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ABSTRACT: Phytosterols are vegetable sterols, included in secondary metabolite compounds and 

have broad benefits in the health field. Sources of natural ingredients containing phytosterol 

compounds have been widely used as medicinal ingredients, one of which is beans (Phaseolus 

vulgaris L.). This research is an exploratory research, aimed to analyze the content of phytosterol 

compounds in water extract, and the result of partition of water extract of beans using TLC and GC-

MS technique. The result of phytochemical test showed that from 13 extracts of partition result with 

n-hexane solvent, DCM, ethyl acetate, and methanol, only 5 extracts showed positive steroid, 

including water extract, hexane residue, DCM residue, methanol extract, and methanol residue. The 

TLC test results on the hexane residue of the partition from the water extract were suspected as 

stigmasterol compound because it has the price of Rf = 0.9 equal to the standard Rf compound of 

stigmasterol, whereas the GC-MS product showed negative phytosterol. 

 

Keywords: Phytosterol Compounds, γ-Sitosterol, Stigmasterol, Phaseolus vulgaris L. 

 

ABSTRAK: Fitosterol merupakan sterol nabati, termasuk dalam senyawa metabolit sekunder dan 

memiliki manfaat yang luas dalam bidang kesehatan. Sumber bahan alam yang mengandung 

senyawa fitosterol telah banyak digunakan sebagai bahan obat, salah satunya yaitu buncis 

(Phaseolus vulgaris L.). Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi, bertujuan untuk 

menganalisis kandungan senyawa fitosterol dalam ekstrak air, dan hasil partisi dari ekstrak air buah 

buncis menggunakan teknik KLT dan KG-SM. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa dari 13 

ekstrak hasil partisi dengan pelarut n-heksan, DCM, etil asetat, dan metanol, hanya 5 ekstrak yang 

menunjukkan positif steroid, diantaranya ekstrak air, residu heksan, residu DCM, ekstrak metanol, 

dan residu metanol. Hasil uji KLT pada residu heksan hasil partisi dari ekstrak air diduga merupakan 

senyawa stigmasterol karena memiliki harga Rf = 0,9 sama dengan harga Rf senyawa standar 

stigmasterol, sedangkan hasil KG-SM menunjukkan negatif fitosterol. 

 

Kata kunci : Senyawa Fitosterol, γ-Sitosterol, Stigmasterol, Phaseolus vulgaris L. 

 

PENDAHULUAN 

Fitosterol adalah sterol nabati dengan 

struktur mirip kolesterol, terdiri dari 28 hingga 

30 atom dengan steroid sebagai rangka struktur 

dengan gugus hidroksil menempel pada C-3 dari 

cincin A, dan rantai alifatik pada atom C-17 dari 

cincn D (Pateh, et al., 2009). Senyawa-senyawa 

yang tergolong ke dalam fitosterol yaitu 

stigmasterol, sitosterol, fucosterol, ergosterol, 

dan campesterol (Dewick, 2002) 

Buncis (Phaseolus vulgaris L.), sebagai 

salah satu tanaman yang mengandung fitosterol, 

berkhasiat meluruhkan kencing (diuretik) dan 

menurunkan kadar glukosa darah 

(hipoglikemik), diduga karena peran senyawa 

aktif diantaranya β-sitosterol dan stigmasterol 

(Andayani, 2003).  

Tanaman lain yang mengandung 

senyawa fitosterol dan berpotensi sebagai 

bahan obat, antara lain antihiperglikemik 

(Andayani, 2003), campuran buncis dan bekatul 

untuk penurunan kadar glukosa yang lebih 

efektif (Perdana, et al., 2010), kedawung untuk 

mengobati penyakit kolik, pengobatan penyakit 

kejang saat haid dan penguat lambung jika 

dicampur dengan daun sembung (Tisnadjaja, et 

al., 2006). 

Analisis fitokimia pada ekstrak etanol 

buah buncis telah dilaporkan sebelumnya 

(Andayani, 2003), dan pada ekstrak air biji 

buncis oleh Atchibri, et al (2010a), namun 
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kajian serupa pada ekstrak air dengan teknik 

analisa lainnya belum pernah dilaporkan. Oleh 

sebab itu, agar lebih luas manfaat buncis 

sebagai bahan obat maka perlu dikaji, dan 

dianalisis, (persen (%) area) kandungan β-

sitosterol dan stigmasterol dalam pelarut air. 

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi 

sumber informasi ilmiah mengenai jenis dan 

jumlah (persen (%) area) senyawa fitosterol 

yang terdapat dalam buah buncis (Phaseolus 

vulgaris L.). 

 

METODE  

Bahan dan Alat 

 Bahan yang digunakan adalah buah 

buncis, aquades, n-heksan pro-analysis, 

diklorometana pro-analysis, etil asetat pro-

analysis, plat KLT silika gel F254, anhidrida 

asam asetat, asam sulfat pekat, dan metanol pro-

analysis. 

 Peralatan utama yang digunakan adalah 

seperangkat alat KLT, lampu UV-Vis, 

spektrometer KG-SM QP-2010 merk Shimadzu 

kolom Rtx-5MS, spektrometer KG-SM merk 

Agilent Technologies kolom DB-5MS. 

 

Prosedur Kerja 

Persiapan Ekstrak 

 Ekstrak diperoleh dengan cara maserasi 

dengan pelarut air pada suhu kamar. 

Partisi dilakukan terhadap ekstrak air 

menggunakan pelarut organik dengan tingkat 

kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksan, DCM, 

etil asetat, dan metanol. 

Uji Fitokimia 

Uji fitokimia dilakukan untuk identifikasi awal 

keberadaan senyawa steroid. Pereaksi yang 

digunakan yaitu Lieberman-Burchard. Adanya 

steroid diawali dengan terbentuknya endapan 

merah yang secara bertahap berubah menjadi 

biru. 

Analisis Fitosterol  

Teknik KLT 

KLT dilakukan terhadap hasil partisi yang 

menunjukkan positif steroid menggunakan 

senyawa standar stigmasterol sebagai 

pembanding dengan etil asetat 100% sebagai 

eluen. Spot-spot yang muncul diamati 

menggunakan lampu UV. 

Teknik KG-SM 

Ekstrak air dan ekstrak hasil analisis KLT 

diinjeksikan ke dalam alat KG-SM. Kondisi 

running KG-SM QP-2010 merk Shimadzu yaitu 

temperatur injeksi 2800C. Gas pembawa yang 

digunakan adalah gas helium dengan tekanan 

sebesar 149,9 KPa dan laju alir 2,77 mL/menit. 

Kondisi running KG-SM merk Agilent 

Technologies yaitu temperatur injeksi 290°C, 

gas pembawa yang digunakan adalah helium 

dengan tekanan sebesar 165,47 KPa dan total 

alir 24,1 mL/menit. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Uji Steroid 

Maserat kental air yang diperoleh 

berwarna coklat tua kehitaman. Uji steroid 

dilakukan terhadap semua ekstrak, baik ekstrak 

air buah buncis maupun ekstrak hasil partisi 

menggunakan pelarut organik. Perubahan warna 

menjadi biru keunguan menandakan positif 

steroid, terdapat hanya pada 5 ekstrak yaitu 

ekstrak air, residu heksan, residu DCM, ekstrak 

etanol, dan residu metanol (Tabel 1). Hasil 

positif steroid pada ekstrak air biji buncis telah 

dilakukan oleh peneliti sebelumnya (Atchibri, et 

al., 2010a). 

Hasil positif pada uji LB terjadi akibat 

reaksi antara sterol tidak jenuh atau triterpen 

dengan asam (CH3COOH atau H2SO4) 

(Marliana, et al., 2005) (Gambar 1). 

 
Gambar 1. Reaksi LB Pada Uji Fitokimia 

Sumber: Siadi (2012) 

Perbedaan tingkatan positif tersebut 

diduga karena adanya perbedaan jumlah 

senyawa steroid yang terdapat dalam ekstrak, 

serta adanya senyawa-senyawa lain yang saling 

bersinergi sehingga berperan dalam 

pembentukan warna dengan tingkat positif yang 

berbeda-beda. Adanya hasil positif steroid pada 

ekstrak air, dan hasil partisi ekstrak air buah 

buncis, maka dapat dikatakan bahwa buah 

buncis mengandung senyawa steroid. 

 

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia yang Positif 

Steroid dengan Pereaksi LB 

 

No Ektrak Air Buncis Steroid 

1 Ekstrak air buah buncis (EB) +++ 

2 Residu n-heksan (RH) +++ 

3 Residu DCM (RDCM) +++ 

4 Ekstrak metanol        (EM) +++ 

5 Residu metanol (RM) ++ 

Keterangan: 

+ : Warna hijau/biru terlihat tidak       terlalu jelas 

(samar-samar) 

++ : Warna biru keunguan terlihat jelas 
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+++ : Warna biru keunguan terlihat sangat jelas 

 

Analisis KLT 

Hasil pengamatan di bawah sinar UV 

dengan λ = 254 nm maupun iodin terlihat bahwa 

residu heksan memiliki spot sejajar terhadap 

spot senyawa standar stigmasterol (Gambar 2) 

dengan harga Rf yang sama dengan senyawa 

standar stigmasterol yaitu 0,90 (Tabel 2). 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 2. Spot-spot Hasil KLT dengan Eluen Etil 

Asetat 100% 

a. Tampak di bawah sinar UV pada λ = 256 nm 

b. Setelah dimasukkan dalam iodin 
Berdasarkan literatur harga Rf senyawa 

standar stigmasterol yang dilarutkan dalam 

heksan:aseton (80:20) yaitu 0,91 dan senyawa 

standar β-sitosterol yaitu 0,85 (Chaturvedi, et 

al., 2013). Jika mengacu pada harga Rf tersebut, 

maka dimungkinkan terdapat senyawa β-

sitosterol dalam residu DCM maupun residu 

metanol, namun belum terpisah dari senyawa-

senyawa yang lain.  

 

Tabel 2. Harga Rf Spot Setiap Ekstrak 
Ekstrak Harga Rf 

Senyawa Standar 

Stigmasterol 
90,0fR  

Residu Heksan (RH) 90,0fR  

Residu DCM 

(RDCM) 
89,08875,0 fR  

Ekstrak Metanol 

(EM) 
92,0925,0 fR  

Residu Metanol 

(RM) 
89,08875,0 fR  

 

Adanya harga Rf yang sama dan nilainya 

besar pada senyawa standar stigmasterol 

meskipun dilarutkan dalam pelarut yang 

berbeda, menandakan bahwa senyawa tersebut 

bersifat semi polar hingga non polar. 

Berdasarkan hasil tersebut, diduga residu heksan 

mengandung senyawa stigmasterol, didukung 

oleh hasil uji fitokimia yang memberikan hasil 

positif steroid pada residu heksan (Tabel 1). 

 

Analisis KG-SM 

Hasil KG-SM pada ekstrak air maupun 

hasil partisi (residu n-heksan, residu DCM, 

ekstrak metanol, dan residu metanol) 

menunjukkan bahwa tidak ditemukannya 

senyawa fitosterol. Senyawa-senyawa mayor 

yang terdeteksi pada ekstrak-ekstrak tersebut 

terangkum dalam Tabel 3.  

Senyawa-senyawa mayor tersebut 

mayoritas merupakan senyawa-senyawa 

metabolit primer seperti asam lemak, 

karbohidrat. Hal ini disebabkan karena 

metabolit primer merupakan produk essensial  

yang  terdapat  pada  semua makhluk  hidup  

yang  digunakan  untuk kelangsungan  hidup  

dan  berkembang biak (Ridhia, dkk., 2013), 

sehingga keberadaanya mutlak ada pada 

makhluk hidup. 

 

 

 

 

 

 

Tabel 3. Ringkasan Senyawa-Senyawa Mayor 

Pada Ekstrak Air Buah Buncis dan Hasil Partisi 

Ekstrak Air Buah Buncis 
No Ekstrak Nama Senyawa Mayor % 

Area 

1. Air Buah 

Buncis 

Sikloat 17,02 

Fenol, 4-(2-aminoetil)- 15,19 

Benzenaetanamina 13,30 

Piperidinon 10,53 

1H-indol-3-etanamina 10,36 

Kuinolin, 4-metil- 5,23 

2. Residu n-

heksan 

Asam oktadek-9-enoat 33,98 

Heptadeken-(8)-asam 

karbonat-(1) 
11,02 

Asam heksadekanoat 9,07 

3. Residu 

DCM 

Beta-D-liksofuranosid, metil 33,98 

2,4(1H,3H)-pirimidinedion 11,02 

Fenol, 4-(2-aminoetil)- 9,15 

Alfa-D-ribopiranosid, metil 9,07 

4. Ekstrak 

metanol 

Heptadeken-(8)-asam 

karbonat-(1) 
28,05 

Etil linoleat 23,65 

Asam 9-oktadekenoat (z)-, 2-

hidroksi-1-(hidroksimetil)etil 

ester 

12,70 

5. Residu 

metnaol 

Asam oktadek-9-enoat 31,78 

Heksakontan 12,93 

Selain metabolit primer, terdapat pula 

metabolit sekunder pada ekstrak air buah 

buncis, yaitu fenol, 4-(2-aminoetil)-, 1H-indol-

3-etanamina, dan kuinolin, 4-metil- yang 

merupakan golongan alkaloid. Adanya senyawa 

tersebut pada ekstrak air buah buncis 

disebabkan oleh sifat dasar dari senyawa yang 

dapat larut dalam air. Sudarma (2010) 

menyatakan bahwa alkaloid dalam bentuk 

garamnya mudah larut dalam air. Hal ini 

dipengaruhi oleh adanya atom O dan N pada 

senyawa alkaloid yang mampu berikatan 

hidrogen dengan air. 

Berdasarkan uraian di atas, senyawa 

fitosterol dalam ekstrak air buah buncis 

ditemukan hanya pada hasil uji fitokimia dan 

KLT, namun tidak ditemukan pada analisis KG-

SM. Ketiadaaan senyawa fitosterol dalam hasil 
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analisis KG-SM ekstrak air buah buncis 

kemungkinan disebabkan oleh beberapa faktor, 

diantaranya sifat senyawa fitosterol, dan faktor 

teknis.  

Faktor-faktor yang diduga menjadi 

penyebab tidak terdeteksinya senyawa fitosterol 

pada ekstrak air diantaranya sifat senyawa, dan 

faktor teknis. Senyawa fitosterol memiliki titik 

leleh yang tinggi, yaitu 136-140ºC untuk β-

sitosterol, 147-148 ºC untuk γ-sitosterol, dan 

160-164ºC untuk stigmasterol. Agar dapat 

memisahkan senyawa-senyawa fitosterol dalam 

cuplikan, maka cuplikan harus diubah terlebih 

dahulu ke dalam bentuk gas, dengan demikian 

diperlukan suhu yang sangat tinggi. Menurut 

Winkler-Moser (2011), metode kromatografi 

fitosterol yang khas akan mencakup split 

injection (dengan rasio pemecahan bervariasi 

dari 1:15 sampai 1:100), suhu injektor dari 250-

300ºC, suhu kolom awal, 250-300ºC, dan baik 

pada kondisi isokratik ataupun temperatur yang 

telah diprogram untuk oven pemanas. 

Seharusnya, kondisi kolom (Rtx-5) yang 

digunakan dalam penelitian ini yaitu oven 

program 300ºC isotermal, injektor 300ºC 1:50 

split (Winkler-Moser, 2011), namun peralatan 

yang tersedia di laboratorium memiliki 

keterbatasan suhu maksimal yakni 300ºC dan 

dalam penggunaannya selalu di bawah suhu 

maksimal, sehingga kurang leluasa dalam 

mencari kondisi running yang tepat. Selain itu, 

ketersediaan gas helium yang terbatas diduga 

menyebabkan laju alir gas tidak maksimal 

sehingga mempengaruhi jumlah komponen 

senyawa yang terbawa. Perawatan alat, baik 

kalibrasi maupun kebersihan kolom juga diduga 

mempengaruhi hasil analisis. 

Selain itu dapat pula dilihat dari bentuk 

struktur komponen unsur penyusun senyawa 

fitosterol dengan pelarut air. Senyawa fitosterol 

(stigmasterol dan β-sitosterol) (Gambar 4 dan 5), 

tersusun dari atom C, O, dan H dimana gugus 

OH terikat pada atom C3 cincin A (Gambar 5) 

sedangkan atom C saling terikat membentuk 

rantai siklik maupun nonsiklik.  Jika 

dibandingkan dengan molekul air (Gambar 6), ia 

hanya tersusun dari atom O dan H sehingga air 

hanya mampu berikatan hidrogen dengan gugus 

OH dan tidak mampu mengikat rantai non polar 

senyawa fitosterol. Hal ini disebabkan karena air 

tidak memiliki atom C yang bertindak sebagai 

gugus non polar. Aisyah (2007) menjelaskan 

bahwa adanya ikatan hidrogen pada penggunaan 

pelarut air mengakibatkan kelarutan molekul 

non polar rendah. Pernyataan ini didukung oleh 

sifat senyawa fitosterol (stigmasterol) yang tidak 

larut dalam air tetapi larut dalam pelarut organik 

dan sebagian besar pelarut yang memiliki satu 

gugus fungsi alkohol (Kanimozhi.D et al, 2012).  

 

 
 
Gambar 4. Stigmasterol 

 

 

 
 
Gambar 5. β-sitosterol 

 

 

 
 
Gambar 6. Molekul air 

Oleh sebab itu, meskipun air dikenal 

sebagai pelarut universal serta memiliki 

konstanta dielektrik yang besar, namun diduga 

yang menjadi penyebab tidak ditemukannya 

senyawa fitosterol dalam ekstrak air buah buncis 

yaitu disebabkan oleh energi ikatan hidrogen 

pelarut (air) yang digunakan untuk memutus 

ikatan hidrogen pada pelarut lebih besar 

daripada energi interaksi antara zat terlarut 

(senyawa fitosterol) dengan pelarut (air). 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan 

dapat disimpulkan bahwa : (i)  Senyawa 

fitosterol yang terkandung dalam residu heksan 

hasil partisi ekstrak air buah buncis diduga 

merupakan stigmasterol. (ii) Jumlah persen (%) 

area senyawa fitosterol yang terkandung di 

dalam ekstrak air buah buncis tidak dapat 

terdeteksi. 

 

 

A B 

C D 
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