpiridium (Lee et 

al., 2012); dan (c) 3-alkilpiridin (Zhang et al., 2015). 

  

 

Cuong et al. (2014) juga telah berhasil mengisolasi Bacillus megateriumdari 

Haliclona oculata yang berfungsi sebagai antimikroba untuk beberapa jenis 

bakteri seperti Vibrio vulnificus dan V. Parahaemolyticus sebagai gram negatif, 

serta bakteri Bacillus cereus dan Micrococcus luteus sebagai gram positif.  

Senyawa alkaloid yang diperoleh yaitu 3-alkilpiridin yang berhasil diisolasi dari 

sponge Haliclona sp. menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker 

(Zhang et al., 2015) dan cyclic bis-1,3-dialkilpiridiumdari sponge Haliclona sp 

(Lee et al., 2012)sebagaiantibakteri Staphylococcus aureus dan bakteri 

Escherichia coli. Aktivitas antibakteri dari sponge Haliclona sp yang 

menunjukkan aktivitas antibakteri paling efektif yaitu fraksi metanol dan fraksi 

kloroform.  Ekstrak dan fraksi dikategorikan kuat berdasarkan kriteria Davis dan 

Stout (Wewengkang dkk, 2014). 

 

(a) (b) 

(c) 



9 
 

 

 

Gambar 3. Morfologi sponge Haliclona sp. (Topsent, 1893). 

 

 

D. Alkaloid 

 

Alkaloid adalah senyawa-senyawa yang bersifat basa, mengandung atom nitrogen 

yang berasal dari tumbuhan dan hewan.  Alkaloid merupakan golongan 

fitoestrogen.  Alkaloid memiliki efek hormonal khususnya efek estrogenik 

(Aniszweski, 2007).  Senyawa alkaloid merupakan salah satu senyawa metabolit 

sekunder yang dihasilkan oleh suatu organisme hidup, salah satunya adalah 

sponge.  Senyawa metabolit sekunder adalah senyawa yang bersifat tidak esensial 

bagi tubuh manusia dan pertumbuhan organisme serta dapat ditemukan dalam 

bentuk yang berbeda-beda antar organisme satu dengan yang lainnya.  Senyawa 

metabolit sekunder di dalam organisme berfungsi untuk alat interaksi antara 

organisme tersebut dengan lingkungannya.  Alkaloid sebagai salah satu contoh 

senyawa metabolit sekunder yang dapat diisolasi dari hewan dan tumbuhan 

umumnya mempunyai aktivitas biologis yang beragam terhadap suatu sel atau 
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mikroorganisme.  Sifat biologis ini, dapat menghambat bahkan membunuh sel 

atau mikroorganisme dengan merusak sistem metabolisme di dalam tubuh (Wink, 

1999). 

 

Penggolongan alkaloid berdasarkan efek fisiologisnya adalah sebagai berikut 

1. Alkaloid Sesungguhnya 

Alkaloid ini bersifat racun, aktifitas fisiologi yang kuat dan luas bersifat basa dan 

nitrogen terdapat sebagai heterosiklik.  Alkaloid ini secara biosintesis adalah 

turunan asam amino. 

2. Protoalkaloid 

Secara biosintesis, alkaloid ini adalah turunan asam amino dan dianggap sebagai 

derivat amina sederhana.  Atom nitrogen biasanya berada diluar cincin. 

3. Pseudoalkaloid 

Alkaloid ini bukan derivat dari asam amino sehingga disebut dengan 

pseudoalkaloid (alkaloid semu).  Contoh alkaloid jenis ini yang sering kita temui 

adalah kafein yang terdapat pada kopi dan teh (Sitorus, 2009). 

 

Alkaloid yang telah berhasil diisolasi dari sponge Psammaplysilla purpurea adalah 

alkaloid jenis bromotirosin.  Alkaloid ini mempunyai bioaktivitas sebagai 

antibakteri yang telah berhasil diidentifikasi sebelumnya.  Nama senyawa yang 

didapatkan yaitu 16-debromoaplisamin-4 yang menunjukkan aktivitas antibakteri 

terhadap bakteri Eschirecia coli, Staphylococcus aureus, dan V. Cholera (Tilvi et 

al., 2004).  Senyawa metabolit sekunder lainnya yaitu dysidionid A yang 

merupakan alkaloid jenis diterpen dari sponge Dysidea sp sebagai antibakteri 

Staphylococcus aureus yang resisten terhadap methicillin (Jiao et al., 2014), dan 
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agelasine A, B, dan C dari sponge genus Agelas (Arai et al., 2014), diidentifikasi 

sebagai anti-dorman mikobakteri.  

 

 

 

 

 

Gambar 4. Senyawa alkaloid yang diperoleh dari beberapa jenis sponge: (e) 16-

debromoaplisamin-4 (Tilvi et al., 2004); (5) Agelasine A; (f) Agelasine B; (g) 

Agelasine C (Arai et al., 2014); dan (h) dysidionid A (Jiao et al., 2014). 

 

(d) 

(e) (f) (g) 

(h) 
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E. Isolasi Senyawa Alkaloid 

 

1. Ekstraksi  

Ekstraksi adalah cara untuk menarik komponen kimia yang terdapat dalam sampel 

dengan menggunakan pelarut yang sesuai.  Metode ekstraksi dipilih berdasarkan 

beberapa faktor seperti sifat dari bahan organik dan daya penyesuaian dengan 

beberapa macam metode ekstraksi (Stahl, 1985).  Prinsip ekstraksi berdasarkan 

pada distribusi zat terlarut dengan perbandingan tertentu antara dua pelarut yang 

saling tidak melarutkan.  Penggolongan metode ektraksi dalam dua bagian besar 

berdasarkan bentuk fasa yang diekstraksi yaitu ekstraksi cair-cair dan ekstraksi 

cair-padat.  Ekstraksi cair-cair dapat menggunakan corong pisah, sedangkan 

ekstraksi cair-padat terdiri dari beberapa cara yaitu maserasi, perkolasi, dan 

sokletasi (Harborne, 1996).  Untuk mengetahui perbandingan distribusi dari 

sampel antara dua pelarut menurut Hukum Distribusi Nernst (1) adalah sebagai 

berikut 

 

   
    

    
  ……………………………………………………(1) 

KD = Koefisien Distribusi 

[S]1= Pelarut 1 

[S]2 = Pelarut 2 

 

Dalam kondisi normal, koefisien distribusi dan perbandingan konsentrasi antara 

dua pelarut akan konstan.  Jika koefisien distribusi lebih besar, maka zat terlarut 

akan cenderung menuju distribusi kuantitatif dalam pelarut 1 (Christian et al., 
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2013).  Di dalam penelitian ini dalam mengekstraksi sampel sponge menggunakan 

metode maserasi dan partisi. 

 

a. Maserasi 

 

Maserasi adalah suatu metode ekstraksi dengan merendam sampel menggunakan 

pelarut organik pada suhu ruang.  Prinsip dari metode maserasi yaitu sampel yang 

direndam dalam pelarut organik akan terjadi pemecahan pada dinding dan 

membran sel akibat dari perbedaan tekanan dari luar dan di dalam sel yang 

mengakibatkan senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam sitoplasma 

akan larut dalam pelarut organik (Harborne, 1996).  Proses maserasi dilakukan 

dengan cara merendam sampel dengan pelarut yang sesuai, baik murni maupun 

campuran.  Setiap waktu tertentu filtratnya diambil dan residunya ditambahi  

pelarut baru.  Demikian seterusnya sampai semua metabolit yang diperkirakan ada 

dalam sampel tersebut terekstrak.  Rendaman disimpan agar terlindung dari 

cahaya langsung sehingga mencegah reaksi yang dikatalis cahaya atau perubahan 

warna.  Dalam maserasi sampel sponge digunakan pelarut yang bersifat polar 

yaitu metanol (Arai et al., 2008) 

 

b. Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) 

 

Pemisahan kandungan senyawa organik pada tahap awal biasanya dilakukan 

dengan metode partisi, yang bertujuan untuk mengelompokkan senyawa-senyawa 

yang terdapat di dalam ekstrak kasar berdasarkan kepolarannya.  Umumnya 

partisi dimulai dengan pelarut nonpolar seperti n-heksana atau petroleum eter, 

kemudian dilanjutkan dengan pelarut semipolar seperti kloroform, etil asetat atau 
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aseton dan terakhir dengan pelarut polar seperti metanol atau n-butanol.  

Senyawa-senyawa nonpolar akan larut ke dalam pelarut nonpolar sedangkan 

senyawa-senyawa polar akan larut ke dalam pelarut polar (Sudjadi, 1992).  

 

Partisi atau ekstraksi cair-cair mempunyai prinsip kerja yaitu berdasarkan sifat 

kelarutan komponen target dan distribusinya di dalam dua pelarut berbeda yang 

tidak saling melarutkan setelah dilakukannya pengocokan (Poole, 2009).  

Pengocokan bertujuan untuk memperluas area permukaan kontak diantara kedua 

pelarut sehingga proses distribusi zat terlarut dengan kedua pelarut dapat 

berlangsung dengan baik.  Syarat dari pelarut yang digunakan dalam ekstraksi 

cair-cair adalah mempunyai kepolaran yang sesuai dengan zat terlarut atau bahan 

yang diektraksi dan harus dapat terpisah dengan baik setelah dilakukan 

pengocokan (Harvey, 2000). 

 

Watanabe et al. (2007) telah melakukan partisi ekstrak metanol sponge dengan 

pelarut EtOAc:Air (1:1).  Kedua fraksi kemudian dipisahkan, dan fraksi EtOAc 

dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator sehingga didapatkan beratnya.  

Fraksi air dipartisi kembali dengan n-BuOH untuk mendapatkan senyawa 

alkaloidnya. 

 

 

2. Vacuum Rotary Evaporator 

 

Vacuum rotary evaporator adalah suatu alat instrumentasi yang biasa digunakan 

untuk isolasi senyawa organik, dengan tujuan menghilangkan pelarut organik dari 

sampel.  Pelarut organik yang biasa digunakan dalam isolasi senyawa yaitu 
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metanol, etanol, etil asetat, kloroform, aseton, diklorometana dan sebagainya.  

Prinsip dari penggunaan vacuum rotary evaporator yaitu penguapan pelarut 

dengan suhu yang rendah dan penurunan tekanan sehingga pelarut dapat lebih 

cepat menguap dibandingkan dengan titik didih normalnya.   Proses evaporasi ini 

mencegah rusaknya sampel bila proses penguapan pelarutnya dalam suhu yang 

tinggi, serta memiliki kelebihan yaitu pelarut yang tertampung di dalam wadah 

dapat digunakan kembali (Yen dan Tang, 2016). 

 

Prosedur penggunaan vacuum rotary evaporator yaitu sampel dimasukkan 

kedalam labu bulat lalu dihubungkan dengan kondensor.   Selama proses 

penguapan labu bulat akan berputar sesuai dengan kecepatan yang ditentukan.  

Pemutaran bertujuan untuk memperluas permukaan sehingga proses penguapan 

menjadi lebih cepat dan mengurangi resiko bumping.  Pelarut yang menguap akan 

didinginkan dalam kondensor dan membentuk embun yang akan tertampung di 

dalam wadah destilat 

 

 

3. Kromatografi 

 

Kromatografi adalah suatu metode pemisahan komponen dalam suatu campuran 

sampel yang didasarkan atas perbedaan laju perpindahan dari tiap komponen di 

dalam dua fasa.  Fasa yang digunakan yaitu fasa diam dan fasa gerak (Johnson 

dan Stevenson, 1991).  Kromatografi dibedakan menjadi 3 jenis berdasarkan dari 

perbedaan kedua fasa tersebut, yaitu kromatografi padat-cair (kromatografi lapis 

tipis, kromatografi kertas, dan kromatografi kolom), kromatografi cair-cair dan 

kromatografi gas-cair (Hostettman and Terreaux, 2000). 
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a. Kromatografi Lapis Tipis  

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan bentuk kromatografi planar dengan 

fase diam berupa lapisan yang seragam (uniform) pada permukaan bidang datar 

yang didukung oleh lempeng kaca, plat aluminium, atau plat plastik.  Pemisahan 

terjadi karena adanya perbedaan afinitas masing-masing komponen terhadap fase 

diam dan fase gerak. Jenis interaksi yang terjadi pada teknik ini adalah adsorpsi.  

Senyawa yang teradsorpsi lebih kuat dalam fase diam tidak akan bergerak jauh 

dibandingkan dengan senyawa yang teradsorpsi lebih lemah.  Pemisahan secara 

KLT memiliki kelebihan yaitu peralatan yang digunakan sederhana, waktu 

analisis cepat, ketajaman pemisahan yang besar, kepekaan yang tinggi serta hanya 

menggunakan sampel dalam jumlah sedikit (Sudjadi, 1992). 

 

Pada kromatografi lapis tipis, fasa diam yang sering digunakan adalah silika gel, 

C18, tanah diatom, selulosa dan lain-lain yang mempunyai ukuran butir sangat 

kecil berkisar 0,063-0,125 mm.  Sedangkan untuk fasa gerak digunakan pelarut-

pelarut organik yang sesuai, bahkan beberapa campuran pelarut dapat digunakan 

untuk mendapatkan pemisahan terbaik (Grinberg, 1990).  

 

Campuran yang akan dipisahkan secara KLT berupa larutan yang ditotolkan 

berupa bercak.  Setelah plat diletakkan di dalam bejana tertutup rapat yang berisi 

fase gerak yang sesuai, pemisahan komponen akan terjadi.  Setelah elusi selesai, 

noda diamati dengan lampu UV atau pereaksi penampak noda. 
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Gambar 5. Proses Kromatografi Lapis Tipis (Svehla, 1990). 

 

Noda-noda yang terbentuk diberi tanda dan karena pengaruh adsorpsi masing-

masing senyawa berbeda-beda, maka hambatan pergerakan juga berbeda. 

Besarnya hambatan ditentukan dengan harga Retardation factor (Rf) pada 

persamaan (2) (Sudjadi, 1992).  

   
                                   

                    
 …………………………..(2)  

 

Nilai Rf adalah jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik asal dibagi dengan 

jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik asal (Gandjar dan Rohman, 2007).  

Harga nilai Rf yang baik adalah 0<Rf>1.  Nilai Rf dipengaruhi oleh beberappa 

parameter yaitu sistem pelarut, suhu, dan adsorben (ukuran butir, kandungan air, 

dan ketebalan), dan jumlah bahan yang ditotolkan pada plat (Khopkar, 2002)  

 

Pengamatan pada plat KLT untuk identifikasi senyawa bahan alam dengan 

penambahan pereaksi spesifik dilakukan dengan cara plat KLT disinari  di bawah 

lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm atau 366 nm.  Pengamatan pada 

piring tetes dapat dilakukan dengan melihat perubahan warna yang terjadi.  Reaksi 

warna dapat memberikan informasi mengenai golongan senyawa berdasarkan 

warna yang khas yang diberikan oleh pereaksi spesifik dari senyawa tersebut.  

Dalam Harborne (1996) disebutkan pereaksi pendeteksi yang digunakan untuk uji 

fitokimia senyawa alkaloid yaitu dilakukan dengan menggunakan pereaksi 
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pereaksi Dragendorff yang akan membentuk endapan berwarna merah jika isolat 

positif mengandung alkaloid atau membentuk noda orange pada plat KLT. 

 

 

b. Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 

 

Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) merupakan salah satu dari 

berbagai jenis teknik kromatografi kolom preparatif yang digunakan untuk 

memisahkan campuran senyawa organik.MPLC menggunakan kolom dengan 

diameter yang lebih besar dan membutuhkan tekanan yang lebih tinggi serta 

dengan aliran pelarut yang cukup tinggi alirannya.  MPLC memenuhi persyaratan 

untuk melengkapi metode pemisahan yang sederhana seperti kromatografi kolom 

dengan resolusi yang lebih tinggi dan waktu pemisahan yang lebih singkat 

(Sticher, 2007).  Seperangkat alat MPLC itu sendiri terdiri dari 1. Pemompa 

cairan; 2. Tekanan; 3. Sampel injektor; 4. Detektor UV; 5. Perekam; 6. Kolektor 

fraksi; 7. Kolom; 8. Penyangga kolom; 9. Pengendali sistem; dan 10. Penghubung 

tabung.   

 

Langkah-langkah proses MPLC adalah sebagai berikut 

 Larutkan sampel dalam pelarut yang sesuai (5-15 mL) jika mempunyai jumlah 

yang lebih besar dapat dibagi menjadi beberapa bagian, karena bergantung 

pada kapasitas kolom yang digunakan. 

 Suntikkan larutan sampel kedalam lubang injeksi. 

 Mendorong pelarut dengan cara mempompakan pelarut. 

 Kumpulkan dalam tabung (5-15 mL) dengan kolektor fraksi. Biasanya dalam 

100 fraksi. 
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 Periksa dengan KLT dari masing-masing fraksi yang terbentuk. 

 Gabungkan fraksi yang mempunyai pola pemisahan yang sama (Tsuda, 2004). 

 

MPLC dapat digunakan untuk pemurnian senyawa dalam jumlah yang besar dan 

dalam waktu yang singkat pula.  Selain itu, ukuran partikel yang kecil di dalam 

fasa diam dengan tekanan mamu memisahkan senyawa dengan baik serta fasa 

diam yang terdapat di dalam kolom masih dapat digunakan kembali untuk 

pemurnian senyawa lainnya (Hostettman and Terreaux, 2000). 

 

 

c. Kromatografi Kolom  

 

Teknik kromatografi kolom gravitasi biasa digunakan untuk pemurnian senyawa 

dari komponen lainnya.  Prinsip pemurnian dengan kromatografi kolom yaitu 

perbedaan daya serap antara fasa diam (adsorben) terhadap komponen dalam 

sampel yang akan dimurnikan.  Komponen yang akan dimurnikan dialiri fasa 

gerak (eluen) sehingga eluen akan terus turun dari kolom akibat dari gaya 

gravitasi, dan memisahkan sampel berdasarkan sifat kepolarannya (Poole, 2009).  

Ukuran partikel dari adsorben juga dapat mempengaruhi lamanya proses kolom, 

semakin kecil ukuran adsorben maka akan semakin lama pula eluen melewati fasa 

diam tersebut. 
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F. Karakterisasi Senyawa Alkaloid 

 

1. Spektrofotometri 

 

Spektrofotometri adalah salah satu alat yang terdiri dari spektrometer dan 

fotometer.  Spektrometer akan menghasilkan sinar dari spectrum dengan panjang 

gelombang tertentu sedangkan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya 

yang ditransmisikan atau diabsorbsi.  Jadi, alat spektrofotometer digunakan untuk 

mengukur energi relatif jika energi ditansmisikan, direfleksikan atau diemisikan 

sebagai fungsi panjang gelombang (Gandjar dan Rohman, 2007).  

Spektrofotometri yang biasa digunakan untuk senyawa bahan alam yaitu 

spektrofotometri massa (MS), dan spektrofotometri inframerah (IR). 

 

 

a. Spektrofotometri Massa (MS) 

 

Spektrofotometri massa (MS) adalah suatu alat instrumentasi yang digunakan 

untuk mengidentifikasi struktur suatu molekul yang belum diketahui berat 

molekulnya (g/mol) dan bagaimana pola pemecahannya (fragmentasi) dari suatu 

molekul organik.  Untuk mengetahui lebih lanjut bentuk struktur molekul isolat 

murni yang didapatkan maka harus dibantu dengan data spektrum inframerah dan 

1
H-NMR (Sitorus, 2009).  Suatu molekul organik yang akan dianalisis akan 

bertabrakan dengan salah satu elektron berenergi tinggi menyebabkan lepasnya 

elektron dari molekul itu dan terbentuknya suatu ion organik.  Ion organik yang 

dihasilkan oleh tabrakan molekul organik dengan elektron berenergi tinggi akan 

pecah menjadi fragmen kecil, baik berbentuk radikal bebas maupun ion-ion lain.  

Fragmen yang bermuatan positif akan terdeteksi membentuk spektrum massa.  
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Spektrum massa adalah alur kelimpahan (abundance, jumlah relatif fragmen 

bermuatan positif yang berlainan) versus nisbah massa atau muatan (m/e atau 

m/z) dari fragmen-fragmen itu (Fessenden dan Fessenden, 1982). 

 

Salah satu senyawa alkaloid yang berhasil diisolasi dari sponge Haliclona sp 

adalah 3-alkilpiridin dengan bentuk fisik seperti minyak tak berwarna dengan 

rumus molekul C18H28N2  dengan nilai m/z 273,2312 (Zhang et al., 2015).  

Senyawa alkaloid lainnya yang telah dianalisis dengan menggunakan 

spektrofotometer massa yaitu Cortistatin E dengan bentuk fisik bubuk tanpa 

warna dan memberikan ion molekul [(M + H) +] pada m/z 481 dengan rumus 

molekul  C32H52N2O, Cortistatin F dengan bentuk fisik bubuk tanpa warna dan 

memberikan puncak ion ion [(M + H) +] pada m/z 479 dengan rumus molekul 

C32H50N2O, Cortistatin G dengan bentuk fisik bubuk tanpa warna dan 

memberikan ion molekul [[M + H] +] pada puncak m/z 459 dengan rumus 

molekul  C31H42N2O, dan Cortistatin H dengan bentuk fisik bubuk tanpa warna 

dan memberikan ion molekul [[M + H] +] pada puncak m/z 461 dengan rumus 

molekul C31H44N2O (Watanabe et al., 2007). 

 
 

b. Spektrofotometri Inframerah (IR) 

 

Spektrofotometer Inframerah (IR) adalah suatu metode yang didasarkan oleh 

penyerapan panjang gelombang inframerah.  Frekuensi radiasi inframerah, terbagi 

menjadi inframerah dekat, pertengahan dan jauh.  Senyawa organik yang 

diidentifikasi akan menyerap berbagai frekuensi radiasi elektromagnetik, baik 

sebagian maupun seluruh radiasinya.  Proses penyerapan ini didasarkan pada 
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adanya sejumlah vibrasi yang terkuantisasi dari atom-atom yang berikatan secara 

kovalen pada molekul tersebut.  Frekuensi yang diabsorbsi tergantung pada masa 

relative dari atom, ketetapan ikatan, dan geometri dari atom.  Pita absorbsi yang 

akan terbentuk sangat khas dan spesifik sesuai dengan ikatan kimia dan gugus 

fungsi yang terikat (Silverstein et al., 2005). 

 

Pola penyerapan ekstrak metanol sponge Agelas nakamurai pada spektrofotometri 

inframerah (IR) mengalami tumpang tindih, terutama pada puncak sekitar 1000 

cm
-1

, 1230 cm
-1

, 1600 cm
-1

, dan di atas 3000 cm
-1

.  Hal ini dikarenakan 

banyaknya metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak metanol.  Pola 

penyerapan yang terlihat jelas menunjukkan adanya kelompok fungsional utama 

yaitu penyerapan metil (-CH3), metilen (-CH2) pada kisaran 2800-2930 cm
-1

, 

metin (=CH) pada 3200 cm
-1

, karbonil (C=O) sekitar 1735 cm
-1

, etilen (C=C) 

pada 1645,20 cm
-1

, CN pada 1220,73 cm
-1

, CO pada 1050 cm
-1

, C-Br pada 744,02 

cm
-1

, lekukan NH sekitar 1610 cm
-1

 namun regangan NH di atas 3200 cm
-1

 tapi 

tidak tumpang tindih, dan lengkungan CH3 dan CH2 pada 1450,20 dan 1404,10 

cm
-1

 (Sapar et al., 2013). 

 

Senyawa alkaloid berdasarkan dari hasil spektroskopi mempunyai beberapa 

karakteristik, seperti contohnya pada Tabel 1 terlihat gugus fungsi yang 

terkandung pada sponge Haliclona sp. berdasarkan serapan bilangan gelombang 

yang ditunjukkan.  Data spektro inframerah senyawa fraksi  metanol sponge 

Haliclona sp. pada serapan bilangan gelombang 3296 cm
-1

 terdapat gugus N-H 

dengan intensitas sedang, serapan bilangan gelombang 2922 cm
-1

 terdapat gugus 

C-H dengan intensitas kuat didukung dengan pita serapan 2852 cm
-1

.   Pada 
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serapan bilangan gelombang 1708 cm
-1

 terdapat gugus C=O dengan intensitas 

kuat, serapan bilangan gelombang 1456 cm
-1

 terdapat gugus C-H dengan 

intensitas sedang.  Adanya gugus C-O dengan intensitas kuat pada serapan 

bilangan gelombang 1100 cm
-1

, gugus C-H dengan intensitas kuat pada serapan 

bilangan gelombang 661 cm
-1

 didukung pita serapan 599 cm
-1

.  Diduga fraksi 

metanol-air mengandung gugus utama N-H, C-H, C-O, dan C=O (Wewengkang 

dkk, 2014). 

 

Tabel 1.  Identifikasi gugus fungsi senyawa dalam fraksi metanol sponge 

Haliclona sp. 

 

Bilangan 

Gelombang 

(cm
-1

) 

Literatur 

Frekuensi (cm
-1

) 

Gugus Jenis Senyawa Referensi 

3296 cm
-1

 3300-3500 cm
-1

 N-H Amina, Amida a 

2922 cm
-1

 2850-2970 cm
-1

 C-H Alkana a 

2852 cm
-1

 2850-2970 cm
-1

 C-H Alkana a 

1708 cm
-1

 1690-1760 cm
-1

 C=O Aldehid, 

Keton, Asam 

Karboksilat 

a 

1456 cm
-1

 1340-1470 cm
-1

 C-H Alkana a 

1100 cm
-1

 1050-1300 cm
-1

 C-O Eter a 

661 cm
-1

 650-1000 cm
-1

 C-H Alkena b 

Keterangan: a. (Wewengkang dkk, 2014), dan b. (Settle, 1997). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

III. METODOLOGI PENELITIAN 
 
 

 

A. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Juli 2017-Maret 2018 di Unit Pelaksana 

Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT), 

Universitas Lampung, Bandar Lampung. Analisis Spektrofotometri Inframerah 

(IR) dan Spektofotometri Massa di BPOM (Badan Pengawas Obat dan Makanan) 

Lampung. 

 

 

B. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gelas kimia, erlenmeyer, gelas 

ukur, pipet tetes, seperangkat alat KLT dengan plat alumunium silika gel 60 F254, 

plat C18 F254 dan lampu UV Kohler, serta alat instrumentasi seperti neraca 

analitik Kern ABJ/BBJ-220-4M, seperangkat alat vacuum rotary evaporator 

Buchi Vacum Pump V-700,  seperangkat alat Medium Pressure Liquid 

Chromatografi (MPLC) Buchi/Sepacoterm, seperangkat alat spektrofotometri 

inframerah (IR) Agilent Technologies Cary 360 FTIR, dan seperangkat alat 

spektrofotometri LC-MS Quattro. 
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Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah metanol (MeOH), 

diklorometana (DCM), etil asetat (EtOAc), n-heksana, isopropanol (IPA), etanol 

(EtOH), akuades, pereaksi serium sulfat, dan pereaksi Dragendorff. 

 

 

C. Prosedur Penelitian 

 

1. Biomaterial 

 

Sampel jenis sponge didapatkan dari perairan kepulauan Seribu pada bulan 

September tahun 2016 yang didapat dengan teknik scuba diving dengan 

kedalaman 5-30 meter, yang kemudian sampel dikering-anginkan selama ±14 hari 

sampai semua sponge kering. 

 

2. Ekstraksi Sponge  

 

Sampel sponge Haliclona sp. kering seberat ± 1,6 Kg dipotong kecil-kecil 

kemudian dimaserasi dengan MeOH sampai terendam seluruhya di dalam wadah 

kaca besar selama 1x24 jam.  Proses maserasi ini diulangi sebanyak tiga kali (Arai 

et al., 2016).  Maserat hasil maserasi digabung dan dipekatkan dengan vacuum 

rotary evaporator sampai terbentuk ekstrak pekat pada tekanan 109 mbar dan 

suhu 38ºC dan dihitung berat ekstrak yang terbentuk sebagai berat ekstrak kasar. 

 

3. Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) 

 

Teknik yang paling umum untuk pemisahan sampel dengan menggunakan corong 

pemisah adalah ekstraksi cair-cair.  Teknik ini berdasarkan perbedaan kepolaran 

dari dua pelarut yang saling tidak tercampur.  Hasil ekstrak kasar sponge dipartisi 

menggunakan EtOAc:Air (1:2) sehingga terbentuk dua fraksi (Watanabe et al., 
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2007). Fraksi air dan fraksi EtoAc dipisahkan dan dimonitoring dengan KLT.  

Proses partisi ini bertujuan untuk memisahkan fraksi yang bersifat polar dan fraksi 

yang bersifat nonpolar. 

 

4. Kromatografi Lapis Tipis 

 

Ekstrak kasar sponge Haliclona sp. ditentukan senyawa alkaloidnya dengan 

menggunakan kromatografi lapis tipis.  Ekstrak sponge diteteskan keatas plat 

KLT jenis Silika Gel F254 kemudian dielusi dengan perbandingan beberapa eluen 

di dalam bejana pengembang.  Setelah semua ekstrak terelusi, masing-masing plat 

KLT ditambahkan dengan pereaksi spesifik yaitu cerium sulfat dan Dragendorff 

untuk mengetahui senyawa bioaktif yang terdapat di dalam sampel.  Kemudian 

hitung harga Rf  yang terbentuk dari noda yang muncul pada plat KLT. 

Fraksi hasil partisi di KLT menggunakan eluen EtoAc dengan fasa diam Silika 

Gel F254 dan pereaksi cerium sulfat, jika pada fraksi EtoAc terdapat noda dengan 

nilai Rf  ≤ 5 maka diulangi proses partisi kembali, begitupula dengan fraksi air, 

jika terdapat noda dengan nilai Rf ≥ 5.  Pengulangan proses partisi bertujuan agar 

pemisahan senyawa berlangsung secara maksimal (Tsuda, 2004).  Proses partisi 

dilakukan berulang sampai didapat fraksi air yang bersifat sangat polar dan fraksi 

EtoAc yang bersifat nonpolar. 

 

 

5. Fraksinasi Ekstrak Sponge dengan Medium Pressure Liquid 

Chromatography (MPLC) 

 

Fraksi air kemudian difraksinasi dengan MPLC yang menggunakan fasa diam 

kolom Sephadex LH 20 dan dialiri dengan fasa gerak MeOH:Air (95%:5%).  
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Kecepatan waktu alir 3,5mL/menit yang dideteksi oleh detektor pada panjang 

gelombang 220 nm dan 254 nm (Tsuda, 2004). Hasil fraksinasi akan dimonitoring 

dengan uji KLT dan fraksi dengan nilai Rf yang sama digabungkan. Salah satu 

fraksi akan ditetapkan sebagai sampel analisis yang akan dimurnikan. 

Pemurniannya diulangi dengan prosedur MPLC seperti prosedur diatas. 

 

6. Kromatografi Kolom 

 

Fraksi yang belum murni dan berjumlah sedikit, dilanjutkan proses fraksinasinya 

dengan menggunakan teknik kromatografi kolom.  Adsorben C18 dilarutkan 

dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses pengelusian, dan dimasukkan 

terlebih dahulu ke dalam kolom sampai fasa diam tersebut rapat dan tidak 

berongga udara.  Selanjutnya, sampel dimasukkan ke dalam kolom dan 

diusahakan pelarut yang dimasukkan ke dalam kolom tidak kering sehingga 

proses elusi akan terus berjalan dengan baik. 

 

 

D. Karakterisasi Senyawa Alkaloid 

 

1. Spektrofotometri Massa (MS) 

 

Isolat murni sampel sponge diuapkan untuk menghilangkan kadar air dan 

diionkan menggunakan berkas elektron.  Ion sampel dianalisis dengan cara 

dialirkan menggunakan medan listrik memasuki tabung analisis.  Karena adanya 

kekuatan medan magnet, hanya ion-ion positif dan radikal positif yang akan 

masuk ke dalam detektor, sedangkan ion-ion lain akan dibelokkan ke dinding 

tabung ion dengan m/z lebih besar akan mencapai detektor lebih dulu diikuti m/z 

yang lebih kecil. Hasil dari detektor sampel akan terekam dalam spketrum. 
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Spektrum tersebut kemudian dianalisis berdasarkan  nilai m/z untuk mengetahui 

komponen yang terdapat di dalam isolat murni 

 

2. Spektrofotometri Inframerah (IR) 

 

Analisis sampel sponge dengan menggunakan spektrofotometer IR dapat 

dilakukan dengan menggunakan isolat murni sampel sponge (Arai et al., 2016).  

Selanjutnya sampel akan dideteksi gugus fungsinya dengan alat hingga 

didapatkan spektrum IR.  Spektrum tersebut kemudian di analisis berdasarkan pita 

serapan senyawa dan interpretasi gugus-gugus fungsinya. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

A. Simpulan 

 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Telah berhasil diisolasi senyawa alkaloid dari ekstrak MeOH sponge 

Haliclona sp. seberat 5 mg yang memiliki nilai m/z 502,2. 

2. Hasil spektrum IR menegaskan bahwa isolat yang didapatkan adalah senyawa 

alkaloid dengan adanya pita serapan pada bilangan gelombang 1215,1 cm
-1 

(C-

N) dan 1640 cm
-1

 (N-H), merupakan serapan yang khas untuk gugus amina. 

3. Struktur senyawa dengan rumus molekul C32H58N2O2 mempunyai kerangka 

dasar seperti Haliclonacyclamine B yang telah diisolasi sebelumnya dari 

sponge Haliclona sp. 

 

 

B. Saran 

 

 

Saran yang dibutuhkan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut 

1. Perlu dilakukan karakterisasi dengan menggunakan spektrofotometri NMR 

untuk melihat kemungkinan gugus hidroksi dari struktur yang didapatkan 

terikat pada rantai karbon 27 atau 28. 

2. Perlu dilakukan uji bioaktivitas pada senyawa yang telah berhasil diisolasi. 
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