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ABSTRACT 

 

 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ALKALOID 

COMPOUNDS METHANOL EXTRACT SPONGE Clathria sp. 

 

 

By 

 

 

TYA GITA PUTRI UTAMI 

 

 

 

The study of the isolation and characterization of alkaloid compounds from 

methanol extract sponge Clathria sp. has been carried out. Sample Clathria sp. 

was collected from Kepulauan Seribu by scuba diving. The isolation was done 

which several steps of chromatography. Analysis structure of the compound was 

determined by infrared (IR) and mass spectroscopy (MS) methods. The result of 

isolation was obtained compound 04GP2S3K4 as much as ±30 mg (0,002%). The 

TLC test using silica plate eluted with 100% IPA and visualizing with 

Dragendorff reagent showed a single orange stain at Rf 0.6. Interpretation of IR 

spectra showed typical alkaloid compound in the presence of secondary amine (–

N–H) group at 3376 cm
-1

 and tertiary amine bond (C=N) at 1640 cm
-1

, the 

presence of =C–H conjugated at 3138 cm
-1

 and the C=C alkenes at 1401 cm
-1

. 

Interpretation of the mass spectrum 04GP2S3K4 indicated the molecular formula 

C25H38N2 with m/z 366. Further analysis the data of fragmentation mass 

spectroscopic, the 04GP2S3K4 compound is suspected as an analog of Mirabilin 

skeleton. 

 

Key words: Mirabilin, Clathria sp., isolation, sponge, alkaloids. 

 

 

  

 



 

 

 

 

 

 

ABSTRAK 

 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA ALKALOID  

EKSTRAK METANOL SPONGE Clathria sp. 

 

 

Oleh 

 

 

TYA GITA PUTRI UTAMI 

 

 

 

Telah dilakukan kajian isolasi dan karakterisasi senyawa alkaloid dari ekstrak 

metanol sponge Clathria sp. Sampel Clathria sp. diambil dari Kepulauan Seribu 

dengan cara scuba diving. Isolasi dilakukan dengan beberapa tahap kromatografi. 

Analisis struktur senyawa ditentukan dengan metode infrared (IR) dan 

spektroskopi massa (MS).  Hasil isolasi diperoleh senyawa 04GP2S3K4 sebanyak 

±30 mg (0,002%). Uji KLT menggunakan plat silika yang dielusi dengan IPA 

100% dan divisualisasi menggunakan pereaksi Dragendorff terlihat adanya noda 

orange tunggal pada Rf 0,6. Interpretasi spektrum IR menunjukkan khas senyawa 

alkaloid, terlihat adanya gugus amina sekunder (–N–H) pada 3376 cm
-1 

dan 

adanya ikatan amina tersier (C=N) pada pita serapan 1640 cm
-1

,
 
adanya gugus 

=C–H terkonjugasi pada 3138 cm
-1 

dan ikatan
 
C=C alkena pada 1401 cm

-1
. 

Interpretasi spektrum massa senyawa 04GP2S3K4, diusulkan formula molekul 

C25H38N2
 
dengan m/z 366. Analisis lebih lanjut dari data fragmentasi spektroskopi 

massa, senyawa 04GP2S3K4 sebagai kerangka mirip Mirabilin. 

 

Kata Kunci: Mirabilin, Clathria sp., isolasi, sponge, alkaloid. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

A. Latar Belakang 

 

 

 

Biota laut dikenal sebagai sumber penghasil senyawa metabolit sekunder yang 

sangat kaya.  Salah satu biota laut yang berpotensi untuk dimanfaatkan yaitu 

sponge.  Produksi metabolit sekunder dari sponge terjadi akibat interaksi dengan 

lingkungan biotik, abiotik, dan sebagai senjata kimia terhadap predator.  Salah 

satu pemicu produksi senyawa adalah adanya kompetisi dengan koral (terumbu 

karang) dan untuk mencegah infeksi bakteri patogen (Herbert, 1995).  Review 

Blunt et al. (2016) memberikan informasi bahwa 283 dari 456 senyawa baru biota 

laut pada tahun 2014 dilaporkan bersumber dari sponge.  Sponge memiliki tiga 

kelas yaitu Calcarea, Demospongia, dan Hexactinellida.   

 

Demospongia merupakan jenis sponge yang memiliki keanekaragaman tinggi dan 

relatif banyak mendapatkan perhatian dari beberapa peneliti.  Review Kumar and 

Pal (2016) memberi informasi bahwa Demospongia sebagai kelas sponge terbesar 

penghasil senyawa metabolit sekunder.  Salah satu senyawa metabolit sekunder 

yang banyak diperoleh dari sponge yaitu golongan alkaloid.  Berdasarkan review 

Putra and Jaswir (2014), memberikan informasi bahwa sponge merupakan sumber 

senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid dengan banyak keanekaragaman 

yang memiliki aktivitas biologis berbeda-beda. 
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Alkaloid merupakan suatu golongan senyawa organik yang bersifat basa dan 

sebagian besar atom nitrogennya merupakan bagian dari cincin heterosiklik.  

Senyawa alkaloid mengandung paling sedikit satu atom nitrogen.  He et al. (2014) 

telah mengisolasi Hainanerektamina A-C dari sponge Hyrtios erecta.  Yu et al. 

(2014) berhasil mengisolasi turunan Aaptamin dari sponge Aaptos aaptos yang 

memiliki aktivitas sebagai antifungi dan anti-HIV-1.  Arai et al. (2016) berhasil 

mengisolasi N-Metilnipatin A dari sponge Xestospongia sp.  Kotoku et al. (2017) 

mengisolasi senyawa Biakamida A-D dari sponge Petrosaspongia sp. sebagai 

penghambat pertumbuhan sel tumor.  Namun, informasi mengenai senyawa 

metabolit sekunder yang terkandung pada sponge Clathria sp. masih sangat 

terbatas. 

 

Clathria sp. adalah salah satu jenis sponge kelas Demospongia.  Senyawa alkaloid 

yang telah diperoleh dari sponge Clathria sp. masih sedikit.  Laville et al. (2009) 

mengisolasi senyawa alkaloid dari sponge Clathria calla yang diuji aktivitasnya 

terhadap sel kanker.  Senyawa alkaloid dengan nama Mirabilin H-J diisolasi dari 

sponge Clathria sp. berasal dari Australia Selatan (Naggar et al., 2010).  

Ravichandran et al. (2011) mengisolasi senyawa alkaloid yang memiliki aktivitas 

sebagai antimikroba.  Melawaty and Pasau (2015) telah meneliti sponge Clathria 

reinwardtii mengandung senyawa α-limonen, namun belum diperoleh struktur 

tersebut dan tidak dilakukan uji aktivitasnya. 

 

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang berpotensi untuk dimanfaatkan, 

dimana ada lebih dari 1.500 jenis telah teridentifikasi (Harsono, 2001).  

Banyaknya jenis sponge mencerminkan ada banyak keanekaragaman struktur 
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metabolit sekunder.  Keragaman metabolit sekunder dari sponge secara kimia 

memiliki keunikan dan menarik untuk dilakukan kajian.  Berdasarkan uraian di 

atas, dalam penelitian ini akan dilakukan isolasi dan karakterisasi untuk 

memperoleh senyawa alkaloid dari sponge Clathria sp. yang diambil dari 

Kepulauan Seribu pada Bulan September 2016. 

 

 

B. Tujuan Penelitian 

 

 

 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu : 

1. Mengisolasi senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid dari ekstrak 

metanol sponge Clathria sp. dari Kepulauan Seribu. 

2. Karakterisasi senyawa alkaloid yang telah diisolasi dari ekstrak metanol 

sponge dengan Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan Mass 

Spectroscopy (MS). 

 

 

C. Manfaat Penelitian 

 

 

 

Adapun manfaat dilakukannya penelitian ini adalah memberikan informasi baru 

mengenai senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid dari sponge Clathria sp. 



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

A. Sponge 

 

 

 

Sponge merupakan hewan multiseluler sederhana yang termasuk dalam filum 

porifera.  Porifera berasal dari bahasa Latin yaitu porus yang berarti pori dan fer 

yang berarti membawa.  Dalam mendapatkan makanan, sponge aktif menghisap 

air melalui pori-pori (porocyte) yang letaknya menyebar di seluruh permukaan 

sponge.  Selanjutnya air akan masuk ke bagian rongga tengah (atrium) yang 

kemudian akan dikeluarkan melalui osculum.  Pola makanan sponge yang khas 

yaitu filter feeder (menghisap dan menyaring) dapat memanfaatkan jasad renik 

disekitarnya sebagai sumber nutrien diantaranya bakteri, kapang, dan xooxanthela 

yang hidup pada perairan tersebut (Cetcovic dan Lada, 2003). 

 

Sponge merupakan sumber penghasil senyawa metabolit sekunder, seperti 

senyawa terpenoid, poliketida, dan alkaloid.  Produksi metabolit sekunder dari 

sponge terjadi akibat interaksi dengan lingkungan biotik, abiotik, dan sebagai 

senjata kimia terhadap predator.  Salah satu pemicu produksi senyawa terpenoid, 

poliketida, dan alkaloid oleh sponge adalah adanya kompetisi dengan koral 

(terumbu karang) dan untuk mencegah infeksi bakteri patogen (Herbert, 1995). 
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B. Klasifikasi Sponge 

 

 

 

Secara umum filum porifera (sponge) terdiri dari tiga kelas yaitu Calcarea, 

Demospongia, dan Hexactinellida.  Calcarea (dalam bahasa Latin, calcare = 

kapur) atau Calcisspongiae (dalam bahasa Latin, calci = kapur, spongia = 

sponge).  Tubuhnya kebanyakan berwarna pucat dengan bentuk seperti vas bunga, 

dompet, kendi, atau silinder.  Sponge kelas ini memiliki struktur sederhana 

dibandingkan dengan kelas lainnya dan tinggi tubuh kurang dari 10 cm.  Spikula 

yang dimiliki terdiri dari kalsium karbonat.  Calcarea hidup di laut dangkal 

seperti Sycon, Clathrina, dan Leucettusa lancifer. 

 

Hexactinellida (dalam bahasa Yunani, hexa = enam) atau Hyalospongiae (dalam 

bahasa Yunani, hyalo = kaca/transparan, spongia = sponge) disebut juga sponge 

gelas.  Hexactinellida memiliki spikula yang tersusun dari silika.  Ujung spikula 

berjumlah enam seperti bintang.  Secara morfologi bentuknya radial simetris, 

biasanya silinder, tetapi ada juga yang berbentuk cangkir, guci, atau bercabang.  

Contoh Hexactinellida yaitu Euplectella. 

 

Demospongia (dalam bahasa Yunani, demo = tebal, spongia = sponge).  Tubuh 

Demospongia bertulang lunak karena tidak memiliki rangka, jika ada yang 

memiliki rangka terdiri atas serabut spongin dengan spikula dari silikat atau 

spongia.  Sponge ini berwarna cerah seperti kuning terang, orange, merah, ungu, 

atau hijau karena mengandung pigmen yang terdapat pada amoebosit, fungsi 

warna diduga untuk melindungi tubuhnya dari sinar matahari.  Demospongia 

merupakan kelas terbesar yang tersebar luas di alam.  Contohnya Callyspongia 
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sp., Cilonia sp., Phyllospongia sp., Clathria sp., Xestospongia sp.  Demospongia 

merupakan jenis sponge yang memiliki keanekaragaman tinggi dan relatif banyak 

mendapatkan perhatian dari beberapa peneliti. 

 

Kajian senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid telah banyak ditemukan 

dari sponge kelas Demospongia (Review Kumar and Pal, 2016).  He et al. (2014) 

mengisolasi Hainanerektamina A-C dari sponge Hyrtios erecta.  Yu et al. (2014) 

berhasil mengisolasi senyawa turunan Aaptamin dari sponge Aaptos aaptos yang 

memiliki aktivitas sebagai antifungi dan anti-HIV-1.  Arai et al. (2016) berhasil 

mengisolasi N-Metilnipatin A dari sponge Xestospongia sp.  Kotoku et al. (2017) 

mengisolasi Biakamida A-D dari sponge Petrosaspongia sp. sebagai penghambat 

pertumbuhan sel tumor.  Kajian tentang Clathria sp. informasi yang ada masih 

sedikit.  Melawaty and Pasau (2015) telah meneliti sponge Clathria reinwardtii 

mengandung senyawa α-limonen, namun belum diperoleh struktur tersebut. 

 

 

C. Clathria sp. 

 

 

 

Clathria sp. adalah salah satu jenis sponge kelas Demospongia berwarna merah 

atau orange bercabang seperti jari, setiap jari memiliki diameter sekitar 6 mm.  

Tubuhnya memiliki lubang besar yang disebut oskulum yang berfungsi sebagai 

keluarnya air dan ekskresi.  Memiliki lubang kecil yang disebut ostium untuk 

masuknya air yang tersebar di sepanjang tubuhnya. 
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Salah satu klasifikasi Clathria sp. yaitu : 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Porifera 

Kelas  : Demospongia 

Family  : Microcionidae 

Genus  : Clathria 

Species : Clathria reinwardtii 

 

 

Gambar 1. Clathria reinwardtii (Melawaty and Pasau, 2015) 

 

 

D. Senyawa Metabolit Sekunder pada Sponge 

 

 

 

Sponge merupakan sumber penghasil senyawa metabolit sekunder.  Senyawa ini 

pada suatu organisme pada umumnya berfungsi untuk bertahan dari predator, 

kompetitor, dan untuk mendukung proses reproduksi.  Tanpa senyawa ini 

organisme akan menderita kerusakan atau menurunnya kemampuan bertahan 

hidup.  Beberapa sponge telah terbukti mengandung senyawa-senyawa metabolit 

sekunder yang bermanfaat dalam pengembangan antibiotik, antikanker, antivirus, 

antioksidan, dan lain-lain.  Senyawa metabolit sekunder dari sponge yang telah 

banyak diisolasi yaitu alkaloid. 
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Alkaloid 

 

 

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik bersifat basa dan sebagian besar 

atom nitrogennya merupakan bagian dari cincin heterosiklik.  Senyawa alkaloid 

mengandung paling sedikit satu atom nitrogen.  Hasil review Putra and Jaswir 

(2014) menunjukkan bahwa banyak keanekaragaman senyawa alkaloid yang 

berhasil diisolasi dari sponge.  Beberapa senyawa alkaloid telah diisolasi dari 

sponge Clathria sp. 

 

 

a. Alkaloid Pirolidin 

 

 

 

Pirolidin merupakan senyawa organik dengan rumus kimia C4H9N.  Senyawa ini 

termasuk senyawa amina siklik, memiliki lima anggota cincin yang terdiri dari 

empat atom karbon dan satu atom nitrogen. 

 

Gambar 2. Struktur Pirolidin 

 

Kelompok alkaloid pirolidin berhasil diisolasi dari sponge Clathria sp. sebagai 

senyawa metabolit sekunder.  Laville et al. (2009) mengisolasi senyawa alkaloid 

baru jenis pirolidin yang diberi nama Clathriadi acid dan Norbatzelladine L dari 

sponge Clathria calla yang diuji aktivitasnya terhadap sel kanker (Gambar 3). 
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Gambar 3. Senyawa alkaloid dari sponge Clathria calla (Laville et al., 2009) 

 

 

b. Alkaloid Pirimidin 

 

 

 

Pirimidin merupakan senyawa organik dengan rumus kimia C4H4N2.  Senyawa ini 

termasuk senyawa amina heterosiklik, memiliki enam anggota cincin yang terdiri 

dari empat atom karbon serta dua atom nitrogen pada posisi satu dan tiga dalam 

cincin, dengan struktur sebagai berikut:  

 

Gambar 4. Struktur Pirimidin 

 

Senyawa alkaloid pirimidin dengan nama Mirabilin F dan G (Gambar 5) diisolasi 

dari sponge Clathria sp. Australia Selatan (Naggar et al., 2010). 
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Gambar 5. Senyawa alkaloid dari sponge Clathria sp. (Naggar et al., 2010) 

 

 

E. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder 

 

 

 

1. Ekstraksi 

 

 

 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan komponen-komponen atau senyawa aktif 

secara fisik dalam suatu sampel dengan menggunakan pelarut tertentu.  Prinsip 

ekstraksi didasarkan pada distribusi senyawa yang terlarut (Khopkar, 2002).  
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Hukum Distribusi Nernts digunakan untuk menentukan perbandingan antara 

konsentrasi zat terlarut dalam kedua pelarut, baik pelarut organik maupun pelarut 

air, dengan persamaan berikut : 

   
  
  

 

KD = koefisien distribusi atau koefisien partisi 

CO = konsentrasi zat organik 

CA = konsentrasi zat air 

 

Pada kondisi ideal dan tidak terjadi asosiasi, disosiasi atau polimerisasi, maka 

harga KD sama dengan harga Angka banding distribusi (D).  Angka banding 

distribusi menyatakan perbandingan konsentrasi total zat terlarut dalam pelarut 

organik dan pelarut air. Sehingga banyaknya zat yang terekstraksi dapat 

ditentukan dengan persamaan berikut: 

   
     

  
  

  

 

 

Persamaan di atas dapat dibuktikan bahwa banyaknya zat yang akan terekstrak 

semakin besar jika harga     ⁄  diperkecil, artinya sama dengan memperbesar 

volume fasa organik.  Namun demikian dapat dibuktikan bahwa proses ekstraksi 

akan semakin efisien, jika ektraksi dilakukan secara berulang kali dengan jumlah 

volume fasa organik yang sama.  Bila n kali ekstraksi secara terpisah dengan 

menggunakan volume fasa organik yang sama, maka banyaknya zat terlarut yang 

tertinggal dalam fasa air adalah : 

     (
  

      
)
 

 

(Ayuni dan Yuningrat, 2014). 
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Metode ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini yaitu metode ekstraksi 

maserasi dan ekstraksi cair-cair (partisi). 

 

 

a. Maserasi 

 

 

 

Maserasi adalah salah satu jenis metoda ekstraksi dengan sistem tanpa pemanasan 

atau dikenal dengan istilah ekstraksi dingin.  Hal ini menguntungkan untuk 

senyawa pada suatu sampel yang tidak tahan panas, karena struktur senyawa tidak 

mudah rusak.  Prinsip maserasi adalah pengikatan/pelarutan senyawa metabolit 

sekunder berdasarkan sifat kelarutannya dalam suatu pelarut (like dissolved like).  

Ekstraksi dilakukan dengan cara merendam sampel pada pelarut organik dalam 

waktu yang relatif lama, suhu ruang, dan terlindung dari cahaya dimana pelarut 

akan masuk ke dalam sel melewati dinding sel.  Isi sel akan larut karena adanya 

perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam dan di luar sel.  Larutan konsentrasi 

tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh pelarut dengan konsentrasi rendah 

(Harbone, 1996). 

 

Kelebihan dari maserasi yaitu alat yang dipakai sederhana (wadah perendam), 

biaya operasionalnya relatif rendah.  Pada proses maserasi, dilakukan tanpa 

pemanasan, maka hal ini menguntungkan untuk beberapa struktur senyawa yang 

dapat rusak pada suhu tinggi, akibat dari terdegradasinya suatu senyawa tersebut.  

Maserasi juga memiliki kelemahan yaitu prosesnya membutuhkan waktu relatif 

lama, menggunakan pelarut yang relatif banyak. 
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b. Partisi (Ekstraksi Cair-Cair) 

 

 

 

Ekstraksi cair-cair (partisi) merupakan pemisahan komponen kimia di antara 2 

fase pelarut yang tidak saling bercampur.  Biasanya fase yang satu adalah fase air 

dan fase lainnya yaitu fase pelarut organik, seperti diklorometan, dietil eter, etil 

asetat, atau kloroform.  Kedua fase tersebut tidak bercampur, sehingga terbentuk 

dua lapisan, dan fase yang memiliki massa jenis lebih besar berada di bawah.  

Senyawa polar akan terbawa dalam pelarut polar, senyawa semipolar akan 

terbawa dalam pelarut yang semipolar, dan senyawa nonpolar akan terbawa dalam 

pelarut nonpolar (Khopkar, 2002). 

 

Dalam hal ini, pemisahan zat polar dan nonpolar dapat dilakukan dengan ekstraksi 

cair-cair (partisi) menggunakan corong pisah.  Pengocokan bertujuan memperluas 

area permukaan kontak di antara kedua pelarut sehingga pendistribusian zat 

terlarut di antara keduanya dapat berlangsung dengan baik.  Syarat pelarut untuk 

ekstraksi cair-cair adalah memiliki kepolaran yang sesuai dengan bahan yang 

diekstraksi dan harus terpisah setelah pengocokan (Khopkar, 2002). 

 

 

2. Kromatografi 

 

 

 

Kromatografi merupakan metode pemisahan komponen pada suatu sampel yang 

didasarkan atas perbedaan laju distribusi komponen sampel diantara dua sampel 

yang tidak saling melarut.  Pemisahan dengan metode kromatografi dilakukan 

dengan cara memanfaatkan sifat-sifat fisik dari sampel, seperti kelarutan, 

adsorbsi, keatsirian, dan kepolaran.  Kelarutan merupakan kecenderungan molekul 
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untuk melarutkan dalam cairan.  Adsorbsi penyerapan adalah kecenderungan 

molekul untuk melekat pada permukaan serbuk halus (Johnson dan Stevenson, 

1991).  Dalam penelitian ini dilakukan pemisahan menggunakan metode 

kromatografi lapis tipis (KLT), Medium Pressure Liquid Chromatography 

(MPLC), dan Kromatografi Kolom (KK). 

 

 

a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

 

 

Pada dasarnya KLT digunakan untuk memisahkan komponen-komponen 

berdasarkan perbedaan adsorpsi atau partisi oleh fase diam di bawah gerakan 

pelarut pengembang atau eluen (Hostettman dkk, 1995).  Senyawa yang 

teradsorpsi lebih kuat dalam fase diam tidak akan bergerak jauh dibandingkan 

dengan senyawa yang teradsorpsi lebih lemah.  Data KLT memberikan informasi 

seperti komponen di dalam sampel dan tingkat kepolaran komponen dalam suatu 

senyawa.  KLT juga digunakan untuk memilih komposisi eluen yang memberikan 

pola pemisahan yang paling baik pada kolom kromatografi. 

 

Kromatografi lapis tipis pada umumnya fase diam yang digunakan  adalah silika 

gel, dimana senyawa polar akan memiliki afinitas besar terhadap fase gerak, dan 

bermigrasi lambat ke atas tidak seperti halnya pelarut.  Plat silika (SiO2.xH2O) 

memiliki sifat elektropositif yang menyebabkan fase diam ini bersifat sangat 

polar.  Oleh karena itu, semakin polar suatu molekul yang akan dipisahkan maka 

akan semakin kuat kekuatan menarik fase diam tersebut.  Deteksi bercak 

digunakan 2 cara, yaitu fisika dan kimia. 
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Deteksi bercak dengan cara fisika, digunakan sinar UV.  Pendeteksian dengan 

menggunakan sinar UV akan menghasilkan penampakan senyawa yang 

mengalami fluoresensi.  Senyawa yang mengabsorpsi sinar UV akan tampak 

sebagai daerah gelap di bawah UV.  Panjang gelombang UV yang sering 

digunakan yaitu 254 nm (paling rendah) dan 366 nm (paling tinggi). 

 

Deteksi bercak dengan cara kimia, yaitu dengan mereaksikan bercak 

menggunakan pereaksi spesifik melalui penyemprotan lalu dipanaskan dengan 

tujuan untuk mengoksidasi sampel organik yang akan tampak sebagai bercak 

berwarna.  Pendeteksian suatu senyawa alkaloid dalam teknik KLT dapat 

dilakukan dengan metode visualisasi yang umum digunakan adalah Dragendorff 

dan serium sulfat.  Pereaksi Dragendorff digunakan untuk mengetahui kandungan 

senyawa alkaloid (N tersier) dalam campuran yang ditandai dengan timbulnya 

noda orange pada hasil uji KLT.  Pereaksi serium sulfat digunakan untuk 

mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel dengan ditandai timbulnya 

noda berwarna coklat kehitaman. 

 

Distribusi komponen senyawa sampel dihitung dengan membandingkan jarak 

elusi yang ditempuh senyawa dengan jarak tempuh eluen, biasa disebut sebagai    

(Retention factor), secara sistematis dinyatakan sebagai berikut: 

    
                           

                                
 

Semakin besar nilai    sampel maka semakin besar pula jarak bergeraknya 

senyawa tersebut pada plat KLT.  Saat membandingkan dua sampel yang berbeda 

di bawah kondisi kromatografi yang sama, nilai    akan besar bila senyawa 

tersebut kurang polar (plat silika) akibat adanya interaksi antara senyawa dengan 

http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Plat&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Polar&action=edit&redlink=1
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gugus –OH yang terdapat pada plat silika.  Nilai    dapat dijadikan bukti dalam 

mengidentifikasikan suatu senyawa.  Bila identifikasi nilai    memiliki nilai yang 

sama maka senyawa tersebut dapat dikatakan memiliki karakteristik sama atau 

mirip.  Bila nilai    berbeda, senyawa tersebut dapat dikatakan merupakan 

senyawa yang berbeda.  Pada saat uji kromatografi lapis tipis    yang baik yaitu 

tidak lebih dari 0,5 (Tsuda, 2004). 

 

Kelebihan KLT yaitu : 

 Hanya membutuhkan sedikit pelarut 

 Waktu elusi lebih pendek dibandingkan kromatografi kertas 

 Biaya yang dibutuhkan terjangkau 

 Jumlah perlengkapan sedikit 

 Preparasi sampel yang mudah 

 Dapat digunakan untuk memisahkan senyawa hidrofobik (lipid dan 

hidrokarbon) yang dengan metode kertas tidak bisa (Gandjar dan Rohman, 

2007) 

 

KLT memiliki beberapa kekurangan yaitu : 

 Butuh ketekunan dan kesabaran untuk mendapatkan hasil yang diharapkan 

 Memerlukan waktu yang cukup lama jika tidak dilakukan dengan tekun 

 Butuh sistem trial and error untuk menentukan sistem eluen yang cocok 

 

 

 

 

 

 

 

http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Bukti&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Senyawa
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Karakteristik&action=edit&redlink=1
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b. Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 
 

 

 

MPLC merupakan jenis kromatografi preparatif, karena MPLC menggunakan 

kolom yang lebih besar dan tujuan kerjanya adalah pemurnian komponen senyawa 

dari jumlah sampel yang lebih besar.  MPLC bekerja pada kondisi tekanan sedang 

berkisar antara 10–50 barr, sehingga proses pemisahan tidak terlalu cepat dan 

menjadikan proses pemisahan lebih optimal meskipun dalam ukuran jumlah 

sampel yang lebih besar.  MPLC merupakan kromatografi dengan resolusi tinggi 

dengan waktu pemurnian yang relatif singkat (Sticher, 2007). 

 

Gambar 6. Skema kromatografi preparatif 

MPLC dilengkapi dengan dua buah pompa yang berguna untuk mendorong fasa 

gerak masuk dan bergerak melalui kolom.  Pompa yang dipakai dalam MPLC 

memiliki sistem pompa yang kuat dan tahan terhadap bahan kimia, sistem 

operasinya dilengkapi tiga buah piston untuk melakukan flash kromatografi, 

memiliki pengatur laju alir yang dapat diatur waktu alirannya per mL dan bekerja 

pada tekanan hingga 50 barr/725 psi.  Pada penggunaan MPLC biasanya 

digunakan deteksi dengan detektor UV-Vis 220 nm dan 254 nm.  Serapan pada 
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220 nm menunjukkan adanya komponen yang bersifat UV aktif secara umum.  

Serapan 254 nm menunjukkan adanya ikatan rangkap berkonjugasi. 

 

Penelitian ini dilakukan menggunakan MPLC dengan sephadex LH-20 sebagai 

fase diam.  Prinsip sephadex yaitu memisahkan komponen-komponen sampel 

berdasarkan perbedaan ukuran partikel atau berat molekul (Day dan Underwood, 

2002).  Keuntungan MPLC yaitu salah satu teknik pemisahan senyawa yang dapat 

digunakan dalam jumlah yang besar dengan waktu yang relatif singkat.  Selain itu, 

fase diam yang digunakan pada saat pemurnian dapat digunakan kembali pada 

proses pemurnian senyawa lainnya. 

 

 

c. Kromatografi Kolom (KK) 

 

 

 

Kromatografi kolom diterapkan secara luas untuk pemisahan senyawa-senyawa 

hasil alam khususnya metabolit sekunder. Pemisahan dapat terjadi dikarenakan 

perbedaan daya serap atau partisi fase diam terhadap komponen-komponen 

sampel yang akan dipisahkan yang digerakkan oleh fase gerak (eluen).  Pelarut 

(fase gerak) yang sesuai terhadap sampel dalam suatu kolom kaca vertikal berisi 

fase diam dibiarkan mengalir melalui kolom akibat gaya gravitasi. Dalam kolom 

akan terjadi kesetimbangan antara zat terlarut yang diadsorbsi adsorben dan 

pelarut yang mengalir melewati kolom, sehingga terjadi pola pemisahan dari 

masing-masing komponen senyawa berdasarkan sifat kepolarannya (Poole, 2009). 
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F. Spektroskopi 
 

 

 

Salah satu teknik yang dapat digunakan dalam penentuan struktur dari suatu 

senyawa organik adalah teknik spektroskopi.  Teknik spektroskopi didasarkan 

pada interaksi antara energi cahaya dan materi (Fessenden dan Fessenden, 1986).  

Radiasi elektromagnetik tersebut dapat berupa radiasi sinar γ, sinar-X( X-ray), 

UV-Vis (ultra ungu-tampak), infra merah (IR), gelombang mikro, dan gelombang 

radio.  Metode spektroskopi yang dipakai pada penelitian ini antara lain, Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan Mass Spectroscopy (MS). 

 

 

a. Mass Spectroscopy (MS) 

 

 

 

Mass Spectroscopy (MS) digunakan untuk mengetahui berat molekul (g/mol) dari 

molekul yang belum diketahui dan mengetahui pola pemecahan (fragmentasi) dari 

suatu molekul organik.  Rekonstruksi terhadap pemecahan dan dipandu dengan 

interpretasi data spektra FT-IR dan NMR akan dapat menentukan struktur 

molekul organik yang belum diketahui.  Analisis spektroskopi massa berfungsi 

untuk menghasilkan berkas sinar kation dari zat, berkas kation menjadi bentuk 

spektrum massa (m/z), mendeteksi, dan mencatat nilai massa relatif (m/z) atau 

menentukan bobot molekul suatu senyawa (Silverstein et al., 2005).  Prinsip 

spektroskopi massa yaitu suatu sampel dalam keadaan gas akan dibombardir oleh 

energi dengan elektron yang tinggi (energi potensial ionisasi rata-rata 185-300 

kkal/mol), dapat menyebabkan elektron dari molekul yang terdapat dalam sampel 

akan lepas dan menghasilkan ion organik (Silverstein et al., 2005). 
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Pada identifikasi senyawa alkaloid menggunakan MS, electrospray ionization 

(ESI) merupakan metode ionisasi yang digunakan dan dikombinasikan dengan 

time of-flow (TOF) sebagai metode pemisahan.  Pada spektrometer massa, metode 

pemisahan time of-flow (TOF) sering digunakan karena keuntungannya yaitu 

memiliki sensitifitas yang baik dan dapat digunakan untuk menganalisis senyawa 

dengan berat molekul yang besar (Silverstein et al., 2005). 

 

Salah satu senyawa alkaloid dari sponge yang berhasil dianalisis menggunakan 

MS yaitu senyawa N-methylniphatyne A.  Senyawa ini diisolasi dari sponge 

Xestospongia sp., hasil analisis menggunakan electrospray ionization time-of-

flight mass spectrometry (ESI-TOF-MS) menunjukkan puncak ion molekul 

[M+Na]
+
 pada m/z 381 dan rumus molekul ditentukan sebagai C23H38N2O dengan 

high-resolution (HR-) ESI-TOF-MS.  Hasil analisis juga menunjukkan fragmen 

pada m/z 214, 202, dan 190 menggambarkan adanya alkuna pada posisi C–15 dan 

C–16 (Arai et al., 2016). 

 

Identifikasi senyawa alkaloid lain menggunakan spektroskopi MS yaitu hasil 

analisis sponge Stylissa carteri.  O’Rourke et al. (2016) melakukan analisis 

sponge Stylissa carteri dari hasil HPLC untuk menentukan senyawa fraksi 2 dan 6 

yang akan digunakan sebagai senyawa anti HIV-1.  Berdasarkan spektrum LC-MS 

menunjukkan terdapat senyawa debromohymenialdisine (DBH, m/z [M + H]
+
246, 

C11H12N5O2), hymenialdisine (HD, 10Z-hymenialdisine (m/z [M + H]
+ 

324, 

C11H11BrN5O2), dan oroidin (m/z [M + H]
+ 

389, C11H12Br2N5O) (Gambar 7). 
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Gambar 7. Data spektrum LC-MS hasil analisis dari sponge Stylissa carteri 

(O’Rourke et al., 2016). 

 

 

b. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

 

 

 

Spektroskopi infrared (IR) merupakan metode yang dapat digunakan untuk 

mengidentifikasi gugus fungsi yang terdapat dalam suatu senyawa.  Pada 

spektroskopi inframerah (IR), senyawa organik akan menyerap berbagai frekuensi 

radiasi elektromagnetik inframerah.  Molekul-molekul senyawa akan menyerap 

sebagian atau seluruh radiasinya.  Senyawa organik memiliki energi ikatan 

kovalen yang berbeda-beda, sehingga menghasilkan jenis vibrasi dan serapan 

yang berbeda-beda pada suatu spektrum inframerah.  Spektrum (IR) merupakan 

grafik antara panjang gelombang (μm) atau bilangan gelombang (cm
-1

) dan persen 

transmisi (%T) atau absorbansi (A) (Silverstein et al., 2005).  

 

Jika radiasi inframerah dilewatkan melalui sampel senyawa organik, maka 

terdapat sejumlah energi diserap dan terdapat pula yang ditransmisikan tanpa 

diserap.  Molekul yang menyerap energi inframerah akan mengalami perubahan 

energi vibrasi dan perubahan tingkat energi rotasi sehingga menghasilkan suatu 

frekuensi khas (Silverstein et al., 2005).  Serapan Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (FT–IR), umumnya untuk senyawa alkaloid memberikan serapan 
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khas pada daerah frekuensi 3480-3205 cm
-1

 (–N–H), 1660-1480 cm
-1 

(–C=N–), 

1350-1000 cm
-1 

(–C–N–) dan beberapa serapan lainnya yang khas pada masing-

masing senyawa (McMurry, 2008). 

 

Beberapa senyawa metabolit alkaloid dari sponge telah berhasil diidentifikasi 

dengan spektroskopi IR.  Kusama et al. (2014) berhasil mengisolasi senyawa 

alkaloid bromopyrrole yang diberi nama Agelamadins A dari sponge Agelas sp.  

Pada senyawa Agelamadins A yang diperoleh, hasil identifikasi dari data IR yang 

didukung dengan UV menunjukkan pada sampel terdapat penyerapan khas bagian 

pyrrole amide dari unit umum sebuah alkaloid bromopyrrole {Vmax 1685 cm
-1

 

(IR)}.  Selain itu, Arai et al. (2014) berhasil mengisolasi senyawa 2-methoxy-3-

oxoaaptamine dari sponge Aaptos sp., data IR menunjukkan adanya gugus fungsi 

yang terbaca pada daerah 2926 cm
-1 

(aromatik), 1870 cm
-1 

(C=O), 1487 cm
-1

 

(C=C aromatik), 1282 cm
-1

 (C–O eter), dan 1086 cm
-1 

(C–N). 

 

Analisis pada senyawa alkaloid biasa digunakan pellet KBr (Arai et al., 2016). 

Senyawa KBr tidak menyerap sinar inframerah, sehingga penggunaan KBr 

sebagai pellet sangatlah efektif.  Harus diperhatikan bahwa KBr merupakan 

senyawa higroskopis yang dapat dengan mudah menyerap air dari udara, air yang 

ikut terbawa ke dalam pelet akan mengganggu spektrum dari sampel yang akan 

dianalisis (Silverstein et al., 2005). 
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III. METODOLOGI PENELITIAN 

 

 

 

A. Waktu dan Tempat 

 

 

 

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

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

Universitas Lampung.  Analisis spektrofotometer IR dilakukan di Unit Pelaksana 

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

Universitas Lampung.  Analisis Mass Spectroscopy (MS) dilakukan di BBPOM, 

Bandar Lampung. 

 

 

B. Alat dan Bahan 

 

 

 

Alat-alat yang digunakan yaitu alat-alat gelas diantaranya: pipet tetes, gelas kimia, 

Erlenmeyer, corong pisah, labu ukur, gelas ukur.  Alat-alat instrumen seperti 

seperangkat alat vacuum rotary evaporator Buchii/Rotavator R-210, neraca 

analitik KERN ABJ/BBJ-220-4M, satu set perlengkapan Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) dengan plat aluminium silika gel F254 (Merck), lampu UV Kohler, 

seperangkat alat Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 

Buchii/Sepacoterm. 
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Bahan-bahan kimia yang digunakan yaitu pereaksi Dragendorff, pereaksi serium 

sulfat, akuades (air), diklorometan (DCM), metanol (MeOH), n-heksan (n-hex), 

etil asetat (EtOAc), isopropylalcohol (IPA). 

 

 

C. Prosedur Penelitian 

 

 

 

1. Biomaterial 

 

 

 

Pada penelitian ini digunakan sponge kode 01G-05G yang diperoleh dari koleksi 

Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi 

(UPT-LTSIT), Universitas Lampung.  Pengambilan sampel dilakukan pada bulan 

September 2016 di Kepulauan Seribu dengan cara scuba diving. 

 

 

2. Ekstraksi 

 

 

 

Sampel sponge kering dipotong kecil-kecil.  Sampel sponge ±1,1 kg dimaserasi 

dengan MeOH ±16 L (Kotoku et al., 2017) selama 24 jam (diulangi hingga 3x) 

dan disaring untuk memisahkan filtrat dengan residu sponge.  Filtrat kemudian 

dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator pada temperatur 38°C dan tekanan 

109 mbar hingga terbentuk ekstrak kasar.  Ekstrak yang diperoleh ditempatkan 

dalam wadah tertutup lalu disimpan pada tempat bersih dan kering. 
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3. Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) 

 

 

 

Ekstrak MeOH sponge selanjutnya dipartisi menggunakan corong pisah dengan 

pelarut EtOAc–air (1:1) (Arai et al., 2016).  Larutan dikocok beberapa kali dan 

didiamkan membentuk dua fase.  Selanjutnya masing-masing fase dipisahkan 

sehingga diperoleh 2 fraksi yaitu fraksi air dan fraksi EtOAc.  Proses partisi 

dilakukan 3x hingga diperoleh hasil pemisahan sempurna berdasarkan hasil uji 

KLT.  Kedua fraksi tersebut kemudian dipekatkan menggunakan vacuum rotary 

evaporator hingga diperoleh ekstrak kasar.  Kemudian dilakukan uji KLT untuk 

mengetahui adanya senyawa alkaloid pada kedua fraksi.  Partisi dilakukan untuk 

melakukan pemisahan komponen berdasarkan kepolarannya, agar diperoleh 

komponen alkaloid secara sempurna. 

 

 

4. Uji Pendahuluan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

 

 

Fraksi-fraksi hasil partisi yang akan difraksinasi dan juga fraksi-fraksi yang 

didapat setelah fraksinasi kemudian dilakukan uji KLT menggunakan plat silika 

F254 sebagai fase diam.  Uji KLT dilakukan menggunakan variasi pelarut EtOAc, 

DCM, MeOH, n-hex, dan IPA sebagai fase gerak.  Selanjutnya divisualisasi 

dengan pereaksi serium sulfat dan Dragendorff.  Pereaksi Dragendorff digunakan 

untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid (gugus N-tersier) yang ditandai 

dengan adanya noda merah jingga (orange) pada hasil uji KLT.  Pereaksi serium 

sulfat digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel 

yang ditandai dengan adanya noda berwarna coklat kehitaman. 
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Kemudian diamati dan dihitung nilai Rf dari masing-masing komponen untuk 

mengetahui tingkat kepolaran masing-masing komponen.  

Pembuatan pereaksi serium sulfat dan Dragendorff terdapat dalam Lampiran 2. 

 

  

5. Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 

 

 

 

Fraksi yang telah diketahui mengandung senyawa alkaloid dominan, selanjutnya 

dilakukan fraksinasi menggunakan MPLC.  Fraksinasi pada MPLC menggunakan 

kolom sephadex LH-20 sebagai fase diam dan MeOH–air sebagai fase gerak 

dengan komposisi 95% MeOH dalam air selama 30 menit pada tekanan maksimal 

16 mbar.  Kecepatan aliran 3,5 mL/menit dan dideteksi dengan detektor UV–Vis 

210 nm dan 254 nm.  Kemudian fraksi dikumpulkan berdasarkan puncak yang 

terdapat pada kromatogram.  Fraksi yang telah dikumpulkan diuji KLT kembali 

dengan plat silika F254 sebagai fase diam (Kotoku et al., 2017) dan pelarut 

isopropylalcohol sebagai fase gerak serta divisualisasi dengan pereaksi 

Dragendorff untuk mengetahui adanya senyawa alkaloid. 

 

 

6. Fraksinasi menggunakan Kromatografi Kolom (KK) 
 

 

 

Fraksi yang telah diketahui mengandung senyawa alkaloid dominan, selanjutnya 

dilakukan fraksinasi lebih lanjut menggunakan kromatografi kolom (KK).  

Fraksinasi dilakukan menggunakan teknik kromatografi kolom yang dibuat 

dengan silika gel sebagai fase diam dan elusi dilakukan dengan gradien pelarut.  
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Keberadaan komponen alkaloid dari fraksi hasil pemisahan dimonitor kembali 

dengan metode KLT menggunakan pereaksi spesifik Dragendorff. 

 

 

7. Karakterisasi Senyawa Alkaloid 

 

 

 

a. Karakterisasi Senyawa dengan Spektrofotometer IR 

 

 

 

Isolat murni dianalisis strukturnya dengan spektrofotometer FTIR untuk 

mengetahui adanya gugus-gugus fungsi dari sampel.  Sebelum dianalisis 

menggunakan spektrofotometer IR, sampel murni dilarutkan menggunakan 

MeOH.  Karakteristik senyawa alkaloid pada spektrum IR ditandai adanya gugus 

fungsi N tersier pada vibrasi renggang di daerah sekitar 1300-900cm
-1

 (Silverstein 

et al., 2005).  Pita serapan 1640 cm
-1 

(–C=N–) dan 3376 cm
-1

 (–N–H) (McMurry, 

2008). 

 

 

b. Karakterisasi Senyawa dengan Mass Spectroscopy (MS) 
 

 

 

Sampel yang sudah murni dianalisis dengan Mass Spectroscopy (MS).  Mass 

Spectroscopy digunakan untuk mengetahui karakteristik berat molekulnya (g/mol) 

dan bagaimana pola pemecahan (fragmentasi) dari suatu molekul target, serta untuk 

mengetahui formula molekul (Silverstein et al., 2005). 

 

Ringkasan metodologi dalam penelitian ini terdapat dalam Lampiran 1. 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

A. Kesimpulan 

 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Telah berhasil diisolasi alkaloid yang memiliki kerangka mirip senyawa 

mirabilin dari sponge Clathria sp. 

2. Karakterisasi MS terlihat, struktur yang mungkin berdasarkan fragmen m/z 

366 untuk senyawa 04GP2S3K4 yaitu dengan formula molekul C25H38N2. 

3. Interpretasi spektrum IR menunjukkan khas senyawa alkaloid, terlihat adanya 

gugus amina sekunder (–N–H) pada 3376 cm
-1 

dan adanya ikatan amina 

tersier (C=N) pada pita serapan 1640 cm
-1

,
 
adanya gugus =C–H terkonjugasi 

pada 3138 cm
-1 

dan ikatan
 
C=C alkena pada 1401 cm

-1
. 

 

 

B. Saran 

 

 

 

Saran untuk memperbaiki kekurangan dari hasil yang berkaitan dengan penelitian 

ini adalah sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan analisis struktur lebih lanjut (1D, 2D NMR) untuk 

memperoleh informasi lengkap senyawa 04GP2S3K4 yang berhasil diisolasi 

dari sponge Clathria sp. 
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2. Perlu dilakukan uji bioaktivitas mengenai senyawa 04GP2S3K4 dari sponge 

Clathria sp. yang berhasil diisolasi. 
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