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ABSTRAK
Huda, M.S. 2019. Ekstraksi dan Uji Aktivitas Antioksidan Senyawa Aktif dengan
Variasi Pengeringan Alga Merah Eucheuma cottonii Pantai Wongsorejo
Banyuwangi. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing II: Nur
Aini, M.Si, Konsultan: Rachmawati Ningsih, M.Si.
Kata kunci: Eucheuma cottonii, variasi pengeringan, spektrofotometri UV-Vis,
ECso

Eucheuma cottonii merupakan salah satu jenis alga merah yang dapat
dimanfaatkan sebagai bahan obat-obatan seperti sebagai antioksidan, toksisitas, dan
sebagai antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui nilai rendemen dan nilai
aktivitas antioksidan dari sampel E. cotfonii yang dikeringakan dengan menggunakan
empat metode pengeringan yang berbeda.

Alga merah E. cottonii yang digunakan dalam penelitian ini, dikeringkan dengan
beberapa metode pengeringan seperti metode kering angin, kering oven, kering jemur dan
freeze drying. Hasil pengeringan alga merah E. cottonii akan dimaserasi menggunakan
pelarut metanol sampai diperoleh ekstrak pekat masing masing. Kemudian, masing-
masing ekstrak pekat akan diukur nilai rendemen, kadar air, dan kadar garamnya.
Selanjutnya, setiap ekstrak akan dilakukan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode
DPPH (1, I-diphenyl-2-picrylhydrazil)  sampai diperoleh nilai ECso (efficient
concentration) untuk setiap hasil ekstrak. Terakhir, setiap ekstrak sampel akan
diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Hasil penelitian diperoleh rendemen dari ekstrak sampel kering freeze drying
sebesar 14,2%, kering jemur sebesar 13,7%, kering oven sebesar 10,9% dan kering angin
sebesar 8,6%. Nilai ECso sampel kering angin yang tinggi yaitu sebesar ECso= 5,1x10?
ppm, menunjukkan bahwa metode kering angin dapat menjaga senyawa metabolit
sekunder dalam sampel tidak rusak dan metode ini dapat digunakan untuk penelitian lebih
lanjut.
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ABSTRACT
Huda, M.S. 2019. Extraction and Test of Antioxidant Activity of Active Compounds by
Drying Variations of Red Algae Eucheuma cottonii Wongsorejo Banyuwangi
Beach. Advisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Sc; Advisor II: Nur Aini, M.Sc.,
Consultant: Rachmawati Ningsih, M. Si.
Keywords: Eucheuma cottonii, variation of drying_;, UV-Vis spectrophotometry, ECso

Eucheuma cottonii is one type of red algae that can be utilized as medicinal
ingredients such as antioxidants, toxicity, and an antibiotic. This study was conducted to
determine the yield value and antioxidant activity value of the E. cottonii samples that
were dried using four different drying methods.

Red algae of E. cottonii used in this study were dried with several drying methods
such as wind drying, oven drying, dry drying and freeze drying method. The drying
results will be macerated using methanol solvent until the each of concentrated extracts
are obtained. Then, each concentrated extracts will be measured in yield value, water
content and salinity. Furthermore, each extracts will be conducted in the antioxidant
activity test using the DPPH method (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) until the efficient
concentrations are obtained. Finally, each extract samples will be identified using a UV-
Vis spectrophotometer.

The results of the research obtained that the yield of dry extract sample using
freeze drying, dry drying, oven drying and wind drying were 14.2; 13.7; 10.9; and 8.56%
respectively. The ECso value of high wind drying sample is equal to ECso = 509.2 ppm,
indicating that the wind drying method can keep secondary metabolites compounds from
being damaged and this method can be used for further research.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Laut merupakan salah satu ekosistem yang dikenal dengan
keanekaragaman biotanya baik berupa tumbuhan atau hewan. Salah satu biota laut
yang berpotensi sebagai bahan untuk dijadikan sebagai obat adalah rumput laut
(alga). Alga merupakan jenis tumbuhan laut yang dapat ditemukan di hampir
seluruh perairan Indonesia dan memiliki kandungan beberapa senyawa aktif
berdasarkan penelitian-penelitian yang sudah dilakukan sebelumnya. Menurut
Istini dan Suhaimi (1998) selain sebagai bahan makanan, minuman, dan obat-
obatan, beberapa bahan olahan alga seperti agar-agar, keraginan, dan alginat
merupakan yang paling penting dalam bidang industri.

Firman Allah dalam al-Qur’an surat an Nahl ayat 14:

T (578 T o180 W 20 T AR, Tk Gl 2B 1,608 T AL (A T

O 88 W& aliad (40 1 52Tl 4 HAl g
“Dan Dia-lah, Allah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat
memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu mengeluarkan dari
lautan itu perhiasan yang kamu pakai; dan kamu melihat bahtera berlayar
padanya, dan supaya kamu mencari (keuntungan) dari karunia-Nya, dan supaya
kamu bersyukur”.

Lafadz sakhara al-bahra menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan
kepada hambanya laut sebagai sumberdaya alam yang mempunyai banyak
manfaat yang dapat digunakan oleh hambanya (Asy-Syangqithi, 2007). Dalam
firman di atas, Allah SWT juga memerintahkan untuk memakan (/i fa’kulu),

mengeluarkan (tastakhriju), melihat (wa taraa) dan mencari (/i tabtaghu) supaya

manusia bisa mengambil manfaat sumberdaya laut. (Al-Qurtubi, 2008). Dalam



ayat tersebut memakan apa yang ada di laut baik hewan maupun tumbuhan
merupakan kenikmatan yang diberikan oleh Allah SWT kepada manusia agar kita
bersyukur. Oleh karena itu, hasil laut berupa heawan maupun tumbuhan termasuk
alga yang ketika dimakan pasti memiliki manfaat bagi tubuh. Manfaat inilah yang
sebagian besar masih belum diketahui dan dengan potensi lautnya yang melimpah,
Indonesia merupakan salah satu negara yang seharusnya mampu untuk menggali
potensi tersebut.

Alga digolongkan menjadi 5 kelompok oleh para ahli dan salah satunya
adalah Rhodophyta (alga merah). Alga jenis ini merupakan salah satu alga yang
banyak ditemukan di perairan Indonesia dan sering digunakan dalam keidupan
sehari-hari. Di Indonesia, alga merah dapat dibagi menjadi beberapa jenis
diantaranya Eucheuma spinosum, Eucheuma edule, Eucheuma cottonii (Junaidi,
2004). Rasyid (2004) menerangkan bahwa salah satu jenis alga merah yaitu E.
cottonii dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat, antioksidan, dan antibiotk.

Masyarakat biasanya memanfaatkan rumput laut dalam keadaan segar.
Namun untuk kepentingan ekspor, teknologi pengolahan paska panen perlu
diperhatikan. Hal ini berkaitan dengan mutu rumput laut. Salah satu teknik
pengolahan rumput laut paska panen menggunakan metode pengawetan yaitu
dengan cara pengeringan. Kelebihan dari metode pengeringan yaitu bahan
menjadi lebih awet dan volume bahan menjadi lebih kecil sehingga mudah
diangkut. Kendati demikian metode pengeringan mempunyai kerugian yaitu
mempengaruhi bentuk, sifat fisik, dan kimia serta menurunkan mutu. Selama
proses pengeringan pigmen rumput laut dan klorofil akan terdegradasi menjadi

feofitin (Merdekawati, 2009). Menggunakan metode variasi pengeringan dan



metode KLT Densitometri untuk menganalisis kadar flavonoid herba sambiloto,
Utomo (2009) menerangkan bahwa kadar flavonoid total herba sambiloto dengan
pengeringan sinar matahari langsung sebesar 24%, pengeringan dengan kain
hitam 33,3% dan pengeringan dengan oven sebesar 29%.

Bioaktivitas sangat dipengaruhi oleh kandungan golongan senyawa kimia
yang terdapat di dalamnya, sedangkan untuk mendapatkan senyawa kimia yang
bersifat aktif tersebut dipengaruhi oleh metode pemisahan meliputi cara ekstraksi
dan pelarut yang digunakan (Albuntana, dkk. 2011). Metanol merupakan salah
satu pelarut yang sering digunakan untuk proses ekstraksi bahan alam karena
mudah didapat dalam jumlah banyak dan dapat mengekstrak hampir sebagian
besar senyawa aktif yang terkandung dalam bahan alam. Miftahurrahmah (2013)
melaporkan bahwa dengan menggunakan pelarut metanol untuk mengekstrak E.
spinosum didapatkan rendemen sebesar 16,25% dari 100 g sampel kering.

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mencegah atau menunda
terjadinya proses auto-oksidasi radikal bebas dalam oksidasi lipid (Kochhar and
Rossell, 1990). Dalam tubuh, senyawa ini berfungsi untuk menghentikan atau
memutus reaksi berantai yang disebabkan oleh adanya radikal bebas. Senyawa
antioksidan yang digunakan saat ini kebanyakan berupa antioksidan sintetik
seperti buthylatedhydroxytoluena (BHT) dan buthylatedhydroxyanysole (BHA)
yang digunakan dalam industri obat-obatan maupun makanan dan minuman.
Antioksidan sintetik ini, berpotensi menimbulkan efek samping pada metabolisme
dan reproduksi karena sifatnya yang karsinogenik (Hanani, 2005). Untuk itu,
perlu dikembangkan cara memperoleh antioksidan alami yang tidak berbahaya

bagi tubuh dengan memanfaatkan sumber daya alam yang masih jarang digunakan



seperti biota laut sekaligus sebagai upaya untuk meningkatkan nilai ekonomis
hasil laut terutama teripang pasir yang cukup melimpah di Indonesia.

Alga merah (E. cottonii) yang diperoleh dari pantai Banyuwangi Jawa
Timur akan dikeringkan dengan beberapa variasi pengeringan seperti pengeringan
dibawah sinar matahari langsung, pengeringan dengan diangin-anginkan tanpa
sinar matahari, pengeringan menggunakan oven, dan pengeringan menggunakan
freeze drying. Setelah itu, hasil dari masing-masing pengeringan akan diekstrak
menggunakan pelarut metanol untuk memperoleh ekstrak kasar alga merah.
Pelarut metanol merupakan pelarut dengan titik didih cukup rendah sehingga
mudah diuapkan, serta memiliki harga yang terjangkau dan bersifat inert. Hasil
ekstraksi maserasi akan dilakukan uji senyawa aktif alga merah dan antioksidan
dengan metode DPPH (1, I-diphenyl-2-picrylhydrazil). Basir (2017) melakukan
penelitian mengunakan alga hijau Halimeda gracilis yang diekstrak menggunakan
pelarut metanol dan memperoleh nilai ICso sebesar 290,49 ppm pada uji
antioksidan menggunakan metode DPPH. Uji senyawa aktif alga merah
merupakan pengujian kandungan senyawa-senyawa aktif dalam alga merah itu
sendiri seperti flavonoid, triterpenoid, steroid, dan saponin.

Berdasarkan uraian di atas maka dalam penelitian kali ini akan dilakukan
isolasi senyawa aktif yang terdapat dalam alga merah (E. cotfonii). Alga merah
akan dikeringkan menggunakan beberapa metode pengeringan dan kemudian akan
dilakukan isolasi. Isolasi dilakukan dengan metode ekstraksi maserasi dengan
pelarut polar berupa metanol. Selanjutnya, ekstrak dari masing-masing variasi

pengeringan akan dilakukan uji antioksidan dengan menggunakann metode DPPH



dan spektrofotometri UV-Vis. Dilanjutkan dengan identifikasi senyawa aktif

menggunakan uji reagen.

1.2 Rumusan Masalah

1.

Bagaimana nilai kadar air, kadar garam, dan rendemen hasil ekstraksi pelarut
metanol dari setiap variasi metode pengeringan alga merah (E. cottoni)?

Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak metanol dengan variasi pengeringan
alga merah (E. cottoni) Pantai Wongsorejo Banyuwangi yang diuji dengan

metode DPPH?

1.3 Tujuan

1.

Untuk mengetahui nilai kadar air, kadar garam, dan rendemen hasil ekstraksi
pelarut metanol dari setiap variasi pengeringan alga merah (E. cottoni)
Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak metanol dengan variasi

pengeringan alga merah (E. cottoni) Pantai Wongsorejo Banyuwangi

1.4 Batasan Masalah

Alga merah (E. cottonii) yang digunakan berasal dari pantai Banyuwangi
Variasi pengeringan alga merah yang digunakan adalah pengeringan dibawah
sinar matahari langsung, pengeringan dengan cara diangin-anginkan,

pengeringan dengan oven dan pengeringan freeze drying

. Pengujian sampel sebelum ekstraksi meliputi pengujian kadar air dan kadar

garam

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi adalah pelarut polar berupa metanol



5. Metode yang digunakan untuk uji antioksidan adalah metode DPPH

1.5 Manfaat

Secara khusus penelitian ini bermanfaat bagi saya untuk menambah ilmu dan
pengalaman di bidang oraganik terutama mengenai isolasi senyawa aktif dan
pengujian toksisitas terhadap alga merah. Secara umum penelitian ini bermanfaat
bagi masyarakat sebagai informasi bahwa alga merah merupakan biota laut yang

memiliki nilai ekonomi tinggi karena manfaat dari teripang itu sendiri.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga Merah (Eucheuma cottonii)

Manusia diperintahkan untuk mempelajari dan memanfaatkan kekayaan
alam yang telah Allah SWT ciptakan. Salah satu dari sekian banyak kekayaan
alam yang telah Allah ciptakan yaitu laut. Laut merupakan salah satu sumber daya
alam yang bisa dimanfaatkan oleh seluruh manusia dan tak ternilai harganya.
Lautan merupakan suatu ekosistem yang kaya dengan sumber daya alam yang
dapat dimanfaatkan untuk kemakmuran dan kesejahteraan manusia. Sebagaimana
diketahui bahwa 70% permukaan bumi ditutupi oleh perairan/lautan dan lebih dari
90% kehidupan biomassa di planet bumi hidup di laut. Oleh karena itu lautan
merupakan bagian penting dari kelangsungan hidup manusia, sebagaimana firman

Allah Swt dalam surat (Al-Furgaan:53):

Miaaly B 5 el Unn s T e 1385 Tl 4 e 13 (T jndl 25 (5301 5
oY f) 9;;.4\}.’ :
“Dan Dialah yang membiarkan dua laut mengalir (berdampingan); yang ini

tawar lagi segar dan yang lain asin lagi pahit, dan Dia jadikan antara keduanya
dinding dan batas yang menghalangi.

Firman Allah SWT di atas menurut ibnu Katsir yaitu”Dan Dia-lah yang
membiarkan dua laut mengalir (berdampingan), yang ini tawar lagi segar dan
vang lain asin lagi pahit,” yaitu Dia menciptakan dua air, tawar dan asin. Air
tawar itu seperti sungai-sungai, matai air dan sumur-sumur. Dan ini adalah lautan
yang manis, tawar lagi segar dan murni. Hal itu dikatakan oleh Ibnu Juraij dan

dipilih oleh Ibnu Jarir. Makna ini tidak meragukan, karena di dalam alam ini tidak



ada lautan yang tenang yaitu tawar lagi segar. Allah Swt mengabarkan suatu fakta
untuk menyadarkan hamba-Nya tentang nikmat nikmat-Nya kepada mereka agar
mereka mensyukuri-Nya. Lautan yang tawar itulah yang mengalir di antara
manusia yang Allah Ta’ala pisahkan diantara makhluk-Nya karena kebutuhan
mereka kepada sungai-sungai dan mata air pada setiap tanah sesuai kebutuhan
mereka dan kecukupan mereka bagi diri-diri dan tanah-tanah mereka.

Berdasarkan ayat di atas dapat ditemukan secara jelas betapa besarnya
kekuasaan Allah Swt jika kita memikirkannya. Semua yang diciptakan-Nya tidak
ada yang sia-sia, baik di langit maupun di bumi. Semua ciptaan Allah Swt
mempunyai tujuan dan manfaat, seperti yang telah dijelaskan dalam al-Qur’an
yaitu agar manusia dapat mengetahui dan memanfaatkannya. Ayat tersebut juga
menjelaskan kepada kita tentang potensi kekayaan laut yang dapat dijadikan
sebagai makanan yang bermanfaat bagi kesehatan manusia, serta kemungkinan
pengelolaan dan pemanfaatannya bagi keperluan manusia. Sumber daya alam bisa
dikatakan bermanfaat setelah dirasakan atau digunakan oleh manusia. Salah satu
sumber kekayaan laut yang dapat dimanfaatkan adalah Alga.

Alga atau lebih dikenal dengan rumput laut merupakan salah satu hasil
perairan Indonesia yang sangat melimpah. Selain karena cara budidayanya yang
mudah, alga juga diketahui memiliki banyak manfaat dan mudah untuk diolah.
Alga merah (Rhodophyceae) mengandung pigmen merah fikoretrin yang
memancarkan warna oranye dan pigmen biru fikosianin yang memancarkan warna
merah tua (Atmadja, 2007). Salah satu jenis alga merah yang banyak ditemui

adalah jenis Eucheuma cottoni.



Gambar 2.1 Alga Merah (Eucheuma cottonii)

E. cottonii merupakan salah satu jenis alga merah yang juga memiliki
nama Kappaphycus alvarezii karena keraginan yang dihasilkan termasuk fraksi

kappa-keraginan. Klasifikasi E. cottonii menurut Doty (1985) adalah sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo : Gigartinales
Famili : Solieracea
Genus : Eucheuma
Spesies : Eucheuma alvarezii

2.2 Metode Pengeringan

Pengeringan adalah proses pengeluaran air atau pemisahan air dalam
jumlah yang relatif kecil dari bahan dengan menggunakan energi panas
(Rachmawan, 2001). Pada pembuatan simplisia akan melewati tahap pengeringan,
yang bertujuan untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak, sehingga
dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan mengurangi kadar air dan
menghentikan reaksi enzimatik akan dicegah penurunan mutu atau perusakan

simplisia. Air yang masih tersisa dalam simplisia pada kadar tertentu dapat
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merupakan media pertumbuhan kapang dan jasad renik lainnya. Enzim tertentu
dalam sel, masih dapat bekerja, menguraikan senyawa aktif sesaat setelah sel mati
dan selama bahan simplisia tersebut masih mengandung kadar air tertentu.
Pengeringan simplisia dapat dilakukan dengan pengeringan alamiah dan
pengeringan buatan. Pengeringan alamiah dapat dikelompokkan menjadi
pengeringan dengan sinar matahari langsung dan sinar matahari tidak langsung,
yaitu dengan menutup kain hitam diatas bahan yang akan dikeringkan. Sedangkan
pengeringan buatan dapat menggunakan lemari pengering atau oven (Depkes,
1985).
Faktor yang dapat mempengaruhi pengeringan suatu bahan adalah (Buckle

et al, 1987):
1. Sifat fisik dan kimia dari bahan, meliputi bentuk, komposisi, ukuran, dan kadar

air yang terkandung didalamnya.
2. Pengaturan geometris bahan. Hal ini berhubungan dengan alat atau media yang

digunakan sebagai perantara pemindah panas.
3. Sifat fisik dari lingkungan sekitar alat pengering, meliputi suhu, kecepatan

sirkulasi udara, dan kelembaban.
4. Karakteristik dan efisiensi pemindahan panas alat pengering.

Proses pengeringan juga harus memperhatikan suhu udara dan kelembaban.

Suhu udara yang tinggi dan kelembaban udara yang relatif rendah dapat
mengakibatkan air pada bagian permukaan bahan yang akan dikeringkan menjadi
lebih cepat menguap. Hal ini dapat berakibat pada terbentuknya suatu lapisan
yang tidak dapat ditembus dan menghambat difusi air secara bebas. Kondisi ini

lebih dikenal dengan case hardening (Desrosier,1988).
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2.2.1 Metode Kering Angin

Pengeringan dengan diangin-anginkan merupakan salah satu metode
pengeringan tradisonal. Prinsip dari metode ini adalah dengan memanfaatkan laju
aliran udara untuk menguragi kadar air pada suatu sampel tanpa adanya pengaruh
dari kenaikan suhu. Tujuan dari penggunaan metode kering angin adalah untuk
menjaga seyawa metabolit sekunder dalam sampel yang ingin diekstrak agar tidak
rusak akibat kenaikan amaupun penurunan suhu. Kelemahan dari metode kering
angin ini adalah waktu yang dibutuhkan untuk pengeringan sampel yang bisa
memakan waktu berhari-hari atau bahkan beberapa minggu tergantung dari jenis

sampel dan kondisi awal sampel.

2.2.2 Metode Kering Oven

Pengeringan dengan oven dianggap lebih menguntungkan karena akan
terjadi pengurangan kadar air dalam jumlah besar dalam waktu yang singkat
(Muller et al, 2006), akan tetapi penggunaan suhu yang terlampau tinggi dapat
meningkatkan biaya produksi selain itu terjadi perubahan biokimia sehingga
mengurangi kualitas produk yang dihasilkan sedang metode kering angin
dianggap murah akan tetapi kurang efisien waktu dalam pengeringan simplisia
(Pramono, 2006). Tamaheang (2017) menjelaskan bahwa alga merah memiliki
kualitas yang lebih baik jika dikeringkan menggunakan cabinet drying selama 12
jam dengan kadar lemak yang tersisa sebesar 0,22% jika dibandingkan dengan
alga merah yang dikeringkan di bawah sinar matahari langsung selama 24 jam

dengan kadar lemak yang tersisa sebesar 1,22%.
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2.2.3 Metode Kering Jemur

Pengeringan dengan matahari langsung merupakan proses pengeringan
yang paling ekonomis dan paling mudah dilakukan, akan tetapi dari segi kualitas
alat pengering buatan (oven) akan memberikan produk yang lebih baik. Selain itu,
sinar matahari langsung dapat menurunkan kualitas dari komoditas dari bahan
yang dikeringkan. Sinar atau cahaya dapat merusak kandungan vitamin dan warna
bahan. Sinar ultra violet dari matahari juga menimbulkan kerusakan pada

kandungan kimia bahan yang dikeringkan (Pramono, 2006).

2.2.4 Metode Freeze Drying

Pengeringan beku (freeze drying) adalah salah satu metode pengeringan
yang mempunyai keungulan dalam mempertahankan mutu hasil pengeringan.
Freeze drying memiliki beberapa keuntungan diantaranya dapat mempertahankan
stanilitas produk (menghindari perubahan aroma, warna, dan unsur organoleptik
lain), dapat mempertahankan stabilitas struktur bahan (pengkerutan dan
perubahan bentuk stelah pengeringan sangat kecil), dapat menghambat aktivitas
mikroba serta mencegah terjadinya reaksi-reaksi kimia dan aktivitas enzim yang
dapat merusak kandungan gizi bahan pangan (Nofrianti, 2013)

Liofilisasi merupakan proses pengeringan beku dengan proses sublimasi
dan pengurangan kadar air sampel (Barley, 2009). Banyak literatur menyebutkan,
liofilisasi dikenal juga sebagai freeze drying (pengeringan beku). Idealnya, sampel
dimasukkan ke nitrogen cair (-196 oC), tetapi proses ini dapat membentuk gas
sehingga terjadi efek Leidenfrost (pengkristalan). Oleh karena itu, teknik

liofilisasi menjadi penting untuk dilakukan. Prinsip dari teknik ini adalah
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membekukan sampel secara cepat dengan kondisi vakum untuk menghindari
terbentuknya kristal-kristal es yang dapat merusak sampel (Adams, 2015).
Umumnya sampel yang dapat diliofilisasi yaitu sampel seperti protein, mikroba,
obat-obatan, plasma sel dan jaringan yang sensitif terhadap panas dan mudah
rusak jika pengeringan dilakukan pada kondisi standar (Carpentier, 2007).
Manfaat penggunaan liofilisasi untuk pra-perlakuan sampel antara lain
untuk (Adams, 2015):
(1) penyimpanan jangka panjang dan distribusi,
(2) pengurangan kerusakan akibat panas,
(3) penurunan perubahan konsentrasi (salting out) dari protein,
(4) penetapan stabilitas kadar air,
(5) pengurangan denaturasi oksidatif,
(6) penghambatan aktivitas mikroorganisme, dan
(7) pencegahan penyusutan berlebihan dan perubahan penampilan suatu sampel
Adapun beberapa faktor yang mempengaruhi kestabilan sampel kering

beku dari hasil liofilisasi yaitu kelembaban, temperatur, cahaya dan kadar oksigen.

2.3 Ekstraksi

Ekstraksi adalah pemisahan suatu zat dari campurannya dengan
pembagian sebuah zat terlarut antara dua pelarut yang tidak dapat tercampur untuk
mengambil zat terlarut tersebut dari satu pelarut ke pelarut yang lain (Rahayu,
2009). Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik semua komponen kimia yang

terdapat dalam simplisia. Ekstraksi ini didasarkan pada perpindahan massa
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komponen zat padat ke dalam pelarut dimana perpindahan mulai terjadi pada
lapisan antar muka, kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut (Sudjadi, 1986).

Faktor-faktor yang mempengaruhi terhadap proses ekstraksi adalah lama
ekstraksi, suhu dan jenis pelarut yang digunakan (Priyatmoko, 2008). Pelarut yang
digunakan tergantung dari sifat komponen yang akan diisolasi. Hal yang perlu
diperhatikan dalam pemilihan pelarut adalah sifat polaritas bahan. Sifat polaritas
bahan harus sama dengan polaritas pelarut agar bahan dapat larut. Ada tiga jenis
pelarut, yaitu pelarut polad, semi-polar dan non polar (Meydia, 2006). Prinsip
pemilihan pelarut adalah /ike dissolve like, artinya pelarut polar akan melarutkan
senyawa polar dan pelarut non-polar akan melarutkan senyawa non-polar
(Nugraheny, 2001).

Pemilihan pelarut juga didasarkan pada titik didihnya. Pelarut bertitik
didih rendah akan hilang karena penguapan, sedangkan pada pelarut bertitik didih
tinggi baru dapat dipisahkan pada suhu tinggi (Meydia, 2006). Bahan dan
senyawa kimia akan mudah larut pada pelarut yang relatif sama kepolarannya.
Semakin besar konstanta dielektrik, maka semakin polar pelarut tersebut (Pelczar
dan Chan, 1988). Proses ekstraksi terdiri dari penghancuran bahan, penimbangan,
perendaman dengan pelarut, penyaringan, dan tahap pemisahan. Perendaman yang

dilakukan dengan cara maserasi (Priyatmoko, 2008).

2.4 Antioksidan
Tamat (2007) menjelaskan bahwa antioksidan merupakan substansi nutrisi
maupun non-nutrisi yang terkandung dalam bahan pangan, yang mampu

mencegah atau memperlambat terjadinya kerusakan oksidatif dalam tubuh.
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Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (donor -elektron) atau
reduktan/reduktor. Antioksidan mampu menghambat reaksi oksidasi dengan cara
mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif sehingga kerusakan sel
dapat dicegah. Senyawa ini mempunyai berat molekul kecil tapi mampu
menginaktivasi reaksi oksidasi dengan mencegah terbentuknya radikal (Winarsi,
2007). Tamat, dkk. (2007) menyatakan bahwa antioksidan merupakan zat yang
dapat menunda, memperlambat dan mencegah terjadinya proses oksidasi.
Antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan dan berperan penting dalam
mempertahankan mutu produk pangan.

Konsumsi antioksidan dalam jumlah memadai mampu menurunkan resiko
terkena penyakit degeneratif seperti kardiovaskuler, kanker, aterosklerosis,
osteoporosis dan lain-lain. Konsumsi makanan yang mengandung antioksidan
dapat meningkatkan status imunologi dan menghambat timbulnya penyakit
degeneratif akibat penuaan. Kecukupan antioksidan secara optimal dibutuhkan
oleh semua kelompok umur (Winarsi, 2007). Di bidang kesehatan, antioksidan
berfungsi untuk mencegah penyakit kanker dan tumor, penyempitan pembuluh
darah dan lain-lain (Tamat, dkk., 2007). Reaksi oksidasi dengan radikal bebas
sering terjadi pada molekul protein, asam nukleat, lipid dan polisakarida (Winarsi,

2007).

2.5 Uji Aktivitas Antioksidan
Metode pengujian aktivitas antioksidan di kelompokkan menjadi 3
golongan. Golongan pertama adalah hydrogen atom transfer methods (HAT) yaitu

pergerakan atau pertukaran bersamaan dari proton dan elektron (H) dalam satu
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tahap kinetik dari satu gugus ke yang lainnya, contohnya seperti oxygen radical
absorbance capacity method (ORAC) dan lipid peroxidation inhibition capacity
assay (LPIC). Golongan kedua adalah electron transfer methods (ET) yaitu
perpindahan elektron (H) dari yang berpasangan dengan gugus menjadi tidak
berpasangan atau sebaliknya, contohnya seperti ferric reducing antioxidant power
(FRAP) dan [, I-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) free radical scavenging assay.
Golongan ketiga adalah metode lain seperti fofal oxidant scavenging capacity
(TOSC) yaitu mengukur kapasitas total penangkapan oksidasi untuk mengetahui
aktivitas sebagai antioksidan dan chemiluminescence yaitu emisi cahaya
(luminescence) sebagai hasil dari reaksi kimia, reaksi ini menghasilkan produk
yang tidak stabil (membentuk radikal) dan akan mengalami kehilangan (radikal)
supaya menghasilkan produk yang lebih stabil dan mengemisikan cahaya.
(Badarinath, dkk., 2010).

Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan adalah dengan menggunakan radikal bebas DPPH. Pengukuran
antioksidan dengan metode DPPH merupakan metode pengukuran antioksidan
yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan banyak reagen seperti halnya
metode lain. Hasil pengukuran dengan metode DPPH menunjukan kemampuan
antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar jenis radikal yang dihambat
(Juniarti, dkk., 2009). Pada metode lain selain DPPH membutuhkan reagen kimia
yang cukup banyak, waktu analisis yang lama, biaya yang mahal dan tidak selalu
dapat diaplikasikan pada semua sampel (Badarinath, dkk., 2010).

Pada metode ini, larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan

bereaksi dengan senyawa antioksidan sehingga DPPH akan berubah menjadi /,1-



17

diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah /,]-
diphenyl-2-picrylhydrazin akan ditandai dengan berubahnya warna ungu tua
menjadi warna merah muda atau kuning pucat dan dapat diamati dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada absorbansi maksimum sehingga
aktivitas peredaman radikal bebas oleh sampel dapat ditentukan (Molyneux, 2004).

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan
prinsip spektrofotometri UV-Vis. Senyawa DPPH dalam metanol berwarna ungu
tua terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515-517 nm.
Parameter untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah dengan nilai
ECso (efficient concentration). ECso merupakan konsentrasi larutan substrat atau
sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai
ECso berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Secara spesifik suatu senyawa
dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai ECso bernilai kurang dari 50
ppm, kuat jika bernilai 50-100 ppm, sedang jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah
jika bernilai 150-200 ppm (Mardawati, dkk., 2008).

Menurut Mardiyah (2012) ekstrak alga merah E. spinosum yang memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi adalah fraksi petroleum eter dengan nilai ECgg
sebesar 12,65 ppm, nilai ECso yang diperoleh menunjukan fraksi petroleum eter
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat karena ECsp < 50 ppm.
Viswanathan (2014) melakukan uji aktivitas antioksidan pada alga Amphiroa
fragilissima dengan pelarut metanol dan kloroform menghasilkan aktivitas
antioksidan terbaik dengan nilai ECso 50-70 pg/mL, kemudian dilakukan uji
fitokimia dan mengandung senyawa aktif berupa flavonoid, diterpenoid,

triterpenoid, dan alkaloid yang berperan sebagai antioksidan dan juga antikangker.
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Kutsiyah (2012) juga melakukan uji aktivitas antioksidan pada alga merah
Eucheuma spinosum dengan pelarut metanol menghasilkan nilai ECso sebesar
114,3 ppm dan terdapat senyawa aktif triterpenoid yang diduga berperan sebagai
antioksidan. Rudiyanto (2013) melakukan uji aktivitas antioksidan pada alga
merah dengan menggunakan metode DPPH pada pelarut petroleum eter
menghasilkan nilai ECso sebesar 18,2 ppm.

Struktur DPPH radikal bebas dan DPPH yang telah bereaksi dengan
antioksidan ditampilkan pada Gambar 2.2 (Molyneux, 2004).

Gambar 2.2 Struktur DPPH Radikal Bebas dan Radikal Bebas yang telah

2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine
bereaksi dengan Antioksidan (Molyneux, 2004).

Spektrofotometer Ultraviolet Visible (UV-Vis) merupakan
spektrofotometer yang menggunakan sinar ultraviolet dan sinar tampak sebagai
sumber radiasi cahaya yang dilengkapi detektor rangkaian diode serta dapat
direkam oleh spektrum antara 200 nm sampai 800 nm secara simultan. Analisis
kualitatif dengan spektrofotometer UV-Vis terbatas pada konfirmasi identitas
senyawa, dengan menyamakan panjang absorpsi maksimumnya, absorptivitas,
absorptivitas molar dalam pelarut dan pH tertentu, rasio absorban pada dua
panjang gelombang absorpsi maksimum, dan spektrum perbedaan (difference
spectrum) yang dibuat dengan dua larutan zat yang konsentrasinya sama tetapi

pada dua pH yang berbeda. Sedangkan untuk analisis kuantitatif penggunaan
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utamanya yaitu untuk menentukan kadar senyawa yang mengabsorpsi radiasi
ultraviolet sinar tampak dengan membandingkan absorban sampel terhadap
absorban senyawa standar yang konsentrasinya diketahui, diukur pada kondisi

larutan yang sama (Kosasih, 2004).

2.6 Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan suatu uji kualitatif yang dilakukan untuk
menentukan kandungan senyawa metabolit sekunder di dalam sampel. Selain
dapat mendeteksi komponen bioaktif pada metabolit sekunder, uji fitokimia juga
dapat mendeteksi komponen bioaktif pada metabolit primer yang memberikan

aktivitas biologis fungsional seperti protein dan peptida (Kannan, dkk., 2009).

2.6.1 Alkaloid

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak
ditemukan di alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuhan dan
tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling
sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan dalam sebagian besar
atom nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Lenny, 2006).
Penggolongan alkaloid dilakukan berdasarkan sistem cincinnya, misalnya piridina,
piperidina, indol, isokuinolina, dan tropana. Senyawa ini biasanya terdapat dalam
tumbuhan sebagai garam berbagai senyawa organik dan sering ditangani di
laboratorium sebagai garam dengan asam hidroklorida dan asam sulfat (Robinson,
1995). Pelarut atau pereaksi alkaloid biasanya menggunakan kloroform, aseton,

amoniak dan metilena klorida. Pereaksi Mayer (kalium tetraiodomerkurat) dan
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pereaksi Dragendroff (kalium tetraiodobismutat) paling banyak untuk mendeteksi
alkaloid karena pereaksi ini mengendapkan hampir semua alkaloid.

Reaksi pengendapan yang terjadi saat pengujian alkaloid dikarenakan
adanya penggantian ligan. Atom nitrogen yang mempunyai pasangan elektron
bebas pada alkaloid mengganti ion iod dalam pereaksi dragendroff dan pereaksi
mayer. Hal ini mengakibatkan terbentuknya endapan jingga pada penambahan
pereaksi dragendroff karena nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen
koordinat dengan K" yang merupakan ion logam dan terbentuk endapan putih
kekuningan pada penambahan pereaksi mayer karena nitrogen pada alkaloid akan
bereaksi dengan ion logam K" dari kalium tetraiodomerkurat (II) membentuk
kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Marliana, dkk., 2005; Sangi, dkk.,
2008). Berikut adalah reaksi uji Mayer yang ditampilkan pada Gambar 2.3 dan

reaksi Dragendorff yang ditampilkan pada Gambar 2.4.

56, Tk, = Lo VW _EY Hgl, + 2 KCI
Hgl, +2KI ——» Ko [ Hels |

( kalium tetraiodomerkurat (II) )

X

+ K, [Hgl,] ——»

7

N

+ K[Hgly]™

N\,

Gambar 2.3 Reaksi uji Meyer (Marliana, dkk., 2005)

Bi(NOs); +3KI —— Bil; + 3 KNO;
Bils + 3 KI ————— K[Bil4]

(Kalium tetraiodobismutat)

+ K[Bil)] —— + [Bily]

\
"N\ /
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Gambar 2.4 Reaksi uji Dragendorff (Sangi, dkk., 2008)

2.6.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang tersebar luas di alam.
Golongan flavonoid dapat digambarkan sebagai deretan senyawa Cs-C3-Cs yang
artinya kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus Cs (cincin benzen tersubstitusi)
disambungkan oleh rantai alifatik tiga-karbon. Pengelompokan flavonoid
dibedakan berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksil
yang tersebar menurut pola yang berlainan pada rantai Cs, sesuai struktur
kimianya yang termasuk flavonoid yaitu flavonol, flavon, flavanon,

katekin,antosianidin dan kalkon (Robinson, 1995).

Gambar 2.5 Struktur flavonoid (Markham, 1988)

Flavonoid akan menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah
atau jingga ketika direduksi dengan logam Mg dan HCI pekat. Adapun struktur
flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.5 dan reaksi antara flavonoid dengan
logam Mg dan HCI pekat dijelaskan pada Gambar 2.6. Flavonoid merupakan
salah satu metabolit sekunder yang sangat efektif digunakan sebagai antioksidan

(Johnson, 2001).



22

O—glukosil

Gambar 2.6 ° Reaksi dugaan antara flavonoid dengan serbuk Mg
dan HCI pekat (Hidayat, 2004).

2.6.3 Triterpenoid dan Steroid

Triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau dan
dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri.
Triterpenoid terdiri dari kerangka dengan 3 siklik 6 yang bergabung dengan siklik
5 atau berupa 4 siklik 6 yang mempunyai gugus pada siklik tertentu (Lenny, 2006).
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan
isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu
skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol,
aldehida, atau asam karboksilat (Harborne, 1987).

Steroid merupakan golongan dari senyawa triterpenoid (Harborne, 1987).
Senyawa steroid dapat diklasifikasikan menjadi steroid dengan atom karbon tidak
lebih dari 21 (steroid sederhana) dan steroid dengan atom karbon lebih dari 21
seperti sterol, sapogenin, alkaloid steroid, glikosida jantung dan vitamin D serta
enyawa steroid dapat digunakan sebagai bahan dasar untuk pembuatan obat

(Hogiono, dkk., 1994).
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Pereaksi  Lieberman-Burchad secara umum  digunakan  untuk
mengidentifikasi adanya triterpenoid pada suatu sampel. Hasil positif triterpenoid
ditunjukkan dengan perubahan warna larutan menjadi ungu (Wafa, 2012). Dugaan

reaksi antara senyawa triterpenoid dengan pereaksi Lieberman-Burchad dapat

dilihat pada Gambar 2.7.

/ng\/w/ o050, ot “‘ '
HO

\ + Ac,0(S03)

SO, + ‘Q -
HO0,S | l

Gambar 2.7 Reaksi dugaan antara senyawa triterpenoid dengan pereaksi
Liebarmen-Burchad (Mukhlisoh, 2010)

Basir (2017) berhasil mengidentifikassi senyawa fenol dan steroid dari

ekstrak kasar alga hijau H. gricilis yang diekstrak menggunakan pelarut metanol.



BAB 111

METODOLOGI PENELITTIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan April 2019 di Laboratorium
Organik Jurusan Kimia Fakulas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, timbangan analitik,
seperangkat alat gelas, penyaring buchner, shaker, rotary evaporator, desikator,

tabung reaksi, vortex, spektofotometer UV-Vis.

3.2.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga merah
(Eucheuma cottonii) yang berasal dari pantai Banyuwangi, metanol p. a, akuades,

HCI 2 N, asam sulfat, etanol, dan kloroform.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap. Tahap pertama yaitu pengeringan
alga merah (E. cottonii) pantai Wongsorejo Banyuwangi dengan beberapa variasi
yaitu pengeringan dibawah sinar matahari langsung, pengeringan tanpa sinar

matahari langsung, pengeringan dengan oven dan pengeringan freee drying.
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Selanjutnya dilakukan uji kadar air dan kadar garam. Masing-masing sampel yang
telah kering dihaluskan dan dimaserasi menggunakan metanol secara terpisah
untuk mendapatkan ekstraknya. Hasil ekstraksi maserasi akan dipisahkan
menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak pekat masing-
masing sampel E. cottoni. Kemudian masing-masing sampel dengan variasi
konsentrasi akan diuji aktivitas antioksidanya menggunakan DPPH (7, /-diphenyl-
2-picrylhydrazil). Selanjutnya konsentrasi dengan aktivitas antioksidan tertinggi
akan diukur panjang gelombangnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Konsentrasi yang digunakan untuk masing-masing sampel E. cottonii yaitu:

Sampel Konsentrasi
M, 10 ppm
M; 20 ppm
M; 30 ppm
My 40 ppm
Ms5 50 ppm

Tahap kedua adalah uji senyawa aktif menggunakan metode deskriptif,
yaitu metode yang dilakukan dengan cara mereaksikan ekstrak kasar alga merah E.
cottonii dengan reagen tertentu untuk mengetahui apakah ekstrak kasar E. cottonii

mengandung senyawa aktif yang diinginkan atau tidak.

3.4 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel

2. Penentuan kadar air pada sampel

3. Penentuan kadar garam pada sampel
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4. Ekstraksi sampel dengan metode maserasi
5. Pengujian antioksidan menggunakan metode DPPH
6. Pengujian senyawa aktif pada sampel

7. Analisa data

3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah alga merah jenis E.

cottonii yang didapat dari pantai Banyuwangi. Sampel dibagi menjadi empat dan
dikeringkan dengan cara yang berbeda antara lain kering jemur yaitu pengeringan
dibawah matahari langsung dengan cara sampel dipanaskan dibawah sinar
matahasi langsung selama 3 hari, kering angin yaitu pengeringan dengan cara
sampel hanya diangin-anginkan tanpa sinar matahari langsung selama 8 hari,
kering oven yaitu pengeringan dengan dengan cara memanaskan sampel
menggunakan oven pada suhu sekitar 40 °C selama 3 jam, dan kering freeze
drying yaitu pengeringan dengan menggunakan instrument .freeze drying yang
dimana sampel harus dibekukan terlebih dahulu pada suhu -2 °C selama 24 jam.
Setelah setiap sampel kering, sampel dihaluskan dan siap untuk dilakukan

identifikasi lebih lanjut.

3.5.2 Penentuan Kadar Air pada Sampel

Pada penentuan kadar air, cawan porselen disiapkan, lalu dipanaskan
dalam oven pada suhu 105 °C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar airnya.
Cawan disimpan dalam desikator sekitar 10 menit, lalu ditimbang dan dilakukan

perlakuan yang sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan. Kemudian 5 gr
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sampel dimasukkan dalam cawan porselen dan dimasukkan dalam oven pada suhu
105 °C selama =15 menit. Sampel kemudian disimpan dalam desikator sekitar +10
menit dan ditimbang, sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven + 15 menit,
didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi
sampai berat konstan.

Kadar air dapat dihitung menggunakan persamaan:

. (b—0)
Kadar air = o 00 o e, M. (3.1)

Dimana:
a = Bobot caawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan

¢ = bobot cawan + sampel setelah dikeringakan

3.5.3 Penentuan Kadar Garam

Sebanyak 5 gram sampel dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian
ditambahkan dengan 10 mL akuades, dan diaduk selama 5 menit. Ekstraksi
diulangi sebanyak 5 kali pada sampel agar garam dapat larut dalam akuades.
Sampel kemudian disaring menggunaan penyaring vacuum buchner agar
penyaringan maksimal. Garam yang sudah terekstrak ke dalam pelarut akuades

diukur kadarnya menggunakan salinometer.

3.5.4 Ekstraksi dan Maserasi

Untuk setiap variasi pengeringan, sampel yang berbentuk serbuk ditimbang
sebanyak 50 g dan dilarutkan dengan pelarut sebanyak 250 mL selama 24 jam
sambil dishaker selama 5 jam. Filtrat yang diperoleh disaring dan ampasnya

dilarutkan lagi dengan pelarutnya. Perlakuan ini dilakukan sampai terjadi
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perubahan warna pada filtrat dari warna pekat menjadi tak berwarna (bening).
Filtrat yang diperoleh selanjutnya digabung menjadi satu. Pada tahap ini
dilakukan ekstraksi maserasi dengan perlakuan yang sama dengan menggunakan
komposisi pelarut yang lain. Ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan rotary
evaporator pada suhu 40 °C sampai diperoleh ekstrak pekat masing-masing
komposisi pelarut. Ekstrak pekat yang diperoleh kemudian ditimbang dan

dihitung rendemennya menggunakan persamaan:

Berat Ekstrak

goggndemenS v X 100% e 0 a........ 0 N ... (3.3)

Berat Sampel

3.5.5 Uji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH
3.5.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam tabung

reaksi, ditambah 3 mL metanol lalu didiamkan + 10 menit. Kemudian dimasukkan
ke dalam kuvet. Dicari Amas larutan dan dicatat hasil pengukuran Amas untuk

digunakan pada tahap selanjutnya (Rahayu, dkk., 2010).

3.5.5.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

a) Absorbansi kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,2 mM sebanyak 1
mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan pelarut yang digunakan
pada ekstrak sebanyak 3 mL, kemudian ditutup tabung rekasi dengan tissue,
lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah
didapatkan pada tahap sebelumnya, setelah itu larutan dimasukkan ke dalam
kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya dengan Amas yang telah

didapatkan.
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b) Sampel dilarutkan dalam pelarutnya dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40 dan 50
ppm. Disiapkan tabung reaksi untuk masing-masing konsentrasi, kemudian
setiap tabung reaksi diisi dengan 3 mL ekstrak dan ditambahkan DPPH
sebanyak 1 mL (perbandingan larutan DPPH : ekstrak yang dilarutkan dengan
konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan tersebut diulang sebanyak tiga kali.
Setelah itu diinkubasi pada suhu 37 °C pada waktu kestabilan yang
didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian dimasukkan ke dalam kuvet
sampai tanda batas untuk mengukur absorbansinya pada Amas. Data
absorbansi yang diperoleh pada tiap konsentrasi untuk masing-masing ekstrak
dihitung nilai % aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh dengan

persamaan 3.3 :

% aktivitas antioksidan = % 0020, . AL (3.4)

0

Keterangan: A= Absorbansi kontrol
A= Absorbansi DPPH sisa yang tidak bereaksi dengan
sampel

Setelah didapatkan 9% aktivitas antioksidan, selanjutnya masing-masing
ekstrak dihitung nilai ECso nya dengan menggunakan persamaan regresi non
linear pada program “GraphPad prism5 software, Regression for analyzing

dose-response data” .

3.5.6 Pengujian Senyawa Aktif pada Sampel
3.5.6.1 Uji Flavonoid
Ekstrak E. cottonii dimasukkan dalam tabung reaksi dan dilarutkan dalam

1-2 mL metanol panas 50 %. Kemudian ditambah logam Mg dan 0,5 mL HCI
pekat. Larutan berwarna merah atau jingga yang terbentuk, menunjukkan adanya

flavonoid.
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3.5.6.2 Uji Steroid/Triterpenoid

Ekstrak sampel dimasukkan dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL
kloroform, ditambah dengan 0,5 mL CH3;COOH anhidrat, kemudian ditambah
dengan 1-2 mL H>SO4 pekat melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil yang
diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut
menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan

menunjukkan adanya steroid.

3.5.6.3 Uji Senyawa Alkaloid

Ekstrak sampel dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah 0,5 mL HCI 2
% dan larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung I ditambahkan 0,5 mL reagen
Dragendroff, tabung II ditambahkan 0,5 mL reagen Meyer. Jika tabung I
terbentuk endapan jingga dan pada tabung II terbentuk endapan kekuning-

kuningan, menunjukkan adanya alkaloid.

3.5.7 Analisa Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung persen (%)
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi untuk setiap konsentrasi.
Setelah mendapatkan data persen (%) aktivitas antioksidan pada masing-masing
absorbansi sampel dan pembanding, kemudian dilakukan perhitungan nilai ECso
dengan menggunakan persamaan regresi non liniear yang menyatakan hubungan
antara log konsentrasi dengan persen (%) aktivitas antioksidan. Nilai ECso yang

diperoleh kemudian dibandingkan dan yang menghasilkan nilai ECso paling
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rendah memiliki kemampuan aktivitas antioksidan terbaik. Identifikasi
menggunakan UV-Vis menghasilkan data berupa spektrum dan panjang
gelombang maksimum. Analisis data dilakukan secara deskriptif dengan

memperhatikan spektrum dan panjang gelombang maksimum yang diperoleh.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ekstraksi dan uji aktivitas antioksidan senyawa aktif dengan
variasi pengeringan alga merah (Eucheuma cottonii) dilakukan dengan beberapa
tahapan yaitu preparasi sampel, penentuan kadar air, penentuan kadar garam,
ekstraksi dengan metode maserasi. Hasil ekstrak kasar dengan pelarut metanol
diuji aktivitas antioksidanya menggunakan metode DPPH kemudian dilanjutkan
dengan uji fitokimia menggunakan reagen dan terakhir dilakukan identifikasi
menggunakan UV-Vis. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berupa alga
merah yang dikeringkan dengan 4 jenis pengeringan berbeda yaitu, kering angin,

kering oven, kering tani (sinar matahari langsung) dan kering freeze drying.

4.1 Preparasi Sampel

Sampel alga merah (Eucheuma cottonii) diperoleh dari Pantai Wongsorejo
Banyuwangi. Sampel yang diperoleh dikeringkan dengan menggunakan 4 jenis
metode pengeringan yang berbeda. Pertama, sampel dicuci bersih dan kemudian
dikeringkan. Untuk metode kering angin, sampel yang telah dicuci diangin-
anginkan tanpa sinar matahari langsung. Waktu yang dibutuhkan untuk
pengeringan menggunakan metode ini sekitar 8 hari. Kelebihan dari metode
kering angin ini adalah kandungan senyawa aktif yang ada pada sampel tetap
terjaga dan tidak rusak karena sinar matahari, sedangkan kelemahanya

membutuhkan waktu yang cukup lama agar sampel benar-benar kering.
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Metode pengeringan yang kedua adalah metode kering oven dimana
sampel dikeringkan menggunakan oven pada suhu kurang lebih 40 °C selama
kurang lebih 3 jam. Kelebihan dari metode pengeringan ini adalah waktu
pengeringan yang cepat dan suhu pengeringan yang dapat diatur sehingga
diharapkan senyawa aktif dalam sampel tidak mengalami kerusakan. Sementara
itu, kelemahan dari metode pengeringan ini yaitu dibutuhkan biaya tambahan
yang cukup besar apabila digunakan untuk skala industri. Metode yang ketiga
adalah metode kering jemur (sinar matahari langsung) yang dilakukan pada bulan
Agustus 2018 dan membutuhkan waktu sekitar 3 hari sampai sampel benar-benar
kering. Kelebihan metode ini adalah dapat meminimalisir biaya tambahan dan
waktu yang tidak terlalu lama, sementara kelemahanya adalah sinar ultraviolet
matahari yang dapat merusak kandungan senyawa aktif dalam sampel. Metode
terakhir yang digunakan adalah metode freeze drying, dalam metode ini sampel
yang telah dicuci harus dibekukan pada suhu -2 °C, setelah 24 jam, sampel yang
sudah beku dimasukkan kedalam alat freeze drying. Kelebihan dari metode ini
adalah dapat mempertahankan kandungan senyawa aktif pada sampel dan
mencegah pertumbuhan mikroba, sementara kelemahannya adalah biaya
operasional yang tidak murah.

Masing-masing alga merah yang sudah kering akan berwarna kuning
kecoklatan dan dihaluskan dengan penggiling sebesar >80 mesh. Penggilingan ini
bertujuan untuk memperluas permukaan sampel karena semakin luas permukaan
sampel maka interaksi dengan pelarut akan semakin besar, sehingga ekstrak yang

didapat juga semakin banyak.
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4.2 Analisis Kadar Air

Penentuan kadar air pada sampel betujuan untuk mengetahui kadar air
dalam sampel Eucheuma cottonii. Kadar air dalam sampel dapat berpengaruh
terhadap pertumbuhan mikroorganisme, lama penyimpanan, dan proses ekstraksi.
Analisis kadar air dilakukan dengan metode thermogravimetri menggunakan oven
pada suhu 105 — 110 °C sampai menghasilkan berat konstan. Selisih antara berat
sampel sebelum dipanaskan dan sesudah dipanaskan merupakan nilai kadar air
(Winarno, 2002).

Tabel 4.1 Kandungan air yang terkandung dalam alga merah Eucheuma
cottonii

Kadar air yang terkandung dalam sampel alga

merah Eucheuma cottonii (%) Rata-rata
Sampel o
Ulangan Ulangan Ulangan Ulangan (%)
I 11 111 v

Kering angin 20,8 26,6 19,7 26,6 23,4
Kering oven 12,4 11,7 12,7 12,4 12,4
Kering jemur 16,2 16,8 16,4 16,4 16,9
§erng freeze 3,9 45 1,5 3,9 3,4
dry
W 74,0 72.0 72,8 71,6 72,6
basah

Analisis kadar air dilakukan dengan pengulangan sebanyak 3 kali ulangan
dengan tujuan agar diperoleh data yang tepat. Data perhitungan kadar air dengan
sampel alga merah Eucheuma cottonii ditunjukkan pada Tabel 4.1. Diketahui
bahwa.kadar air sampel freeze drying memiliki nilai persentase yang rendah, hal
ini menunjukkan bahwa metode freeze drying merupakan metode pengeringan
yang yang baik untuk mnegurangi kadar air pada sampel. Perbedaan kadar air
yang signifikan dari beberapa sampel bukan hanya disebabkan oleh cara atau
metode pengeringan, tetapi juga disebabkan karena perbedaan faktor lain dalam

proses pengeringan seperti lama waktu pengeringan, suhu yang digunakan saat
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pengeringan dan jumlah sampel yang dikeringakan. Karena faktor-faktor yang
tidak sama tersebut, hasil analisis kadar air dari masing-masing metode tidak
dapat dibandingkan satu sama lain, hanya saja sengan adanya data pada Tabel 4.1
dapat diketahui metode mana yang cukup baik digunakan untuk pengeringan
sampel.

Tujuan dari dilakukan variasi pengeringan adalah untuk mencari metode
pengeringan terbaik untuk mengeringkan sampel yang akan dianalisis kandungan
senyawa metabolit sekunder dalam sampel. Sampel yang akan dikeringakan,
waktu yang digunakan dalam pengeringan, dan beberapa faktor lain seperti ukuran
sampel, berat sampel dan kondisi sampel yang akan dikeringkan harus sama
antara metode satu dengan metode yang lain. Hal ini akan memudahkan
identifikasi lanjutan seperti analisis kadar air, kadar garam dan perbandingan
jumlah rendemen. Oleh karena itu, dalam penelitian ini hasil analisis kadar air
tidak dapat dibandingkan, akan tetapi masih bisa digunakan untuk melakukan
analisis selanjutnya. Cahyono (2011) menyebutkan bahwa kandungan air >10%
dapat menyebabkan reaksi enzimatis yang dapat menyebabkan kerusakan pada
sampel. Semakin rendah nilai kadar air sampel maka akan lebih mudah pelarut

untuk mengekstrak komponen senyawa aktif yang diinginkan.

4.3 Analisis Kadar Garam

Analisis kadar garam pada alga merah dilakukan untuk mengukur
kandungan garam pada sampel. Kadar garam sering disebut sebagai salinitas.
Salinitas dipengaruhi oleh kondisi lingkungan tempat alga tumbuh, sehingga

setiap wilayah perairan tempat tumbuh alga memiliki kadar salinitas yang berbeda.



36

Penetapan kadar garam dilakukan dengan menggunakan salinometer. Salinometer
merupakan alat yang digunakan untuk mengukur salinitas. Pengukurannya
didasarkan pada daya hantar listrik dari sampel yang digunakan. Semakin tinggi
salinitas maka semakin besar daya hantar listriknya.

Tabel 4.2 Hasil pengukuran salinitas menggunakan salinometer

Sampel Nilai Salinitas (ppt)
Kering angin 79,6
Kering oven 56,6
Kering jemur 81,3
Freeze drying 30,3
Air laut 33
Alga basah dicuci 16
Alga basah tanpa dicuci 20

Berdasarkan tabel 4.2 dapat diketahui bahwa kadar garam paling tinggi
terdapat pada sampel kering jemur yaitu sebesar 81.3 ppt dan sampel kering freeze
drying memiliki kadar garam yang paling rendah.dengan konsentrasi 30,3 ppt.
Kadar garam yang terdapat dalam suatu sampel berpengaruh terhadap aktivitas
antioksidan sampel terserbut. Menurut Neto (2006), kemampuan tumbuhan
menghadapi tingginya salinitas, berhubungan dengan kemampuan oksidatif yang
meliputi senyawa antioksidan dan beberapa enzim. Konsentrasi garam eksogen
yang tinggi menyebabkan ketidakseimbangan ion seluler dan menghasilkan
toksisitas ion, tekanan osmotik dan produksi spesies oksigen reaktif. Untuk
mengurangi kerusakan oksidatif, tanaman telah mengembangkan antioksidan
defensif yang kompleks. Berdasarkan data pada tabel 4.2 dan tabel 4.4 diketahui
bahwa semakin tinggi kadar salinitas sampel maka aktivitas antioksidan dari

sampel tersebut juga semakin baik. Akan tetapi, dalam penelitian ini untuk sampel
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kering jemur data yang dihasilkan tidak sesuai dengan teori yang ada. Hal ini
dapat disebabkan karena beberpa faktor, seperti kandungan senyawa metabolit
sekunder yang rusak akibat pemanasan di bawah sinar matahari langsung.

Satuan yang digunakan dalam pengukuran salinitas menggunakan
salinomter adalah ppt (part per triliun/1 x 10-12), hal ini menunjukkan bahawa
kadar garam dalam masing-masing sampel kering sangat kecil, akan tetapi bila
dibandingkan dengan sampel basah yang dicuci dengan salinitas sebesar 16 ppt
dan sampel basah tanpa dicuci dengan salinitas 22 ppt, mengindikasikan bahwa
kadar garam sampel basah lebih rendah dibandingkan kadar garam sampel kering.
Hal ini diperkirakan karena ketika dilakukan pengeringan dengan masing-masing
metode, kandungan yang berkurang dalam setiap sampel hanyalah kandungan air
sampel tersebut. Sehingga ketika dilakukan pengeringan, air yang berkurang atau
menguap karena pemanasan, lebih banyak dibandingkan kadar garam sampel.
Dengan melihat tabel 4,2 tersebut dapat diketahui juga bahwa dengan
menggunakan metode freeze drying dapat mengoptimalkan pengurangan kadar
garam jika setiap sampel hasil pengeringan dibandingkajuga dengan sampel basah

yang dicuci maupun tanpa dicuci.

4.4 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi. Ekstraksi maserasi
dipilih karena caranya yang sederhana, murah, mudah dilakukan, dan tidak
memerlukan pemanasan yang dapat merusak senyawa. Sampel akan mengalami

pemecahan dinding sel karena perbedaan tekanan antara luar dan di dalam sel bila



38

ditambah dengan pelarut. Sehingga metabolit sekunder dalam sitoplasma akan
bergerak menuju pelarut.

Penggunaan metanol dikarenakan senyawa metabolit sekunder bahan alam
berikatan glikosida dengan gugus gulanya, sehingga digunakan pelarut polar
untuk mengekstrak senyawa bahan alam tersebut. Glikosida adalah suatu
kompleks antara gula pereduksi (glikon) dan bukan gula (aglikon). Glikon bersifat
mudah larut dalam air dan glikosida-glikosida mempunyai tegangan permukaan
yang kuat (Winarno 1997). Karena sifat glikon yang mudah larut dalam air inilah,
pelarut yang digunakan dalam ekstrak kasar sampel bahan alam adalah pelarut
yang bersifat polar. Menurut Astarina (2013) metanol merupakan pelarut
universal karena terdapat gugus polar (-OH) dan nonpolar (-CH3) pada metanol.
Sedangkan menurut Atun (2014) metanol memiliki titik didih lebih rendah
dibandingkan etanol, sehingga lebih mudah diuapkan pada suhu yang lebih rendah,
tetapi memiliki sifat toksik. Sedangkan etanol yang memiliki titik didih lebih
tinggi lebih sulit divapkan walaupun tidak memiliki sifat toksik. Tabel 4.3
menunjukkan perolehan masing-masing ekstrak kasar sampel dengan pelarut
metanol.

Berdasarkan tabel 4.3 diketahui bahwa dengan metode pengeringan freeze
drying dapat diperoleh presentase rendemen sebesar 14,2%, dan rendemen terkecil
diperoleh dari ekstrak kasar dengan metode pengeringan angin yaitu sebesar
8,56%. Data presentase rendemen tersebut jika dibandingkan dengan data kadar
air pada tabel 4.1 menghasilkan data yang tidak linier atau tidak berbanding lurus,
semakin rendah kadar air sampel maka rendemen yang dihasilkan akan semakin

banyak. Hal ini dikarenakan kadar air yang rendah akan dapat memudahkan
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pelarut untuk mengekstrak senyawa metabolit sekunder dari suatu sampel. Untuk
sampel kering angin dan freeze drying data kadar air dan pada tabel 4.1 sudah
sesuai dengan teori yang ada.

Tabel 4.3 Rendemen hasil ekstrak kasar alga merah dengan pelarut
metanol

Berat ekstrak kasar

0
Sampel (i) Rendemen (%) Warna
Kering angin 4,28 8,6 Hijau kecoklatan
Kering oven 5,43 10,9 Hijau kecoklatan
Kering jemur 6,85 13,7 Hijau kecoklatan
Freeze drying 4,26 14,2 Hijau kecoklatan

Metanol digunakan sebagai larutan pengekstrak karena pelarut ini biasa
digunakan untuk analisis pendahuluan obat. Selain itu, alkohol merupakan pelarut
serba guna yang sangat baik untuk ekstraksi pendahuluan karena dapat
mengekstraksi senyawa polar dan nonpolar (Harborne 1987). Penggunaan
metanol sebagai pelarut dikarenakan metanol mempunyai dua gugus yang berbeda
kepolarannya, yaitu gugus hidroksil yang bersifat polar dan gugus alkil yang
bersifat nonpolar. Adanya kedua gugus tersebut pada metanol diharapkan
senyawa-senyawa dengan tingkat kepolaran yang berbeda akan terekstrak dalam
metanol. Setiyawan (2015) menghasilkan rendemen sebesar 8,54% dengan
menggunakan metode kering oven dengan sampel alga merah Euchema spinosum.
Baidowi (2017) menghasilkan rendemen sebesar 10,82% dari ekstrak pelarut
metanol dengan metode freeze drying dengan sampel teripang hitam Holothuria
atra. Badros (2017) menghasilkan rendemen sampel alga merah Eucheuma
cottonii sebesar 13,94% dengan pelarut metanol menggunakan metode kering

jemur.
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4.5 Uji Aktivitas Antioksidan

Untuk menentukan aktivitas antioksidan pada ekstrak kasar masing-
masing alga merah, dilakukan beberapa tahap terlebih dahulu seperti penentuan
panjang gelombang maksimum, penentuan waktu kesetabilan pengukuran
antioksidan dan pengukuran potensi antioksidan pada sampel. Metode yang
digunakan untuk pengujian aktivitas antioksidan yaitu metode DPPH. Pemilihan
metode DPPH untuk menguji aktivitas antioksidan karena metode ini memiliki
kelebihan, diantaranya yaitu analisisnya mudah, cepat dan efisien, serta
memungkinkan mengetahui adanya senyawa yang bersifat sebagai antioksidan
yang dapat dilihat secara visual. Pada metode lain selain DPPH tidak selalu dapat

diaplikasikan pada semua sampel (Badarinath, dkk., 2010).

4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan aktivitas antioksidan diawali dengan penentuan panjang
gelombang maksimum. Tujuan dari penentuan panjang gelombang maksimum
yaitu untuk mengetahui panjang gelombang yang memiliki serapan tertinggi.
Larutan DPPH yang merupakan radikal atau suatu elektron yang tidak
berpasangan memiliki warna komplementer ungu yang mempunyai absorbansi
maksimum pada panjang gelombang antara 515-520 nm (Mardiyah, 2012;
Woulansari, 2011; Soebagio, 2007). Hasil yang diperoleh sesuai dengan penelitian
Kuntorini (2010) yaitu larutan DPPH memiliki panjang gelombang maksimum
sebesar 515 nm. Mardiyah (2012) juga menyatakan bahwa panjang gelombang

maksimum larutan DPPH sebesar 515,1 nm dengan nilai serapan 0,831. Gambar
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4.1 menunjukkan hasil pengukuran Panjang gelombang (1) maksimum DPPH 0,2

mM:
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Gambar 4.1 Panjang gelombang maksimum DPPH

Berdasarkan gambar 4.1 dapat diketahui bahwa panjang gelombang
maksimum DPPH yang akan digunakan dalam pengukuran aktivitas antioksidan
adalah sebesar 514 nm. Panjang gelombang ini hanya berselisth 1 nm dengan
Panjang gelombang yang digunakan Mardiyah (2012) dan Kuntorini (2010). Oleh
karena itu, panjang gelombang 514 nm ini bisa digunakan untuk mengukur
aktivitas antioksidan setiap sampel. Setelah mengetahui Panjang gelombang
maksimum DPPH langkah selanjutnya yang digunakan adalah mengetahui waktu
kestabilan DPPH. Pengukuran waktu kestabilan dilakukan dilakukan dengan
proses inkubasi karena berdasarkan penelitian Suroso (2011), bahwa sampel yang
diinkubasi akan lebih stabil dan memiliki penurunan absorbansi yang lebih
signifikan dibanding dengan sampel yang tidak diinkubasi. Ulifatul (2014)
menjelaskan bahwa waktu kestabilan DPPH antara 25-75 menit. Oleh karena itu,
dalam penelitian ini, waktu kestabilan yang digunakan adalah 30 menit.

Tujuan dari digunakanya waktu kestabilan adalah untuk mengetahui waktu

dimana sampel dan DPPH yang sudah tercampur berada dalam kondisi stabil
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yaitu ditandai dengan nilai absorbansi yang sama pada range waktu tertentu atau
tidak mengalami kenaikan atau penurunan absorbansi, sehingga sudah tidak
terjadi serah terima H'. Waktu kestabilan sangat penting untuk dilakukan karena

setiap senyawa mempunyai waktu kestabilan yang berbeda-beda.

4.5.3 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum (514 nm) dan waktu
kestabilan (30 menit) kemudian digunakan untuk pengukuran aktivitas
antioksidan pada sampel. Larutan kontrol merupakan blanko yang berupa larutan
DPPH 0,2 mM yang berfungsi sebagai faktor koreksi terhadap pelarut dan reagen
yang digunakan.

Kemampuan penangkapan radikal DPPH oleh suatu antioksidan
dinyatakan dengan nilai persen aktivitas antioksidan. Semakin tinggi nilai persen
aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa sampel senyawa yang digunakan
memang berpotensi sebagai antioksidan. Absorbansi kontrol dan sampel yang
diperoleh kemudian digunakan untuk menentukan persen aktivitas antioksidan.
Senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan tinggi yaitu ketika penambahan
larutan DPPH pada sampel terjadi perubahan warna dari ungu menjadi kuning
yang menandakan banyaknya atom hidrogen yang didonorkan oleh senyawa
antioksidan kepada radikal DPPH sehingga tereduksi menjadi DPPH-H (Rahayu,
2010).

Prinsip dari metode DPPH adalah interaksi antioksidan dengan DPPH baik
secara transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH akan menetralkan

karakter radikal bebas dari DPPH. Jika semua elektron pada radikal bebas DPPH



43

menjadi berpasangan maka warna larutan akan berubah dari ungu menjadi kuning
dan absorbansi yang diukur pada panjang gelombang 517 nm (Green, 2004;
Gurav, dkk., 2007 dalam Erawati 2012).

Hasil yang didapat ketika penambahan larutan DPPH pada sampel tidak
terjadi perubahan warna dari ungu menjadi kuning tetapi hanya terjadi pemudaran
warna dari ungu tua menjadi ungu muda. Kemudian nilai persen aktivitas
antioksidan digunakan untuk menghitung nilai ECso pada sampel. ECso (Efficient
Concentration) merupakan konsentrasi larutan substrat atau sampel yang mampu
mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai ECsg berarti semakin
tinggi aktivitas antioksidannya. Secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan sangat kuat jika nilai ECso bernilai kurang dari 50 ppm, kuat jika
bernilai 50-100 ppm, sedang jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah jika bernilai
150-200 ppm (Mardawati, dkk., 2008). Nur Laili (2014) menjelaskan bahwa
aktivitas antioksidan suatu sampel dapat dikatakan kuat atau sangat baik apabila
memiliki nilai ECso dibawah 50 ppm dan berhasil mengekstrak sampel alga coklat
Sargasum cristaefolium menggunakan metanol dengan nilai ECso sebesar 16,37
ppmHasil ECso dari keempat sampel alga merah dapat dilihat pada tabel:

Tabel 4.4 Hasil perhitungan ECso dari nilai absorbansi UV-Vis

Presentase Absorbansi Aktivitas

Sampel Antioksidan (%) Nilai ECso
p 10 20 30 40 50 (ppm)
ppm __ ppm  ppm _ ppm _ ppm
Kering angin 7,6 14,4 18,8 19,0 19,2 5,1x10?
Kering oven 5,7 43 6,0 10,9 11,1 8,4x102
Kering tani 80 59 5.1 33 36 1,7x10°
(jemur)

Freeze drying 2,8 1,8 4,8 4,9 4,3 3,6x103
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Berdasarkan keempat nilai ECso masing-masing sampel, nilai ECso kering
angin merupakan nilai dengan angka rendah, hal ini dapat disebabkan oleh metode
pengeringan angin yang memiliki kelebihan dalam hal mempertahankan kondisi
dan kandungan senyawa metabolit sekunder pada saat proses pengeringan
berlangsung. Kadar air yang tinggi pada sampel kering angin menyebabkan
kecilnya jumlah rendemen yang didapat ketika proses ekstraksi maserasi, akan
tetapi hal ini tidak dapat merubah fakta bahwa meode kering angin merupakan
metode yang cukup baik untuk mengeringkan sampel jika dilihat dari rendahnya
nilai ECso sampel kering angin. Sementara untuk aktivitas antioksidan sampel
freeze drying yang sangat lemah dapat disebabkan karena adanya kerusakan pada
kandungan senyawa metabolit sekunder sampel ketika terjadi perubahan suhu
rendah yang sangat ekstrim saat proses pengeringan. Meskipun dengan metode
freeze drying didapatkan nilai kadar air dan kadar garam yang rendah dan
presentase nilai rendemen yang tinggi, penggunaan metode pengeringan ini tetap
tidak dapat menghasilkan nilai ECso yang baik ketika dilakukan uji aktivitas
antioksidan.

Rendahnya nilai aktivitas antioksidan pada setiap sampel kering dapat
disebabkan oleh beberpa faktor. Salah satu faktor tersebut yaitu sampel uji masih
merupakan ekstrak kasar yang didalamnya terdapat berbagai jenis senyawa yang
belum diketahui bagaimana pengaruhnya terhadap kapasitas antioksidan sampel.
Terkadang senyawa-senyawa tersebut saling bersinergi atau saling menguatkan
aktivitas sampel tersebut sebagai antioksidan, namun terkadang antara satu
senyawa dengan senyawa lainnya tidak saling bersinergi sehingga aktivitas

antioksidannya menjadi lemah. Berdasarkan hal tersebut, lemahnya aktivitas
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antioksidan setiap ekstrak sampel ini diduga karena senyawa-senyawa yang
terkandung didalamnya tidak saling bersinergis sehingga saling memperlemah
kemampuannya sebagai antioksidan. Untuk itu, perlu dilakukan peneltian lanjutan
dengan menggunakan metode fraksinasi rendemen hasil ekstraksi dengan pelarut

polar dan non polar.

4,6 Uji Kandungan Metabolit Sekunder

Uji kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak kasar
alga merah ini meliputi uji keberadaan senyawa golongan alkaloid, flavonoid,
steroid/triterpenoid. Hasil analisis senyawa metabolit sekunder yang terdapat
dalam ekstrak alga merah E. cottonii dapat dilihat pada Tabel 4.5. Berdasarkan
Tabel 4.5, dapat diketahui bahwa senyawa metabolit sekunder yang terdeteksi
pada ekstrak metanol alga merah adalah senyawa dari glongan steroid dan
triterpenoid. Senyawa-senyawa metabolit sekunder golongan fenol, nitrogen
(alkaloid, turunan klorofil, asam amino dan amina), dan karotenoid seperti asam
askorbat merupakan senyawa yang dapat berperan sebagai antioksidan alami
(Ernawati, 2012).

Tabel 4.5 Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder ekstrak alga
merah E. cottonii

Ekstrak K
No Calgl=vi stk masar Standar
Senyawa A B C D
1. Flavonoid - - - - Warna hijau
2. Steroid +H  ++ + +  Warna hijau/biru
3. Triterpenoid o4t o+ 4 Cincin coklat di perbatasan dua
pelarut
4. Alkaloid
a. Dragendorf - - - - Endapan berwarna jingga

b. Meyer - - - - Endapan berwarna kuning
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Keterangan : A : kering angin, B : kering oven, C : kering jemur, D : freeze

drying
+ : Terdeteksi, - : Tidak terdeteksi

Hasil uji fitokimia terhadap ekstrak alga merah E. cotfonii menunjukkan
adanya gugus senyawa triterpenoid dalam ekstrak tersebut. Hal ini diketahui dari
terbentuknya cincin kecoklatan pada perbatasan dua pelarut saat ditambahkan
reagen Lieberman-Burchad. Reagen ini merupakan campuran antara anhidrida
asetat dan asam sulfat pekat. Senyawa triterpenoid/steroid akan mengalami
dehidrasi dengan penambahan asam kuat H>SOs dan membentuk ion yang
memberikan sejumlah reaksi warna. Perubahan warna ini disebabkan terjadinya
reaksi oksidasi pada golongan steroid/triterpenoid melalui pembentukan ikatan
rangkap terkonjugasi (Al-Quais, 2015).

Identifikasi senyawa metabolit sekunder juga dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui gugus
fungsi yang terdapat pada hasil ekstrak sampel kering. Penggunaan pelarut etanol
sebagai blanko untuk identifikasi dengan UV-Vis lebih dipilih dibandingkan
pelarut metanol, hal ini dikarenakan pelarut etanol yang sedikit lebih stabil
dibandinkan pelarut metanol berdasarkan panjang rantai ikatanya. Metanol juga
mempunyai kekurangan yaitu lebih toksik dibandingkan etanol. Molyneux (2004)
menyebutkan bahwa metode spektrofotometer UV-Vis ini akan bekerja dengan
baik menggunakan pelarut metanol atau etanol dan kedua pelarut ini tidak
mempengaruhi dalam reaksi antara sampel uji sebagai antioksidan dengan DPPH
sebagai radikal bebas. Donardi (2016) berhasil melakukan identifikasi senyawa

steroid dan triterpenoid pada sampel alga merah FEucheuma spinosum
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menggunakan spektrofotometer UV-Vis yang ditandai dengan munculnya puncak

serapan pada panjang gelombang 220 nm dan 276 nm.
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Gambar 4.2 Hasil spektrum sampel kering angin (A)
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Gambar 4.3 Hasil spektrum sampel kering oven (B)

Menurut penelitian Ismarti (2011) hasil identifikasi senyawa triterpenoid
dari kulit batang meranti merah menghasilkan dua panjang gelombang maksimum
yaitu 202 dan 282 nm yang menunjukkan senyawa triterpenoid pentasiklik.
Puncak serapan pada panjang gelombang 203 pada sampel kering angina dan 209
nm pada sampel kering oven diduga akibat adanya transisi elektron dari n—m*,
yang disebabkan adanya golongan senyawa yang memiliki ikatan C=C tidak
terkonjugasi. Gangwal (2010) isolat yang diperoleh mempunyai panjang
gelombang serapan maksimum 202 nm yang merupakan golongan triterpenoid

yang tidak mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi.
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Gambar 4.4 Hasil spektrum sampel kering jemur (C)
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Gambar 4.5 Hasil spektrum sampel freeze drying (D)

Berdasarkan penelitian Puspitasari  (2015) hasil isolasi senyawa
triterpenoid dari daun Marsilea crenata Presl menunjukkan serapan maksimal
pada panjang gelombang 224 dan 274 nm yang menunjukkan adanya gugus
kromofor dalam isolat. Astuti (2014) melakukan isolasi dan identifikasi senyawa
terpenoid dari Herba lampasau (Diplazium esculentum Swartz) menunjukkan
adanya senyawa triterpenoid pada panjang gelombang maksimum 225 dan 272.5
nm. Hasil penelitian Zetra (2007) juga menunjukkan dua serapan maksimum pada
panjang gelombang 229 dan 272.5 nm. Panjang gelombang tersebut menunjukkan

adanya transisi elektron m—7n* yang merupakan serapan spektrum UV khas untuk
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senyawa triterpenoid yang memiliki kromofor berupa ikatan rangkap yang tak
terkonjugasi.

Keberadaan senyawa golongan fenolik dalam sampel juga mempengaruhi
aktivitas antioksidan. Berdasarkan hasil uji fitokimia pada Tabel 4.5, dapat
diketahui bahwa tidak ada golongan senyawa fenolik terutama flavonoid dalam
setiap ekstrak sampel alga merah Eucheuma cottonii. Selain itu, pola spektra hasil
analisis pada Gambar 4.2 sampai 4.5 juga tidak menunjukkan adanya senyawa
fenolik yang terdeteksi. Keberadaan senyawa fenolik pada suatu sampel
ditunjukkan dengan adanya serapan pada panjang gelombang 278 nm (Trivedi,
dkk.,2015; Ferlinahayati, dkk., 2013). Sebagai pembanding, BHT yang
merupakan golongan fenolik mempunyai serapan pada panjang gelombang 205,
247, dan 278 nm (Trivedi, dkk., 2015). Penampakan panjang gelombang pada
spektrum UV-Vis hanya dapat menghasilkan perkiraan gugus fungsi apa yang
terdeteksi pada sampel. Sehingga perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk

mengetahui senyawa apa saja yang terkandung pada setiap sampel kering.

4.7 Pemanfaatan Alga Merah Ditinjau dari Perspektif Islam

Allah SWT berfirman dalam al-qur’an surat Al-Hijr ayat 19 :

VA (5550 i (8 (e L Ry oy L LTy Lot (53T

“Dan kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-

gunung dan kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran”.
(QS.al-Hijr:19).

Ibnu Abbas mengatakan sehubungan dengan firman-Nya: segala sesuatu

menurut ukuran. (Al-Hijr: 19) Yakni menurut ukurannya yang telah dimaklumi.

Hal yang sama telah dikatakan oleh Sa'id ibnu Jubair, Ikrimah, Abu Malik,



50

Mujahid, Al-Hakam ibnu Uyaynah, Al-Hasan ibnu Muhammad, Abu Saleh, dan
Qatadah. Di antara mereka ada yang mengatakan bahwa makna ayat ini ialah,
"Segala sesuatu menurut ukurannya yang pantas." Ibnu Zaid mengatakan, makna
ayat ialah "segala sesuatu menurut kadar dan ukurannya yang sesuai". Ibnu Zaid
mengatakan pula bahwa yang dimaksud dengan lafaz mauzun ialah timbangan
yang biasa dipakai di pasar-pasar. Firman Allah Swt.: Dan Kami telah menjadikan
untuk kalian di bumi keperluan-keperluan hidup.

Makna dari ayat di atas yaitu seluruh apa yang ada dilangit dan di bumi ini
adalah ciptaan Allah SWT, Dia adalah pencipta seluruh jagad raya dunia ini.
Allah SWT menciptakan segala sesuatu itu menurut ukuran dan takarannya.
Artinya Allah SWT itu menciptakan sesuatu tidak asal buat saja, tetapi
berdasarkan ukurannya dan tentu saja mengandung hikmah yang begitu besar.
Ibnu Zaid mengatakan, makna ayat ialah “segala sesuatu menurut kadar dan
ukurannya yang sesuai”.

Menurut tafsir ibnu katsir, Allah Ta’ala menuturkan bagaimana Dia
menciptakan bumi dan menjadikannya membentang luas dan datar, menjadikan
gunung-gunung yang tegak, lembah-lembah, tanah (daratan), pasir, dan berbagai

tumbuh-tumbuhan dan buah-buahan yang sesuai. Ibnu ‘Abbas mengatakan

w1

tentang: (“”:J—" rs S o) “Segala sesuatu dengan ukuran,”’mauzun artinya
maklum (diketahui, tertentu). Demikian juga dikatakan oleh Sa’id bin Jubair,
‘Ikrimah, Abu Malik, Mujahid, al-Hakam bin ‘Uyainah, al-Hasan bin Muhammad,
Abu Shalih dan Qatadah. Sebagian ulama mengatakan: “Mauzun artinya
ditentukan kadarnya,” sedangkan Ibnu Zaid mengatakan: “Mauzun ialah apa yang

ditimbang oleh para pedagang di pasar. ”
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Jadi dari hasil yang didapat, ekstrak kasar alga merah E. cotfonii diketahui
memiliki aktivitas antioksidan walaupun lemah, sehingga perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut. Hasil tersebut sudah dapat mengindikasikan bahwa alga

merah E. cottonii memiliki manfaat yang sudah ditentukan dan sesuai dengan al-

qur’an surat Al-Hijr ayat 19.



BABYV

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian dan analisis data yang dilakukan, dapat diambil
beberapa kesimpulan sebagai berikut:

1. Sampel kering angin memiliki nilai kadar air = 23,4%, kadar garam = 79,6
ppt, dan rendemen = 8,7%. Sampel kering oven memiliki nilai kadar air =
12,4%, kadar garam = 56,6 ppt, dan rendemen = 10,7%. Sampel kering jemur
memiliki nilai kadar air = 16,9%, kadar garam = 81,3 ppt, dan rendemen =
13,7%. Sampel freeze drying memiliki nilai kadar air = 3,4%, kadar garam =
30,3 ppt, dan rendemen = 14,2%.

2. Aktivitas antioksidan yang dihasilkan dari masing-masing ekstrak tergolong
lemah karena nilai ECso yang dihasilkan tinggi. Sampel kering angin
memiliki nilai ECso = 5,1x10% ppm, sampel kering oven memil;iki nilai ECso
= 8,4x10% ppm, sampel kering jemur dengan nilai ECso = 1,6x10° ppm dan

sampel freeze drying dengan nilai ECso = 3,6x10°.

5.2 Saran

Proses ekstraksi sebaiknya dilakukan dengan metode ekstraksi maserasi
bertingkat dan dilakukan pemisahan senyawa metabolit sekunder dengan metode
kromatografi kolom untuk membandingkan kekuatan aktivitas antioksidan alga
merah Eucheuma cottonii antara ekstrak kasarnya dengan senyawa yang sudah

murni.
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Lampiran 2. Skema Kerja

L.2.1 Preparasi Sampel

Sampel

dicuci dengan air bersih

dipotong kecil-kecil

dikeringakan dengan oven pada suhu 37-40 °C
dihaluskan dengan blender setelah dikeringkan

Hasil

L.2.2 Pengukuran Kadar Air

Sampel yang sudah
— ditimbang sebanyak 5 gram
- dimasukkan dalam cawan yang telah diketahui berat

konsﬁannya,
— dikeringkan didalam oven pada suhu 100-105 °C selama 1 jam
- didinginkan dalam desikator
= ditimbang
Hasil diulangi sampai tercapai berat konstan.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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L.2.3 Ekstraksi Sampel dengan Maserasi

Sampel
- ditimbang sebanyak 100 g
- dilarutkan dengan pelarut metanol sebanyak 300 mL selama 24
Jam
- di-shaker selama 5 jam
|
Ampas Filtrat

- dilarutkan lagi dengan pelarutnya.
— dilakukan perlakuan ini sampai terjadi perubahan warna pada filtrat

dari warna pekat menjadi tak berwarna (bening).

Filtrat

- digabung menjadi satu.
— dilakukan ekstraksi maserasi pada tahap ini dengan perlakuan yang

sama dengan menggunakan pelarut n-heksana.

Filtrat

— dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40 °C

Hasil
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L.2.4 Uji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH

L.2.4.1 Penentuan panjang gelombang maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM

diambil sebanyak 1,5 mL
dimasukkan kedalam tabung reaksi
ditambahkan 4,5 mL etanol
didiamkan selama + 10 menit
dimasukkan kedalam kuvet

dicari Amaks

Hasil

L.2.4.2 Penentuan waktu kestabilan

Larutan ekstrak 30 ppm

diambil sebanyak 4,5 mL

dimasukkan kedalam kuvet

ditambahkan 0,2 mM larutan DPPH sebanyak 1,5 mL

diinkubasi

dicari waktu kestabilan pada rentang waktu 5 — 120 menit dengan
interval 5 menit menggunakan spektronik 20 pada Amaks yang telah
didapatkan

Hasil

L.2.5 Pengukuran potensi antioksidan pada sampel
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L.2.5.1 Absorbansi kontrol

Larutan DPPH 0,2 mM

diambil sebanyak 1,5 mL

dimasukkan kedalam tabung reaksi

ditambahkan pelarut yang digunakan pada ekstrak sebanyak 4,5
mL

ditutup tabung reaksi dengan tissue

diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah
didapatkan pada tahap sebelumnya

dimasukkan larutan kedalam kuvet

diukur absorbansinya dengan Amaks yang telah didapatkan

Hasil

L.2.5.2 Pengukuran Sampel

Sampel dengan konsentrasi

disiapkan tabung reaksi untuk masing-masing konsentrasi
diisi masing-masing tabung reaksi dengan 4,5 mL ekstrak
ditambahkan DPPH sebanyak 1,5 mL

diulang sebanyak 3 kali

diinkubasi pada suhu 37 °C pada waktu kestabilan yang telah
didapatkan pada tahap sebelumnya

dimasukkan kedalam kuvet

diukur absorbansinya pada Amaks yang telah didapatkan

Nilai absorbansi

dihitung nilai % aktivitas antioksidan
dihitung nilai ECso

Hasil

L.2.6 Identifikasi menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Sampel murni
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- diambil sebanyak 2 mL
- dimasukkan kedalam kuvet hingga sepertiganya
- dianalisis pada panjang gelombang 200-800 nm

L.2.7 Uji Fitokimia
L.2.7.1 Uji flavonoid

Ekstrak alga merah

- diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam 1-2 mL metanol panas 50%
- ditambahkan sedikit serbuk Mg dan 0,5 mL mL HCl p.a

Merah/jingga

L.2.7.2 Uji steroid dan triterpenoid

Ekstrak alga merah

- diambil secukupnya dan dilamasukkan dalam tabung
reaksi

- dilarutkan dalam 0,5 mL mL kloroform

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditambahkan 1-2 mL H>SO4 p.a

A 4

Ekstrak cincin kecoklatan/violet (triterpenoid)

atau warna hiiau/biru (steroid)

L.2.7.3 Uji Alkaloid

Ekstrak alga merah

- diambil sebanyak 3 mg dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi

' '

Tabung 1 Tahiino D
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- ditambahkan 0,5 mL HCI 2%
- dibagi dalam dua tabung

- ditambahkan 0,5 mL - ditambahkan 0,5
reagen Dragendroff mL reagen
Meyer

Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Reagen Serta Larutan
L.3.1 Pembuatan larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 50 mL
0,2mM =0,0002 Molar
Mr DPPH (C15H12Ns50¢) = 394,33 gr/mol
Molar =50 Ml x 0,0002 M
=0,01 mmol
=0,01 x 10 mol
Gram = mol x Mr DPPH
=0,01 x 10 mol x 394,33 gr/mol
=3,9433 x 10 gram
=3,9433 mg
Larutan DPPH 0,2 mM dibuat dengan melarutkan 3,9433 mg DPPH dalam 50 mL
metanol p.a.
L.3.2 Perhitungan Konsentrasi Larutan Ekstrak untuk Uji Aktivitas
Antioksidan
a. Pembuatan larutan stok dari ekstrak teripang dengan konsentrasi 1000 ppm:

ppm =mg/L
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mg = ppm x L (jika dibuat larutan stok 10 mL =10 x 10 L)
=1000 ppm x 10 x 103 L
=10 mg
Larutan stok 1000 ppm dari masing-masing ekstrak dibuat dengan

melarutkan 10 mg ekstrak dalam 10 mL masing-masing pelarutnya.

b. Pembuatan larutan ekstrak 10 ppm dengan volume 5 mL

Vi.Mi =V2.M>
__5mL.10 ppm

Vi ~ 1000 ppm
=0,05 mL

Jadi, larutan ekstrak 1 ppm dapat dibuat dengan melarutkan 0,05 mL larutan stok
dalam 5 mL pelarutnya.

c. Pembuatan larutan ekstrak 20 ppm dengan volume 5 mL

Vi.M; = Vo.M
__ 5mL.20 ppm
Vi 1000 ppm
=0,1 mL

Jadi, larutan ekstrak 10 ppm dapat dibuat dengan melarutkan 0,1 mL larutan stok
dalam 5 mL pelarutnya.

d. Pembuatan larutan ekstrak 30 ppm dengan volume 5 mL

Vi.Mi = Vo.M,
5mL.30 ppm
Vi =T P
1000 ppm

=0,15mL
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Jadi, larutan ekstrak 30 ppm dapat dibuat dengan melarutkan 0,15 mL larutan stok
dalam 5 mL pelarutnya.

e. Pembuatan larutan ekstrak 40 ppm dengan volume 10 mL

Vi.M; = Vo.M,
\2 _ 10 mL .40 ppm
1000 ppm
=0,20 mL

Jadi, larutan ekstrak 40 ppm dapat dibuat dengan melarutkan 0,20 mL larutan stok
dalam 10 mL pelarutnya.

e. Pembuatan larutan ekstrak 50 ppm dengan volume 10 mL

Vi.M; = Vo.M,
__10mL .50 ppm

Vi ~ T 1000 ppm
=0,25 mL

Jadi, larutan ekstrak 50 ppm dapat dibuat dengan melarutkan 0,25 mL larutan stok
dalam 10 mL pelarutnya.

L.3.3 Pembuatan HCI 2 %

Vi.Mi =V2.M>

Vi1.37% =10mL .2 %
_1omL.2%

Vi T 379
=0,5 mL

Jadi, HCI 2 % dapat dibuat dengan memasukkan 0,5 mL HCI 37 % ke dalam labu
ukur 10 mL kemudian ditambahkan aquades ke dalam labu ukur sampai tanda
batas. Larutan kemudian dikocok sampai homogen.

L.3.4 Pembuatan reagen Dragendorff
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Larutan L. 0,6 gr Bi(NH3)3.5H20 dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL aquades.
Larutan II. 6 gr KI dalam 10 mL aquades.

Larutan I reagen Dragendorff dapat dibuat dengan melarutkan 0,6 gram
Bi(NH3)3.5H20 ke dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL aquades. Sedangkan larutan
IT dapat dibuat dengan melarutkan 6 gr KI dalam 10 mL aquades. Kedua larutan
kemudian dicampur dan ditambahkan 7 mL HCI pekat dan 15 mL aquades
(Wagner, 2001).

L.3.5 Pembuatan reagen Mayer
Larutan I. 1,358 gr HgCl, dalam 60 mL aquades
Larutan II. 5 gr KI dalam 10 mL aquades

Larutan I reagen Mayer dibuat dengan melarutkan 1,358 gram HgCl
dalam 60 mL aquades. Sedangkan Larutan II dibuat dengan melarutkan 5 gram KI
dalam 10 mL aquades. Kemudian larutan I dituangkan ke dalam larutan II, dan
diencerkan dengan aquades sampai tanda batas pada labu ukur 100 mL (Manan,
2006).

L.3.6 Pembuatan Reagen Lieberman-Burchard
Asam sulfat pekat SmL

Anhidrida asetat 5mL

Metanol absolut 50 mL

Reagen Lieberman-burchard dibuat dengan cara mencampurkan 5 mL
asam sulfat pekat dan 5 mL anhidrida asetat ke dalam 50 mL metanol absolut.
Larutan kemudian didinginkan dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen ini
harus langsung digunakan setelah pembuatan (Wagner, 2001).

L.3.7 Pembuatan larutan HC11 N
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BJ HCI pekat = 1,19 gr/mL = 1190 gr/L
Konsentrasi =37%
BM HCI = 36,42 rr/mol
n =1 (jumlah mol ion H")
Normalitas HCI =n x molaritas HCI

37 % x BJ HCl

e i
BM HCl pekat

_ 37 % x 1190 gr/L

36,42 gr/mol
=12,09 N
NixV,y =N2xV»
12,09 N x Vi =1Nx 100 mL
Vi =8,27 mL

Larutan HC1 1 N dibuat dengan cara mencampurkan 8,27 mL HCI pekat 37%
dengan aquades 15 mL dalam labu ukur 100 mL. Kemudian ditambahkan aquades
sampai tanda batas dan dihomogenkan.

L.3.8 Pembuatan Metanol 50 %

Mi x Vi =M2x V3

99.8% x Vi =50% x 10 mL

Vi =5mL

Metanol 50 % dibuat dengan cara memasukkan 5 mL larutan metanol 99,8 % ke
dalam labu ukur 10 mL yang berisi 5 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan

aquades sampai tanda batas dan dihomogenkan.

Lampiran 4 Perhitungan Kadar Air



(b—c) 0
b, X¥100%

kadar air =

Keterangan: a = berat cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum di oven
¢ = berat cawan + sampel

L.4.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma Cottonii
Segar

L.4.1.1 Pengukuran Berat Cawan Kosong Konstan
Berat Cawan Kosong (gr)
Sebelum di oven  Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 Cawan 4

58,8618 52,1661 51,9365 44,0867
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L.4.1.2 Pengukuran Berat Cawan + Sampel Basah Alga Merah Eucheuma cottonii

Segar Sampai Konstan
Pengulangan Berat cawan kosong + sampel basah (gr)

Cawan 1 Cawan2 Cawan3 Cawan4

Sebelum di oven 61,3638 54,6634 54,4983 46,5816
Pengulangan 1 59,5049 53,1217 52,8069 45,0361
Pengulangan 2 59,2295 52,5826 52,3419 44,5169
Pengulangan 3 59,2074 52,5274 52,2918 44,4540
Pengulangan 4 59,2005 52,5092 52,2841 44,4469
Pengulangan 5 59,1980 52,5063 52,2827 44,4456
Pengulangan 6 59,1971 52,5055 52,2809 44,4454
Pengulangan 7 59,1962 52,5045 52,2814 44,4456

Rata-rata berat konstan (gr) 59,5121 52,8650 52,6335 44,7965

a. kadar air = MxlOO%
(b—a)



_ (613638 -595121) 4 01¢
~ (61,3638 — 58,8618) 00%

18517
~ 2,5020

x100%
=74,01%

b. kadar air = Ebjx100°/

54,6634 — 52,8650
= ) x100%
T (54,6634 — 52,1661)

11,7984

2,4973x100%

=72,01%
c. kadar air = @wa%
(b—a)

54,4983 — 52,6335
= ) x100%
(54,4983 — 51,9365)

__ 18648

- 2,5618 S0

=72,79%

d. kadar air = (—)xIOO(V

(b—a)

46,5816 — 44,7965
= ) x100%
"~ (46,5816 — 44,0867)

1 7851

2 4949 el

=7155%

74,01 % + 72,01 % + 72,79 % + 71,55 %
4

Kadar air rata-rata = =172.59 %

L.4.2 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma cottonii

Kering Dengan Metode Pengeringan Sinar Matahari Langsung
L.4.2.1 Pengukuran Berat Cawan Kosong Konstan
Berat Cawan Kosong (gr)

Sebelum di oven  Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 Cawan 4
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58,8700 41,3434 43,9552 44,0766

L.4.2.2 Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma cottonii
Kering Dengan Metode Pengeringan Sinar Matahari Langsung Sampai Konstan

Pengulangan Berat cawan kosong + sampel kering (gr)

Cawan 1 Cawan2 Cawan3 Cawan4

Sebelum di oven 61,4253 43,8874 46,4695 46,5624
Pengulangan 1 61,0909 43,5349 46,1301 46,1804
Pengulangan 2 61,0281 43,4734 46,0281 46,1193
Pengulangan 3 61,0083 43,4552 46,0597 46,0994
Pengulangan 4 60,9972 43,4475 46,0526 46,0918
Pengulangan 5 60,9921 43,4365 46,0473 46,0856
Pengulangan 6 60,9876 43,4365 46,0425 46,0801
Pengulangan 7 60,9839 43,4334 46,0411 46,0774

Rata-rata berat konstan (gr) 61,0126 43,4596 46,0573 46,1049

a. kadar air = mxlOO%
(b—a)
(61,4253 — 61,0126)

= 0,
(61,4253 — 58,8700) x100%

_ 04127

= 0,
25558 AL

=16,15%

b. kadar air = @xmo%
(b—a)

(43,8874 — 43,4596)
T (43,8874 — 41,3434)

x100%

_ 04278

2544 x100%

=16,81%



c. kadarair = Eb— )x100°/

_ (464695 —460573) 4 11g
T (46,4695 — 43,9552) %

00,4122
T 2,5143

x100%
=16,39 %

d. kadar air = Eb— )xlOOO/

46,5624 — 46,1049
gl ) x100%
T (46,5624 — 44,0766)

04575
T 24858

x100%

= 18,40 %

16,15 % + 16,81 % + 16,39 % + 18,40 %
4

Kadar air rata — rata = =16,9%

L.4.3 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma cottonii

Kering Dengan Metode Pengeringan Diangin-Anginkan
L.4.3.1 Pengukuran Berat Cawan Kosong Konstan
Berat Cawan Kosong (gr)
Sebelum di oven  Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 Cawan 4

58,8572 43,9387 52,1606 51,9192

L.4.3.2 Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma Cottonii
Kering Dengan Metode Pengeringan Diangin-anginkan Sampai Konstan

Pengulangan Berat cawan kosong + sampel kering (gr)
Cawanl Cawan2 Cawan3 Cawan4
Sebelum di oven 61,3821 46,4432 54,6263 54,5458

Pengulangan 1 60,7853 45,8509 54,0603 53,9211
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Pengulangan 2
Pengulangan 3
Pengulangan 4
Pengulangan 5
Pengulangan 6

Pengulangan 7

60,7343
60,7217
60,7079
60,6828
60,6737

60,6657

Rata-rata berat konstan (gr) 60,7102

a. kadar air = ﬁ

(61,3821 —

x100%

60,7102) £100%

"~ (61,3821 — 58,8572)

_ 06719
2 5249

= 20,78

(b—¢)
b. kadar air = B

(46,4432 — 45,7826)

x100%

%

x100%

x100%

(46,4432 — 43,9387)

__ 0,6606
2 4858

x100%

=26,57%

c. kadar air = @xloo%
(b—a)

(54,6263 —

54,1416) £100%

"~ (54,6263 — 52,1606)

_0,4847
T 2,4657

x100%

=19,65%

d. kadar air = EZ’

®79 4 100%
—a)

_ (545458 — 53,8484) 0
T (54,5458 — 51,9192) x100%

45,8034
45,7883
45,7769
45,7575
45,7506
45,7506

45,7826

54,8034
54,7883
53,9892
53,9624
53,9537
53,434

54,1416

53,8763
53,8555
53,8487
53,8225
53,8125
53,8025

53,8484
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06974
T 2,6266

x100%

=26,55%

20,78 % + 26,57 % + 19,65 % + 26,55 %
4

Kadar air rata — rata = =23,38%

L.4.4 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma cottonii
Kering Dengan Metode Pengeringan Dioven

L.4.4.1 Pengukuran Berat Cawan Kosong Konstan

Berat Cawan Kosong (gr)
Sebelum di oven  Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 Cawan 4
44,0837 41,3359 65,0895 53,9889

L.4.4.2 Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma Cottonii
Kering Dengan Metode Pengeringan Dioven Sampai Konstan

Pengulangan Berat cawan kosong + sampel kering (gr)

Cawan 1 Cawan2 Cawan3 Cawan4

Sebelum di oven 46,5583 43,8471 67,5968 56,5812
Pengulangan 1 46,3245 43,6171 67,3549 56,333
Pengulangan 2 46,2725 43,5616 67,3024 56,2822
Pengulangan 3 46,2490 43,5359 67,2785 56,2551
Pengulangan 4 46,2398 43,5262 67,2719 56,2405
Pengulangan 5 46,2326 43,5209 67,2670 56,2427
Pengulangan 6 46,2262 43,5117 67,2539 56,2352
Pengulangan 7 46,2216 43,5068 67,2287 56,2287

Rata-rata berat konstan (gr) 46,2523 43,5400 67,2796 56,2596

a. kadar air = @xwo%
(b—a)



(46,5583 — 46,2523)
= x1009
(46,5583 — 44,0837) %

0,306
=——x1009
2,4746 %

= 12,36 %

_ (b=
T (h-a)

b. kadar air x100%

43,8471 — 43,5400
= ) x100%
(43,8471 — 41,3359)

10,3071
T 2,6266

x100%
=11,69 %

c. kadar air = @me%
(b—a)
(67,5968 — 67,2796)

0,
"~ (67,5968 — 65,0895) x100%

_ 03172

= 2'5073)6100%

=12,65%

d. kadar air = L2 x100%
(b—a)
(56,5812 — 56,2596)
"~ (56,5812 — 53,9889)

x100%

03216

= 2’6266x100%

=12,43%

12,36 % + 11,69 % + 12,65 % + 12,43 %
4

Kadar air rata — rata = =12,28%

L.4.5 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Alga Merah Eucheuma cottonii
Kering Dengan Metode Pengeringan Freeze Drying

L.4.5.1 Pengukuran Berat Cawan Kosong Konstan
Berat Cawan Kosong (gr)

Sebelum di oven  Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 Cawan 4
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54,2518

51,9281

54,6819

65,0842

L.4.5.2 Pengukuran Berat Cawan + Sampel Alga Merah Eucheuma Cottonii

Kering Dengan Metode Pengeringan Freeze Drying Sampai Konstan

Pengulangan
Cawan 1
Sebelum di oven 55,2562
Pengulangan 1 55,2314
Pengulangan 2 55,2222
Pengulangan 3 55,2173
Pengulangan 4 55,2122
Pengulangan 5 SN2
Pengulangan 6 SRk
Rata-rata berat konstan (gr) 55,2176

a. kadar air = gj_—)xlooo/

(55,2562 —
T (55,2562 —

55,2176) s
54,2518) 2100%

__0,0386

1 0008 L0050

=3,85%

(b—

(")
= )x100 %

b. kadar air =

(52,9258 — 52,8805)
1 0,
T (52,9258 — 51,9281) 00%

__ 00453
0
0 9977 x100%

= 4,54 %

c. kadar air = %xlOOO/

Cawan2 Cawan3

52,9258 55,6887
52,8968 55,6638
52,8853 55,6537
52,8784 55,6493
52,8764 55,6464
52,8719 55,6445
52,8740 55,6435
52,8805 55,6502

Berat cawan kosong + sampel kering (gr)

Cawan 4
66,0877
66,0602
66,0493
66,0491
66,0458
66,0442
66,0425

66,0485
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(55,6887 — 55,6502)
x1009
"~ (55,6887 — 54,6819) %

__ 00385
0
T2 2,5923 x100%

=1,48%

d. kadar air = hxmow

66,0877 — 66,0485
= ) x100%
T (66,0877 — 65,0842)

10,0392

0
TR x100%

=39%

3,85 %+4,54 %+1,48 %+3,9 %

Kadar air rata-rata = = 3,44 %

4

Lampiran 5 Perhitungan Rendemen

L.5.1 Rendemen Ekstrak Metanol Alga Merah Eucheuma Cottonii Kering

Metode Pengeringan Sinar Matahari Langsung

Diketahui:
Berat botol vial kosong =12,91 gram
Berat botol vial + ekstrak pekat =19,76 gram
Berat ekstrak pekat = 6,85 gram
Berat sampel =50 gram
Remdemen = 22528 15004
berat sampel
= 2 x100%
=13,7%

L.5.2 Rendemen Ekstrak Metanol Alga Merah Eucheuma Cottonii Kering

Metode Pengeringan diangin-anginkan

Diketahui:

Berat gelas vial kosong = 123,75 gram
Berat gelas vial + ekstrak pekat = 128,03 gram
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Berat ekstrak pekat =4,28 gram
Berat sampel =50 gram
Remdemen = 2203 110094
berat sampel
— 4,28 gram x100%
50 gram
=8,56 %

L.5.3 Rendemen Ekstrak Metanol Alga Merah Eucheuma Cottonii Kering
Metode Pengeringan di oven

Diketahui:
Berat botol vial kosong =12,34 gram
Berat botol vial + ekstrak pekat =17,77 gram
Berat ekstrak pekat =5,43 gram
Berat sampel =50 gram
Remdemen = *gzz—‘;:;ae‘;mm%
— 243611 41 00%
50 gram
= 10,86 %

L.5.4 Rendemen Ekstrak Metanol Alga Merah Eucheuma Cottonii Kering
Metode Pengeringan freeze drying

Diketahui:
Berat botol vial kosong =12,33 gram
Berat botol vial + ekstrak pekat =16,61 gram
Berat ekstrak pekat =4,26 gram
Berat sampel =30 gram
Remdemen = 228U, 1004,
berat sampel
= 2208 4 100%
30 gram
=142%

Lampiran 6. Perhitungan Aktivitas Antioksidan nilai ECso
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L.6.1 Sampel Kering Angin

Konsentras % absorbansi
10 7,627

20 14,423

30 18,766

40 19,019

50 19,232

Transform of Exponential decay

25+

20+

154

101

0.3 1.0

[Agonist] vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values
HillSlope
EC50
logEC50

Std. Error
HillSlope
EC50

95% CI (profile likelihood)
HillSlope

EC50

logeC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints
EC50

1.8

0,5731
509,2
2,707

0,1449
359,8

0,1661 to 1,071
144 to 593839
2,158 10 5,774

3
0,8752
12,43
2,036

EC50>0
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Number of points

81

# of X values 15
#Y values analyzed 5
L.6.2 Sampel Kering Oven
1 5,724
1,30102999566398 4,255
1,47712125471966 6,013
1,60205999132796 10,953
1,69897000433602 11,125
Transform of Exponential decay
151
101
5
0 1 ] ] ] 1
0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8
Comparison of Fits
Null hypothesis
Alternative hypothesis
P value
Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model
F (DFn, DFd)
Different curve for each data set
Best-fit values
Bottom =
Top =100
LogEC50 2,925
HillSlope 0,7416
EC50 841,6
Span =100



Std. Error

LogECS50

HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top
LogEC50
HillSlope
EC50

Span

Std. Error
LogEC50
HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom
R square
Absolute Sum of Squares

Sy.x
Constraints
Bottom
Top
LogEC50
HillSlope

Number of points

82

0,5818
0,3112

2,003 to ?7?
-0,1431 to 2,551
100,6 to ??7?

3
0,6935
12,53
2,044

Bottom =0
Top =100

=0
=100
2,925
0,7416
841,6

=100

0,5818
0,3112

2,003 to ?7?
-0,1431 to 2,551
100,6 to ??7?

0,6935
12,53

Bottom =0
Top =100

LogEC50 is shared
HillSlope is shared



# of X values
#Y values analyzed

L.6.3 Sampel Kering Jemur

1 -8,004
1,30102999566398 -5,911
1,47712125471966 5,071
1,60205999132796 3,261
1,69897000433602 3,585

Transform of Exponential decay
10+

-5- .
]
-10-
log(agonist) vs. normalized response -- Variable
slope
Best-fit values
LogEC50 2,171
HillSlope 2,822
EC50 148,2
Std. Error
LogEC50 1,568
HillSlope 8,677
95% CI (profile likelihood)
LogEC50 -infinity to +infinity
HillSlope -infinity to +infinity

EC50
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Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Number of points
# of X values
#Y values analysed

L.6.4 Sampel Freeze Drying

1 2,847
1,30102999566398 1,777
1,47712125471966 4,826
1,60205999132796 4,918
1,69897000433602 4,256

Transform of Exponential decay

0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8

log(agonist) vs. normalized response -- Variable
slope

Best-fit values

LogEC50

HillSlope

EC50

Std. Error
LogEC50
HillSlope

0,1767
121,4
6,36

4,553
0,4543
35750

2,004
0,299
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95% ClI (profile likelihood)

LogEC50 2,314 to +infinity
HillSlope -0,384 to 1,91
EC50 205,8 to ??7?
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 3
R square 0,4816
Absolute Sum of Squares 3,879
Sy.x 1,137

Number of points
# of X values 15
#Y values analyzed 5

LAMPIRAN 7 DOKUMENTASI PENELITIAN

L.7.1 Preparasi Sampel Eucheuma cottonii

Gambar 2. Euchema cottonii

Gambar 1. Eucheuma

.. lcert
cottonii basah erme

Gambar 3. Serbuk Eucheuma

cottonii
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L.7.2 Ekstraksi Maserasi

Gambar 4. Serbuk Eucheuma Gambar 5. Filtrat

cottonii saat di sshaker Eucheuma cottonii

Gambar 6. Pemekatan ekstrak Gambar 7. Ekstrak pekat

metanol Eucheuma cottonii Eucheuma cottonii pengeringan

diangin-anginkan

Gambar 9. Ekstrak Gambar 10. Ekstrak
pekat Eucheuma pekat Eucheuma
cottonii pengeringan  cottonii pengeringan

sinar matahari

Langsung

86

ARY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

SENTR.



87

L.7.3

UNIVERSITY OF MALANG

. Gambar 11. Positif steroid & Gambar 12. Positif steroié)&
¢ QGambar 13. Positif Ster«

Triterpenoid Eucheuma Cottoni Triterpenoid EucheumE

Triterpenoid Eucheuma (
. . penegringan Diangin-anginkan  Cottoni penegringan di n
Pengeringan Sinar Mat: )

Hasil
Uji
Fitok
imia

Gambar 15. Negatif Alkaloid Gambar 16. Negatif Alkaloid

Eucheuma cottonii Pengeringan Euchelemrcotionis

Diangin-Anginkan Pengeringan di Oven
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Gambar 18. Negatif Alkaloid

[
Eucheuma cottonii

Penoerincan Freeze drmino



Gambar 19. Negatif Alkaloid
Eucheuma cottonii Pengeringan

diangin-anginkan

Gambar 21. Negatif Alkaloid
Eucheuma cottonii Pengeringan

Sinar Matahari Langsung

Gambar 20. Negatif Alkaloid
Eucheuma cottonii

Pengeringan di Oven

Gambar 22. Negatif Alkaloid
Eucheuma cottonii

Pengeringan Freeze drying
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L.7.4 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

e (Bl

- pron SO s i 4%_‘\;4“,.4'“.,“ 3 e ”'”""*\""" L -msf-‘-“-"w

>t~/

Gambar 23. Hasil Uji Sampel Gambar 24. Hasil Uji Sampel
Kering Angin Kering Oven

Gambar 25. Hasil Uji Sampel Gambar 26. Hasil Uji Sampel
Kering Jemur Freeze Drying

L.7.5 Lampiran Instrumen Pengeringan
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Evaporative Cooling

Gambar 27 Gambar Instrumen Freeze Drying
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