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RINGKASAN 

MUHAMMAD CHOIRUL ANAM. ISOLASI DAN IDENTIFIKASI β-KAROTEN 
RUMPUT LAUT COKLAT Padina australis DENGAN LIQUID 
CHROMATOGRAPHY MASS SPECTROMETRY (LC-MS) (Di bawah 
bimbingan Dr. Ir. Kartini Zailanie, MP dan Dr. Ir. Hartati Kartikaningsih, MS. 
 

Padina australis merupakan salah satu spesies rumput laut coklat yang 
tersebar luas dan sangat mudah ditemukan di daerah tropis (Geraldino et al., 
2005). Spesies rumput laut ini sering dianggap sebagai tanaman pengganggu, 
namun sebenarnya dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak, makanan 
manusia, pupuk, anti bakteri dan anti mikroba (Hariyano et al., 2010). 

Warna rumput laut coklat dipengaruhi oleh keberadaan pigmen atau zat 
warna alami yang terkandung di dalamnya, yaitu molekul khusus yang dapat 
memunculkan warna dengan cara menyerap cahaya matahari dan 
memantulkannya pada panjang gelombang tertentu (Prangdimurti, 2007). 
Pigmen yang terkandung pada rumput laut coklat terdiri dari golongan klorofil 
yang merupakan pigmen utama yang berperan dalam proses fotosintesis dan 
karotenoid yang berfungsi sebagai pigmen pelengkap (Limantara dan Heriyanto, 
2010). 

β-karoten termasuk jenis karotenoid penting pada alga, termasuk Padina 
australis (Limantara dan Heriyanto, 2010) yang memiliki banyak manfaat bagi 
industri pangan dan kesehatan, di antaranya sebagai pewarna dan substansi 
suplemen makanan, antioksidan, anti kanker, kardivaskuler dan penyakit 
degeneratif (Fretes et al., 2012), serta merupakan sumber vitamin A utama di 
banyak negara berkembang (Ahamad et al., 2007). 

Beberapa metode telah dilakukan dalam identifikasi dan determinasi 
kandungan β-karoten, antara lain spectrophotometry (Dere et al., 1998), thin 
layer chromatography (TLC), high performance liquid chromatograhy (HPLC), 
mass spectrometry (MS), dan liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) 
(Murthy, 2007). Hingga saat ini identifikasi β-karoten rumput laut coklat Padina 
australis menggunakan LC-MS belum banyak dilakukan. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui berat molekul β-karoten pada rumput laut coklat Padina 
australis menggunakan instrumen LC-MS. 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 
eksploratif deskriptif untuk mengetahui berat molekul β-karoten yang diisolasi 
dari Padina australis menggunakan instrumen LC-MS. Metode eksploratif 
bertujuan untuk menemukan sesuatu yang baru berupa pengelompokan suatu 
gejala atau fakta tertentu untuk menggambarkan suatu variabel, gejala, dan 
keadaan atau fenomena apa adanya tanpa menguji suatu hipotesis tertentu 
(Arikunto, 2002). 

Hasil analisis LC-MS menunjukkan berat molekul β-karoten yang diisolasi 
dari rumput laut coklat Padina australis adalah 536,8662 yang mendekati hasil 
penelitian Jeffrey et al., (1997) yang menunjukkan berat molekul β-karoten 

sebesar 536,88. 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait identifikasi dan pemanfaatan 

isolat β-karoten dari rumput laut coklat Padina australis yang mempunyai potensi 
besar dalam bidang kesehatan dan industri. Di samping itu, studi isolasi dan 
identifikasi terhadap kandungan pigmen jenis lain pada Padina australis juga 

perlu dilakukan terkait hasil kromatografi kolom yang menunjukkan adanya 
kandungan beberapa jenis pigmen jenis lain. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Rumput laut merupakan makro alga yang digolongkan ke dalam 

organisme fotosintetik tingkat rendah karena tidak memiliki akar, batang dan 

daun (Nurdiana et al., 2008). Berdasarkan warna thallus yang dipengaruhi oleh 

variasi jenis dan kandungan pigmen utamanya, rumput laut dikelompokkan ke 

dalam 3 kelas yaitu Chlorophyceae (rumput laut hijau), Rhodophyceae (rumput 

laut merah), dan Phaeophyceae (rumput laut coklat) (Limantara dan Heriyanto, 

2010). 

Rumput laut coklat merupakan golongan makroalga dari kelas 

phaeophyta yang tersebar dalam jumlah melimpah di antara koral dan karang 

pada perairan dekat pantai (inshore) (Diaz-Pulido dan McCook, 2008). Di 

perairan Indonesia terdapat 28 spesies rumput laut coklat yang berasal dari 6 

genus yaitu Sargassum, Turbinaria, Padina, Dictyota, Hormophysa, dan 

Hydroclathrus (Chaidir, 2006). 

Padina australis merupakan salah satu spesies yang tersebar luas dan 

sangat mudah ditemukan di daerah tropis, terutama pada daerah sublitoral, 

melekat pada pasir, batu, koral, atau menempel pada makroalga lain (Geraldino 

et al., 2005). Padina australis sering dianggap sebagai tanaman pengganggu 

dalam budidaya Eucheuma cottonii, namun sebenarnya mempunyai nilai 

ekonomis karena dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak, makanan manusia, 

pupuk, anti bakteri dan anti mikroba (Hariyano et al., 2010). 

Warna rumput laut coklat dipengaruhi oleh keberadaan pigmen atau zat 

warna alami yang terkandung di dalamnya. Pigmen merupakan molekul khusus 

yang dapat memunculkan warna dengan cara menyerap cahaya matahari dan 

memantulkannya pada panjang gelombang tertentu (Prangdimurti, 2007). 
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Pigmen yang terkandung pada rumput laut coklat terdiri dari golongan klorofil 

yang merupakan pigmen utama yang berperan dalam proses fotosintesis dan 

karotenoid yang berfungsi sebagai pigmen pelengkap (Limantara dan Heriyanto, 

2010). Menurut Nurcahyanti dan Limantara (2007), keberadaan karotenoid 

mampu melindungi klorofil dari degradasi. Gross (1991), menyebutkan 

karotenoid memiliki 2 aktifitas utama, yakni sebagai penangkap cahaya dan 

fotoprotektor terhadap akses cahaya. 

β-karoten merupakan salah satu jenis pigmen golongan karotenoid yang 

terdapat pada Padina australis (Limantara dan Heriyanto, 2010). β-karoten 

termasuk jenis karotenoid penting pada alga yang memiliki banyak manfaat bagi 

industri pangan dan kesehatan, di antaranya sebagai pewarna dan substansi 

suplemen makanan, sebagai antioksidan, mencegah kanker, kardivaskuler dan 

mencegah penyakit degeneratif (Fretes et al., 2012). Di banyak negara 

berkembang, karotenoid, terutama β-karoten merupakan sumber vitamin A 

utama dan berperan sebagai penangkap radikal bebas yang bersifat toksik 

(Ahamad et al., 2007). Menurut Merdekawati et al., (2009), aktifitas antioksidan 

karotenoid dalam melindungi sel dari kerusakan oksidatif oleh radikal bebas, 

terutama berasal dari β-karoten. 

Beberapa metode telah dilakukan dalam identifikasi dan determinasi 

kandungan β-karoten. Metode spectrophotometry telah digunakan dalam 

penentuan total karotenoid pada beberapa spesies alga (Dere et al., 1998). 

Murthy (2005) melakukan studi mengenai produksi β-karoten dari kultur 

mikroalga menggunakan thin layer chromatography (TLC), high performance 

liquid chromatograhy (HPLC), mass spectrometry (MS), dan liquid 

chromatography mass spectrometry (LC-MS). Hingga saat ini identifikasi β-

karoten rumput laut coklat Padina australis menggunakan LC-MS belum banyak 

dilakukan. Oleh karena itu data dan informasi baru sangat diperlukan sebagai 
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penguat dan pembanding dari penelitian terdahulu. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui berat molekul β-karoten pada rumput laut coklat Padina australis 

menggunakan instrumen LC-MS. 

 
1.2 Perumusan Masalah 

Berdasarkan uraian di atas, dapat dirumuskan masalah penelitian 

sebagai berikut: 

 Berapakah berat molekul β-karoten rumput laut coklat Padina australis 

berdasarkan uji LC-MS? 

 
1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui berat molekul β-

karoten rumput laut coklat Padina australis menggunakan instrumen LC-MS. 

 
1.4 Kegunaan Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan data dan informasi 

terbaru mengenai berat molekul β-karoten pada rumput laut coklat Padina 

australis menggunakan instrumen LC-MS sehingga dapat dijadikan sebagai 

pembanding dari penelitian terdahulu dan acuan untuk penelitian terkait di masa 

mendatang. 

 
1.5 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei sampai Juli 2014 di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas 

Brawijaya Malang, Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Univesitas Brawijaya Malang, dan Lembaga Ilmu dan 

Pengkajian Ilmiah (LIPI) Serpong. 
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Rumput Laut 

Rumput laut tersebar luas di seluruh wilayah Indonesia dan merupakan 

komoditas perikanan ekonomis penting. Menurut data statistik Kementerian 

Kelautan dan Perikanan (2012), produksi rumput laut Indonesia pada tahun 2010 

sebesar ±3.569.990 ton dengan volume ekspor mencapai ±123.074 ton. Provinsi 

Jawa Timur merupakan provinsi dengan produksi rumput laut terbesar setelah 

Sulawesi Selatan dengan jumlah produksi mencapai ±388.952 ton dan volume 

ekspor dengan jumlah paling besar mencapai ±70.954 ton pada tahun 2010. 

Rumput laut merupakan makroalga yang seluruh bagian tubuhnya 

disebut dengan talus (thallus) sehingga termasuk dalam divisi thallophyta. Talus 

pada rumput laut memiliki bentuk yang sangat  beragam, di antaranya bulat 

seperti tabung, bulat seperti kantong, pipih, gepeng, berbentuk seperti rambut 

dan lain sebagainya (Suparmi dan Sahri, 2009). Menurut Limantara dan 

Heriyanto (2010), berdasarkan warna talus yang dipengaruhi oleh keberadaan 

pigmen dominan yang terkandung di dalamnya, rumput laut dapat dikelompokkan 

ke dalam 3 kelas yaitu Chlorophyceae (rumput laut hijau), Rhodophyceae 

(rumput laut merah), dan Phaeophyceae (rumput laut coklat). 

Rumput laut memiliki kandungan polisakarida, mineral dan beberapa 

vitamin yang sangat melimpah. Di samping itu, rumput laut juga mengandung 

substansi bioaktif seperti polisakarida, protein, lemak, dan polifenol yang 

berfungsi sebagai antibakteri, antifungi, anti virus dan sebagainya (Senthilkumar 

et al., 2013). Terkait dengan kandungannya, rumput laut telah dimanfaatkan 

dalam industri makanan, kosmetik, farmasi, tekstil dan agrokompleks (Melki et 

al., 2011). Ditinjau dari kandungan proksimatnya, secara umum rumput laut 

mengandung 32,25-63,2% karbohidrat, 3-11,4% serat kasar, 12,95-27,5% air, 
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1,70-10% protein, 3,5-11% lemak, dan 11,5-23,7% abu. Rumput laut juga 

memiliki kandungan asam amino, vitamin dan mineral yang mencapai 10-20 kali 

lipat lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman darat (Reskika, 2011).  

 
2.1.1 Rumput Laut Coklat 

Rumput laut coklat merupakan golongan makroalga dari kelas 

phaeophyta yang disebut juga sebagai kelas Ochrophyta. Rumput laut coklat 

tersebar dalam jumlah yang melimpah di antara koral dan karang pada perairan 

dekat pantai (inshore). Beberapa jenis rumput laut paling produktif yang dapat 

ditemukan di perairan dangkal adalah Sargassum, Dictyota, Labophora 

variegata, Colpomenia, Chnoospora dan Padina. Rumput laut coklat seringkali 

menjadi habitat dan makanan bagi berbagai jenis invertebrata dan mempunyai 

peran penting sebagai tempat berkembang biak bagi beberapa jenis ikan (Diaz-

Pulido dan McCook, 2008). 

Kandungan rumput laut coklat dipengaruhi oleh spesies, umur, letak 

geografis, cuaca dan faktor lingkungan. Beberapa unsur utama yang terkandung 

dalam rumput laut coklat antara lain polisakarida, senyawa fenolik, terpenoid, 

sterol, protein, peptida, asam lemak tak jenuh, vitamin, dan pigmen (Balboa et 

al., 2012). 

Alga coklat mempunyai dinding sel yang terbentuk dari selulosa, yang 

umumnya berdampingan dengan asam alginat. Pada beberapa spesies rumput 

laut, selulosa diproduksi dalam jumlah besar dan dipanen untuk tujuan komersial 

(Wehr, 2003). Dinding sel rumput laut coklat mengandung senyawa polisakarida 

seperti laminaran dan fukoidan yang tergolong dalam serat larut. Laminaran 

merupakan bentuk polisakarida utama yang terkandung pada alga, sedangkan 

fukoidan mempunyai peran untuk melindungi rumput laut dari desikasi. 

Polisakarida pada rumput laut, termasuk laminaran dan fukoidan dilaporkan 
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mempunyai aktifitas sebagai antioksidan, antibakteri, anti tumor, anti viral dan 

anti koagulan (Moroney et al., 2013). Komposisi kimia rumput laut coklat dapat 

dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Komposisi kimia rumput laut coklat 

Komposisi Kimia Jumlah (%) 

Serat kasar 28,39 
Karbohidrat 19,06 

Air 11,71 
Protein 5,53 
Lemak 0,74 

Abu 34,54 

Sumber: Yunizal (1999). 

Salah satu ciri khas yang dimiliki oleh rumput laut coklat adalah warna 

coklat pada seluruh bagian talusnya. Warna tersebut disebabkan oleh 

kandungan pigmen dominan pada rumput laut coklat, yaitu fukosantin (Nurdiana 

et al., 2008; Limantara dan Heriyanto, 2011).  Menurut Wehr (2003), selain 

berasal dari pigmen karotenoid, fukosantin, warna coklat pada rumput laut 

makroskopis pada beberapa spesies berasal dari berbagai macam tanin yang 

terdapat dalam rumput laut coklat (phaeophycian tannin). Secara umum, alga 

coklat mengandung pigmen utama berupa klorofil a, c1 dan c2, β-karoten, 

violasantin, diatosantin, dan fukosantin dalam jumlah besar, yang jumlahnya 

sebanding dengan simpanan cadangan laminaran. 

 
2.2 Padina australis 

Spesies rumput laut coklat yang termasuk genus Padina tersebar luas 

dan sangat mudah ditemukan di daerah tropis. Padina australis memiliki tinggi 

umumnya tumbuh pada daerah sublitoral, melekat pada pasir atau batu dan 

koral, dan terkadang menempel pada makroalga lain. Spesies yang memiliki 

tinggi 9,6-11 cm ini tumbuh subur pada perairan tropis dan sub tropis dan tidak 

ditemukan pada perairan beriklim sedang (Geraldino et al., 2005). Taylor (1974), 

menyebutkan Padina australis tumbuh di atas objek keras di atas pasir atau 
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potongan karang pada kedalaman 0,6-1,8 m. Klasifikasi Padina australis menurut 

Zipcodezoo (2012), adalah sebagai berikut: 

Domain  : Eukaryota 
Kingdom  : Chromista 
Subkingdom  : Chromobiota 
Infrakingdom  : Heterokonta 
Filum   : Ochrophyta 
Subfilum  : Phaeista 
Infrafilum  : Chrysista 
Superkelas  : Phaeistia 
Kelas   : Phaeophyceae 
Ordo   : Dictyotales 
Famili  : Dictyotaceae 
Genus  : Padina 
Deskriptor spesifik : australis – Hauck 
Nama ilmiah  : Padina australis Hauck 

 

 

Gambar 1. Padina australis  

Padina australis merupakan salah satu spesies rumput laut coklat yang 

tersebar luas di perairan pantai Indonesia. Spesies rumput laut coklat yang 

termasuk salah satu penghasil alginat ini biasa hidup pada substrat pasir, batu, 

patahan karang dan substrat campuran. Padina australis sering dianggap 

sebagai tanaman pengganggu dalam budidaya rumput laut Eucheuma cottonii, 

namun sebenarnya mempunyai nilai ekonomis karena dapat dimanfaatkan 

sebagai pakan ternak, makanan manusia, pupuk, anti bakteri dan anti mikroba 

(Hariyano et al., 2010). Komposisi proksimat Padina australis  dapat dilihat pada 

Tabel 2. 
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Tabel 2. Komposisi Proksimat  Padina australis  

Komposisi 
Jumlah (g/100 g) 

Segar Kering 

Kadar air 90,56±0,16  
Protein 1,02±0,04 10,76±0,54 
Lemak 0,4±0,01 4,17±0,04 

Abu 2,11±0,17 22,26±1,98 
Karbohidrat (by 

difference) 
5,9±0,37 62,21±3,34 

Sumber: Santoso et al., (2013). 

 
2.3 Pigmen 

Pigmen merupakan molekul khusus yang dapat memunculkan warna 

dengan cara menyerap cahaya matahari dan memantulkannya pada panjang 

gelombang tertentu. Tiap molekul pigmen yang berbeda akan menimbulkan 

reaksi yang berbeda sehingga warna dan panjang gelombang yang dipantulkan 

juga berbeda. Pigmen alami dapat diperoleh dari tumbuhan atau hewan, baik 

secara langsung maupun dengan pemanasan, penyimpanan atau pemrosesan 

(Prangdimurti, 2007). Menurut struktur kimianya, pigmen tumbuhan dapat 

diklasifikasikan menjadi 5 famili yaitu tetrapirol (misalnya klorofil), karotenoid 

(misalnya β-karoten), flavonoid (misalnya antosianin), senyawa fenolik (misalnya 

teaflavin) dan n-heterosiklik (misalnya betalain) (Schoefs, 2002). 

Menurut Limantara dan Heriyanto (2010), pada rumput laut coklat 

terkandung pigmen golongan klorofil yang merupakan pigmen utama yang 

berperan dalam proses fotosintesis dan karotenoid yang berfungsi sebagai 

pigmen pelengkap. Pigmen karotenoid yang terkandung pada Padina australis 

antara lain fukosantin, β-karoten, fukosantol, violasantin. Adapun kandungan 

pigmen golongan klorofil dalam Padina australis  meliputi  klorofil a, klorofilid a, 

klorofil a’ dan feofitin a. 
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2.3.1 Pigmen β-Karoten 

Struktur dasar dari sebuah molekul karotenoid adalah kerangka 

tetrapena simetris yang terbentuk dari ikatan ekor ke ekor dari dua molekul 

geranilgeranil difosfat (unit C20) seperti likopen. Kerangka dasar likopen yang 

dimodifikasi sehingga memiliki dua cincin segi enam (disiklik) pada kedua 

ujungnya akan membentuk struktur β-karoten (C40H56) yang merupakan jenis 

karotenoid paling melimpah. Golongan molekul karotenoid dapat dikelompokkan 

ke dalam dua kelompok senyawa, yaitu karoten yang tidak memiliki fungsi 

oksigen, dan santofil (xanthophylls) yang mengandung setidaknya satu fungsi 

oksigen seperti lutein. Struktur kimianya secara jelas menandakan bahwa 

karotenoid merupakan senyawa lipofilik, oleh karena itu karotenoid tidak larut 

dalam air, kecuali jika golongan yang memiliki sifat sangat polar seperti 

polisakarida mengesterifikasi rangka dasarnya (Schoefs, 2002). 

Beta-karoten (C40H56) merupakan sebuah molekul yang termasuk 

pigmen golongan karotenoid yang memiliki cincin hidrokarbon pada ujungnya. 

Molekul β-karoten terdiri dari delapan unit isoprenoid yang terhubung seperti 

sebuah rangkaian di mana gabungan unit-unit isoprenoid pada bagian tengahnya 

berbalik pada pusat molekul (Murthy, 2005). β-karoten merupakan pigmen 

berwarna oranye yang pertama kali diisolasi dari wortel, di mana molekulnya 

dibagi menjadi dua bagian yang identik dalam menghasilkan vitamin A selama 

proses pencernaan pada vertebrata (Daintith, 2004). Sifat-sifat β-karoten dapat 

dilihat pada Tabel 3. 
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Tabel 3. Sifat-sifat β-karoten 

Karakteristik Keterangan 

Nama (Trivial) 
 (IUPAC) 

β-karoten 
β,β-karoten 

Rumus molekul C40H56 
Berat molekul 536,88 

Struktur molekul 

 
Warna Kuning-oranye 

Absorptifitas molar ε (1 
mol-1cm-1) 

134  103 (pada 454 nm dalam aseton) 

141  103 (pada 453 nm dalam etanol) 

139  103 (pada 453 nm dalam heksana) 
Bentuk perubahan Isomer cis 

Kultur sumber data SCOR Pavlova lutheri (sprymnesiophyte) 

Spektra UV-Vis: 

Pelarut Maksimum (nm) 
Rasio 
kurva Referensi 

 I II III %III:II 

Aseton (426) 453,5 479,9 21 Data SCOR WG 78 
Etanol (427) 449 475  Data SCOR WG 78 

Heksana (422) 449,9 477,7 36 Katayama et al. (1972) 

Sumber: Jeffrey et al., (1997). 

Pigmen β-karoten juga mempunyai karakteristik berupa bentuk trans 

dan cis sebagaimana jenis karotenoid yang lain. Secara teoritis, masing-masing 

ikatan rangkap dalam struktur β-karoten dapat membentuk 2 macam konfigurasi. 

Kurva absorpsi spektra dari karotenoid yang mengalami isomerisasi dari bentuk 

trans ke cis menunjukkan bahwa puncak trans isomer terletak pada posisi 

terendah dibandingkan dengan neo beta karoten B (13 mono cis β-karoten) dan 

neo beta karoten U (9 mono cis β-karoten), dan ketika dikenai cahaya dengan 

panjang gelombang yang makin besar, terjadi perubahan ke posisi puncak 

teratas. 

Sifat dari β-karoten adalah tidak larut dalam air dan pelarut organik polar 

seperti metanol dan etanol, serta termasuk jenis karotenoid yang mempunyai 

aktifitas biologis sebagai provitamin A. Di antara beberapa jenis karotenoid, trans 

β-karoten memiliki aktifitas provitamin A yang paling tinggi. Perubahan struktur 
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trans β-karoten menjadi isomer lain dapat menyebabkan kerusakan β-karoten 

dan menurunkan aktifitas provitaminnya (Novianto, 2010). Daftar aktifitas 

provitamin A relatif pada beberapa karotenoid dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Daftar aktifitas provitamin A relatif pada beberapa karotenoid 

Karotenoid Aktifitas Provitamin A Relatif (%) 

Alfa karoten 50-54 
Beta karoten 100 

Gamma karoten 42-50 
Lutein 0 

Beta karoten-5-6-mono-
epoksi 

21 

Beta zeakaroten 20-40 
3,4 dehidro beta karoten 75 

Sumber: Novianto (2010). 

Tabel di atas menunjukkan bahwa trans β-karoten memiliki aktifitas 

provitamin A relatif yang paling tinggi dari beberapa jenis karotenoid, yakni 

mencapai 100%. Struktur molekul beta karoten bentuk trans dan cis dapat dilihat 

pada Gambar 2. 

 

Gambar 2. Struktur molekul β-karoten bentuk trans dan cis (Erawati, 2006). 

Karotenoid, terutama β-karoten merupakan sumber vitamin A utama di 

banyak negara berkembang, dan berperan sebagai penangkap radikal bebas 

yang bersifat toksik (Ahamad et al., 2007). β-karoten juga memiliki banyak 

manfaat bagi industri pangan dan kesehatan, di antaranya sebagai pewarna dan 
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substansi suplemen makanan, sebagai antioksidan, mencegah kanker, 

kardivaskuler dan mencegah penyakit degeneratif (Fretes et al., 2012). 

  
2.4 Pelarut Organik 

Pelarut merupakan salah satu faktor yang sangat menentukan dalam 

proses ekstraksi. Pemilihan pelarut didasarkan pada kemampuan dan 

kelarutannya dalam mengekstrak senyawa yang diinginkan (Guenther, 1987). 

Pelarut yang baik untuk digunakan dalam proses ekstraksi adalah pelarut yang 

mempunyai daya melarutkan yang tinggi terhadap senyawa yang diekstraksi. 

Daya melarutkan tersebut berhubungan dengan polaritas pelarut dan polaritas 

senyawa yang diekstraksi (Vogel, 1987). Beberapa sifat pelarut yang ideal antara 

lain memiliki selektifitas yang tinggi terhadap senyawa yang diektraksi, memiliki 

perbedaan titik didih dan densitas yang cukup besar, bersifat inert, tidak beracun, 

memiliki viskositas yang kecil, tidak bersifat korosif, tidak mudah terbakar, tidak 

bersifat reaktif terhadap senyawa yang diekstraksi, murah dan mudah didapat 

(Yasita dan Rachamawati, 2013). 

Bahan-bahan dan senyawa kimia akan mudah larut dalam bahan pelarut 

yang memiliki polaritas yang sama. Secara fisika, tingkat polaritas suatu pelarut 

ditunjukkan dengan nilai konstanta dielektrik. Suatu pelarut disebut semakin polar 

apabila semakin besar nilai konstanta dielektriknya (Sudarmadji et al., 2007). 

Pelarut yang bersifat polar cenderung melarutkan senyawa yang bersifat polar, 

dan sebaliknya pelarut non polar cenderung melarutkan senyawa non polar 

(Vogel, 1987). Konstanta dielektrik dan tingkat kelarutannya dalam air beberapa 

jenis pelarut yang umum digunakan dalam penelitian dapat dilihat pada Tabel 5. 
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Tabel 5. Konstanta dielektrik dan tingkat kelarutan dalam air beberapa jenis 
pelarut 

 

Pelarut 
Konstanta 
Dielektrik 

Tingkat kelarutan dalam air 

Metanol 33,60 Misibel 
Aseton 20,70 Misibel 

Air 80,40 Misibel 
Dietil eter 3,34 Sedikit 
Etil asetat 6,02 Sedikit 
N-heksan 1,89 Tidak larut 

Petroleum eter 1,90 Tidak larut 

Sumber: Sudarmadji et al., (2007). 

Jumlah pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi akan 

mempengaruhi konsentrasi jenuh larutan. Semakin banyak pelarut yang 

digunakan, maka semakin banyak zat terlarut yang dapat terekstrak (Komara, 

1991). Dalam jumlah tertentu, pelarut dapat bekerja secara optimal dalam proses 

ekstraksi, namun dalam jumlah yang berlebihan pelarut tidak akan mengekstrak 

lebih banyak senyawa (Susanto, 2009). 

 
2.4.1 Metanol (CH3OH) 

Metanol atau metil alkohol (CH3OH) merupakan asam lemah turunan 

yang paling sederhana dari alkohol, berbentuk cairan yang tidak berwarna, 

mudah menguap dan mudah terbakar dan dapat diubah menjadi formaldehid 

(Vogel, 1987). Dahulu metanol dibuat dari penyulingan kayu sehingga disebut 

juga sebagai alkohol kayu. Saat ini, senyawa ini dibuat melalui oksidasi katalitik 

metana dari gas alam. Metanol sering digunakan sebagai pelarut dan dalam 

pembuatan formaldehid untuk industri plastik dan obat-obatan (Daintith, 2004). 

Sifat-sifat metanol dapat dilihat pada Tabel 6. 
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Tabel 6. Sifat-sifat metanol 

Karakteristik Keterangan 

Nama Metanol (Methanol) 

Sinonim Metil alkohol (Methyl alcohol) 
Rumus molekul CH4O; CH3OH 

Struktur molekul 

  
Bentuk fisik Cair 

Berat molekul 32,042 
Titik didih 64,6 C 
Titik lebur -97,53 C 
Densitas 0,791420 g/cm3 

Konstanta dielektrik 33,0 
Kelarutan Misibel dalam air, etanol, dietil eter, 

dan aseton; sangat larut dalam 
benzena; dan larut dalam kloroform 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.4.2 Aseton (CH3COCH3) 

Aseton (CH3COCH3) merupakan pelarut organik yang sering digunakan 

sebagai kutub pelarut aprotik dalam berbagai reaksi organik. Aseton sering dipilih 

sebagai pelarut dalam proses ekstraksi karena kemampuannya dalam 

mengekstraksi senyawa-senyawa polar dan non polar (Day dan Underwood, 

1986).  Aseton yang mempunyai nama lain dimetil asetat, metil asetil, dimetil 

keton, propanon, ketopropanon, piroasetis spirit, dan piroasetat eter mempunyai 

sifat higroskopis, sangat mudah menguap, tidak beresidu dan mudah terbakar. 

Kegunaan lain dari aseton adalah sebagai pelarut senyawa asetilen, bahan 

campuran resin, campuran adesif, parfum, pembersih dan lain sebagainya 

(Schelfan et al, 1983). Sifat-sifat aseton dapat dilihat pada Tabel 7. 
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Tabel 7. Sifat-sifat aseton 

Karakteristik Keterangan 

Nama Aseton (Acetone) 

Sinonim 2-Propanon (2-Propanone) 
Rumus molekul C3H6O 

Struktur molekul 

  
Bentuk fisik Cair 

Berat molekul 58,079 
Titik didih 56,05 C 
Titik lebur -94,7 C 
Densitas 0,784525 g/cm3 

Konstanta dielektrik 21,01  
Kelarutan Misibel dalam air, etanol, dietil eter, 

aseton, benzena, dan kloroform 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.4.3 Dietil Eter (C4H10O) 

Dietil eter (C4H10O) merupakan bahan kimia organik berbentuk cairan 

tidak berwarna, sedikit larut dalam air, dan biasa digunakan sebagai reagen dan 

pelarut. Nama lain dari dietil eter yaitu etil eter, etil oksida, atau etilik eter (Hill, 

2003). Menurut Daintith (2004), dietil eter merupakan cairan volatil (mudah 

menguap) dan sangat mudah terbakar yang dikenal dengan bau khas dan sifat 

anestesik-nya. Terkadang dietil eter masih diaplikasikan sebagai bahan 

anestesik (obat bius) apabila tidak ada bahan-bahan modern yang sesuai. 

Pembuatan dietil eter merupakan hasil pengembangan dari sintesis di 

laboratorium. Dalam proses pembuatannya, etanol uap dilewatkan ke dalam 

campuran etanol jenuh dan asam sulfat pekat pada suhu 140 C. Sifat-sifat dietil 

eter dapat dilihat pada Tabel 8. 
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Tabel 8. Sifat-sifat dietil eter 

Karakteristik Keterangan 

Nama Dietil eter (Diethyl ether) 

Sinonim Etil eter (Ethyl ether) 
Rumus molekul C4H10O 

Struktur molekul 
  

Bentuk fisik Cair 
Berat molekul 74,121 

Titik didih 34,5 C 
Titik lebur -116,2 C 
Densitas 0,713820 g/cm3 

Konstanta dielektrik 4,2666 
Kelarutan Larut dalam air; misibel dalam 

etanol, benzena, dan dietil eter; 
sangat larut dalam aseton 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.4.4 N-Heksan/Heksana (C6H14) 

Heksana (C6H14) merupakan senyawa hidrokarbon alkana yang memiliki 

rumus isomer utama CH3(CH2)4CH3. Awalan heks- menunjukkan jumlah atom 

karbon yang terdapat di dalamnya dan akhiran -ana menunjukkan ikatan tunggal 

yang menghubungkan atom-atom karbon tersebut. Heksana merupakan  salah 

satu jenis pelarut non polar (Maulida dan Zulkarnaen, 2010). Heksana 

merupakan alkana cair yang diperoleh dari fraksi ringan dari minyak mentah. 

Penggunaan utama dari heksana adalah sebagai campuran bensin dan sebagai 

pelarut (Daintith, 2004). Menurut Arindah (2010), heksana merupakan 

hidrokarbon alifatik yang mudah menguap. Ikatan kovalen pada n-heksana 

menjadikan n-heksana tidak reaktif sehingga sering digunakan sebagai pelarut 

inert pada reaksi organik. Sifat-sifat n-heksana dapat dilihat pada Tabel 9. 
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Tabel 9. Sifat-sifat heksana 

Karakteristik Keterangan 

Nama Heksana (Hexane) 

Rumus molekul C6H14 

Struktur molekul 
 

Bentuk fisik Cair 
Berat molekul 86,175 

Titik didih 68,73 C 
Titik lebur -95,35 C 
Densitas  0,660625 g/cm3 

Konstanta dielektrik 1,8865 
Kelarutan Tidak larut dalam air; sangat larut 

dalam etanol; larut dalam dietil eter, 
kloroform 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.4.5 Etil Asetat (C4H8O2) 

Etil asetat (C4H8O2) adalah pelarut organik yang bersifat semi polar, 

tidak berwarna dan memiliki bau tajam yang kurang enak. Beberapa keuntungan 

menggunakan etil asetat sebagai pelarut di antaranya yaitu sifatnya yang volatil, 

non toksik dan tidak higroskopis (Reapina, 2007). Etil asetat juga dikenal sebagai 

ester asetat, eter asetat dan asetidin dengan rumus isomer utama CH3COOC2H5 

yang memiliki sifat dapat sedikit larut dalam air dan medidih pada suhu 77C 

(Hill, 2003). Etil asetat merupakan ester yang terbentuk dari etanol dan asam 

etanoat, berbentuk cairan berbau yang digunakan sebagai pelarut dalam industri 

plastik, parfum dan pemberi cita rasa (Daintith, 2004). Sifat-sifat etil asetat dapat 

dilihat pada Tabel 10. 
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Tabel 10. Sifat-sifat etil asetat 

Karakteristik Keterangan 

Nama Etil asetat (Ethyl acetate) 

Rumus molekul C4H8O2 

Struktur molekul 

 
Bentuk fisik Cair 

Berat molekul 88,106 
Titik didih 77,11 C 
Titik lebur -83,8 C 
Densitas 0,900320 g/cm3 

Konstanta dielektrik 6,0814 
Kelarutan Larut dalam air, misibel dalam 

etanol, dan dietil eter; sangat larut 
dalam aseton dan benzena 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.5 Silica Gel (SiO2) 

Silikon dioksida (SiO2) merupakan zat kimia anorganik berbentuk kristal 

transparan yang tidak berwarna, mudah larut dalam alkali cair dan asam 

hidroflorat, dan melebur pada suhu 1710 C. Silica gel umum digunakan dalam 

industri pembuatan gelas, produk keramik, amplas, dan cetakan dalam 

pengecoran logam dan beton (Hill, 2003). 

Silica gel  tidak berbentuk atau memiliki bentuk yang tidak beraturan, 

sangat porous, merupakan bentuk silika yang terhidrasi sebagian. SiO2 

merupakan sebuah substansi yang terbuat dari dua elemen yang paling banyak 

terdapat di bumi, yaitu silikon dan oksigen. Sekitar 55% dari luas permukaan 

bumi terdiri dari silika (silikon dioksida) atau silikat (silika yang terkombinasi 

dengan metal oksida). Secara alami, sebagian besar silika tidak terhidrasi secara 

signifikan dan dapat berbentuk kristal atau tidak berbentuk, merupakan material 

sederhana yang dapat dikarakterisasi secara fisik dan kimia, serta memiliki 

beberapa sifat khusus yang menjadikannya ideal sebagai material dasar. Silica 

gel dapat dibuat dengan mudah, dengan biaya minimal, dan sifat yang seragam. 

Kerangka dasar silica gel mempunyai sifat rigid (kaku/keras), yang dapat sedikit 
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terlihat apabila mengembang atau menyusut pada pelarut dalam jumlah yang 

banyak. Silica gel dapat dibersihkan dengan mudah sebelum digunakan dalam 

pekerjaan yang memiliki sensitifitas tinggi. Pertukaran ion pada kerangka dasar 

silika akan kembali secara cepat dari perubahan pada berbagai pH dan pelarut. 

Gugus hidroksil pada silika memungkinkan penambahan beragam gugus 

fungsional untuk meningkatkan selektifitasnya. Karakteristik yang beragam 

mempunyai pengaruh yang signifikan terhadap seberapa baik pengikatan fase 

berperan sebagai perangkat ekstraksi (Telepchak, 2004). Sifat-sifat silica gel 

dapat dilihat pada Tabel 11. 

Tabel 11. Sifat-sifat silica gel 

Karakteristik Keterangan 

Nama Silikon dioksida (Silicon dioxide) 
Rumus molekul 
Struktur molekul 

SiO2 

 
 
 

Bentuk fisik Tidak berwarna, heksagonal, kristal 
Berat molekul 60,085 

Titik didih 2950 C 
Titik lebur 1722 C 
Densitas 2,648 g/cm3 
Kelarutan Tidak larut dalam air dan asam; larut 

dalam hidrogen florida 

Sumber: Lide (2005). 

 
2.6 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah metode pemisahan komponen cair dari campurannya 

menggunakan sejumlah massa solven (pelarut) sebagai tenaga pemisah. Proses 

ekstraksi meliputi tiga langkah utama yaitu proses pencampuran, proses 

pembentukan fase setimbang dan proses pemisahan fase setimbang. Beberapa 

faktor yang berpengaruh terhadap proses ekstraksi antara lain ukuran partikel, 

perbandingan pelarut, suhu, waktu kontak, dan pengadukan (Yasita dan 

Rachmawati, 2013). Tujuan dari proses ekstraksi adalah untuk menarik 

komponen kimia atau zat-zat aktif yang terdapat dalam bahan (Harborne, 1987). 
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Prinsip ekstraksi adalah pemisahan satu atau beberapa zat dari suatu 

padatan atau cairan. Pada proses ekstraksi akan terjadi kontak antara pelarut 

dengan bahan sehingga akan terjadi pengendapan massa secara difusi sampai 

terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di dalam dan di luar bahan 

ekstraksi (Bernasconi, 1995). Ada dua fase penting dalam proses ekstraksi yaitu 

fase pencucian dan fase ekstraksi. Pada fase pencucian terjadi penyatuan atau 

kontak langsung antara pelarut dengan bahan yang diekstraksi melalui rusaknya 

sel-sel zat yang diekstrak atau yang telah lebih dahulu terusak karena proses 

penghalusan. Dengan demikian diharapkan komponen yang terdapat di dalam 

sel lebih mudah diambil atau dicuci. Fase ekstraksi yaitu proses yang 

memungkinkan terjadinya perlintasan bahan pelarut ke dalam bagian dalam sel 

sehingga pelarut mencapai ke dalam sel. Mengalirnya bahan pelarut ke dalam 

sel akan menyebabkan protoplasma membengkak dan komponen yang 

terkandung dalam sel akan terlarut sesuai dengan kelarutannya (Voight, 1994). 

Maserasi merupakan teknik ekstraksi paling sederhana yang dilakukan 

dengan cara merendam sampel dalam cairan penyari atau pelarut organik pada 

suhu ruang. Prinsip maserasi adalah terjadinya perbedaan konsentrasi cairan di 

dalam dan di luar sel dalam proses perendaman sampel yang menyebabkan 

terjadinya pemecahan dinding dan membran sel sehingga komponen yang 

terkandung dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut. Proses tersebut sangat 

sesuai digunakan dalam isolasi senyawa bahan alam. Ekstraksi senyawa dengan 

teknik maserasi akan berjalan sempurna karena lama waktu maserasi dapat 

diatur (Lenny dan Zuhra, 2006). 

 
2.7 Fraksinasi 

Fraksinasi merupakan proses pemisahan fraksi yang mempunyai 

karakteristik yang berbeda dalam suatu larutan atau suspensi (Yuliasih et al., 
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2013). Istilah fraksinasi seringkali digunakan untuk menggambarkan pemisahan 

suatu senyawa di antara dua medium yang tidak saling melarutkan (Sudarmadji, 

1997). Fraksinasi atau partisi disebut juga penyarian cair-cair. Prinsip pemisahan 

dalam proses fraksinasi yaitu distribusi komponen larutan yang difraksinasi 

berdasarkan perbedaan koefisien partisi dalam dua jenis pelarut yang tidak 

bercampur sehingga zat akan terbagi dalam dua fase yang terbentuk. Umumnya 

proses fraksinasi dilakukan menggunakan corong pisah (Sholihah, 2010). 

 
2.8 Evaporasi 

Evaporasi (penguapan) atau pemekatan merupakan proses yang 

melibatkan perpindahan panas dan massa secara simultan. Prinsip dari proses 

evaporasi adalah penguapan sebagian pelarut dalam suatu produk sehingga 

diperoleh suatu produk yang kental (konsentrat). Kecepatan penguapan 

dipengaruhi oleh efektifitas pindah panas dan pindah massa. Penguapan terjadi 

apabila suhu suatu bahan sama atau lebih tinggi dari titik didih cairan. Pada 

produk yang sensitif terhadap suhu tinggi, titik didih cairan atau pelarut harus 

diturunkan sehingga lebih rendah dari titik didih pada kondisi normal. 

Menurunkan titik didih pelarut atau cairan dilakukan dengan cara menurunkan 

tekanan di atas permukaan cairan menjadi lebih rendah dari tekanan atmosfir 

atau disebut vakum (Joharman, 2006). 

Pemekatan dengan rotary vacuum evaporator merupakan teknik 

pemekatan ekstrak tanpa merusak senyawa yang diisolasi dari ekstrak karena 

rangkaian alat ini menggunakan pompa vakum sehingga di dalam evaporator 

terjadi pengurangan tekanan yang menyebabkan pelarut dapat menguap di 

bawah titik didihnya. Teknik pemekatan sesuai untuk ekstrak yang mempunyai 

sensitifitas terhadap suhu tinggi (Siadi, 2012). 
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2.9 Kromatografi 

Kromatografi berasal dari bahasa Yunani kromatos yang berarti warna 

dan graphos yang berarti menulis. Kromatografi mencakup berbagai proses yang 

didasarkan pada perbedaan distribusi dari penyusun cuplikan antara dua fase. 

Fase yang tinggal pada sistem disebut sebagai fase diam, sedangkan fase yang 

mengalir melalui celah-celah fase diam disebut dengan fase gerak. Aliran fase 

gerak menyebabkan perbedaan migrasi dari penyusun cuplikan sehingga dapat 

digunakan dalam pemisahan suatu bahan alam yang kompleks seperti klorofil 

dan karotenoid (Maslebu et al., 2013). 

Kromatografi merupakan salah satu teknik yang digunakan untuk 

memisahkan atau menganalisa suatu campuran kompleks. Semua teknik yang 

berkaitan dengan kromatografi, di dalam prosesnya menggunakan dua fase, 

yaitu fase gerak (mobile phase) berupa cairan atau gas dan fase diam (stationary 

phase) berupa padatan atau cairan yang terikat dengan padatan. Sampel yang 

dipisahkan atau dianalisis dibawa oleh fase gerak melewati fase diam. Beragam 

komponen yang terdapat di dalam campuran akan terserap atau terlarut oleh 

fase diam dengan tingkatan yang berbeda-beda, dan secara konsekuen bergerak 

dengan kecepatan yang berbeda. Proses inilah yang menjadikan komponen-

komponen tersebut dapat terpisah (Daintith, 2004). 

 
2.9.1 Kromatografi Kolom 

Kromatografi kolom merupakan teknik untuk memisahkan suatu 

komponen dari campuran komponen lainnya berdasarkan perbedaan 

interaksinya selama pergerakan melalui fase diam (stationer) oleh fase gerak 

(mobile) yang dapat berupa gas atau zat cair (Santi, 2006). Salah satu contoh 

penggunaan kromatografi kolom adalah pada pemisahan campuran cair. Sebuah 

kolom vertikal diisi dengan material absorben seperti alumina (aluminium oksida) 
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atau silica gel. Sampel dimasukkan melalui bagian atas kolom kemudian dialiri 

menggunakan suatu pelarut. Proses ini disebut sebagai elusi (elution), pelarut 

yang digunakan disebut dengan eluen (eluent) dan sampel yang dipisahkan 

disebut dengan eluat (eluate). Apabila komponen yang dipisahkan memiliki 

warna, akan terlihat pita-pita warna yang menandakan pemisahan sampel di 

dalam kolom. Komponen-komponen tersebut dipisahkan sesuai dengan 

keluarnya warna dari bagian bawah kolom (Daintith, 2004). 

Prinsip kromatografi kolom adalah pemisahan campuran beberapa 

komponen berdasarkan perbedaan interaksinya dengan fase diam selama 

pergerakannya mengikuti fase gerak. Kecepatan suatu komponen untuk 

bergerak di dalam kolom, tergantung pada seberapa besar komponen terhambat 

atau tertahan oleh penyerap atau fase diam. Senyawa yang diserap lemah akan 

bergerak lebih cepat dibandingkan dengan senyawa yang diserap kuat oleh fase 

diam. Jika perbedaan serapan antar senyawa cukup besar, maka akan terjadi 

pemisahan yang sempurna (Sastrohamidjojo, 2007). Jumlah komponen 

penyusun campuran yang terpisah dapat terlihat sebagai cincin-cincin berwarna 

di sepanjang kolom kromatografi yang ditampung pada tempat yang berbeda 

(Hendayana, 2006). 

Menurut Hayani (2007), untuk pengisian kolom, pada bagian bawah 

kolom dimasukkan sedikit kapas, wol kaca dan pasir laut, kemudian dimasukkan 

bubur silica gel 70-230 mesh sampai mencapai tiga perempat tinggi kolom sambil 

di aduk agar tidak terdapat rongga udara di tengah-tengah kolom. Untuk 

pemisahan komponen, mula-mula dialirkan ekstrak cair ke dalam kolom 

kromatografi, kemudian kran dibuka sehingga ekstrak akan meresap ke dalam 

silica gel sampai batas atas silica gel di dalam kolom. Setelah itu dimasukkan 

pereaksi terus-menerus sambil kran kolom dibuka. Fraksi yang terpisah 
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ditampung dalam tabung reaksi sampai seluruh ekstrak terpisahkan. Skema 

penyusunan kolom kromatografi dapat dilihat pada Gambar 3.  

 

Gambar 3. Skema penyusunan kolom kromatografi (Hayani, 2007). 

2.9.2 Kromatografi Lapis Tipis 

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan metode pemisahan senyawa 

secara cepat menggunakan media berupa serbuk halus yang dilapiskan secara 

merata pada lempeng kaca yang dapat dianggap sebagai kolom kromatografi 

terbuka. Prinsip pemisahan dengan kromatografi lapis tipis adalah pemisahan 

komponen berdasarkan penyerapan, pembagian atau gabungan antara 

keduanya dengan daya kapilaritas. Ketika komponen dalam totolan sampel 

terlarut di dalam pelarut dan terbawa ke atas oleh resapan pelarut pada plat, 

terjadi interaksi yang berbeda pada setiap komponen penyusun campuran 

sehingga fraksi yang berbeda di dalam campuran akan terpisah. Kelebihan dari 

kromatografi lapis tipis adalah dapat dihasilkan pemisahan yang lebih sempurna, 

kepekaan yang lebih tinggi dan dibutuhkan waktu yang singkat (Mukaromah dan 

Maharani, 2008; Daintith, 2004). 
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Dalam proses KLT, sebelum digunakan, dengan hati-hati dibuat sebuah 

garis batas di dekat bagian dasar plat KLT, kemudian sedikit sampel campuran 

ditotolkan pada garis tersebut. Plat diletakkan dalam posisi berdiri di dalam 

pelarut yang akan merambat ke atas melewati garis batas dengan daya 

kapilaritas. Beberapa komponen akan melekat lebih kuat pada fase gerak dan 

bergerak ke atas secara lambat sehingga fraksi yang berbeda di dalam 

campuran akan terpisah. Ketika pelarut hampir mencapai ujung plat, secepat 

mungkin plat diambil dan dikeringkan (Daintith, 2004). Bercak yang terdeteksi 

kemudian ditandai dan dihitung nilai retardation factor (Rf)-nya. Nilai Rf yang 

menunjukkan ukuran kecepatan migrasi suatu senyawa kromatografi diperoleh 

dengan membandingkan jarak bercak dari titik awal penotolan dengan jarak yang 

ditempuh oleh fase gerak (Hidayati, 2013). Skema proses kromatografi lapis tipis 

dapat dilihat pada Gambar 4. 

 
Gambar 4. Skema proses kromatografi lapis tipis (KLT) 

(Anderson dan Shine, 2009). 

Menurut Striegel dan Hill (1996), nilai Rf adalah nilai yang menyatakan 

migrasi komponen dalam kromatogram sebagai rasio atau perbandingan jarak 

yang ditempuh oleh komponen dengan jarak yang ditempuh oleh fase gerak. 

Rasio tersebut dapat dituliskan sebagai berikut:  

Rf =  
Jarak yang ditempuh oleh komponen

Jarak yang ditempuh oleh pelarut
 

  

Keterangan: 

a = jarak yang ditempuh senyawa 

b = jarak yang ditempuh pelarut. 
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2.10 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu metode pengukuran 

dalam suatu tahapan analisis kimia, baik secara kualitatif maupun secara 

kuantitatif. Analisis secara kualitatif dilakukan berdasarkan panjang gelombang 

yang ditunjukkan oleh puncak spektrum (190-900 nm), sedangkan analisis 

secara kuantitatif dilakukan berdasarkan pada penurunan intensitas cahaya yang 

diserap oleh suatu media. Intensitas ini sangat tergantung pada tebal tipisnya 

media dan konsentrasi warna spesifik yang ada pada media tersebut (Fatimah et 

al., 2009). 

Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis adalah berdasarkan penyerapan 

cahaya atau energi radiasi oleh suatu larutan yang diuji. Setiap kromofor (zat 

warna) mempunyai panjang gelombang maksimum yang berbeda. Cahaya yang 

bersifat polikromatis (mempunyai banyak warna) dari sumber cahaya 

dipancarkan menuju monokromator yang akan menguraikan sinar tersebut 

menjadi cahaya monokromatis (tunggal) dengan pita-pita panjang gelombang 

yang dapat digunakan untuk pengukuran suatu zat tertentu. Cahaya atau energi 

radiasi dari monokromator dipancarkan pada suatu larutan sampel dengan 

konsentrasi tertentu di dalam kuvet, sehingga ada cahaya yang diserap dan ada 

pula yang diteruskan. Cahaya yang diserap sebanding dengan konsentrasi 

larutan sampel, sehingga akan diketahui konsentrasi zat di dalam sampel secara 

kuantitatif. Jumlah cahaya yang diserap oleh larutan akan menghasilkan sinyal 

elektrik pada detektor dan diterjemahkan ke dalam bentuk angka-angka oleh 

pencatat (reader) (Triyati, 1985). Skema prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis 

dapat dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Skema prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis 
(Oliva-Chatelain and Barron, 2010). 

 

2.11 Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) 

LC-MS adalah teknik analisis kimia yang mengkombinasikan 

kemampuan pemisahan fisik dari liquid chromatography (LC) dengan 

kemampuan analisis massa dari mass spectrometry (MS) dan mempunyai 

sensitifitas, selektifitas dan akurasi yang tinggi (Kang, 2012). Menurut Zhou, 

2011), di dalam analisis, LC-MS memiliki cakupan yang baik dibandingkan 

dengan GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) karena dapat 

digunakan dalam analisis metabolit non-volatil (tidak mudah menguap) tanpa 

derivatisasi. 

Di dalam prosesnya, setelah sampel disuntikkan ke dalam instrumen 

LC-MS, pertama kali sampel akan masuk ke dalam sistem pemisahan 

kromatografi cair (LC). Selama proses pemisahan, sampel dilarutkan dalam fase 

gerak yang kemudian didorong dengan tekanan tinggi sehingga mengalir melalui 

kolom yang telah tersusun dengan fase diam yang terdiri dari partikel-partikel 

kecil berupa lapisan monolitik atau membran berpori (porous). Senyawa yang 

berbeda dalam larutan sampel memiliki kekuatan interaksi yang berbeda pula 

dengan fase diam, sehingga mengalir keluar dari kolom dalam waktu spesifik 

yang disebut dengan waktu retensi (retention time) (Zhou, 2011). 

Setelah dipisahkan dalam kolom (LC), selanjutnya sampel disuntikkan 

ke dalam mass spectrometer (MS). Di dalam mass spectrometer sampel 

diuapkan pada suhu tinggi dan kemudian diionisasi. Ion yang terbentuk dari 
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proses ionisasi difragmentasi sesuai dengan rasio massa/muatan (m/z) yang 

selanjutnya dideteksi secara elektrik oleh detektor (Maryam, 2007). 

Beberapa metode ionisasi dalam pengukuran massa antara lain 

electrospray ionization (ESI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI), 

atmospheric pressure photoionization, fast atom bombardment (FAB), dan 

sebagainya. Metode ionisasi paling banyak digunakan dalam identifikasi adalah 

electrospray ionization (ESI). Kelebihan metode ESI yaitu dapat mengionisasi 

metabolit-metabolit dalam jangkauan yang luas dengan berbagai berat molekul 

dan polaritas sehingga mampu menghasilkan spektrum massa yang baik dengan 

fragmentasi yang sesuai dengan struktur senyawa (Maryam, 2007; Zhou, 2011). 

Skema prinsip kerja instrumen LC-MS dapat dilihat pada Gambar 6. 

 

Gambar 6. Skema prinsip kerja instrumen LC-MS (Zhou, 2011). 

Menurut Zhou (2011), dalam waktu retensi yang hampir sama, satu jenis 

metabolit dapat memunculkan beberapa peak dengan nilai m/z yang jelas, di 

mana identifikasi metabolit dapat dilakukan dengan cara menganalisis beberapa 

peak tersebut. Umumnya, dalam data LC-MS, satu metabolit dapat menghasilkan 

tiga tipe ion, yaitu adduct (penambahan), isotope (isotop), dan insource fragment 

(fragmen tanpa sumber). Menurut Wahyuni et al., (2009) ion molekul yang 

terbentuk dari proses ESI adalah ion molekul dengan tambahan ion hidrogen 

(proton) [M+H]+, ion molekul dengan tambahan kation lain misalnya Na [M+Na]+, 

ion molekul yang kehilangan proton [M-H]- atau ion muatan ganda [M+nH]n+. 
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Penambahan ion dapat juga berupa penambahan potasium, dan sebagainya. 

Bentuk umum dari penambahan ion dapat dilihat pada Tabel 12. 

Tabel 12. Bentuk umum penambahan ion dalam LC-MS 

Ionisasi Formasi Massa ion 

Positif 

[M+H]+ m+1,0073 
[M+Na]+ m+22,9892 
[M+K]+ m+38,9632 

[M+2H]2+ m/2+1,0073 
[M+NH4]+ m+18,03382 

Negatif 

[M-H]- m-1,0073 
[M-2H]2- m/2-1,0073 

[M-2H+K]- m+36,9486 
[M-2H+Na]- m+20,9747 

Sumber: (Zhou, 2011). 
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3. METODE PENELITIAN 

3.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bahan utama dan 

bahan kimia. Bahan utama yang digunakan adalah rumput laut coklat Padina 

australis yang diambil dari kawasan pantai Kondang Merak, Kabupaten Malang, 

Jawa Timur. Adapun bahan kimia yang digunakan antara lain metanol PA (pro 

analysis), aseton PA, dietil eter PA, n-heksan PA, etil asetat PA, CaCO2, garam 

(NaCl), air, silica gel F-254, aliminium foil, plastic wrap, kertas saring kasar dan 

halus, kapas, pasir laut, plat KLT (Kromatografi Lapis Tipis) silica gel (SiO2) F-

254, kertas label, kertas tisu dan gas nitrogen (N2). 

 
3.2 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan untuk 

ekstraksi dan isolasi, serta peralatan untuk analisa. Alat-alat yang digunakan 

untuk proses ekstraksi dan isolasi antara lain gunting, timbangan digital, 

beakerglass (ukuran 800 ml, 500 ml, 100 ml), gelas ukur 100 ml, spatula, corong 

kaca, labu erlenmeyer 250 ml, corong pisah, rotary vacuum evaporator, sendok 

bahan, pipet tetes, kolom kromatografi, statif, dan botol vial/botol sampel 15 ml.  

Adapun peralatan yang digunakan pada proses analisa antara lain penggaris, 

cutter, pensil, pipa kapiler, pinset, beakerglass 50 ml, pipet tetes, 

Spektrofotometer UV-Vis merk Shimadzu 1601, dan instrumen LC-MS (Liquid 

Chromatography Mass Spectrometer). 

 
3.3 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

deskriptif eksploratif. Analisis dalam penelitian deskriptif hanya dilakukan sampai 

taraf deskripsi, yaitu menganalisis atau menyajikan data secara sistemik 



31 
 

sehingga lebih mudah dipahami dan disimpulkan, sedangkan penelitian 

eksploratif bertujuan untuk menemukan sesuatu yang baru berupa 

pengelompokan suatu gejala atau fakta tertentu. Penelitian deskriptif eksploratif 

bertujuan untuk menggambarkan suatu variabel, gejala, dan keadaan atau 

fenomena apa adanya tanpa menguji suatu hipotesis tertentu (Arikunto, 2002). 

Penelitian eksploratif juga bertujuan untuk menggambarkan suatu keadaan atau 

fenomena tertentu secara sistematis, faktual dan akurat melalui berbagai sifat 

dan faktor yang mempengaruhinya (Chusairi, 2013). 

 
3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Persiapan Sampel 

Sampel rumput laut coklat Padina australis yang baru diambil dari laut 

segera dicuci dengan air laut, dimasukkan ke dalam plastik berwarna hitam 

kemudian diikat dan dimasukkan ke dalam karung plastik. Perlakuan tersebut 

bertujuan untuk mempertahankan kualitas rumput laut, terutama agar tidak 

terkena cahaya matahari secara langsung yang dapat merusak pigmen dalam 

rumput laut. Setelah sampai di laboratorium, tanpa dikeluarkan dari wadahnya, 

rumput laut disimpan di dalam freezer untuk mempertahankan kesegarannya. 

Sebelum dilakukan proses ekstraksi, sampel rumput laut coklat Padina 

australis diambil dari dalam freezer, kemudian dibawa ke dalam ruang gelap dan  

dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan garam dari air laut. Selain itu, 

pencucian bertujuan untuk menghilangkan pasir, batu, karang dan kotoran 

lainnya sekaligus memilah sampel agar tidak tercampur dengan spesies rumput 

laut lain. Selanjutnya sampel dikering anginkan dengan cara dihamparkan di atas 

kertas dan bantuan kain untuk mengurangi air pada permukaan sampel. 

Keberadaan air yang terlalu banyak pada permukaan sampel dapat menghambat 

proses ekstraksi sampel. 
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3.4.2 Ekstraksi 

Ekstraksi sampel dilakukan dengan metode maserasi. Maserasi 

merupakan metode ekstraksi dengan perendaman serbuk sampel dalam air atau 

pelarut organik sampai meresap, sehingga akan melunakkan susunan sel dan 

zat-zat yang terkandung di dalamnya akan terlarut (Daud et al., 2011). Menurut 

Setyohadi et al., (2013) perbedaan konsentrasi dan tekanan di dalam dan di luar 

sel pada saat proses maserasi berlangsung, akan memicu terjadinya aliran 

pelarut ke dalam sel sehingga terjadi pemecahan dinding dan membran sel serta 

membengkaknya protoplasma. Masuknya zat pelarut ke dalam sel menyebabkan 

zat-zat yang terkandung di dalam sitoplasma akan terlarut ke dalam pelarut 

sesuai dengan sifat kelarutannya. 

Sampel rumput laut coklat Padina australis yang telah tiris dipotong-

potong menggunakan gunting dengan ukuran ±1 cm2 untuk memudahkan proses 

penghalusan sampel. Selanjutnya, sampel ditimbang sebanyak 100 gram dan 

dihaluskan menggunakan mortar dan alu untuk memperluas permukaan sampel, 

sehingga proses ekstraksi dapat berjalan semaksimal mungkin pada seluruh 

partikel sampel. Pada saat proses penghalusan sampel, ditambahkan ±0,5 gram 

CaCO3 sebagai agen penetral karena proses ekstraksi akan berjalan secara 

maksimal pada pH netral. 

Pada proses maserasi, 100 gram sampel rumput laut coklat Padina 

australis yang telah halus dimasukkan  ke dalam beakerglass 800 ml yang telah 

dibungkus dengan aluminium foil agar terhindar cahaya yang dapat 

menyebabkan terjadinya degradasi atau kerusakan pada pigmen yang bersifat 

sensitif terhadap cahaya. Pelarut dari campuran metanol (CH3OH) dan aseton 

(CH3COCH3) ditambahkan dengan perbandingan 7 : 3 (v/v) sebanyak 300 ml 

kemudian ditutup rapat menggunakan plastic wrap untuk meminimalkan 

penguapan pelarut dan dilapisi dengan aluminium foil untuk meminimalkan 
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paparan cahaya pada sampel. Penggunaan metanol dalam proses maserasi 

sampel dikarenakan sifatnya yang universal sehingga dapat melarutkan senyawa 

organik yang bersifat polar maupun non polar, sedangkan penggunaan aseton 

bertujuan untuk mengekstraksi senyawa organik yang bersifat semi polar. 

Sampel didiamkan selama 24 jam di dalam ruang gelap pada suhu ruang. 

Menurut Bernasconi (1995), selama proses maserasi berlangsung akan terjadi 

kontak antara pelarut dengan sampel sehingga akan terjadi pengendapan massa 

secara difusi sampai terjadi keseimbangan antara konsentrasi larutan di dalam 

dan di luar sampel yang diekstraksi. 

Setelah maserasi berjalan selama 24 jam, dilakukan penyaringan 

(filtrasi) ekstrak menggunakan kertas saring kasar dan halus untuk memisahkan 

filtrat hasil ekstraksi dengan residu sampel sehingga filtrat yang dihasilkan bersih 

tanpa tercampur dengan residu. Untuk memaksimalkan ekstraksi pigmen yang 

masih terkandung di dalam sampel, proses maserasi diulang sekali lagi dengan 

lama waktu 12 jam. 

 
3.4.3 Fraksinasi dan Evaporasi 

Fraksinasi bertujuan untuk mendapatkan fraksi pigmen yang terkandung 

dalam filtrat hasil maserasi. Menurut Yuliasih et al., (2013) fraksinasi merupakan 

proses pemisahan fraksi yang mempunyai karakteristik berbeda dalam suatu 

larutan dengan prinsip like dissolves like yaitu pelarut polar akan melarutkan zat 

terlarut yang bersifat polar dan pelarut non polar akan melarutkan zat terlarut 

yang bersifat non polar. Fraksinasi dilakukan dengan penambahan dietil eter 

(C4H10O), saturasi garam, dan air secara berurutan pada filtrat hasil maserasi di 

dalam corong pisah. Perbandingan jumlah filtrat, dietil eter (C4H10O), saturasi 

garam, dan air dalam satu kali proses fraksinasi berturut-turut yaitu 50 ml : 25 ml 

: 60 ml : 5 ml. Pada saat penambahan setiap larutan ke dalam filtrat, sesekali 
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corong pisah digoyangkan untuk menghomogenkan larutan untuk 

memaksimalkan proses fraksinasi. 

Pada proses fraksinasi, terjadi pemisahan fraksi yang berbeda di dalam 

larutan berdasarkan polaritas dan massa jenisnya, sehingga terbentuk dua fase, 

yaitu fase atas dan fase bawah. Penggunaan dietil eter (C4H10O) di dalam proses 

fraksinasi bertujuan untuk mengikat senyawa pigmen yang terkandung di dalam 

filtrat hasil maserasi. Dietil eter (C4H10O) mempunyai sifat non polar, sehingga 

melarutkan senyawa pigmen yang cenderung bersifat non polar. Massa jenis 

dietil eter yang paling ringan di dalam larutan menyebabkan senyawa pigmen 

yang terlarut di dalamnya terangkat ke atas membentuk fase atas. Saturasi 

garam dan air bersifat polar serta memiliki massa jenis yang lebih tinggi sehingga 

terpisah dari fase atas dan bercampur dengan pelarut dari filtrat yang 

sebelumnya digunakan pada proses maserasi, yaitu metanol (CH3OH) dan 

aseton (CH3COCH3) membentuk fase bawah. 

Fase bawah dari hasil proses fraksinasi tidak digunakan, sedangkan 

fase atas yang mengandung hampir seluruh senyawa pigmen ditampung di 

dalam labu erlenmeyer kemudian dievaporasi atau dipekatkan menggunakan 

rotary vacuum evaporator untuk menguapkan pelarut pada fase atas. Proses 

pemekatan pada sampel pigmen membutuhkan perlakuan khusus terkait sifatnya 

yang sensitif terhadap cahaya dan suhu tinggi. Sebelum dilakukan pemekatan, 

labu evaporasi ditutup dengan menggunakan plastik hitam untuk meminimalkan 

paparan cahaya pada saat proses pemekatan berlangsung. Pemekatan 

dilakukan pada suhu 30 C dengan kecepatan 100 rpm selama 60 menit. 

Penggunaan suhu 30 C didasarkan pada titik didih dietil eter (C4H10O) yaitu 34,5 

C (Lide, 2005), di mana dalam kondisi vakum titik didih pelarut akan menjadi 

lebih rendah. Menurut Kristijarti dan Arlene (2012), prinsip kerja dari evaporator 
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vakum yaitu dengan penurunan tekanan yang menyebabkan turunnya titik didih 

cairan, sehingga cairan dengan titik didih lebih rendah akan menguap terlebih 

dahulu yang kemudian akan terkondensasi kembali pada labu penampung.  

Hasil pemekatan berupa ekstrak kasar (crude) diambil menggunakan 

sendok bahan dan dipindahkan ke dalam botol sampel. Sisa ekstrak crude yang 

masih tertinggal di dalam labu evaporator diambil dengan cara dilarutkan kembali 

dengan dietil eter. Labu evaporasi diisi dengan 5-10 ml dietil eter kemudian 

diputar-putar untuk meratakan dietil eter sehingga ekstrak crude di dalam labu 

dapat terangkat dan terlarut seluruhnya. Ekstrak crude cair diambil menggunakan 

pipet tetes dan ditampung di dalam botol sampel. Ekstrak crude yang telah 

ditampung di dalam botol sampel dialiri dengan gas nitrogen (N2) untuk 

menguapkan dietil eter yang masih tersisa sehingga didapatkan ekstrak kasar 

yang benar-benar kering. Botol sampel ditutup dengan plastic wrap kemudian 

dibungkus dengan aluminium foil dan disimpan di dalam freezer. Prosedur 

ekstraksi rumput laut coklat Padina asutralis hingga didapatkan ekstrak crude 

dapat dilihat pada Gambar 7. 
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Gambar 7. Prosedur ekstraksi dan fraksinasi alga coklat Padina australis. 
(Pangestuti et al., 2007) dimodifikasi oleh Mu’amar (2009). 

  

Fase atas 

Dipekatkan dengan rotary vacuum 
evaporator pada suhu 30

0
C pada 100 rpm 

Dialiri dengan gas nitrogen (N2) 

Ekstrak kasar pigmen kering 

Fase bawah 

Dibuang (tidak digunakan) 

Rumput laut coklat Padina australis 

Dicuci dan dibersihkan dengan air mengalir 

Dipotong-potong dengan ukuran  ±1 cm 

Ditimbang 100 gram 

Dihaluskan dengan mortar dan alu dan ditambah CaCO3 ± 0,5 gram 

Dimaserasi dalam metanol & aseton (7:3, v/v) sebanyak 300 ml 
secara bertingkat selama 24 jam dan 12 jam 

Disaring dengan kertas saring kasar dan halus 

Filtrat difraksinasi dengan dietil eter 

Ditambah larutan sarturasi garam dan air 

Terbentuk 2 fase 
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3.4.4 Isolasi Pigmen 

Isolasi pigmen rumput laut coklat Padina australis dilakukan 

menggunakan metode kromatografi kolom. Kromatografi kolom adalah proses 

pemisahan fraksi berdasarkan perbedaan distribusi campuran komponen antara 

fase gerak dan fase diam. Fase diam adalah pengisi kolom di mana fase gerak 

akan mengalir. Setiap senyawa memiliki koefisien yang berbeda terhadap fase 

gerak dan fase diam. Senyawa yang berinteraksi lemah dengan fase diam akan 

bergerak lebih cepat melalui fase diam, sedangkan senyawa dengan interaksi 

yang kuat dengan fase diam akan bergerak sangat lambat (Noviyanti, 2010). 

Dalam penelitian ini digunakan normal phase, yaitu penggunaan fase diam yang 

bersifat polar dan fase gerak yang bersifat non polar dengan fase diam silica gel 

(SiO2) F-254 yang bersifat polar dan fase gerak campuran antara n-heksan 

(C6H14) dan etil asetat (C4H8O2) yang cenderung bersifat non polar. 

Tahap pertama dalam isolasi pigmen menggunakan metode 

kromatografi kolom adalah preparasi kolom kromatografi. Silica gel F-254 

ditimbang sebanyak 40 gram kemudian dilarutkan dalam 200 ml fase gerak dari 

campuran n-heksan dan etil asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v) di dalam 

beakerglass kemudian ditutup dengan plastic wrap untuk meminimalkan 

penguapan fase gerak. Selanjutnya silica gel dan fase gerak dihomogenkan 

menggunakan magnetic stirer selama 1 jam dengan kecepatan 300 rpm agar 

tidak terbentuk gelembung udara di dalam kolom kromatografi yang dapat 

menyebabkan pecahnya silica gel (fase diam). 

Sementara itu, kolom kromatografi dipasang pada statif dan diisi dengan 

gulungan kapas yang telah dibasahi dengan fase gerak kemudian dipadatkan di 

dasar kolom kromatografi dengan bantuan lidi. Pemberian kapas bertujuan untuk 

menahan fase diam agar tidak keluar melalui kran kolom kromatografi. 

Selanjutnya kolom kromatografi diisi dengan fase  gerak n-heksan dan etil asetat 
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(8:2, v/v) sampai setengah panjang kolom kromatografi untuk membasahi bagian 

dalam kolom kromatografi. Bubur silica gel dimasukkan ke dalam kolom 

kromatografi sedikit demi sedikit dengan bantuan sendok dalam posisi kran 

kromatografi terbuka, sambil terus diaduk agar tidak terdapat gelembung udara. 

Setelah seluruh bubur silica gel dimasukkan, kran ditutup kembali. Kolom 

diketuk-ketuk menggunakan bola hisap atau alat pemukul lainnya agar fase diam 

benar-benar padat dan permukaannya rata. Hal ini sesuai dengan pendapat 

Sudarmadji et al., (2007) yang menyatakan bahwa pengisian kolom kromatografi 

dilakukan dengan menuangkan serbuk fase diam (bahan adsorben, resin atau 

gel) ke dalam kolom yang bagian dasarnya sudah ditutup sampai mencapai 

ketinggian yang dikehendaki, kemudian kolom diketuk-ketuk agar gelembung 

udara keluar dan isi kolom tersebar merata. 

Kolom kromatografi yang telah dipreparasi dibiarkan selama semalam 

(±12 jam) untuk memastikan silica gel benar-benar padat. Pada saat didiamkan, 

mulut kolom dan ujung kran ditutup menggunakan plastic wrap untuk 

meminimalkan penguapan fase gerak. Batas atas fase diam ditandai untuk 

mengetahui padat atau tidaknya fase diam di dalam kolom. Fase diam yang 

belum padat diketahui dengan turunnya permukaan fase diam, terdapat 

gelembung udara, terbentuk retakan atau lapisan-lapisan dalam silica gel. 

Apabila fase diam belum padat, maka preparasi kolom kromatografi harus 

diulangi mulai dari awal. 

Kolom kromatografi dengan fase diam yang telah padat, ditambahkan 

dengan pasir laut sebanyak ±3 gram di atas permukaan fase diam kemudian 

diketuk-ketuk agar permukaannya rata. Pemberian pasir laut bertujuan untuk 

menyaring kotoran atau residu yang tidak diperlukan dari ekstrak kasar (crude) 

rumput laut. Fase gerak di dalam kolom kromatografi dikurangi volumenya 

dengan cara membuka kran kolom sampai tingginya mendekati permukaan pasir 
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laut kemudian kran ditutup kembali. Crude Padina australis dilarutkan dengan 10 

ml fase gerak n-heksan dan etil asetat (8:2, v/v) kemudian dimasukkan ke dalam 

kolom kromatografi menggunakan pipet tetes secara perlahan-lahan melalui 

dinding bagian dalam kolom agar permukaan pasir laut dan fase diam tidak 

rusak. Selanjutnya kran kolom dibuka sehingga larutan ekstrak kasar akan 

meresap ke dalam fase diam. Ketika permukaan sampel yang meresap telah 

mendekati permukaan pasir laut, segera ditambahkan fase gerak dengan 

perbandingan yang sama sampai seluruh crude meresap ke dalam fase diam. 

Fase gerak ditambahkan secara berkesinambungan hingga terbentuk pita-pita 

warna di dalam fase diam. Selanjutnya setiap fraksi (isolat) warna ditampung di 

dalam botol vial 15 ml dan dikelompokkan berdasarkan warnanya. 

Penuangan fase gerak merupakan salah satu langkah penting yang 

harus diperhatikan dalam proses kromatografi kolom agar fase diam tidak 

mengalami pecah. Kemampuan fase diam dalam memisahkan senyawa pigmen 

menjadi kurang maksimal apabila mengalami pecah atau rusak. Pecahnya fase 

diam terjadi ketika kondisinya kering atau tidak terisi oleh pelarut, ditandai 

dengan munculnya garis atau sekat horizontal dan bintik-bintik putih tidak 

beraturan yang terbentuk dari kristal silica gel yang kering karena tidak terendam 

oleh fase gerak. Semakin lama kolom digunakan, pecahnya fase diam akan 

semakin mengembang dan berangsur-angsur merata ke sepanjang fase diam di 

dalam kolom, sehingga kemampuan fase diam dalam memisahkan senyawa 

pigmen akan semakin menurun. Prosedur isolasi pigmen menggunakan 

kromatografi kolom dapat dilihat pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Prosedur isolasi pigmen dengan kromatografi kolom. 
(Pangestuti et al., 2007) dimodifikasi oleh Mu’amar (2009).  
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3.5 Identifkasi β-Karoten 

3.5.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Identifikasi β-karoten dengan kromatografi lapis tipis (KLT) 

menggunakan plat KLT dengan fase diam silica gel F-254, sedangkan fase gerak 

yang digunakan yaitu n-heksan dan aseton (7:3, v/v). Plat KLT dipotong dengan 

ukuran 1  5 cm kemudian dibuat garis melintang di kedua ujung plat pada 

permukaan silica gel. Garis pertama dibuat pada jarak 1 cm dari tepi plat KLT 

untuk menunjukkan batas bawah atau posisi awal fraksi warna ketika ditotolkan, 

dan garis ke dua dibuat pada ujung lainnya dengan jarak 0,5 cm dari tepi plat 

KLT untuk menunjukkan batas atas atau batas jarak yang ditempuh oleh fase 

gerak. 

Isolat warna dari hasil kromatografi kolom yang diduga sebagai β-

karoten diambil secukupnya menggunakan pipa kapiler kemudian ditotolkan tepat 

pada garis batas bawah pada plat KLT. Selanjutnya plat KLT dimasukkan ke 

dalam ± 5 ml fase gerak di dalam beakerglass dan ditunggu hingga fase gerak 

bergerak mencapai garis batas atas. Plat KLT diambil menggunakan pinset, 

kemudian bercak warna yang muncul pada plat KLT diamati dan dihitung nilai Rf-

nya. Prosedur identifikasi β-karoten dengan kromatografi lapis tipis dapat dilihat 

pada Gambar 9. 
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Gambar 9. Prosedur identifikasi β-karoten dengan kromatografi lapis tipis. 
(Pangestuti et al., 2007). 

 
3.5.2 Spektrofotrometri UV-Vis 

Spektrofotrometri UV-Vis digunakan untuk mengidentifikasi pigmen β-

karoten berdasarkan panjang gelombang dan nilai absorbansinya. Isolat warna 

yang diketahui sebagai β-karoten berdasarkan warna dan nilai Rf yang dari 

proses KLT terlebih dahulu dikeringkan dengan dialiri menggunakan gas nitrogen 

(N2). Isolat warna yang telah kering diencerkan menggunakan aseton PA sampai 

pengenceran 104, kemudian dimasukkan ke dalam instrumen spektrofotometer 

UV-Vis Shimadzu 1601 dan diuji pada kisaran panjang gelombang 300-600 nm, 

sehingga diketahui pola spektra dan nilai absorbansi maksimal dari isolat warna 

Diambil dengan pipa kapiler  
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Ekstrak pigmen kering 
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yang diuji. Pola spektra dan nilai absorbansi pada puncak-puncak yang tertinggi 

dibandingkan dengan pola spektra dan nilai absorbansi maksimal β-karoten dari 

penelitian Jeffrey et al., (1997) untuk mengetahui apakah fraksi warna yang diuji 

tersebut merupakan β-karoten. Prosedur analisa panjang gelombang dan 

absorbansi β-karoten dengan spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada 

Gambar 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 10. Prosedur analisa panjang gelombang dan absorbansi β-karoten 

dengan spektrofotometer UV-Vis (Jenie et al., 1997). 
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3.5.3 Pengukuran Berat Molekul dengan Liquid Chromatography Mass 
Spectrometry (LC-MS) 

Pada penelitian ini dilakukan pengukuran berat molekul menggunakan 

instrumen LC-MS berdasarkan metode ionisasi electrospray ionization (ESI) 

modus positif dengan pelarut metanol (CH3OH). Sampel pigmen β-karoten 

dilarutkan dalam metanol dan disuntikkan ke dalam botol dengan tinggi 150 mm 

kemudian dan diinfusi ke dalam instrumen LC-MS dengan kecepatan 0,5 

ml/menit. Selanjutnya dilakukan proses pompa yang dialirkan ke katup kolom 

selector secara otomatis selama 10-15 menit sehingga terjadi pemisahan ke arah 

UV detektor dan berat molekul dapat terukur pada spektrometer massa. Analisa 

berat molekul dilakukan pada modus positif dengan capillary voltage 1800 V dan 

cone voltage 60 V. Sisa ion akan masuk ke dalam katup splitter dan terkumpul 

dalam fraction collector untuk mengurangi arus ke sumber ESI-MS. Prosedur 

analisa LC-MS dapat dilihat pada Gambar 11.  
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Gambar 11. Prosedur analisis berat molekul dengan LC-MS 
(dimodifikasi dari Zailanie, 2012). 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Data Hasil Penelitian 

Hasil isolasi dan identifikasi β-karoten dari rumput laut coklat Padina 

australis dengan kromatografi kolom, kromatografi lapis tipis (KLT), 

spektrofotometri UV-Vis, dan Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-

MS) dapat dilihat pada Tabel 13. 

Tabel 13. Hasil Isolasi dan Identifikasi β-karoten Rumput Laut Coklat Padina 
australis 

 

Uji 
Identifikasi 

Alat Hasil Literatur 

Kromatografi 
Kolom 

Kromatografi 
Kolom 

Diperoleh isolat 
berwarna kuning pada 
tabung ke 3 sampai 6. 

β-karoten berwarna 
kuning. 

(Jeffrey et al., 1997). 

Warna dan 
Rf totolan 

fraksi warna 

Plat KLT silica 
gel F-254 

Nilai Rf dari isolat warna 
kuning  

Nilai Rf 
β-karoten adalah 

0,8-1,0. 
(Britton et al., 1995). 

Ulangan 

I II III 

0,94 0,91 0,97 

Panjang 
gelombang 

serapan 
maksimum 

Spektrofotometer 
UV-Vis 

Shimadzu 1601 

Panjang gelombang 
serapan maksimum 

dalam pelarut aseton 
(nm): 

Panjang gelombang 
maksimum β-karoten 
dalam pelarut aseton 

adalah 453,5 nm. 
(Jeffrey et al., 1997). Ulangan 

I II III 

451,80 452,20 452,60 

Berat 
molekul 

LC-MS 536,8662 

Berat molekul β-
karoten sebesar 

536,88. 
(Jeffrey et al., 1997) 

 

4.2 Pembahasan 

4.2.1 Isolasi β-karoten dengan Kromatografi Kolom 

Metode kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan dan 

mengisolasi β-karoten dari beberapa senyawa pigmen yang terdapat pada 

Padina australis. Dalam penelitian ini digunakan normal phase, yaitu 

penggunaan fase diam yang bersifat polar dan fase gerak yang bersifat non 

polar. Fase diam yang digunakan adalah silica gel (SiO2) F-254 dengan ukuran 
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60 mesh dan fase gerak yang digunakan yaitu campuran n-heksan (C6H14) dan 

etil asetat (C4H8O2) dengan perbandingan  8:2, 7:3, 6:4, dan 5:5 (v/v). N-heksan 

bersifat non polar atau memiliki polaritas yang lebih rendah dari etil asetat yang 

bersifat semi polar, sehingga semakin tinggi perbandingan n-heksan di dalam 

campuran fase gerak, maka semakin non polar sifat fase gerak tersebut, dan 

sebaliknya. N-heksan akan melarutkan senyawa pigmen yang bersifat non polar, 

sedangkan etil asetat akan melarutkan senyawa pigmen yang lebih polar. 

Menurut Vogel (1987), pelarut yang bersifat polar cenderung melarutkan 

senyawa yang bersifat polar dan pelarut yang bersifat non polar cenderung 

melarutkan senyawa yang bersifat non polar. Isolasi dengan kromatografi kolom 

dimulai dengan penggunaan fase gerak yang paling non polar (n-heksan:etil 

asetat, 8:2, v/v) dan berangsur-angsur dinaikkan polaritasnya sesuai dengan 

tingkat polaritas senyawa pigmen yang akan dikeluarkan. Lenny dan Zuhra 

(2005), menyebutkan bahwa pemilihan fase gerak (eluen) sebaiknya dimulai dari 

pelarut yang tidak polar seperti n-heksan dan selanjutnya dilakukan peningkatan 

kepolaran dengan etil asetat atau pelarut yang lebih polar lainnya. 

Dari uraian di atas dapat disimpulkan bahwa senyawa pigmen yang 

bersifat non polar dari ekstrak kasar Padina australis akan keluar terlebih dahulu 

karena memiliki interaksi yang lemah dengan fase diam yang bersifat polar, 

sedangkan senyawa pigmen yang lebih polar akan keluar berikutnya secara 

berurutan sesuai dengan tingkat polaritasnya karena memiliki interaksi yang lebih 

kuat dengan fase diam, sebanding dengan polaritas fase gerak yang 

ditambahkan, sebagaimana pernyataan Noviyanti (2010), bahwa senyawa yang 

berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih cepat melalui fase 

diam, sedangkan senyawa dengan interaksi yang kuat dengan fase diam akan 

bergerak sangat lambat. Proses isolasi pigmen rumput laut coklat Padina 

australis dapat dilihat pada Gambar 12. 
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(a) (b) (c) (d) 

Gambar 12. Proses Isolasi pigmen rumput laut coklat Padina australis dengan 
kromatografi kolom. 

Gambar di atas menunjukkan terbentuknya pita-pita warna di dalam 

kolom kromatografi berdasarkan tingkat polaritasnya. Fraksi warna kuning pekat 

(a) dan hijau gelap kecoklatan (b) keluar dengan penambahan fase gerak n-

heksan:etil asetat (8:2, v/v), fraksi warna biru pekat (c) keluar dengan 

penggunaan fase gerak  n-heksan:etil asetat (7:3, v/v), dan fraksi warna oranye 

pekat (d) keluar dengan penggunaan fase gerak n-heksan:etil asetat (5:5, v/v). 

Adapun fraksi yang memiliki warna, tetapi cenderung bening dan terdapat di 

antara di antara fraksi-fraksi warna di atas, disebut sebagai fase antara. Fase 

antara hanya mengandung fraksi warna dalam jumlah kecil atau campuran dari 

dua fraksi warna, dan bukan merupakan fraksi warna spesifik dari satu jenis 

pigmen tertentu, sehingga tidak digunakan. 

Dalam proses kromatografi lapis tipis (KLT), fase antara tidak 

memunculkan bercak warna, atau terkadang hanya muncul dalam intensitas 

yang sangat kecil. Isolasi pigmen menunjukkan bahwa fraksi warna kuning pekat 

merupakan fraksi yang pertama kali keluar dengan penggunaan fase gerak yang 

paling non polar n-heksan:etil asetat (8:2, v/v), sehingga dapat disimpulkan 

Keterangan: 
(a) Fraksi warna kuning pekat 

(diduga β-karoten). 
 

(b) Fraksi warna hijau gelap kecoklatan 
(diduga feofitin). 
 

(c) Fraksi warna biru pekat 
(diduga klorofil a). 
 

(d) Fraksi warna oranye pekat 
(diduga fukosantin). 
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bahwa isolat warna kuning memiliki polaritas yang paling rendah atau memiliki 

sifat paling non polar di antara keempat fraksi warna di atas. Tabel hasil isolasi 

pigmen dengan kromatografi kolom disajikan pada lampiran 9. 

Dari isolasi pigmen pada crude Padina australis ini didapatkan 87 botol 

isolat warna dengan empat warna dominan, yaitu kuning pekat, hijau gelap 

kecoklatan, biru pekat dan oranye pekat. Berdasarkan warna yang muncul, isolat 

yang berwarna kuning pada tabung 3-6 diduga sebagai β-karoten, sebagaimana 

hasil penelitian Jeffrey et al., (1997) yang menunjukkan bahwa β-karoten 

berwarna kuning. Dengan demikian, perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut untuk 

memastikan bahwa isolat tersebut merupakan β-karoten. Hasil isolasi β-karoten 

dari rumput laut coklat Padina australis dapat diihat pada Gambar 13. 

 

Gambar 13. Hasil isolasi β-karoten dari rumput laut coklat Padina australis. 

 
4.2.2 Identifikasi β-karoten dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Hasil isolat yang diduga sebagai β-karoten diidentifikasi dengan metode 

kromatografi lapis tipis (KLT) untuk membuktikan bahwa isolat tersebut 

merupakan β-karoten berdasarkan totol warna yang muncul dan perhitungan nilai 

retardation factor (Rf). Dalam kromatografi lapis tipis digunakan plat KLT silica 

gel F-254 sebagai fase diam dan campuran n-heksan:aseton (7:3, v/v) sebagai 

fase gerak. Fase gerak yang digunakan cenderung bersifat non polar dengan 

penambahan n-heksan yang lebih banyak dibandingkan aseton karena isolat 
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warna yang diduga sebagai β-karoten cenderung bersifat non polar, 

sebagaimana diketahui dari hasil kromatografi kolom. 

Isolat warna pada botol 3-6 dari hasil kromatografi kolom yang diduga 

sebagai β-karoten diidentifikasi dengan KLT, kemudian bercak warna yang 

muncul pada plat KLT diamati dan dihitung nilai Rf-nya dengan cara membagi 

jarak bercak warna dari titik awal penotolan dengan jarak yang ditempuh oleh 

fase gerak dari titik awal penotolan. Hasil identifikasi β-karoten dengan KLT 

dapat dilihat pada Gambar 14.  

 

Gambar 14. Hasil identifikasi β-karoten rumput laut coklat Padina australis 
dengan KLT. 

Gambar di atas menunjukkan bahwa identifikasi isolat β-karoten dengan 

KLT menghasilkan totol berwarna kuning pada jarak tertentu. Warna kuning 

mengindikasikan bahwa isolat yang diidentifikasi merupakan β-karoten, 

sebagaimana pendapat Britton et al., (1995) yang menyatakan bahwa warna 

kuning merupakan warna β-karoten. Terbentuknya totol warna tunggal tanpa 

terbentuk totol warna lain membuktikan bahwa isolat tersebut  tidak tercampur 

dengan isolat pigmen lain. Isolat yang merupakan campuran dari beberapa 

senyawa pigmen akan menghasilkan beberapa totol warna tertentu dengan jarak 

tempuh yang bervariasi. Dari perhitungan nilai Rf berdasarkan perbandingan 

jarak yang ditempuh oleh totol warna dan pelarut, didapatkan nilai Rf dari isolat 
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yang diduga sebagai β-karoten tersebut berturut-turut sebesar 0,94; 0,91; dan 

0,97. Nilai tersebut mendekati hasil penelitian Astutiningsih et al., (2010) yang 

menunjukkan Rf β-karoten adalah 0,93. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian 

Britton et al., (1995) yang menunjukkan Rf β-karoten yaitu 0,8-1,0. Perhitungan 

nilai Rf β-karoten Padina australis disajikan pada Lampiran 10. 

Sebagaimana telah diuraikan di atas, dalam KLT  pada penelitian ini 

digunakan normal phase, yaitu fase diam yang bersifat polar (silica gel F-254 

(SiO2)) dan fase gerak yang cenderung bersifat non polar (n-heksan (C6H14) dan 

etil asetat (C4H8O2)), sehingga semakin non polar atau semakin rendah polaritas 

suatu senyawa, maka semakin jauh jarak yang ditempuh oleh senyawa tersebut 

mengikuti aliran fase gerak. Sebaliknya jika semakin tinggi polaritas suatu 

senyawa, maka akan semakin terhambat pada fase diam. Oleh karena itu β-

karoten memiliki nilai Rf yang paling besar di antara pigmen lainnya karena 

memiliki polaritas yang paling rendah sehingga paling jauh pula jarak yang dapat 

ditempuh mengikuti aliran fase gerak. Dengan demikian, berdasarkan identifikasi 

menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT), dapat disimpulkan bahwa isolat 

pada botol 3-6 dari hasil kromatografi kolom teridentifikasi sebagai β-karoten. 

 
4.2.3 Identifikasi β-karoten dengan Spektrofotometer UV-Vis 

Setiap jenis pigmen mempunyai pola spektra dan serapan maksimum 

spesifik yang dapat dijadikan sebagai acuan untuk mengidentifikasi suatu jenis 

pigmen tertentu. Isolat warna yang diketahui sebagai β-karoten berdasarkan 

identifikasi dengan KLT, dianalisis menggunakan Spektrofotometer UV-Vis untuk 

mengetahui pola spektra dan serapan maksimumnya, kemudian dibandingkan 

dengan pustaka sehingga dapat diketahui kesesuaiannya dengan pola spektra 

dan serapan maksimum β-karoten. 
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Isolat warna yang sebelumnya telah dikeringkan dengan gas nitrogen 

(N2), dilarutkan dengan aseton PA (pro analysis) sampai pengenceran 10-4. 

Larutan diisikan ke dalam kuvet dan dimasukkan ke dalam instrumen 

spektrofotometer UV-Vis, kemudian dilakukan pengujian pada kisaran panjang 

gelombang () 300-600 nm yang merupakan kisaran panjang gelombang yang 

dapat diserap oleh β-karoten di mana menurut Jeffrey et al., (1997) serapan 

maksimum β-karoten dalam pelarut aseton terdapat pada panjang 453,5 nm. 

Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis adalah berdasarkan penyerapan 

cahaya atau energi radiasi oleh suatu larutan yang diuji, di mana setiap zat 

warna mempunyai panjang gelombang maksimum yang berbeda. Di dalam 

proses analisis, ada cahaya dari sumber cahaya yang diserap dan ada pula yang 

diteruskan oleh sampel. Cahaya yang diserap sebanding dengan konsentrasi 

larutan sampel, sehingga konsentrasi zat di dalam sampel dapat diketahui secara 

kuantitatif. Jumlah cahaya yang diserap oleh larutan akan menghasilkan sinyal 

elektrik pada detektor dan diterjemahkan ke dalam bentuk angka-angka oleh 

pencatat (reader) (Triyati, 1985). 

Hasil pengujian pola spektra dan serapan maksimum β-karoten hasil 

isolasi dan β-karoten dari penelitian Jeffrey et al., (1997) dalam pelarut aseton 

dapat dilihat pada Gambar 15. 

  
(a) (b) 

Gambar 15. Hasil pengujian pola spektra dan serapan maksimum β-karoten 
dengan spektrofotometer UV-Vis. 
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Keterangan: 

(a) Pola spektra dan serapan maksimum β-karoten dari Padina australis  dalam 
pelarut aseton. 

(b) Pola spektra dan serapan maksimum β-karoten dalam pelarut aseton 
(Jeffrey et al., 1997). 

Gambar di atas menunjukkan bahwa spektra β-karoten yang diisolasi 

dari Padina australis memiliki pola yang mirip dengan hasil penelitian Jeffrey et 

al., (1997). Spektra isolat β-karoten dari Padina australis memiliki serapan 

maksimum yang terletak pada panjang gelombang 452,20 nm dalam pelarut 

aseton. Hasil tersebut tidak berbeda jauh apabila dibandingkan dengan pola 

spektra β-karoten dari penelitian Jeffrey et al., (1997) yang menunjukkan serapan 

maksimum pada panjang gelombang 453,5 nm dalam pelarut yang sama. Dari 

perbandingan pola spektra dan serapan maksimum tersebut dapat disimpulkan 

bahwa isolat dari Padina australis tersebut teridentifikasi sebagai β-karoten. 

Menurut Toto et al., (2006) pergeseran pola spektra dan serapan maksimum 

pada uji spektrofotometri diduga terjadi karena adanya interaksi antara zat 

terlarut (pigmen) dengan pelarut yang digunakan. Tingkat kemurnian dari pelarut 

akan mempengaruhi interaksi tersebut di dalam proses spektrofotometri. 

 
4.2.4 Pengukuran Berat Molekul β-karoten dengan LC-MS (Liquid 

Chromatography Mass Spectrometry) 

Analisis menggunakan instrumen LC-MS bertujuan untuk mengukur 

berat molekul β-karoten yang diisolasi dari Padina australis untuk menguatkan 

hasil identifikasi dengan KLT dan spektrofotometri UV-Vis yang telah dilakukan 

sebelumnya. Analisis β-karoten dengan instrumen LC-MS ini dilakukan dengan 

metode ionisasi electrospray ionization (ESI) modus positif dengan pelarut 

metanol. Ionisasi dengan metode ESI positif akan menghasilkan ion molekul 

dengan penambahan kation, misalnya [M+H]+, [M+Na]+ atau ion muatan ganda 

[M+nH]n+, sedangkan ion molekul yang terbentuk dengan metode ESI negatif 
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umumnya mengalami kehilangan proton, misalnya [M-H]-. Hasil analisa berat 

molekul β-karoten menggunakan instrumen LC-MS dapat dilihat pada Gambar 

16. 

 

Gambar 16. Hasil analisa berat molekul β-karoten dengan LC-MS. 

Spektra massa hasil analisa berat molekul dengan LC-MS di atas 

menunjukkan bahwa dalam sampel terdapat senyawa kimia yang mempunyai 

karakteristik adanya 3 pecahan ion molekul dengan massa yang diduga sebagai 

berat molekul β-karoten. Data fragmentasi ion yang terukur pada spektra massa 

LC-MS dapat dilihat pada tabel 14. 

 
Tabel 14. Pecahan ion molekul senyawa β-karoten pada Padina australis 

Massa ion (m/z) 
Dugaan pecahan ion 

molekul 
Dugaan senyawa 

536,8662 C40H56 β-karoten 
537,6893 C40H56+H β-karoten + hidrogen 

 
Tabel 14. menunjukkan puncak pertama pada spektra massa di atas 

merupakan pecahan ion β-karoten dengan berat molekul 536,8662 m/z, 

sedangkan puncak kedua dengan berat molekul 537,6893 m/z merupakan 

pecahan ion molekul β-karoten dengan penambahan satu atom H (hidrogen). 

Adapun puncak ketiga dengan berat molekul 535,7347 m/z diduga sebagai 

pecahan ion molekul β-karoten dengan pengurangan satu atom H, namun pada 

umumnya pecahan ion molekul dengan pengurangan atom terjadi pada modus 
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ionisasi negatif (ESI negatif). Menurut Zhou (2011), di dalam LC-MS 

memungkinkan terjadi penambahan ion dengan bentuk [M+H]+ dan kehilangan 

ion dengan bentuk [M-H]-. 

Jeffrey et al., (1997) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa berat 

molekul β-karoten adalah 536,88. Pergeseran nilai berat molekul pada hasil uji 

LC-MS tersebut diduga karena adanya penambahan atau kehilangan ion, yaitu 

ion H pada proses ionisasi dengan metode ESI modus positif, sebagaimana telah 

disebutkan pula oleh Wahyuni et al., (2009) bahwa ion yang terbentuk pada 

proses ESI dapat berupa ion molekul dengan tambahan ion hidrogen (proton) 

[M+H]+ atau ion molekul yang kehilangan proton, misalnya [M-H]-. 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian mengenai isolasi dan identifikasi β-karoten 

pada rumput laut coklat Padina australis dengan LC-MS dapat diambil 

kesimpulan sebagai berikut: 

- Hasil identifikasi dengan LC-MS modus ESI positif menunjukkan berat 

molekul β-karoten yang diisolasi dari rumput laut coklat Padina australis 

adalah sebesar 536,8662 yang mendekati nilai berat molekul dari penelitian 

Jeffrey et al., (1997). 

 
5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait identifikasi dan 

pemanfaatan isolat β-karoten dari rumput laut coklat Padina australis yang 

mempunyai potensi besar dalam bidang kesehatan dan industri. Hasil 

kromatografi kolom menunjukkan ada beberapa jenis pigmen lain yang 

terkandung pada rumput laut coklat Padina australis sehingga studi isolasi dan 

identifikasi terhadap kandungan pigmen jenis lain juga perlu dilakukan. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Prosedur Penelitian Isolasi dan Identifikasi β-Karoten Rumput 
Laut Coklat Padina australis dengan LC-MS 

  

Fase atas 

Dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator 

Dialiri dengan gas nitrogen (N2) 

Ekstrak kasar pigmen kering 

Fase bawah 

Rumput laut coklat Padina australis 

 

Diekstraksi 

Disaring 
 

Difraksinasi 

Isolasi β-karoten dengan kromatografi kolom 

Isolat yang diyakini β-karoten 

Identifikasi: 
- Nilai Rf (Retardation factor) dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT). 
 
- Pola spektra dan absorbansi maksimal 

dengan Spektrofotometri UV-Vis. 
 

- Berat molekul dengan Liquid 
Chromatography Mass Spectrometry 

(LC-MS). 

 



65 
 

Lampiran 2. Prosedur Ekstraksi dan Fraksinasi (Pangestuti et al., 2008) 
yang dimodifikasi oleh Mu’amar, (2009). 

 Prosedur Ekstraksi 

- Rumput laut coklat Padina australis dicuci dan dibersihkan dengan air 

mengalir, kemudian dipotong-potong dengan ukuran  ±1 cm. 

- Rumput laut coklat Padina australis ditimbang 100 gram dan diihaluskan 

menggunakan mortar dan alu sambil ditambahkan CaCO3 ± 0,5 gram. 

- Dimaserasi dalam metanol (CH3OH) dan aseton (CH3COCH3) dengan 

perbandingan 7:3 (v/v) sebanyak 300 ml secara bertingkat selama 24 jam 

dan 12 jam. 

- Hasil maserasi disaring dengan kertas saring kasar dan halus sehingga 

didapatkan filtrat. 

 

 Prosedur Fraksinasi  

- Filtrat, dietil eter (C4H10O), sarturasi garam dan air dimasukkan ke dalam 

corong pisah secara berurutan dengan perbandingan berturut-turut 50 ml 

: 25 ml : 60 ml : 5 ml di dalam ruang gelap. 

- Larutan dalam corong pisah dihomogenkan sampai terbentuk 2 fase. 

- Fase atas ditampung dalam labu erlenmeyer dan fase bawah dibuang. 

- Fase atas dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator pada suhu 30C 

pada 100 rpm dengan kondisi labu evaporasi ditutup plastik hitam sampai 

pelarut menguap dan terbentuk kerak atau pasta. 

- Kerak atau pasta ditampung dalam botol sampel kemudian dialiri dengan 

gas nitrogen (N2) untuk menguapkan sisa pelarut sehingga didapatkan 

ekstrak kasar pigmen kering. 

- Botol sampel ditutup dengan plastic wrap dan dilapisi dengan aluminium 

foil kemudian disimpan dalam freezer. 
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Lampiran 3. Prosedur Isolasi dengan Kromatografi Kolom 

 Preparasi kolom kromatografi 

- Silica gel F-254 ditimbang 30 gram kemudian dihomogenkan dengan fase 

gerak n-heksan(C6H14) dan etil asetat (C4H8O2) dengan perbandingan 8:2 

(v/v) sebanyak 200 ml menggunakan magnetic stirer selama 1 jam 

dengan kecepatan150 rpm sampai didapatkan bubur silica gel. 

- Kolom dipasang pada statif kemudian diisi fase gerak untuk membasahi 

bagian dalam kolom, kemudian kapas dipotong bulat tipis dan 

dimasukkan ke dalam kolom dengan bantuan lidi. 

- Fase gerak di dalam kolom ditambah sampai setengah tinggi kolom. 

- Bubur silica gel dimasukkan ke dalam kolom perlahan-lahan  dengan 

bantuan beaker glass dan spatula melalui dinding bagian dalam kolom 

sambil terus diaduk. 

- Kolom dipadatkan dengan cara diketuk-ketuk menggunakan alat pemukul 

kemudian didiamkan selama semalam sampai bubur silica gel padat, 

selanjutnya ditambahkan pasir laut (sea sand) sebanyak ± 3 gram. 

 

 Isolasi pigmen 

- Ekstrak kasar pigmen kering dilarutkan dalam ±10 ml fase gerak n-

heksan (C6H14) dan etil asetat (C4H8O2) perbandingan 8:2 (v/v) kemudian 

dimasukkan ke dalam kolom kromatografi. 

- Kran kolom kromatografi dibuka sambil terus menerus ditambahkan fase 

gerak sedikit demi sedikit agar silica gel tidak pecah. 

- Fraksi yang keluar dari kolom kromatografi ditampung dalam botol vial 

sesuai warna. 

- Polaritas fase gerak dinaikkan sesuai dengan pergantian warna fraksi 

yang keluar dari kolom kromatografi  dengan penambahan n-heksan 
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(C6H14) dan etil asetat (C4H8O2) perbandingan 7:3, 6:4, 5:5 (v/v) dan 

seterusnya) sampai semua fraksi warna sampel yang terpisah keluar dari 

kolom. 

 
Lampiran 4. Prosedur Identifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

(Pangestuti et al., 2008). 

- Plat KLT silica gel F-254 dipotong dengan ukuran 1 x 5 cm dan diberi 

garis batas bawah (1 cm dari tepi) dan garis batas atas (0,5 cm dari tepi). 

- Isolat kering pigmen yang diduga sebagai β-karoten dilarutkan dengan 1 

ml fase gerak heksan : aseton (7:3, v/v) kemudian diambil dengan pipa 

kapiler dan ditotolkan pada garis batas bawah plat KLT. 

- Plat KLT dimasukkan ke dalam beaker glass yang berisi fase gerak dan 

ditunggu sampai pelarut bergerak mencapai garis batas atas, kemudian 

plat KLT diambil dengan penjepit. 

- Dihitung Rf (Retardation factor) dengan rasio jarak yang ditempuh oleh 

totol warna dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut. 

 
Lampiran 5. Prosedur Identifikasi dengan Spektrofotometri UV-Vis (Jenie et 

al., 1997). 

- Sampel kering isolat β-karoten hasil identifikasi dari KLT dilarutkan dalam 

aseton PA dan dituang pada kuvet sebanyak ±3 ml. 

- Spektrofotometer diatur pada panjang gelombang 300-600 nm 

- Kuvet  dimasukkan pada instrumen spektrofotometer UV-Vis. 

- Diukur absorbansi dan panjang gelombang sampel.  
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Lampiran 6. Prosedur Identifikasi dengan LC-MS (Sangeetha et al., 2007).   

- Pigmen β-karoten disuntikkan ke dalam botol dengan ukuran tinggi 7 cm. 

- Dilarutkan dengan metanol dan asam asetat 0,3% dalam air (1:1, v/v). 

- Diinfusi ke dalam instrumen LC-MS dengan kecepatan 1 ml per menit. 

- Dilakukan proses pompa selama 10-15 menit. 

- Dialirkan ke katup kolom selector secara otomatis. 

- Dilakukan pemisahan ke arah UV detector dan diukur berat molekul pada 

spektrometer massa. 

- Dianalisis pada fragmen positif dengan capilary voltage dan cone voltage. 

- Sisa ion akan masuk ke dalam katup splitter dan terkumpul dalam fraction 

collector untuk mengurangi arus ke sumber ESI-MS. 

 
Lampiran 7. Prosedur Pembuatan Larutan 

 Prosedur Pembuatan Larutan Saturasi Garam 

- Disiapkan ± 300 gram garam grosok, air, botol plastik 1500 ml, kertas 

saring kasar, kertas saring halus, corong. 

- Garam grosok dimasukkan dalam dalam botol kemudian ditambahkan air 

sampai ± 1000 ml 

- Dihomogenkan dengan cara dikocok sampai larutan jenuh (garam tidak 

terlarut lagi). 

- Larutan disaring dengan kapas, kertas saring kasar, dan kertas saring 

halus dengan bantuan corong dan ditampung dalam botol. 

 

 Pembuatan Larutan Ekstraksi 

Metanol (CH3OH) : aseton (CH3COCH3)  (7:3, v/v) dalam 300 ml 

- Metanol =
7

10
× 300 = 210 𝑚𝑙 

- Aseton   =
3

10
× 300 = 90 𝑚𝑙 
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 Pembuatan Fase Gerak Kromatografi Kolom 

Heksan (C6H14) : etil asetat (C4H8O2) (8:2, v/v) dalam 100 ml 

- Heksan     =
8

10
× 100 = 80 𝑚𝑙 

- Etil asetat =
2

10
× 100 = 20 𝑚𝑙 

Heksan (C6H14) : etil asetat (C4H8O2) (7:3, v/v) dalam 100 ml 

- Heksan     =
7

10
× 100 = 70 𝑚𝑙 

- Etil asetat =
2

10
× 100 = 30 𝑚𝑙 

Heksan (C6H14) : etil asetat (C4H8O2) (6:4, v/v) dalam 100 ml 

- Heksan     =
6

10
× 100 = 60 𝑚𝑙 

- Etil asetat =
4

10
× 100 = 40 𝑚𝑙 

Heksan (C6H14) : etil asetat (C4H8O2) (5:5, v/v) dalam 100 ml 

- Heksan     =
5

10
× 100 = 50 𝑚𝑙 

- Etil asetat =
5

10
× 100 = 50 𝑚𝑙 

 

 Pembuatan Fase Gerak Kromatografi Lapis Tipis 

Heksan (C6H14) : aseton (CH3COCH3)  (7:3, v/v) dalam 10 ml 

- Heksan =
7

10
× 10 = 7 𝑚𝑙 

- Aseton  =
3

10
× 10 = 3 𝑚𝑙 
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Lampiran 8. Dokumentasi Proses Penelitian 

 Proses ekstraksi rumput laut coklat Padina australis 

    
(a) (b) 

    
(c)  (d) 

     
(e) (f) 

Keterangan:   
(a) Pencucian; 
(b) Pemotongan; 
(c) Penghalusan dan penambahan CaCO3; 
(d) Penuangan pelarut; 
(e) Proses maserasi; 
(f) Proses filtrasi. 
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 Proses fraksinasi hasil maserasi, pemekatan dan pengeringan ekstrak 
kasar (crude) rumput laut coklat Padina australis 

    
(a) (b) 

 

 Proses Preparasi Kolom Kromatografi 

    
(a) (b) 

Keterangan: 
(a) Homogenisasi silica gel dalam fase gerak dengan magnetic stirer. 
(b) Penuangan bubur silica gel dalam kolom kromatografi. 

Keterangan: 
(a) Proses fraksinasi filtrat/ekstrak hasil maserasi. 
(b) Pemekatan fase atas ekstrak rumput laut coklat 

Padina australis dengan rotary vacuum 
evaporator; 

(c) Pengeringan ekstrak crude Padina australis 

dengan gas N2 
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 Proses Isolasi Pigmen dengan Kromatografi Kolom 

    
(a) (b) 

    
(c)  (d) 

    
(e) (f) 

Keterangan: 
(a) Proses penuangan ekstrak kasar ke dalam kolom kromatografi. 
(b), (c), (d), (e) Terbentuknya pita-pita warna (pemisahan senyawa). 
(f) Hasil isolasi β-karoten. 
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 Proses identifikasi β-karoten dengan kromatografi lapis tipis (KLT) 

    
(a) (b) 

 
(c) 

 Proses identifikasi β-karoten dengan spektrofotometri UV-Vis 

    
(a) (b) 

 
(c) 

Keterangan: 
(a) Penotolan pigmen β-karoten pada 

plat KLT. 
(b) Proses elusi fase gerak pada KLT. 

(c) Hasil KLT pigmen β-karoten. 

Keterangan: 
(a) Pengenceran dan penuangan 

sampel pigmen β-karoten dalam 
kuvet. 

(b) Sampel pigmen β-karoten yang 
telah diencerkan. 

(c) Penempatan kuvet sampel 
dalam instrumen 

spektrofotometer UV-Vis. 
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Lampiran 9. Tabel hasil isolasi pigmen dengan kromatografi kolom 

Panjang kolom kromatografi = 50 cm 
Diameter kolom kromatografi = 2 cm 

Botol 
ke- 

Waktu Warna Isolat Fase Gerak 

1 13:20 Bening 
n-heksana (C6H14) : etil asetat 

(C4H8O2) (8:2, v/v) 

2 15:27 Kuning bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

3 15:36 Kuning pekat C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

4 15:43 Kuning pekat C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

5 15:47 Kuning pekat C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

6 15:53 Kuning pekat C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

7 15:59 Kuning C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

8 16:05 Kuning C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

9 16:19 Kuning bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

10 16:34 Kuning bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

11 16:53 Kuning bening kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

12 17:13 Bening kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

13 17:36 Bening kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

14 17:58 Bening kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

15 18:10 Bening kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

16 18:18 Hijau gelap kecoklatan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

17 18:39 Hijau gelap kecoklatan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

18 18:54 Coklat C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

19 19:10 Coklat muda C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

20 19:25 Coklat bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

21 19:40 Coklat bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

22 19:57 Coklat bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

23 20:13 Coklat kehijauan C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

24 20:32 Coklat bening C6H14 : C4H8O2 (8:2, v/v) 

25 20:53 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

26 21:15 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

27 21:36 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

28 21:55 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

29 22:15 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

30 22:23 Hijau C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

31 22:31 Hijau kebiruan C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

32 22:40 Hijau kebiruan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

33 22:46 Hijau kebiruan bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

34 22:55 Hijau kebiruan agak bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

35 23:18 Biru C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

36 23:31 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

37 23:39 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

38 23:45 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

39 23:51 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

40 00:01 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

41 00:10 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

42 00:22 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

43 00:36 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

44 00:48 Biru tua C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

45 00:57 Biru tua bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

46 01:08 Biru tua bening C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 
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Botol 
ke- 

Waktu Warna Isolat Fase Gerak 

47 01:26 Hijau kebiruan C6H14 : C4H8O2 (7:3, v/v) 

48 01:39 Hijau kebiruan bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

49 01:55 Hijau bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

50 02:14 Hijau bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

51 02:30 Hijau bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

52 02:43 Hijau bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

53 10:30 Hijau kekuningan bening C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

54 10:41 Hijau C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

55 10:52 Hijau bening kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

56 11:01 Hijau bening kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

57 11:13 Hijau kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

58 11:19 Hijau kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

59 11:24 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

60 11:32 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

61 11:38 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

62 11:42 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

63 11:59 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (6:4, v/v) 

64 12:10 Kuning kehijauan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

65 12:20 Kuning kehijauan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

66 12:31 Hijau kekuningan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

67 12:41 Hijau kekuningan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

68 12:52 Hijau kekuningan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

69 13:04 Hijau agak pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

70 13:14 Hijau pekat kekuningan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

71 13:18 Kuning tua/emas+hijau C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

72 13:22 Oranye/kemerahan C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

73 13:26 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

74 13:30 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

75 13:35 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

76 13:39 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

77 13:45 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

78 13:49 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

79 13:55 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

80 14:01 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

81 14:13 Oranye pekat C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

82 14:19 Oranye C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

83 14:27 Oranye bening C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

84 14:39 Oranye bening C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

85 14:50 Kuning tua/ Oranye bening C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

86 15:01 Kuning tua bening C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 

87 15:11 Kuning tua bening C6H14 : C4H8O2 (5:5, v/v) 
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Lampiran 10. Tabel hasil perhitungan KLT β-karoten 

Ulangan 
Jarak yang 

ditempuh totol 
warna (cm) 

Jarak yang 
ditempuh pelarut 

(cm) 
Rf 

1 3,3 3,5 0,94 
2 3,2 3,5 0,91 
3 3,4 3,5 0,97 

Perhitungan: 

𝑅𝑓 =  
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢𝑕 𝑜𝑙𝑒𝑕 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢𝑕 𝑜𝑙𝑒𝑕 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡
 

 

 

  

Rf =
3,3

3,5
 = 0,9428571 

Ulangan 1 Ulangan 2 

Rf =
3,2

3,5
 = 0,9142857 Rf =

3,4

3,5
 = 0,9714286 

Ulangan 3 
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Lampiran 11. Hasil Uji β-karoten dengan Spektrofotometri UV-Vis 
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Lampiran 12. Hasil Uji β-karoten dengan LC-MS (Liquid Chromatography 
Mass Spectrometry) 

β-karoten      LC MS –ESI pos ion 

Vol injection 20 ul 

Flow 1 ml/min 

Eluent MeOH 

Operating by : Puspa D N Lotulung 

 

 

Index Time  Lower Bound Upper Bound Height Area 

1 3.205100 2.819217 3.750217 859 7997.75 

2 4.020450 3.827500 4.603617 548 4707.86 

 

Rt 3.2 
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371.5810

372.5889

393.5814

391.5657

371.7887 394.5914
388.6162373.5854

413.5722
389.6206 395.5161374.5104365.4092



82 
 

 

 

 

 

 

Rt 4.0 
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541.9306

393.5572

536.8570

542.9208

394.5757

567.8512
413.5333

537.6843
372.4842 394.1231 535.7468414.0995
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Lampiran 13. Spesifikasi Analisis LC-MS 

Sample  

Vol injection 20 ul 

Flow rate 0.5 ml/min 

Eluent  Methanol   

LC-MS : Mariner Biospectrometry 

LC: Hitachi L 6200 

System ESI (Electrospray Ionisation) 

Positive ion mode 

Kolom C18 (RP 18) Phenomenex 

Column length  : 150 mm 

ID   : 2 mm 

Particle size  : 5 μm 

Analysis by : Puspa  .D. Lotulung,  Pusat Penelitian Kimia – LIPI 

 

Temperatur kolom = temp ruangan  ; 

isokratik, Detector massa 

  

Method : positive ion 

 

 

 

 

LC-MS Analysis 

LC-MS analysis was performed using an Mariner Biospectrometry equipped with a binary pump.   The HPLC was interfaced 

with a  Q-tof mass spectrometer fitted with an ESI source. Full-scan mode from m/z 100 to 1200 was performed with a source 

temperature of 140 °C. HPLC column (Phenomenex  5μ C18, 150 × 2 mm i.d., ) was used for the analysis. Solvent   was 

Methanol with 0.3% acetic acid. Solvents were delivered at a total flow rate of 0.5 mL/min. The solvent running by isocratic 

elution. 
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Mariner Spec /104:105 (T /3.98:4.02) -96:99 (T -3.98:4.02)  ASC=>NR(2.00)[BP = 271.5, 594]

541.9306

536.8570

542.9208

567.8512

537.6843

535.7468 543.8423 568.6603

548.4712

BPI = Base Peak Intensity 

BP = Base Peak 

TIC   = Total Ion Current 

NR   = Noise Removal 

BC   = Base Correction 

MC = Mass Calibration 

BP = Base Peak  

CT = Centroiding 

SM = Gaussian smooth 


