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ABSTRAK 

 

Maghfiroh, N. 2019. Uji Aktivitas Antioksidan Isolat Steroid Hasil Kromatografi 

Kolom Fraksi n-Heksana Mikroalga Chlorella sp. Skripsi. Jurusan Kimia, 

Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang. 

Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing II: Rif’atul Mahmudah, 

M.Si; Konsultan: Dewi Yuliani, M.Si 

 

Kata Kunci: Chlorella sp., Steroid, Liebermann Burchard, Antioksidan, UV-Vis, 

FTIR. 

 

Steroid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang terdapat di 

dalam mikroalga Chlorella sp. Steroid memiliki beberapa bioaktivitas, 

diantaranya adalah antioksidan, antibakteri, toksisitas, antiinflamasi, antitumor 

dan antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui nilai antioksidan dari 

isolat steroid mikroalga Chlorella sp. dengan menggunakan kromatografi kolom 

dalam pemisahannya. Sampel kering mikroalga Chlorella sp. diekstraksi maserasi 

menggunakan pelarut metanol. Ekstrak pekat hasil maserasi dihidrolisis dengan 

HCl 2 N dan dilanjutkan partisi dengan pelarut n-heksana. Ekstrak hasil partisi 

positif mengandung senyawa steroid dengan reagen Liebermann Burchard (LB). 

Identifikasi fraksi n-heksana menggunakan LC-MS/MS juga memberikan hasil 

bahwa fraksi n-heksana positif mengandung senyawa steroid jenis stigmasterol, 

kampesterol dan β-sitosterol. Pemisahan senyawa steroid dilakukan dengan 

kromatografi kolom menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil asetat 

sebesar 95:5; 90:10; 85:15 dan 80:20. Monitoring dilakukan dengan Kromatografi 

Lapis Tipis Analitik (KLTA). Berdasarkan hasil monitoring, diperoleh 1 isolat 

yang diduga mengandung senyawa steroid serta 3 isolat yang diduga mengandung 

senyawa terpenoid. Isolat yang diduga mengandung senyawa steroid memiliki 

aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai EC50 sebesar 6,224 ppm. 

Berdasarkan identifikasi isolat steroid menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

diperoleh panjang gelombang maksimum isolat steroid adalah 204 nm. Spektra 

FTIR isolat steroid menunjukkan adanya serapan khas senyawa steroid seperti 

OH, CH2, C=C, C=O ester, C-O ester, geminal dimetil –CH(CH3)2, serta C-OH 

sekunder. 
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ABSTRACT 

 

Maghfiroh, N. 2018. Antioxidant Activity Test of Steroid Isolates Results from 

Column Chromatography in n-Hexane Fraction of Microalgae Chlorella sp. 

Thesis. Chemistry Department, Sains and Technology Faculty, Islamic University 

of Maulana Malik Ibrahim Malang. 

Advisor I: A. Ghanaim Fasya, M,Si; Advisor II: Rif’atul Mahmudah, M.Si; 

Consultant: Dewi Yuliani, M.Si. 

 

Keywords: Chlorella sp., steroid, Liebermann Burchard, antioxidant, UV-Vis, 

FTIR. 

 

Steroids are one of the secondary metabolites found in microalgae 

Chlorella sp. Steroids have several bioactivity, including antioxidants, 

antibacterial, toxicity, antiinflammatory, antitumor and anticancer. This study 

aims to determine the antioxidant value of steroid isolate of microalgae Chlorella 

sp. by using column chromatography in the separation. Dry sample of microalgae 

Chlorella sp. macerated extraction using methanol solvent. The concentrated 

extract of maceration was hydrolyzed with 2 N HCl and continued with n-hexane 

solvent. The partitioned extract was positive containing steroid compounds with 

reagent Liebermann Burchard (LB). The identification of n-hexane fraction using 

LC-MS/MS also showed that the n-hexane fraction positively contained 

stigmasterol, campesterol and β-sitosterol steroid compounds. Separation of 

steroid compounds was carried out by column chromatography using a ratio of 95: 

5 eluent n-hexane: ethyl acetate; 90:10; 85:15 and 80:20. Monitoring was carried 

out by Analytical Thin Layer Chromatography (ATLC). Based on ATLC obtained 

1 isolate that assumted contain steroid compound and 3 isolate that assumted 

contain triterpenoid compounds. Steroid isolates has very strong antioxidant 

activity with an EC50 value of 6,224 ppm. Based on identification using a UV-Vis 

spectrophotometer obtained the maximum wavelength of steroid isolates is 204 

nm. FTIR spectra showed absorption specific functional group of steroid such as –

OH, CH2, C=C, C=O esters, C-O esters, geminal dimethyl –CH (CH3)2, and 

secondary C-OH.  
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 المَلَخِص  

عْزُوْلَةِ نَ تَائِجُ الْلَّوْنُِ الَْعْمُوْدُ ٢ٕٔٓالمغفرة،ن.،
َ
نْشِطاَتِ الم

ُ
ضَادَةُ لِلَْْكْسَدَةِ مِنَ الم

ُ
 . الِاخْتِبَارُ النَّشَاطِ الم

تكنولوجية. الجامعة الاسلامية الحكومية الِهكْسَانَ الْكُسْرِ مِيْكْرُوْالَْغَا جُلُوْلِراَ. بحث العلم. كليةالعلوم و 
  مولانا مالك ابراىيم مالانج. 

تشارة: . المسالماجستيرمشرف الأول: أحمد غنام فاشا الماجستير ، مشرفة الثانِ: رفعة المحمودة، 
 ديوي يوليانِ، الماجست

نَشِطاَتُ ، ليِْبِمَِانُ ب ُ الكَلِمَات  الرَّئيِْسِيَة  
ُ
وْركَْارَدْ ، مُضَادَاتُ الَأكْسَدَةُ ، الَأشْعَةُ فَ وْقَ : جلُوْريِْلَا ، الم

فَسِجِيَةُ   البِن ْ
  
رةَُ جلُ    وْريِْلَا  الِ    َ  ال َّ    غِي ْ َِ َوْجُ    وْدَةُ ِ  الطَ

ُسْ    تَ َّْلِبَاتِ الثَّانوَِيَّ    ةُ الم
ِِ    دَةُ مِ    نَ الم نْشِ    طاَتُ ىِ    دَ وَا

َ
. تََْتَ    وِيْ الم

نْشِ  طاَتُ لَلَ  ع العَدِيْ  دَ مِ  نَ النَّ 
َ
شَ  اطِ الحيََ  وِي ، ِ َ  ا ِ  َ لِ  كَ مُضَ  ادَاتُ الَأكْسَ  دَةُ وَمُضَ  ادَاتُ الجَ   راَ يِْمَ الم

راَسَ ةُ  لْتِهَاباَتِ وَمُضَادَةُ للِْوَرمُِ وَمُضَادَةُ للِْسَرْطاَنُ. تَ هْدِفُ ىَذِهِ الدِّ ضَادَةُ لِلْاِ
ُ
ََ تََْدِيْ دَ يِيْمَ ةً وَالسَّمِيَّةُ وَالم ِِ 

كْسَدَةُ لِجزُْءِ مُضَادَاتُ الأَ  رةَُ   الَِ  ال َّغِي ْ َِ نَ ةً  ىيكسانا مِنَ الطَّ دَامُ العَمُ وْدُ اللَّ وْنِ ِ  الفَْ  عِ. لِي ْ ْْ باِِسْ تِ
َ   ذِيْ بَاتِ. َ ْ تََْلِ   عُ 

دَامُ الميِْثَ   انُ وْلَ الم ْْ راَبَ مُتَِكَلَ   ةُ باِِسْ   تِ ْْ الِ   َ  جلُوْريِْ   عَ اِسْ   تَ َِ لِ جَافَ   ةُ مِ   نَ الطَّ ْْ ُسْ   تَ
صُ الم

ركَْ  زِ مِ  نْ 
َ
دَامُ وَاَسْ  تَمِرُ ِ  مَ  ذِيْ َ  الم ْْ ََّْسُ  مُ مَوْجُ  ُ  عَْتَ   وَي لَلَ  ع  باِِسْ  تِ

لِصُ الم ْْ ُسْ  تَ
ىيكس  انان كَ  انَ الم

دَامِ  أظه ر تَدي د جُ زْءُ  مَركَْبَ اتِ كَاشِ  َ  ْْ ىيكس انان  أيضً ا أنَْ جُ زْءُ  LC-MS/MS ىيكس انان باِِسْ تِ
بَ ات ستيجماس تيرول ، وكامس  ول ، وس تيرويدعَْتَ وِي ِاابً ا لَلَ ع مَركَْ  َ ْ تَ نْفِيْ ذُ فَْ  عِ  .الستوس تيرال 

دَامُ نِسْ    بَةُ ىيكس    انا وَ اتَيِْ    عَ  ْْ َركَْبَ    اتِ الس    تيرول يدَِيْ    ة بَ وَاسَ    طةَُ تََْلِيْ    عُ كروم    اتوجرا  العَمُ    وْدُ باِِسْ    تِ
الم

كروم اتوجرا  لَمُ وْدُ طبََ َُّ ة وَاسِ طةَُ تََْلِيْ عِ  و. َ ْ ِِجْراَءِ الرَصَدِ ب َ  ٕٓ: ٠ٓو ٓٔ:٢ٓو  ٢٩:٩اسيتات؛
ََّ  ةُ ر  يِي ْ  (KLTA)  دَ و  ِِ ِ   عُ لَلَ  ع مرك    س   ويد وَا َِ مَركَْبَ  اتُ تيربويدي  ة مُفْ  رَدَةُ. يَكُ  وْنُ لش  عَزْلِ  ٣وَ

= EC50 الس تيرويد نَشَ اُط مُضَ ادُ للَْكْسَ دَةُ يَ وِيَ للغَايَ ةُ بََِّيْمَ ةُ  ُُ ج زء    ٦٫ٕٖ٩ الملِْيُ  وْنِ. بَ نَ اءً  تَ بْلِ 
دَامُ مََُّيَ اسَ الطِيْ  ُ  ْْ الَحِ  وْلُ لَلَيْ وِ ، كَ انَ أيََْ  ع طَ وْلِ مَ وْجِدْ لعَِ زْلِ   الّ ذِي  َُ sلَلَ ع التَ عْريِْ ُ  باِِسْ تِ
ن انوم . أظَْهَ رَتُ أطَِيَ اف ٤٠٢ى و   الس تيروي  FTIR  ُ لعَِ زْلِ الس تيرويد اِمْتَِ  ا –OH-, -CH2-,-

CH3-, -C=C- ،-C=O-  اِسِْ اَت ، C-OH رةَُ جلُوْريِْلَا   ،  َ نَ ائِد مِيْثِيْ عَ الَأحْمَ ا ُ ال َّغِي ْ CH(CH3)2 .
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1   Latar Belakang 

Alam Indonesia memiliki wilayah perairan laut lebih dari 70% dengan 

kekayaan laut dan keanekaragaman biota laut yang melimpah. Kekayaan laut ini 

dapat memberikan banyak peluang apabila keberadaannya dimanfaatkan secara 

maksimal oleh masyarakat dalam berbagai bidang. Sebagaimana telah disebutkan 

dalam Q.S. an-Nahl ayat 14: 

 

لْيَةً  تَ لْبَسُونَ هَا وَتَ رَى ِِ رجُِو  مِنْوُ   ْْ اوَتَسْتَ رَ  لتَِأْكُلُوا مِنْوُ  لحَْمًا طرَيًِّا  ِْ رَ  الْبَ َّْ  وَىُوَ  الَّذِي سَ
الْفُلْكَ مَوَاخِر  فِيوِ  وَلتَِبْتَ غُوا مِنْ  فَضْلِوِ  وَلَعَلَّكُمْ  تَشْكُرُونَ   

 

“Dan Dialah, 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 karuniaNya, agar supaya 

kamu bersyukur” 

 

Q.S. an-Nahl ayat 14 di atas menjelaskan bahwa laut merupakan karunia 

dari Allah SWT. Lafaz ِِِوَلتِبَْتغَُوا مِنِْ فضَْله mengandung makna bahwa Allah SWT 

memerintahkan manusia untuk mencari rezeki dari karuniaNya, yaitu sumber daya 

hayati laut. Sumber hayati laut yang memiliki banyak manfaat adalah biota laut. 

Biota laut memiliki keanekaragaman yang tinggi, baik hewan maupun tumbuhan 

laut atau fitoplankton. Alga merupakan salah satu jenis fitoplankton yang 

memiliki jenis ukuran beragam baik yang berukuran besar (makroalga) ataupun 

kecil (mikroalga). Salah satu jenis mikroalga yang memiliki banyak manfaat dan 

sering digunakan sebagai objek penelitian adalah mikroalga Chlorella sp.
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Mikroalga merupakan tumbuhan tingkat rendah yang hidup di perairan, 

baik perairan laut maupun tawar. Daur hidup mikroalga relatif cepat dan mudah 

untuk dibudidayakan sehingga sangat menguntungkan untuk digunakan sebagai 

objek penelitian (Hadiyanto dan Azim, 2012). Beberapa penelitian menunjukkan 

bahwa Chlorella sp. memiliki banyak bioaktivitas seperti aktivitas antioksidan, 

antibakteri, toksisitas, antikanker, antitumor, dan sebagainya (Aziz, 2014).  

Aktivitas biologis dan farmakologis Chlorella sp. disebabkan oleh 

senyawa metabolit sekunder di dalamnya. Berdasarkan penelitian Bariyyah, 

Fasya, Abidin dan Hanapi (2013), senyawa metabolit sekunder yang terdapat 

dalam Chlorella sp. diantaranya adalah steroid, tanin dan asam askorbat. Salah 

satu jenis senyawa metabolit sekunder Chlorella sp. yang diketahui memiliki 

banyak bioaktivitas adalah senyawa steroid. Bioaktivitas senyawa steroid 

mikroalga Chlorella sp. diantaranya adalah antioksidan (Bariyyah, dkk., 2013), 

toksisitas (Millati, 2016), antibakteri (Amaliyah, dkk., 2013), antidiabetes 

(Wahyuni, 2016) dan antiinflamasi (Yosti, 2017). Berdasarkan hal tersebut, maka 

penting untuk mengisolasi senyawa steroid Chlorella sp. dan mengetahui 

bioaktivitasnya agar dapat dimanfaatkan secara maksimal. 

Isolasi senyawa steroid Chlorella sp. dapat dilakukan dengan ekstraksi 

maserasi. Menurut beberapa penelitian, metanol mampu menghasilkan rendemen 

ekstrak yang cukup tinggi. Bariyyah, dkk., (2013) melakukan ekstraksi maserasi 

Chlorella sp. dengan variasi pelarut metanol (polar) dan etil asetat (semi polar). 

Hasil rendemen ekstrak metanol adalah 7,001% sedangkan rendemen ekstrak etil 

asetat adalah 3,673%. Selain itu keuntungan metanol adalah memiliki titik didih 

yang relatif rendah, yaitu 64,7°C sehingga mudah untuk diuapkan. 



3 

 

 
 

Pemisahan hasil ekstrak yang lebih spesifik dilakukan dengan cara 

hidrolisis dan partisi menggunakan pelarut yang memiliki kepolaran sama dengan 

kepolaran senyawa target. Partisi pada penelitian ini akan meggunakan pelarut 

nonpolar  n-heksana sesuai dengan senyawa steroid target yang cenderung bersifat 

nonpolar. Pemilihan pelarut tersebut juga didasarkan pada penelitian Anggraeni, 

dkk (2014) yang telah melakukan partisi ekstrak metanol Chlorella sp. dengan 

variasi pelarut n-heksana, petroleum eter, kloroform dan etil asetat. Rendemen 

yang dihasilkan berturut-turut adalah 45,6134%; 8,1854%; 7,5573% dan 

7,4377%. Pada penelitian ini, dilakukan identifikasi senyawa steroid pada fraksi 

n-heksana menggunakan reagen LB serta diidentifikasi menggunakan LC-MS/MS 

dengan 10 senyawa steroid target. Sehingga identifikasi akhir pada isolat akan 

difokuskan pada senyawa steroid yang positif saat identifikasi fraksi. 

Senyawa steroid dapat diisolasi lebih lanjut dengan metode kromatografi 

kolom. Menurut Rosyidah (2011) campuran n-heksana dan estil asetat sangat 

efektif untuk memisahkan senyawa terpenoid dan turunannya. Solikah (2016) 

telah mengisolasi steroid dari alga merah (Eucheuma spinosum), hasil pemisahan 

terbaik adalah pada perbandingan eluen n-heksana:etil asetat (17:3) dengan 

didapatkan isolat steroid hingga 0,55 mg. Pada penelitian ini, pemisahan senyawa 

steroid dilakukan dengan metode kromatografi kolom menggunakan eluen 

campuran antara n-heksana dan etil asetat 

Sistem elusi kromatografi kolom dalam penelitian ini akan dilakukan 

secara gradien menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil asetat 95:5; 90:10 

dan 85:15 masing-masing sebanyak 100 mL. Elusi kemudian dilanjutkan dengan 

perbandingan eluen n-heksana:etil asetat 80:20 sebanyak 300 mL. Penggunaan 

metode elusi gradien merujuk pada penelitian Etika (2014) yang memisahkan 
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senyawa steroid dengan kromatografi kolom menggunakan sistem elusi gradien. 

Pemisahan tersebut menghasilkan pemisahan senyawa steroid yang baik, yaitu 

dengan dihasilkannya noda tunggal dan nilai Rf yang berbeda-beda pada saat 

monitoring dengan KLTA. Pemilihan eluen n-heksana dan etil asetat dengan 

perbandingan 80:20 dilakukan untuk memaksimalkan pemisahan senyawa steroid. 

Hasil pemisahan terbaik senyawa steroid dalam penelitian ini dilakukan uji 

aktivitas antioksidan terhadap DPPH. Menurut Bariyyah, dkk., (2013) senyawa 

steroid Chlorella sp. memiliki aktivitas antioksidan. Antioksidan merupakan 

senyawa yang mampu menghambat reaksi oksidasi dalam tubuh yang dapat 

menimbulkan berbagai macam penyakit (Winarsi, 2007). Jenis senyawa steroid 

Chlorella sp. yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan adalah β-sitosterol 

dan kampesterol (Rahmawati, 2017). Identifikasi senyawa steroid pada penelitian 

ini dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS. 

 

1.2   Rumusan Masalah 

1. Bagaimana aktivitas antioksidan senyawa steroid hasil isolasi kromatografi 

kolom fraksi n-heksana Chlorella sp. terhadap DPPH ? 

2. Bagaimana identifikasi senyawa steroid hasil kromatografi kolom fraksi n-

heksana Chlorella sp. menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR dan LC-

MS/MS. 

 

1.3   Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan senyawa steroid hasil isolasi 

kromatografi kolom fraksi n-heksana Chlorella sp. terhadap DPPH. 
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2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa steroid hasil kromatografi 

kolom fraksi n-heksana Chlorella sp. menggunakan spektrofotometer UV-

Vis, FTIR dan LC-MS/MS. 

 

1.4   Batasan Masalah 

1. Isolat Chlorella sp. berasal dari Laboratorium Fisiologi Tumbuhan UIN 

Malang. 

2. Kultivasi Chlorella sp. dalam medium ekstrak tauge (MET) 4%. 

3. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol. 

4. Hidrolisis dan partisi Chlorella sp. menggunakan pelarut n-heksana. 

5. Identifikasi senyawa steroid dalam fraksi n-heksana dilakukan dengan uji 

fitokimia dan identifikasi menggunakan LC-MS. 

6. Pemisahan senyawa steroid menggunakan kromatografi kolom dengan 

perbandingan eluen n-heksana:etil asetat 95:5; 90:10; 85:15 dan 80:20. 

7. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. 

8. Identifikasi senyawa steroid menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR 

dan LC-MS/MS. 

 

1.5    Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi tentang perbandingan terbaik eluen n-heksana dan etil 

asetat dalam pemisahan senyawa steroid menggunakan kromatografi kolom. 

2 Memberikan informasi tentang aktivitas antioksidan yang dimiliki senyawa 

steroid Chlorella sp. fraksi n-heksana hasil pemisahan kromatografi kolom. 

3 Memberikan informasi tentang jenis senyawa steroid yang terdapat dalam 

Chlorella sp. fraksi n-heksana hasil pemisahan kromatografi kolom. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Manfaat Tumbuhan dalam Perspektif Islam 

Allah SWT telah menciptakan beragam jenis makhluk di bumi hingga 

membentuk suatu sistem yang teratur dan seimbang, baik di daratan maupun di 

lautan, baik tumbuhan maupun hewan. Tidak ada satupun makhluk ciptaan Allah 

SWT yang tidak memiliki nilai dan manfaat. Makhluk-makhluk tersebut 

diciptakan oleh Allah SWT senantiasa agar manusia berfikir dan mempelajari 

segala sesuatu yang ada di bumi sesuai dengan sunnatullah dalam rangka lebih 

mendekatkan diri pada Sang Khaliq. Hal tersebut sesuai dengan firman Allah 

SWT dalam Q.S. Luqman ayat 10 yang menjelaskan tentang keanekaragaman 

tumbuhan. 

 

خَلَقَ السَّمَاوَاتِ بِغَيْرِ لَمَدٍ تَ رَوْنَ هَا وَالَََّْع فِِ اْلَارِْ  رَوَسِعَ انَْ تََيِْدَ بِكُمْ وَبَثَّ فِي ْهَا مِنْ  
هَا مِنْ كُعِّ زَوْبٍ كَريٍِْ كُعِّ دآابَّةٍ وَانَْ زلَْنَا مِنَ السَّمَاءِ مَ  نَا فِي ْ ِاءً فاَنَْ بَت ْ  

“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia meletakkan 

gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan 

kamu; dan memperkembangbiakkan padanya segala macam jenis binatang Dan 

kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tuumbuhkan padanya segala 

macam tumbuh-tumbuhan yang baik” 

 

Menurut tafsir Qur’an Quraish Shihab, makna dari lafadz ٍِِكَرِيْم  adalah زَوْجٍ

tumbuhan yang beraneka ragam dan membawa kebaikan. Tumbuhan yang baik 

menurut tafsir al-Mishbah adalah tumbuhan yang subur dan bermanfaat (Shihab, 

2002). Allah SWT telah menumbuhkan bermacam-macam tumbuhan yang baik 

untuk makhlukNya khususnya manusia, yaitu tumbuhan yang bermanfaat. 

Manfaat tumbuhan dalam perspektif islam telah disebutkan dalam buku tafsir Al
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Qur’an yang disusun oleh Departemen Agama RI tentang Pelestarian 

Lingkungan Hidup. Tumbuhan memiliki peran sebagai sumber makanan, baik 

untuk manusia maupun untuk hewan.  

Manfaat tumbuhan dan tanaman banyak dijelaskan dalam Al-Qur’an. 

Firman Allah SWT dalam surat an-Nahl: 29 menjelaskan bahwa tanaman yang 

telah diciptakan Allah SWT masing-masing memiliki manfaat. Hal tersebut 

kembali ditegaskan oleh Allah SWT dalam Q.S. asy-Suara’ ayat 80 bahwa ketika 

Allah SWT memberikan nikmat sakit, maka Allah SWT juga yang akan kuasa 

menyembuhkannya. Manfaat tumbuhan juga dijelaskan dalam hadist riwayat 

Bukhari dan Muslim (7: 25) yang menjelaskan bahwa segala macam tumbuhan 

dapat digunakan sebagai obat untuk segala penyakit, kecuali satu yaitu sakaratul 

maut. 

Tumbuhan yang diciptakan oleh Allah SWT bermacam-macam bentuk, 

warna, rasa, bau dan ukurannya. Masing-masing memiliki manfaat tersendiri. 

Tidak hanya tumbuhan terlihat jelas oleh mata, namun juga yang berukuran mikro 

dan kasat mata. Salah satu tumbuhan tingkat rendah dan berukuran mikro yang 

diketahui memiliki banyak manfaat adalah mikroalga. Jenis mikroalga yang 

paling sering diteliti saat ini adalah Chlorella sp. 

 

2.2  Mikroalga Chlorella sp. 

Mikroalga Chlorella sp. merupakan jenis Chlorophyta (alga hijau). 

Mikroalga Chlorella sp. mengandung klorofil hijau sehingga dapat 

melangsungkan fotosintesis. Chlorella sp. memegang peranan penting, yaitu 

sebagai produsen primer dalam sistem rantai makanan organisme akuatik. 

Chlorella sp. termasuk tumbuhan tingkat rendah karena tidak memiliki akar, 
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batang dan daun (Wirosaputro, 2002) sesuai morfologinya pada Gambar 2.1. 

Menurut Bold dan Wyne (1988), klasifikasi Chlorella sp. adalah sebagai berikut: 

Divisi  : Chlorophyta 

Kelas  : Chlorophyceae 

Ordo  : Chlorococcales 

Famili  : Oocystaceae 

Genus  : Chlorella 

Spesies  : Chlorella sp. 

 

 
Gambar 2.1 Sel mikroalga Chlorella sp. (Kodama dan Fujshima, 2009). 

 

Proses menumbuhkan Chlorella sp. dalam suatu medium disebut kultivasi. 

Media kultivasi Chlorella sp. harus diperhatikan karena sangat berpengaruh pada 

pertumbuhannya. Menurut Chumadi, dkk (1992) Chlorella sp. dapat tumbuh 

optimum pada media yang mengandung cukup unsur hara seperti nitrogen, 

karbon, kalsium, magnesium, kalium dan fosfor. Faktor-faktor yang dapat 

mempengaruhi pertumbuhan Chlorella sp. antara lain (Dewi dan Gultom, 2009): 

1) Chlorella sp. tumbuh optimum pada suhu 25 – 30ºC; 2) Fotosintesis Chlorella 

sp. membutuhkan intensitas cahaya rata-rata 4000 – 3000 lux; 3) pH optimum 

pertumbuhan Chlorella sp. berkisar antara 6,6 – 7,3 (Nielsen, 1995). 

Hasil penelitian Wulandari, dkk (2010) menunjukkan bahwa penggunaan 

Media Ekstrak Tauge (MET) sebagai media kultivasi Chlorella sp. dapat 

menghasilkan pertumbuhan Chlorella sp. dengan pesat. Prihantini, dkk (2007) 

telah mengoptimasi konsentrasi MET terhadap pertumbuhan mikroalga 

Scenedesmes. Hasilnya menunjukkan bahwa pada MET konsentrasi 4% 
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menghasilkan kerapatan sel Scenedesmes yang tertinggi yaitu 3.981.071 sel/mL 

pada hari ke-10 pengamatan kultivasi. Oleh karena itu pemanenan Chlorella sp. 

juga dilakukan pada hari ke-10 kultivasi saat sel Chlorella sp. mencapai jumlah 

tertinggi sesuai dengan kurva pertumbuhan Chlorella sp. pada Gambar 2.2. 

(Prayitno, 2016). 

 

 
Gambar 2.2 Kurva pertumbuhan Chlorella sp. dalam MET 4% (Fasya, dkk., 

2013) 

 

2.3  Kandungan dan Manfaat Mikroalga Chlorella sp. 

Chlorella sp. mengandung hampir semua unsur dan kandungan gizi 

lengkap yang diperlukan oleh manusia seperti protein, lemak, karbohidrat, 

mineral, serat, zat besi, klorofil, β-carotene, Chlorella Growth Factor (CGF) dan 

sebagainya. Menurut Sargowo dan Ratnawati (2005), Chlorella sp. mengandung 

60,5% protein; 11% lemak; 20,1% karbohidrat; 4,6% mineral dan 0,2% serat. 

Pada berat kering yang sama, Chlorella sp. mengandung vitamin A, B, E, D dan 

K 30 kali lebih banyak dari pada vitamin yang terdapat dalam hati sapi (Kawaroe, 

2010). 

Chlorella sp memiliki banyak manfaat baik untuk lingkungan maupun 

untuk manusia. Chlorella sp. dapat mengabsorpsi logam berat limbah dan gas 

CO2 penyebab efek rumah kaca (Handayani, dkk., 2012). Chlorella sp. juga dapat 
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menghasilkan komponen bioaktif yang bermanfaat dalam bidang kedokteran. 

Chlorella sp. telah diproduksi secara komersial sebagai health food, baik untuk 

pakan ternak alami maupun untuk food additive melalui pembuatan suplemen 

Chlorella sp. (Wenno, dkk., 2010). Manfaat lain dari mikroalga Chlorella sp. 

adalah dapat menetralisir senyawa racun dalam tubuh melalui aktivitas-aktivitas 

biologis dan farmakologis yang dimilikinya (Susilo, 2017). 

Mikroalga Chlorella sp. juga memiliki aktivitas biologis dan farmakologis 

yang bermacam-macam  (Steenblock, 1996). Aktivitas biologis tersebut seperti 

aktivitas antioksidan (Bariyyah, dkk., 2013), antibakteri (Amaliyah, dkk., 2013), 

antikanker, antitumor, toksisitas (Millati, 2016) dan antiinflamasi (Wahyuni, 

2015). Bioaktivitas tersebut dimiliki mikroalga Chlorella sp. karena adanya 

kandungan senyawa metabolit sekunder dalam mikroalga Chlorella sp.  

Metabolit sekunder merupakan senyawa khas yang disintesis oleh jaringan 

tubuh makhluk hidup dan dapat digunakan untuk proses metabolismenya 

(Sudibyo, 2002). Menurut Yosti (2017), manfaat senyawa metabolit sekunder 

Chlorella sp. adalah sebagai bahan komersial alami yang aman, dapat digunakan 

sebagai obat tradisional serta memiliki peran sebagai proteksi untuk melawan 

penyakit (antioksidan). Senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam 

mikroalga Chlorella sp. diantaranya adalah steroid, tanin, asam askorbat dan 

flavonoid (Fasya, dkk., 2013), (Bariyyah, dkk., 2013), (Iyani, 2017). Dinasti 

(2017) meneliti bahwa fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. mengandung 

senyawa steroid dan memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai 

EC50 = 18,61 ppm. Penelitian yang telah dilakukan oleh Rahmawati (2016) juga 

menyatakan bahwa fraksi petroleum Chlorella sp. memiliki aktivitas antioksidan 

yang kuat dengan nilai EC50 = 73,82 ppm. 
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2.4  Senyawa Steroid 

Steroid merupakan salah satu kelompok senyawa dari bahan alam yang 

dapat ditemukan hampir disemua jaringan makhluk hidup, termasuk tumbuhan 

tingkat rendah seperti mikroalga Chlorella sp. Menurut Aziz (2014), steroid 

merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang berperan dalam 

pertahanan terhadap musuh atau zat patogen dalam tubuh. Senyawa steroid dapat 

diuji secara fitokimia menggunakan reagen Liebermann Burchard (LB). Hasil 

positif steroid akan ditunjukkan dengan berubahnya warna larutan menjadi hijau 

kebiruan hingga gelap (kehitaman) pada sampel (Sugiyanto, 2012). Struktur dasar 

senyawa steroid ditunjukkan oleh Gambar 2.3. 

 

 
Gambar 2.3 Struktur dasar senyawa steroid (Illing, Safitri dan Erfiana, 2017) 

 

Steroid yang terdapat dalam jaringan tumbuhan disebut juga dengan 

fitosterol yang termasuk ke dalam kelompok steroid alkohol. Fitosterol memiliki 

beberapa manfaat, yaitu dapat digunakan untuk menjaga keseimbangan membran 

fosfolipid dari sel tumbuhan. Jenis fitosterol yang umum terkandung dalam 

tumbuhan adalah kampesterol, stigmasterol, kolesterol, β-sitosterol, brasikasterol, 

fukosterol, kolestanon dan ergosterol (Moreau, dkk., 2002).  

Iyani (2017) telah melakukan pemisahan senyawa steroid fraksi petroleum 

eter Chlorella sp. dengan kromatografi kolom basah. Identifikasi senyawa steroid 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis, FTIR dan LC-MS/MS. Hasil yang 

diperoleh adalah, isolat steroid tersebut adalah jenis senyawa steroid β-sitosterol, 
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stigmasterol, dan campesterol. Masing-masing struktur ketiga senyawa steroid 

tersebut memiliki struktur dan gugus fungsi yang berbeda seperti pada Gambar 

2.4. 

 

    

(a) (b)     (c) 

 
Keterangan: 

Biru: C=C tidak terkonjugasi, Merah: -OH sekunder, Hijau: Gem dimetil, Hitam : -CH2- 

Gambar 2.4 Struktur steroid (a) Kampesterol; (b) Stigmasterol; (c) β-sitosterol 

(Iyani, 2017)  

 

Suryati (2011) mengisolasi steroid dari daun tumbuhan barito (Ficus 

deltoideus Jack). Hasil identifikasi berdasarkan IR, H-NMR, C-NMR dan MS 

menunjukkan adanya senyawa steroid jenis β-sitosterol. Hal yang sama juga 

dilakukan oleh Etika & Suryelita (2014) juga mengisolasi steroid dari daun 

mengkudu (Morinda citrifolia L.). Hasil identifikasi berdasarkan H-NMR dan C-

NMR menunjukkan adanya senyawa steroid jenis stigmasterol.  

Struktur dan macam-macam senyawa steroid dalam setiap jaringan tubuh 

makhluk hidup.sangatlah beragam. Senyawa steroid dalam mikroalga Chlorella 

sp. sebagian besar bersifat nonpolar dan sebagian bersifat polar. Oleh karena itu 

isolasi senyawa steroid harus menggunakan pelarut dan metode pemurnian yang 

sesuai. Sulastry dan Kurniawati (2010) menyatakan bahwa isolasi bahan alam 

terdiri dari empat tahap penting, yaitu maserasi, pemisahan, pemurnian serta 

identifikasi. 
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2.5  Ekstraksi Senyawa Aktif Chlorella sp. 

2.5.1  Ekstraksi Maserasi 

Ekstraksi maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak 

digunakan untuk mengekstrak senyawa dari bahan alam dengan cara perendaman. 

Kelebihan ekstraksi maserasi adalah tidak ada pemanasan yang dapat 

mempengaruhi senyawa dalam sampel. Menurut Lenny (2006), prinsip maserasi 

yaitu adanya proses difusi pelarut ke dalam sel. Difusi pelarut mengakibatkan 

terjadinya perbedaan konsentrasi antara cairan di dalam dan di luar sel yang 

mengakibatkan sel menjadi pecah (lisis) sehingga senyawa aktif akan dilepaskan 

ke luar sel. Peristiwa tersebut terjadi berulang-ulang sehingga terjadi 

keseimbangan konsentrasi antara cairan diluar dan di dalam sel. Ekstraksi 

maserasi dapat dioptimalkan dengan pengadukan atau shaking untuk 

memaksimalkan ekstraksi dan menjaga kestabilan keseimbangan derajat 

perbedaan konsentrasi (Lenny, 2006). 

Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi akan mempengaruhi 

keberhasilan ekstraksi. Dalam penelitian ini akan digunakan pelarut metanol 

untuk ekstraksi maserasi. Metanol juga dapat menarik analit yang berupa alkaloid, 

glukosa, steroid, saponin dan flavonoid dari tanaman (Jenie, et al., 2005). 

Menurut Imamah, dkk., (2015) pelarut yang sesuai untuk ekstraksi maserasi bahan 

alam  adalah metanol p.a dengan perbandingan 1:5. Aziz (2014) juga menyatakan 

bahwa pelarut metanol memiliki extracing power (daya ekstraksi) yang luas 

sehingga mampu mengekstrak metabolit sekunder secara maksimal. Fasya (2016) 

dan Iyani (2017) mengisolasi senyawa aktif Chlorella sp. dengan ekstraksi 
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maserasi menggunakan pelarut metanol. Rendemen ekstrak metanol yang 

dihasilkan berturut-turut adalah 21,89% dan 23,79%. 

2.5.2  Hidrolisis dan Partisi 

Hidrolisis merupakan ekstraksi lanjutan yang dilakukan untuk memperoleh 

ekstrak yang lebih murni (Day, 2002). Senyawa organik dalam tumbuhan terdapat 

dalam bentuk senyawa glikon dengan ikatan glikosida sehingga perlu dihidrolisis 

untuk memecahnya. Hidrolisis adalah reaksi antara suatu senyawa dengan air agar 

senyawa tersebut dapat terurai (Handoko, 2016). Dalam penelitian ini digunakan 

asam sebagai katalis utuk mempercepat proses hidrolisis. Asam yang digunakan 

adalah asam kuat HCl 2 N karena pada konsentrasi 2 N laju reaksi HCl lebih cepat 

(0,052 min
-1

) dibandingkan pada konsentrasi 1 N (0,036 min
-1

) (Tasic, dkk., 

2009). Selain itu, HCl dipilih karena akan membentuk garam NaCl yang tidak 

berbahaya saat dinetralisir dengan basa NaHCO3 (Setiawan, 2015). Dugaan reaksi 

hidrolisis menurut Lawoko, Deshpande dan Heiningen (2009) ditunjukkan pada 

Gambar 2.5. 
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Gambar 2.5 Dugaan Reaksi Hidrolisis phenyl-β-D-glucopyranoside 

 

Reaksi Hidrolisis diberhentikan dengan cara peneteralan. Penetreralan 

dilakukan dengan menambahkan basa NaHCO3 seperti reaksi yang terjadi pada 
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Gambar 2.6.. Penetralan dilakukan karena glikosida bersifat stabil pada kondisi 

netral (Fessenden dan Fessenden, 1986). Hasil hidrolisis dapat dipisahkan lebih 

lanjut dengan metode partisi menggunakan pelarut yang kepolarannya sama. 

HCl(l) + NaHCO3(s)            NaCl(s) + CO2(g) + H2O(aq) 

Gambar 2.6 Reaksi penetralan antara HCl dan NaHCO3 (Mardiyah, 2012) 

 

 Proses partisi didasarkan pada ekstraksi cair-cair yang merupakan teknik 

pemisahan zat-zat terlarut diantara dua cairan yang berbeda kepolarannya 

(Septiandari, 2016). Proses partisi dalam penelitian ini menggunakan pelarut n-

heksana untuk memperoleh fraksi n-heksana. Pemilihan pelarut n-heksana 

didasarkan atas penelitian Anggraeni, dkk., (2014) yang mengekstrak senyawa 

aktif mikroalga Chlorella sp. menggunakan variasi pelarut n-heksana, petroleum 

eter, kloroform, etil asetat dan air. Rendemen yang dihasilkan masing-masing 

adalah 45,6132%; 8,1854%; 7,5573%; 7,4377% dan 10,0897%. Selain itu Utami 

(2012) juga mengekstrak senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. menggunakan 

variasi pelarut n-heksana, petroleum eter, kloroform, etil asetat dan air. Rendemen 

masing-masing yang dihasilkan adalah 44,85%; 10,41%; 9,94%; 9,09% dan 

11,68%. 

 

2.6  Pemisahan dengan Kromatografi Kolom 

Pemisahan senyawa atau pemurnian adalah suatu tahap yang penting 

dalam proses isolasi. Salah satu metode pemisahan senyawa adalah metode 

kromatografi. Pemisahan atau pemurnian senyawa steroid dapat dilakukan dengan 

beberapa metode, salah satunya adalah metode kromatografi kolom. Menurut 

Saleh, (2007) salah satu pemisahan terbaik untuk senyawa steroid adalah dengan 

metode kromatografi kolom.  
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Pemisahan senyawa steroid dalam penelitian ini menggunakan 

kromatografi kolom dengan fase diam Silika gel G-60 F254 (0,063 – 0,200 mm) 

karena memiliki struktur berpori dan juga memiliki ukuran partikel yang kecil. 

Permukaan silika gel tersebut mengandung gugus hidroksil. Gugus hidroksil 

merupakan pusat aktif dan mampu membentuk ikatan hidrogen yang kuat dengan 

senyawa polar yang terkandung pada sampel yang akan dipisahkan (Noviyanti, 

2010).  

Sampel yang melewati kolom akan berinteraksi dengan fase diam silika 

dan fase gerak eluen yang berupa interaksi absorbsi dengan daya absorbsi yang 

berbeda. Sebagian sampel teradsorbsi ke dalam pori-pori yang lebih dalam dan 

akan tertahan lebih lama dengan disertai perpindahan massa. Perpindahan massa 

tersebut membutuhkan waktu yang berbeda sehingga akan mempengaruhi 

pemisahan senyawa di dalam kolom (Rohman, 2009).  

Fase gerak dalam kromatografi kolom akan sangat mempengaruhi 

pemisahan senyawanya. Menurut Rosyidah (2011) eluen campuran antara n-

heksana:etil asetat yang telah dijenuhkan sangat efektif untuk memisahkan 

senyawa terpen seperti, triterpenoid dan steroid. Aziz (2014) juga menyatakan 

bahwa fase gerak untuk profiling metabolit sekunder bahan alam yaitu kombinasi 

antara kloroform dengan metanol atau n-heksana dengan etil asetat. Kombinasi 

tersebut harus memiliki komposisi eluen nonpolar lebih banyak daripada 

komposisi eluen polar.  

Elusi fase gerak dapat dilakukan dengan menggunakan metode gradien 

dan isokratik. Metode elusi isokratik dilakukan tanpa ada variasi komposisi eluen, 

sedangkan metode elusi secara gradien dilakukan dengan variasi komposisi eluen. 

Berdasarkan penelitian Majidah (2019) dan Fasya (2018) menyatakan bahwa 
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sistem elusi gradien dengan eluen campuran n-heksana:etil asetat yang cenderung 

nonpolar dapat menghasilkan fraksi tunggal steroid. Rahmawati (2017), telah 

melakukan pemisahan senyawa triterpenoid dan steroid alga merah menggunakan 

kromatografi kolom dengan model elusi gradien. Hasil yang didapatkan adalah 1 

isolat yang diduga mengandung senyawa steroid dan 3 isolat diduga mengandung 

senyawa terpenoid. 

Prinsip utama sistem elusi gradien adalah didasarkan pada polaritas sistem 

eluen yang ditingkatkan secara perlahan. Sistem elusi gradien memiliki beberapa 

keunggulan dibandingkan dengan sistem elusi isokratik. Pada elusi secara gradien, 

sifat kepolaran fase gerak akan terus berubah secara sistematis, sehingga 

komponen dengan sifat kepolaran yang berbeda dapat terpisahkan (Badrunato, 

2013).  

Fraksi hasil kromatografi kolom dilakukan monitoring dengan KLTA 

sebagai fase diam dan fase gerak eluen n-heksana:etil asetat. Azah (2019) 

melakukan pemisahan senyawa steroid Hydrilla verticillata dengan KLT 

menggunakan campuran eluen terbaik n-heksana:etil asetat 3,75:1,25. Hasil yang 

diperoleh adalah perbandingan eluen tersebut dapat memisahkan senyawa dengan 

baik karena menghasilkan 13 spot dengan warna dan Rf yang berbeda hingga 

diperoleh 2 fraksi senyawa steroid murni. 

 

2.7  Uji Aktivitas Antioksidan terhadap DPPH 

Aktivitas antioksidan adalah kemampuan senyawa untuk menghambat 

reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas yang sangat reaktif (Winarsi, 

2007). Salah satu metode yang paling umum untuk uji aktivitas antioksidan adalah 

metode DPPH. Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat dan tidak 
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membutuhkan banyak reagen seperti metode lain. DPPH merupakan radikal bebas 

yang stabil pada suhu ruang dan sering digunakan untuk uji aktivitas antioksidan 

(Molyneux, 2004). Mekanisme reaksi DPPH dengan senyawa flavonoid yang 

telah diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan ditampilkan pada Gambar 

2.7. 
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Gambar 2.7 Mekanisme reaksi antara radikal DPPH dengan antioksidan 

flavonoid   (Molyneux, 2004) 

 

Pada reaksi diatas terjadi transfer proton Hidrogen dari senyawa 

antioksidan pada molekul radikal DPPH (DPPH direduksi oleh molekul 

antioksidan) sehingga radikal DPPH akan terstabilkan oleh adanya donor tersebut. 

Molekul radikal akan kehilangan satu atom hidrogennya sehingga terbentuk 

senyawa radikal baru dari senyawa antioksidan. Namun, radikal baru senyawa 

antioksidan ini tidak berbahaya dan akan tetap terstabilkan oleh adanya resonansi 

(Molyneux, P., 2004). 

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan 

prinsip spektrofotometri. Peningkatan jumlah DPPH terreduksi akan ditandai 
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dengan berubahnya warna ungu tua menjadi merah muda atau kuning pucat. 

Reaksi ini dapat diidentifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis sehingga aktivitas 

antioksidan dalam sampel dapat ditentukan. Senyawa DPPH dalam metanol 

berwarna ungu tua terdeteksi pada panjang gelombang  sinar tampak sekitar 515 – 

518 nm setelah diinkubasi pada waktu kestabilannya (Hanani, dkk., 2005). 

Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan persen (%) 

aktivitas antioksidan seperti pada Persamaaan 3.2. 

Parameter untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah 

dengan nilai Efficiency Concentration (EC50) yang merupakan konsentrasi larutan 

substrat atau sampel yang mampu mereduksi DPPH sebesar 50%. Semakin kecil 

nilai EC50 maka semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Molyneux, P., 2004). 

Aktivitas antioksidan sangat kuat apabila nilai EC50<50 ppm, kuat apabila nilai 

EC50 dalam rentang 50 - 100 ppm, sedang jika nilai EC50 antara 101 – 150 ppm 

dan rendah ketika nilai EC50 150 – 200 ppm (Wulandari, dkk., 2010). 

 

2.8  Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis adalah salah satu instrumen yang memiliki 

fungsi untuk mengetahui nilai gelombang maksimum suatu senyawa sehingga 

dapat digunakan untuk mengidentifikasi jumlah ikatan rangkap atau konjugasi 

aromatik. Adanya radiasi elektromagnetik dari sinar UV-Vis terhadap suatu 

molekul akan menyebabkan terjadinya absorbsi sinar UV-Vis oleh molekul. 

Absorbsi ini akan diukur oleh detektor pada berbagai panjang gelombang dan 

diinformasikan ke recorder untuk enghasilkan spektrum. Spektrum ini akan 

memberikan informasi penting untuk identifikasi adanya gugus kromofor 

(Hendayana, 2006). Absorbsi ini akan menyebabkan terjadinya transisi elektronik. 
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Transisi elektronik merupakan berpindahnya elektron dari tingkat energi 

yang lebih rendah ke tingkat energi yang lebih tinggi dengan menyerap sejumlah 

energi dan direpresentasikan dengan serapan panjang gelombang  

(Sastrohamidjojo, H., 1998). Transisi dapat terjadi pada orbital anti ikatan ataupun 

orbital ikatan. Panjang gelombang maksimum yang diserap oleh sampel akan 

sebanding dengan perbedaan energi tingkat orbital (∆E). Transisi ini akan terjadi 

didaerah UV-Vis pada panjang gelombang 200-800 nm. Terdapat 4 tipe transisi 

elektronik pada molekul, yaitu transisi σ → σ
*
, π → π

* 
n → σ

* 
dan n → π

* 
(Panji, 

2012). 

Struktur molekul steroid dengan cicin diena dan perbedaan konjugasinya 

menjadikan steroid memiliki serapan panjang gelombang yang berbeda-beda. 

Susilawati (2010), menganalisis steroid dengan UV-Vis pada rentang panjang 

gelombang 200 nm – 400 nm. Fasya (2016) juga mengekstrak steroid dari 

mikroalga Chlorella sp. Identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis 

menunjukkan panjang gelombang senyawa steroid yaitu 204 nm pada fraksi etil 

asetat. Aprelia (2013) juga memperoleh panjang gelombang maksimum senyawa 

steroid dari tumbuhan paku adalah 203  nm. Panjang gelombang 204 dan 203 

menunjukkan bahwa steroid hasil isolasi memiliki ikatan rangkap yang tak 

terkonjugasi dengan transisi elektron π → π
*
. Hal ini sesuai dengan kaidah 

Woodward bahwa senyawa steroid dengan ikatan rangkap terkonjugasi 

menyumbang serapan panjang gelombang sebesar 214 nm. 

 

2.9  Identifikasi dengan FTIR 

Spektrofotometer FTIR adalah instrumen yang digunakan untuk 

mendeteksi gugus fungsi suatu senyawa menggunakan energi radiasi Inframerah 
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(Day, 2002). Senyawa yang dianalisis akan berinteraksi dengan radiasi Inframerah 

(IR) dan akan menyebabkan terjadinya vibrasi molekular pada ikatan kovalennya. 

Vibrasi yang terjadi digunakan sebagai dasar untuk mengidentifikasi gugus fungsi 

suatu senyawa. Setiap senyawa akan memiliki serapan IR yang khas karena 

gugus-gugusnya berbeda (Hidayah, 2015).  

Solikah (2016) mengisolasi senyawa steroid dari alga merah dengan 

metode kromatografi kolom. Hasil isolasi dilakukan identifikasi menggunakan 

FTIR. Selain itu Safitri, (2016) juga melakukan pemisahan senyawa steroid dari 

mikroalga Chlorella sp. dengan metode kromatografi kolom cara basah dan 

kering. Identifikasi senyawa steroid dilakukan dengan spektrofotometer FTIR 

menghasilkan beberapa serapan yang khas pada senyawa hasil isolasi. Serapan-

serapan yang khas tersebut diduga adalah serapan senyawa steroid. Interpretasi 

serapan dari kedua penelitian tersebut ditunjukkan pada Tabel 2.1. 

 

Tabel 2.1 Interpretasi spektra FTIR senyawa steroid mikroalga Chlorella sp. 

Jenis vibrasi 
Bilangan gelombang (cm

-1
) 

Referensi (cm
-1

) 

Solikah (2016)* Safitri  (2016)** 

OH ulur 3448 3424 dan 3450 3550-3230 (Socrates, 1994) 

C-H ulur 2929 2925 2960-2870 (Supratman, 2010) 

- CH2- 2859 2854 2870-2840 (Socrates, 1994) 

C=O 1738 1734 dan 1735 1750-1730 (Supratman, 2010) 

C-C 1462 1463 1454-1384 (Suryani, 2011) 

C(CH3)2 1383 1380 dan 1382 1395-1365 (Socrates, 1994) 

C-O 1259 dan 1174 1237 dan 1187 1300-1100 (Socrates, 1994) 

C-OH 

sekunder 
1063 1079 1024-1087 (Supratman, 2010) 

 

2.10  Identifikasi dengan LC-MS/MS 

 LC-MS/MS merupakan salah satu instrumen dengan teknik gabungan, 

yaitu berdasarkan pemisahan secara fisik menggunakan kromatografi cair (Liquid 
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chromatography) yang menghasilkan ion dan pemisahan massa (MS) yang 

memisahkan ion. Komponen utama tersebut memiliki beberapa jenis. Penggunaan 

komponen pada LC-MS/MS disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang akan 

dianalisis dengan kekurangan dan kelebihannya masing-masing.  

 Identifikasi dengan LC-MS/MS pada penelitian ini menggunakan sumber 

ionisasi jenis APCI yang bekerja dengan menggunakan teknik ionisasi kimia pada 

tekanan atmosfer (Atmospheric Pressure Chemical Ionization). Teknik ini 

umumnya digunakan untuk menganalisis senyawa yang bersifat non polar 

(Hewlett, 1998). LC-MS/MS memiliki sensitivitas yang lebih tinggi karena 

memiliki 2 sistem detektor massa. 

 Iyani (2017) menganalisis senyawa steroid dan triterpenoid pada isolat 

Chlorella sp. fraksi petroleum eter hasil kromatografi kolom menggunakan 

instrumen LC-MS/MS. Hasil penelitiannya menunjukkan terdapat 3 senyawa jenis 

steroid. Data spektra massa senyawa steroid tersebut ditunjukkan pada Tabel 2.2. 

 

Tabel 2.2 Data spektra massa dari senyawa steroid Chlorella sp. yang 

teridentifikasi oleh LC-MS/MS (Iyani, 2017) 

Senyawa 

Waktu 

Retensi 

(menit) 

Massa 

Molekul 

Hasil Penelitian 

[M+H-H2O]
-
 

Ion Prekusor (m/z) 
Ion Produk (m/z) 

Campesterol 1,42 414 383 161 

Stigmasterol 1,43 412 395 81 

β-Sitosterol 1,52 414 397 161 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1    Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia. 

Penelitian ini juga dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia UIN Malang. 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari     Mei  0  . 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas seperti 

gelas kimia, gelas ukur, erlenmeyer, pipet ukur dan botol vial. Proses pemanenan sampel 

menggunakan sentrifuge dan penimbangan dengan neraca analitik. Peralatan lain yang 

diguanakan adalah oven, chamber, desikator, corong buchner, shaker, hot plate, rotary 

evaporator serta kolom berdiameter 1 cm dengan panjang 50 cm. Identifikasi senyawa 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Merk Varian Cary 50), spektrofotometer FTIR 

(Merk Varian 1000 FTIR Scimitar Series) dan LC-MS/MS (Merk Accela type 1250). 

3.2.2  Bahan 

 Bahan utama yang digunakan adalah isolat mikroalga Chlorella sp. dari 

Laboratorium Ekologi Tumbuhan Jurusan Biologi UIN Malang serta tauge untuk 

membuat MET 4%. Pelarut yang digunakan untuk isolasi adalah metanol p.a dan n-

heksana p.a. Bahan untuk reagen Liebermann Burchard (LB) yaitu kloroform, H2SO4 

97%, asam asetat anhidrat. Selain itu juga digunakan HCl 37%, etanol 95%, Na(CO3)2 

5%, reagen DPPH 0,2 mM, vitamin C, silika gel 60 (0,063-0,2 mm), plat KLT silika gel 

60 F254 serta gas N2. 

 

3.3 Tahapan Penelitian 

Penelitan ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
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1. Preparasi sampel mikroalga Chlorella sp.; 

2. Ekstraksi maserasi biomassa Chlorella sp. dengan pelarut metanol; 

3. Hidrolisis dan partisi mikroalga Chlorella sp.; 

4. Identifikasi senyawa steroid fraksi n-heksana mikroalga Chlorella sp. menggunakan 

reagen LB dan identifikasi dengan LC-MS/MS; 

5. Pemisahan senyawa steroid dengan metode kromatografi kolom; 

6. Monitoring dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA); 

7. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH; 

8. Identifikasi isolat steroid dengan spektrofotometer FTIR dan UV-Vis; 

9. Analisa data. 

 

3.4   Cara Kerja 

3.4.1  Preparasi Sampel Biomassa Mikroalga Chlorella sp.  

 Isolat mikroalga Chlorella sp. sebanyak 150 mL dikultivasi dalam 36 mL MET 4% 

dan 864 mL aquades. Kultivasi dilakukan di rak kultur yang dilengkapi lampu TL 36 watt 

dengan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap (Prihantini, dkk., 2005). 

Pemanenan Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10 kultivasi dengan cara sentrifugasi 

pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Supernatan yang terbentuk adalah 

biomassa Chlorella sp. basah. Preparasi sampel dilakukan dengan pengeringan biomassa 

Chlorella sp. basah dalam suatu wadah selama ±2 hari pada suhu ruang (suhu antara 25 

– 30ºC) (Anggraeni, dkk., 2014). Biomassa Chlorella sp. yang telah kering dikerok dan 

ditimbang sebagai berat kering. 

3.4.2 Ekstraksi Maserasi Mikroalga Chlorella sp. (Bariyyah, et al., 2013) 

Ekstraksi maserasi dilakukan menggunakan perbandingan sampel dan pelarut 

1:10 (b/v). Biomassa kering Chlorella sp. sebanyak 10,32 gram dimaserasi dengan 

pelarut metanol sebanyak 100 mL. Maserasi dilakukan menggunakan shaker dengan 

kecepatan 120 rpm selama ±24 jam dalam suhu ruang. Filtrat dan residu dipisahkan 
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dengan penyaringan menggunakan corong Buchner. Residu yang didapat dimaserasi 

kembali dengan metanol hingga 5 kali pengulangan. Filtrat yang didapat pada setiap 

maserasi dikumpulkan menjadi satu kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator. 

Ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung nilai rendemennya menggunakan 

Persamaan 3.2  (Khopkar, 2003). 

 

Rendemen = 
                                  

                           
      ...…………………...(3.2) 

 

3.4.3 Hidrolisis dan Partisi Chlorella sp. (Anggraeni, 2014) 

Hasil ekstrak pekat metanol mikroalga Chlorella sp. sebanyak 3,68 gram 

dimasukkan ke dalam gelas kimia 100 mL. Hidrolisis dilakukan dengan menambahkan 2 

mL HCl dan distirrer selama 1 jam pada suhu ruang (Tensiska, dkk., 2007). Hidrolisat 

dinetralkan dengan penambahan larutan Na(CO3)2 jenuh secara perlahan hingga pH-nya 

netral. 

Hidrolisat sebanyak 3 gram yang diperoleh dipindahkan ke dalam corong pisah. 

Selanjutnya ditambahkan 30 mL pelarut n-heksana kemudian dikocok dan didiamkan 

hingga terbentuk dua lapisan. Proses partisi dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan. 

Ekstrak hasil partisi kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator dan dialiri gas N2. 

Ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung rendemennya menggunakan 

Persamaan 3.2 

3.4.4  Uji Senyawa Steroid Fraksi n-Heksana Mikroalga Chlorella sp. 

3.4.4.1  Uji Fitokimia Senyawa Steroid (Azah, 2019) 

 Identifikasi golongan senyawa steroid dilakukan dengan cara dimasukkan 1 mg 

fraksi n-heksana mikroalga Chlorella sp. ke dalam tabung reaksi yang berbeda. 

Selanjutnya ditambahkan 0,1 mL kloroform, 0,1 mL asam asetat anhidrat dan 1 mL 
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H2SO4 melalui dinding tabung reaksi. pada masing-masing tabung reaksi. Terbentuknya 

cincin hijau kebiruan menunjukkan adanya senyawa steroid (Mardiyah, dkk., 2014). 

3.4.4.2  Identifikasi menggunakan LC-MS/MS (Iyani, 2017) 

Fraksi n-heksana Chlorella sp. 100 ppm sebanyak 2 mL dianalisa menggunakan 

LC-MS/MS. Kolom LC-MS memiliki spesifikasi Hypersil gold (50 mm x 2,1 mm x 1,9 

µm). Kolom dikontrol agar suhunya tetap 30°C. HPLC merk ACELLA type 1250 buatan 

Thermo Scientific yang terdiri dari degasser vakum, pompa quartener, autosampler 

termostatik yang dikendalikan oleh satu personal komputer menggunakan software X-

Calibur 2.1. 

Fase gerak yang digunakan terdiri dari 0,1 % asam format dalam air (fasa A) dan 

0,1 % asam format dalam asetonitril (fasa B), Volume injeksi adalah 2 µL dengan laju 

alir 500 µL/menit. Penganalisa massa yang digunakan adalah jenis MS/MS Triple Q 

(Quadrupole) TSQ Quantum ACCESS MAX menggunakan metode SRM (Selected 

Reaction Monitoring). Sumber ionisasi yang digunakan adalah APCI (Atmospheric 

Pressure Chemica Ionization). 

3.4.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Kolom 

 

Fase diam yang digunakan adalah silika gel 60 sebanyak 10 gram. Fase gerak 

yang digunakan adalah eluen n-heksana dan etil asetat dengan variasi perbandingan 

volume n-heksana:etil asetat 95:5; 90:10; 85:15; 80:20; 80:20 dan 80:20. Aktivasi silika 

gel dilakukan dengan memanaskan silika gel pada suhu 110°C selama 2 jam di dalam 

oven. Silika gel yang telah teraktivasi dimasukkan dalam gelas kimia, kemudian 

ditambahkan eluen etil asetat:n-heksana (95:5) sebanyak 20 mL lalu diaduk dengan 

stirrer hingga homogen dan membentuk bubur silika.  

Pembuatan kolom diawali dengan meletakkan glasswool ke dalam ujung bawah 

kolom. Selanjutnya, bubur silika yang telah dibuat dimasukkan ke dalam kolom dan 

dijenuhkan selama 24 jam untuk memampatkan silika dalam kolom. Mulut kolom 
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ditutup dengan plastik wrap, sedangkan kran bawah kolom ditutup agar tidak ada celah 

atau rongga untuk udara masuk. 

Sampel fraksi n-heksana Chlorella sp. ditimbang sebanyak 0,0067 gram 

kemudian dilarutkan dengan pelarut n-heksana:etil asetat (95:5) sebanyak 1 mL. Fraksi 

yang telah larut kemudian dimasukkan ke dalam kolom. Elusi dilakukan secara gradien 

dengan perbandingan volume eluen n-heksana:etil asetat 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 

80:20 dan 80:20 masing-masing sebanyak 100 mL. Eluen dalam kolom harus selalu 

berada di atas kolom silika gel selama proses elusi. Eluen kedua dielusikan ketika eluen 

pertama tersisa sedikit (kira-kira 3 garis) diatas kolom silika gel. Begitupula dengan elusi 

ketiga dan seterusnya. Kran bagian bawah kolom dibuka perlahan hingga eluat keluar 

dan ditampung dalam vial setiap 2 mL (laju alir 2 mL/menit) dari tiap elusi.  

3.4.6 Monitoring dengan KLTA dan Penggabungan Fraksi 

Eluat hasil kromatografi kolom pada vial-vial genap (vial, 2, 4, 6, 8, 10 dan 

seterusnya) dikelompokkan berdasarkan perbandingan volume fase geraknya. 

Selanjutnya dilakukan monitoring dengan KLTA. Fase diam yang digunakan adalah plat 

KLT silika gel 60 F254. Fase gerak yang digunakan adalah eluen n-heksana:etil asetat 

dengan perbandingan volume (3:1) sebanyak 20 mL yang telah dijenuhkan. 

KLTA diawali dengan penotolan eluat dalam vial genap pada plat KLT 

menggunakan pipa kapiler. Penotolan dilakukan sebanyak 10 kali dengan jarak 0,5 cm 

setiap totolan. Selanjutnya, plat KLT dimasukkan ke dalam bejana pengembang atau 

chamber yang berisi eluen jenuh. Noda pada plat KLT yang terbentuk diamati dibawah 

lampu UV pada panjang gelombang 254 dan 366 nm. Noda yang terlihat ditandai dan 

dihitung Rf tiap noda. Fraksi yang memiliki kesamaan jumlah noda, warna noda dan nilai 

Rf dikelompokkan dalam satu vial dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator. 

Selanjutnya, dilakukan uji aktivitas antioksidan. 
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3.4.7   Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

3.4.7.1   Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH (Anggraeni, dkk., 2014) 

Etanol 95% dipipet sebanyak 3 mL kemudian ditambahkan larutan DPPH 0,2 

mM sebanyak 1 mL. Larutan dimasukkan ke dalam kuvet.  Selanjutnya diukur 

absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada daerah panjang gelombang sinar 

tampak, yaitu 400–800 nm. Panjang gelombang maksimum ini digunakan sebagai acuan 

dalam pengukuran aktivitas antioksidan sampel. 

3.4.7.2   Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel 

Sampel dilarutkan dalam etanol 95% dengan variasi konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 

ppm. Masing-masing larutan dipipet sebanyak 3 mL dan dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang berbeda kemudian ditambahkan 1 mL reagen DPPH 0,2 mM. Selanjutnya 

diinkubasi pada suhu 37ºC selama waktu kestabilan. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang maksimum yang telah didapatkan sebelumnya. Data absorbansi yang 

diperoleh dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya menggunakan Persamaan 

3.3. 

 

                                            -                 
                          ..(3.3) 

 

Prosedur pembuatan larutan blanko dilakukan tanpa penambahan sampel. Kontrol 

positif yang digunakan adalah larutan vitamin C dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm 

dan diperlakuan sama dengan sampel. 

3.4.8    Identifikasi Isolat Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis 

Isolat hasil kolom dibuat larutan dengan konsentrasi 50 ppm sebanyak 5 

mL. Selanjutnya dimasukkan kedalam kuvet dan diukur panjang gelombang 

maksimumnya. Pengukuran panjang gelombang maksimum dilakukan bergantian 

dengan blanko pelarut n-heksana. 

3.4.9    Identifikasi Isolat Steroid dengan Spektrofotometer FTIR 
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Isolat hasil identifikasi UV-Vis diuapkan kemudian ditambahkan KBr. 

Selanjutnya, campuran dihomogenkan pada mortar agat dan dibuat pelet. Pelet 

yang dibuat diidentifikasi gugus senyawanya dengan spektrofotometer FTIR. 

3.5   Analisis Data 

Analisis data dilakukan secara deskriptif dengan melihat pola pemisahan 

kromatigrafi kolom dengan metode elusi gradien. Pola pemisahan diketahui 

dengan memonitoring vial-vial hasil kromatografi kolom dengan KLTA. 

Pemisahan terbaik didefinisikan sebagai pemisahan yang mampu memisahkan 

banyak senyawa murni dengan spot tunggal atau tidak ada campuran. Fraksi 

tersebut dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan menghitung % aktivitasnya. 

Hasil uji aktivitas antioksidan berupa data angka yang dinyatakan dalam EC50 

yang dapat diolah menggunakan software “GraphPad prism software”.  

Fraksi hasil pemisahan terbaik juga diidentifikasi dengan menggunakan 

spektrofotometer FTIR dan UV-Vis. Identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis 

akan menghasilkan spektra UV-Vis dengan panjang gelombang maksiumum yang 

kemudian dibandingkan dengan literatur. Identifikasi dengan FTIR akan diperoleh 

spektra FTIR yang disertai dengan bilangan gelombang dari setiap vibrasi gugus 

fungsi senyawanya kemudian dibandingkan dengan literatur.
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1  Kultivasi dan Pemanenan Mikroalga Chlorella sp. 

Kultivasi Chlorella sp. dilakukan untuk meregenerasi sel Chlorella sp. 

dalam medium ekstrak tauge (MET) 4% (Lampiran 4). Pada kultivasi Chlorella 

sp. terjadi pertumbuhan dan pertambahan jumlah sel Chlorella sp. yang ditandai 

dengan adanya perubahan warna dari hijau muda menjadi hijau pekat tiap 

pertambahan hari kultivasi. Perubahan warna tersebut mengindikasikan bahwa 

telah terjadi peningkatan jumlah sel Chlorella sp. Hal ini menunjukkan bahwa 

Chlorella sp. dapat tumbuh dan berkembang biak dengan baik dalam MET 4% 

sehingga kepadatan selnya bertambah. 

Pemanenan Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10 kultivasi saat produksi 

metabolit sekunder mikroalga Chlorella sp. mencapai jumlah maksimum. Hal ini 

didukung oleh penelitian Khamidah, dkk., (2013) yang menunjukkan hasil bahwa 

Chlorella sp. memiliki aktivitas antibakteri tertinggi pada hari ke-10 kultivasi. 

Pemanenan dilakukan dengan cara sentrifuge. Supernatan yang dihasilkan 

merupakan isolat basah Chlorella sp. dengan warna hijau tua yang kemudian 

dikeringanginkan pada suhu ruang. Biomassa Chlorella sp. kering yang diperoleh 

adalah 10,32 gram. 

 

4.2  Ekstraksi Maserasi Mikroalga Chlorella sp. 

Proses maserasi pada penelitian ini dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan 

dengan pelarut yang selalu baru. Pada setiap pengulangan, terjadi penurunan 

intensitas warna filtrat yang diasumsikan bahwa senyawa aktif dalam sampel telah 

maksimum terekstrak oleh pelarut metanol. Ekstraksi maserasi menghasilkan
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 ekstrak pekat berwarna hijau kecokelatan dengan berat kering sebesar 

3,68 g dan rendemen sebesar 35,65%.  

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Iyani (2017) menunjukkan 

hasil rendemen ekstrak metanol Chlorella sp. adalah 23,79%. Penelitian Dinasti 

(2016) juga mendapatkan hasil randemen ekstrak metanol Chlorella sp. sebesar 

21,89%. Hasil rendemen pada penelitian ini lebih besar karena ekstraksi maserasi 

menggunakan perbandingan sampel dan pelarut 1:10 sedangkan penelitian Iyani 

(2017) dan Dinasti (2016) menggunakan perbandingan sampel dan pelarut 1:5. 

Menurut Yulianingtyas dan Kusmantoro (2016), volume pelarut yang semakin 

besar akan menghasilkan ekstrak yang semakin banyak. 

 

4.3  Hidrolisis dan Partisi Mikroalga Chlorella sp.  

Senyawa aktif yang terdapat di alam sebagaian besar adalah mengandung 

komponen gula (glikosida). Hidrolisis dilakukan untuk memutus ikatan glikosida 

agar didapatkan senyawa aktif yang tidak mengandung komponen gula lagi. 

Ekstrak hasil maserasi dihidrolisis menggunakan katalis HCl 2 N dan dilanjutkan 

dengan partisi menggunakan pelarut n-heksana. 

Ekstrak hasil hidrolisis dilakukan partisi menggunakan pelarut n-heksana 

sebanyak 5 kali. Hasil partisi berupa fraksi pekat berwarna hijau kecokelatan 

dengan berat 1,06 gram dan rendemen sebesar 32,72%. Pada penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Desianti (2014) hasil rendemen fraksi n-heksana 

Chlorella sp. adalah 32,78%. Penelitian Anggraeni, dkk., (2014) menghasilkan 

rendemen fraksi n-heksana Chlorella sp. sebesar 45,61%. Berdasarkan hasil 

rendemen fraksi n-heksana Chlorella sp. pada beberapa penelitian sebelumnya, 
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dapat dinyatakan bahwa n-heksana adalah pelarut yang baik untuk partisi senyawa 

aktif mikroalga Chlorella sp.  

 

4.4 Identifikasi Senyawa Steroid dalam Fraksi n-Heksana 

4.4.1  Uji Fitokimia 

Uji fitokimia senyawa steroid dalam penelitian ini dilakukan 

menggunakan pereaksi Lieberman Burchard (LB). Hasil uji fitokimia diperoleh 

bahwa fraksi n-heksana Chlorella sp. positif mengandung senyawa steroid. Hal ini 

ditunjukkan dengan berubahnya warna larutan menjadi warna hijau kebiruan 

setelah ditambahkan pereaksi LB seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.2. 

 

 
Gambar 4.1 Uji fitokimia senyawa steroid ditambahkan reagen LB 

 

Menurut Anggraini dan Nabillah (2018), reaksi antara senyawa sreroid 

dengan reagen LB harus bebas dari air karena reaksi ini tidak stabil pada air. 

Pereaksi LB terdiri dari asam asetat anhidrat, kloroform dan H2SO4 (Ilyas, 

Novianty dan Irmayanti, 2015). Reaksi ini diawali dengan asetilasi gugus OH 

pada molekul steroid yang menghasilkan molekul kompleks asetil steroid. 

Selanjutnya akan terjadi reaksi sulfonasi oleh H2SO4. Reaksi tersebut 

mengakibatkan terjadinya perpanjangan konjugasi sehingga terjadi perubahan 

warna menjadi hijau seperti yang teramati pada penelitian ini (Xion, Wilson dan 

Pang, 2007). 
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4.4.2  Identifikasi Menggunakan LC-MS/MS 

Fraksi n-heksana Chlorella sp. diidentifikasi menggunakan LC-MS/MS 

untuk mengetahui jenis senyawa steroid didalamnya berdasarkan atas senyawa 

steroid yang ditargetkan. Adapun 10 jenis senyawa steroid yang ditagetkan 

diantaranya adalah kampesterol, stigmasterol, β-sitosterol, fukosterol, 

desmosterol, kolesterol, fitosterol, lathosterol kolestanon dan kolestanol. 

  

 

 

 

 

Gambar 4.2 Hasil identifikasi fraksi n-heksana mikroalga Chlorella sp. 

menggunakan LC-MS/MS 

 

Gambar 4.2 menunjukkan bahwa dalam fraksi n-heksana Chlorella sp. 

mengandung senyawa steroid jenis kampesterol, stigmasterol dan β-sitosterol 

dengan waktu retensi berturut-turut adalah 2,20 menit; 2,20 menit dan 2,38 menit. 

Waktu retensi merupakan waktu yang dibutuhkan sampel untuk bergerak 

melewati kolom menuju detektor. Waktu retensi 2,20 menit menunjukkan bahwa 

kampesterol dan stigmasterol memiliki kelarutan tinggi pada fase gerak. Waktu 

Stigmasterol 

β-sitosterol 

Kampesterol 
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retensi  ,38 menit menunjukkan bahwa β-sitosterol lebih tertahan pada kolom dan 

kurang larut pada fase gerak. Kolom yang digunakan dalam identifikasi ini 

bersifat non polar. Berdasarkan data waktu retensi di atas dapat disimpulkan 

bahwa tingkat kepolaran dari yang tertinggi berturut-turut adalah β-

sitosterol>stigmasterol>kampesterol (Konoz, 2013). 

Identifikasi fraksi petroleum eter Chlorella sp. menggunakan LC-MS/MS 

yang dilakukan oleh Iyani (2017) menunjukkan bahwa kampesterol memiliki 

waktu retensi 1,42 menit dan stigmasterol 1,43 menit. Hal yang sama juga terjadi 

pada penelitian Baderos (2017) yang mengidentifikasi senyawa steroid dari alga 

merah menggunakan LC-MS/MS. Hasil yang diperoleh adalah senyawa 

kampesterol dan stigmasterol memiliki waktu retensi yang sama, yaitu 1,27 menit. 

Kemiripan waktu retensi antara senyawa campesterol dan stigmasterol 

menunjukkan bahwa tingkat kepolaran keduanya tidak berbeda jauh. Menurut 

Anggraini (2018), setiap senyawa memiliki pola fragmentasi massa yang spesifik. 

Kedua puncak senyawa stigmasterol dan kampesterol dapat dibedakan 

berdasarkan pola fragmentasi massa yang terjadi. 

Gambar 4.3 menunjukkan bahwa puncak paling luas dimiliki oleh 

stigmasterol, selanjutnya berturut-turut adalah kampesterol dan β-sitosterol yang 

diinformasikan oleh nilai AA (Abundance Area). Berdasarkan hal tersebut 

kelimpahan senyawa pada fraksi n-heksana Chlorella sp. dari yang tertinggi 

adalah stigmasterol>kampesterol>β-sitosterol. Hasil spektra massa senyawa 

steroid yang teridentifikasi pada LC-MS/MS dalam penelitian ini ditunjukkan 

pada Tabel 4.1. 
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Tabel 4.1 Data spektra massa senyawa steroid fraksi n-heksana Chlorella sp.  

yang teridentifikasi oleh LC-MS/MS. 

Senyawa 

Waktu 

Retensi 

(menit) 

Mr 

(g/mol) 

Literatur Hasil Penelitian 

[M+H-H2O]
- 

Ion Prekusor 

(m/z) 

Ion 

Produk 

(m/z) 

[M+H-H2O]
- 

Ion Prekusor 

(m/z)
 

Ion 

Produk 

(m/z) 

Stigmasterol 2,20 412 395
a)
 254,50-

255,50
a)
 

395 254 

Kampesterol 2,20 414 383
b)

 160,50-

161,50
b)

 

383 161 

β-sitosterol 2,38 414 397
c)
 160,50-

161,50
c)
 

397 161 

Keterangan:a.(Fu & Joseph, 2012), b.(Gobo, 2016), c.(Mo, Dong, Hurst & Bremen, 2013) 

 

Berdasarkan hasil kromatogram LC-MS/MS yang dihasilkan pada Gambar 

4.3, dugaan senyawa steroid yang paling dominan adalah stigmasterol. Hal ini 

diperkuat dengan nilai Neutral Lose (NL) atau nilai yang dihasilkan dari 

hilangnya molekul netral yang stabil seperti H2O yang dimiliki oleh stigmasterol 

lebih tinggi dibandingkan dengan kampesterol dan β-sitosterol. Semakin besar 

nilai NL maka semakin banyak fragmentasi yang terjadi. Gambar 4.3 berikut 

merupakan fragmentasi dari senyawa β-sitosterol, stigmasterol dan kampesterol. 

 

HO

161

 HO

161

HO

254

 
(a)                        (b)    (c) 

Gambar 4.4 Fragmentasi (a) β-sitosterol, (b) kampesterol (Mo, Dong, Hurst dan 

Breemen, 2013), (c) stigmasterol (Lukitaningsih, 2012) 

 

4.5  Pemisahan Senyawa dengan Kromatografi Kolom 

Pemisahan senyawa steroid menggunakan metode kromatografi kolom 

dengan sistem elusi gradien menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil 

asetat 95:5; 90:10 dan 85:15 masing-masing sebanyak 100 mL. Selanjutnya elusi 

dilanjutkan secara isokratik menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil 
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asetat 80:20 sebanyak 300 mL. Eluat hasil kromatografi kolom ditampung dalam 

vial-vial hingga dihasilkan 295 vial pada semua elusi. 

Eluat yang ditampung dalam botol vial genap (vial ke-2, 4, 6, 8, dan 

seterusnya) dimonitoring dengan KLTA. Pada penelitian ini KLTA dilakukan 

untuk mengetahui profil pemisahan kromatografi kolom. KLTA dilakukan 

menggunakan eluen n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 3,75:1,25. 

Vial dengan profil pemisahan (jumlah spot, nilai Rf dan warna spot) yang sama 

dilakukan penggabungan ke dalam satu fraksi seperti  Tabel 4.2. 

 

 Tabel 4.2  Hasil monitoring kromatografi kolom 
Isolat Vial ke- Warna Spot  Dugaan Mengandung Senyawa Rf 

A 1-16 - - - 

B 17-32 Hijau Steroid 0,91 

  Hitam  0,82 

C 33-45 Hitam Steroid 0,82 

D 46-59 - - - 

E 60 Merah Triterpenoid 0,75 

F 61-79 Merah Triterpenoid 0,75 

  Hijau Steroid 0,62 

G 80-109 Merah Triterpenoid 0,67 

  Hijau Steroid 0,62 

H 110-111 Merah Triterpenoid 0,62 

  Merah  0,56 

  Merah  0,47 

I 112-122 Merah Triterpenoid 0,65 

  Merah  0,47 

J 123-132 Merah Triterpenoid 0,47 

K 133-171 Merah Triterpenoid 0,47 

  Merah  0,37 

L 172-180 Merah Triterpenoid 0,47 

  Merah  0,37 

  Merah  0,28 

M 181-202 Merah Triterpenoid 0,37 

  Merah  0,28 

N 203-210 Merah Triterpenoid 0,37 

  Merah  0,87 

  Merah  0,15 

O 211-235 Merah Triterpenoid 0,28 

  Merah  0,15 

P 236-276 Merah Triterpenoid 0,15 

Q 277-296 Merah Triterpenoid 0,21 

  Merah                                        0,15 
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Pemisahan dengan kromatografi kolom menghasilkan 17 isolat (A-Q) 

dengan 1 isolat diduga megandung senyawa steroid, 3 isolat diduga mengandung 

senyawa triterpenoid dan 14 isolat lainnya mengandung senyawa campuran. Hasil 

monitoring KLTA pada isolat A dan D tidak memunculkan spot. Pada isolat A, 

eluat yang tertampung dalam vial merupakan eluen sisa dari pembuatan fase diam 

serta dimungkinkan bahwa sampel belum turun saat elusi pertama. Pada isolat D 

dimungkinkan bahwa senyawa dalam sampel teradsorpsi kuat ke dalam fase diam 

dan memiliki kepolaran yang berbeda dengan eluen yang mengalir pada saat itu. 

Hasil monitoring KLTA menunjukkan bahwa isolat yang diduga 

mengandung senyawa steroid berada pada vial 33-45 (isolat C) dengan ditandai 

munculnya spot berwarna hitam dibawah lampu UV 254 nm. Senyawa steroid 

hasil kromatografi kolom pada penelitian ini bersifat non polar karena terpisah 

pada saat elusi eluen n-heksana:etil asetat 95:5. Selain itu, profil pemisahan 

senyawa steroid pada KLTA menghasilkan nilai Rf sebesar 0,82. Hal tersebut 

menunjukkan bahwa pada saat KLTA isolat steroid lebih terdistribusi ke fasa 

gerak yang bersifat non polar. 

 

4.6  Uji Aktivitas Antioksidan terhadap DPPH 

4.6.1  Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Berdasarkan hasil pengukuran panjang gelombang DPPH 0,2 mM dengan 

spektrofotometer UV-Vis diperoleh panjang gelombang maksimum radikal DPPH 

0,2 mM adalah 518 nm. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan 

oleh Bariyyah, Fasya, Abidin dan Hanapi (2013). Hasil pengukuran panjang 

gelombang maksimum larutan DPPH adalah 518 nm. Menurut Kuntorini (2010) 

DPPH memiliki warna komplementer ungu karena memiliki elektron yang tidak 
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berpasangan dan memiliki absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515-

520 nm. Hasil pengukuran panjang gelombang maksiumum DPPH yang didapat 

digunakan untuk uji aktivitas antioksidan pada isolat steroid. 

4.6.2  Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Isolat Steroid 

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan pada isolat steroid hasil 

kromatografi kolom dalam hal ini adalah isolat C (Tabel  4.2) dengan variasi 

konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm. Larutan pembanding asam askorbat diperlakukan 

sama dengan sampel. Selanjutnya diukur pada panjang gelombang maksimum 

DPPH, yaitu 518 nm. Pengukuran aktivitas antioksidan pada isolat steroid 

menggunakan larutan kontrol DPPH 0,2 mM (Lampiran 4). Tabel 4.3 berikut 

merupakan data hasil % aktivitas antioksidan dan nilai EC50 fraksi, isolat steroid 

dan pembanding asam askorbat. 

 

Tabel 4.3 Data hasil % aktivitas antioksidan dan nilai EC50 fraksi, isolat steroid 

dan pembanding asam askorbat 

No Sampel 
Aktivitas Antioksidan 

(%) 

Nilai EC50 

(ppm) 

1 Fraksi n-heksana 

1 ppm 

2 ppm 

3 ppm 

4 ppm 

5 ppm 

 

13,33 

14,66 

15,36 

15,83 

19,90 

  

 

1673 

2 Isolat C 

1 ppm 

2 ppm 

3 ppm 

4 ppm 

5 ppm 

 

5,56 

6,57 

12,16 

13,93 

37,04 

  

 

6,235 

3 Asam Askorbat 

1 ppm 

2 ppm 

3 ppm 

4 ppm 

5 ppm 

 

54,82 

48,72 

83,00 

95,19 

96,63 

 

  

 

0,957 
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Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan pada isolat C dan fraksi n-

heksana untuk mengetahui potensinya sebagai antioksidan. Berdasarkan Tabel 

4.2, isolat C memiliki potensi sebagai antioksidan dengan nilai EC50 = 6,235 ppm 

dan fraksi n-heksana memiliki potensi sebagai antioksidan dengan nilai EC50 = 

1673 ppm. Isolat C memiliki potensi sebagai antioksidan yang kuat dan fraksi n-

heksana memiliki potensi sebagai antioksidan yang lemah dibandingkan dengan 

asam askorbat. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat C hasil pemisahan 

kromatografi kolom lebih berpotensi sebagai antioksidan dibandingkan fraksi n-

heksana sebelum dipidahkan dengan kromatografi kolom. Hasil tersebut didukung 

oleh beberapa penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Laili (2016) 

menghasilkan data bahwa EC50 fraksi petroleum eter Chlorella sp. adalah 248 

ppm dan nilai EC50 isolat hasil pemisahan dengan KLTP adalah 94,48 ppm. 

Penelitian Rahmawati (2016) juga menyatakan bahwa nilai EC50 fraksi petroleum 

eter Chlorella sp. adalah 152 ppm dan nilai EC50 isolat hasil pemisahan dengan 

KLTP adalah 73,82 ppm 

Hasil perbedaan aktivitas ini menunjukkan bahwa dalam fraksi n-heksana 

Chlorella sp. terdapat banyak senyawa campuran. Banyaknya senyawa campuran 

memungkinkan adanya kerja atau efek yang berbeda. Efek antagonis suatu 

senyawa dapat menyebabkan penurunan aktivitas senyawa lainnya (Sukandar, 

2018). Senyawa campuran dalam fraksi n-heksana dimungkinkan dapat 

menurunkan aktivitas senyawa steroid yang terdapat dalam isolat C dalam 

menangkal radikal bebas DPPH (Rang, et al., 1999). Oleh karena itu potensi 

fraksi n-heksana sebagai antioksidan lebih lemah dibandingkan dengan isolat C. 
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4.7  Identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

Isolat hasil kromatografi kolom diidentifikasi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui panjang gelombang maksimum isolat 

hasil kromatografi kolom. Berdasarkan hasil identifikasi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis didapatkan panjang gelombang maksimum isolat 

steroid adalah 204 nm seperti pada Gambar 4.4.  

 
Gambar 4.4 Spektra UV-Vis isolat steroid hasil kromatografi kolom 

 

Panjang gelombang 204 nm menunjukkan adanya transisi elektron π → π
* 

yang merupakan serapan kromofor ikatan rangkap yang tidak terkonjugasi. Hal ini 

sesuai dengan penelitian Fasya (2016) dimana diperoleh panjang gelombang 

gelombang steroid dari Chlorella sp. adalah 204 nm yang menunjukkan adanya 

ikatan C=C yang tidak terkonjugasi. Aprelia (2013) juga mendapatkan panjang 

gelombang maksimum steroid dari tumbuhan paku sebesar 203 nm yang 

menunjukkan adanya ikatan C=C yang tidak terkonjugasi. Penelitian Etika (2014) 

menghasilkan serapan maksimum steroid sebesar 203 nm. Panjang gelombang 

tersebut menunjukkan bahwa senyawa yang terisolasi megandung stigmasterol. 

 

4.8  Identifikasi menggunakan FTIR 

Isolat steroid hasil kromatografi kolom diidentifikasi menggunakan 

instrumen FTIR. Identifikasi menggunakan FTIR dilakukan untuk 
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mengidentifikasi gugus fungsi isolat yang dihasilkan dari kromatografi kolom. 

Gambar 4.5 merupakan spektra FTIR isolat steroid hasil kromatografi kolom.   

 

 
Gambar 4.5 Spektra hasil FTIR isolat steroid Chlorella sp. 

 

Berdasarkan hasil spektra FTIR isolat steroid terdapat serapan gugus –OH 

pada bilangan gelombang 3477 cm
-1
, −CH2− asiklik (2925 cm

-1
) dan ikatan C=C 

non konjugasi (1650 cm
-1

). Gugus fungsi penting lainnya yaitu O-H untuk alkohol 

sekunder muncul pada 1102 cm
-1

. Gugus geminal dimetil yang merupakan 

serapan khas senyawa steroid yang muncul pada bilangan gelombang 1461 dan 

1383 cm
-1

. Interpretasi spektra FTIR isolat steroid dapat dilihat pada Tabel 4.4. 

 

Tabel 4.4 Interpretasi spektra IR isolat steroid 
GugusFungsi Bilangan Gelombang (cm

-1
) Bilangan Gelombang (cm

-1
) 

OH sterching 
3855, 3734, 3626 dan 

3477 
 3600-3450 (Durga, dkk., 2016) 

CH2 asimetri 2925 2940-2915 (Silverstein, 2005) 

CH2 simetri 2855 2870-2840 (Silverstein, 2005) 
C=O ester 1731 1750-1725 (Silverstein, 2005) 
C=C terisolasi 1650 1667-1640 (Silverstein, 2005) 
C-C streching 1541 1541 (Baker, 2008) 

CH(CH3)2 1461 dan 1383 1454 dan 1384(Suryani,
 
2011) 

C−O ester 1270 1320-1210 (Durga, dkk., 2016) 

O-H sekunder 1102 1125-1085 (Silverstein, 2005) 

=C-H siklik 785 dan 730 995-650 (Socrates, 1994) 

 



42 

 

 
 

4.9  Manfaat Senyawa Steroid dalam Perspektif Islam 

Al-Qur’an diturunkan oleh Allah untuk menjadi pegangan dan petunjuk 

hidup manusia di dunia dan di akhirat. Al Qur’an menjelaskan bahwa derajat 

orang yang berilmu akan lebih tinggi. Oleh karena itu manusia tidak boleh 

menerima begitu saja apa yang telah disampaikan Allah dalam Al-Qur’an. 

Melainkan manusia harus dapat memaparkan fenomena serta masalah dan 

membuktikannya dengan argumentasi dari berbagai sudut, seperti ilmu ilmiah dan 

integrasinya dengan Al-Qur’an. 

Firman Allah SWT dalam Q.S Thaha ayat 53 menjelaskan bahwa Allah 

SWT telah menciptakan berbagai macam (ukuran, bau, bentuk, warna, rasa) 

tumbuhan dengan segala manfaatnya. Mikroalga Chlorella sp. adalah salah satu 

dari banyak contoh tumbuhan yang diciptakan Allah SWT. Mikroalga Chlorella 

sp. tergolong tumbuhan dengan ukuran sangat kecil (mikro) yang memiliki 

banyak manfaat (Amaliyah, dkk., 2013). Sesuatu yang lebih kecil disebutkan 

Allah SWT dalam Q.S. Yunus ayat 61: 

 

 وِ يْ فِ  نَ وْ ضُ يْ فِ تُ   ْ ا اِ دً وْ هُ شُ  مْ كُ يْ لَ لَ  انَّ  كُ لاَّ اِ  عٍ مَ لَ  نْ مِ  نَ وْ لُ مَ عْ ت َ لَا وَ  انٍ ءَ رْ ي ُ  نْ مِ  وُ نْ مِ  واْ لُ ت ْ ا ت َ مَ وَ  نٍ اْ  شَ فِِ  نُ وْ كُ اتَ مَ وَ 
  ٍ تَ  كِ ِ  لاَّ اِ  رَ ب َ كْ  اَ لَا وَ  كَ لِ  َ  نْ مِ  رَ غَ صْ  اَ لَا وَ  اءِ مَ  السَّ ِ  لَا وَ   ِ رْ لاَ  اْ ِ   ةٍ رَّ  َ  لِ اََّ ث ْ مِ  نْ مِ  كَ بِّ رَّ  نْ لَ  بُ زُ عْ اي َ مَ وَ 
يِْ بِ مَ   

“Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat dari Al 

Qur'an dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi 

saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari pengetahuan 

Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit. Tidak ada 

yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan (semua 

tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh).” 

 

Kitab Tafsir Ibnu Katsir (2001) yang ditulis oleh Ad-Dimasyqi 

menerangkan bahwa tidak ada sesuatu yang tersembunyi dari pengetahuan Allah 
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SWT, barang sebesar atom yang ada di langit dan di bumi, bahkan yang lebih 

kecil atau lebih besar dari itu, semuanya tidak luput dari pengetahuanNya. Kata 

 اكبر berartikan  “lebih kecil” sedangkan اصغر ,diartikan sebagai atom ذرة

berartikan “lebih besar”, dalam hal ini dibandingkan dengan ذرة. Senyawa steroid 

dalam Chlorella sp. merupakan suatu molekul atau sekumpulan atom yang 

membentuk struktur tertentu. Dari segi ukuran, steroid lebih besar daripada atom, 

namun lebih kecil dibandingkan sel Chlorella sp. Allah SWT Maha Mengetahui 

segala sesuatu. Segala bentuk ciptaan Allah SWT, dari yang terkecil hingga 

terbesar, semuanya memiliki nilai manfaat tertentu. Menurut tafsir Ibnu Katsir 

surat al Mu’minun ayat  0 bahwa buah zaitun dapat dijadikan sebagai minyak 

pereda nyeri dan juga sebagai pelezat makanan. Hal ini kembali ditegaskan oleh 

Fattah (2010) bahwa buah zaitun, kurma anggur serta tumbuhan lainnya memiliki 

khasiat dan manfaat sebagai obat. Penjelasan tersebut sesuai dengan firman Allah 

dalam surat asy-Syuara: 7 yang menjelaskan tentang tumbuhan yang baik. 

Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang memiliki manfaat. 

يٍْ رِ كَ   بٍ وْ زَ  عِّ كُ   نْ ا مِ هَ ي ْ ا فِ نَ ت ْ بَ ن ْ اَ  مْ كَ    ِ رْ  الْاَ ََ ا اِ وْ رَ ي َ  لَْ وَ اَ   

“Apakah mereka tidak memperlihatkan bumi, berapakah banyaknya Kami 

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” 

 

 

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT telah menumbuhkan segala 

tumbuhan yang baik, yaitu yang memiliki manfaat tanpa terkecuali mikroalga 

Chlorella sp. Mikroalga Chlorella sp. telah dibuktikan dalam penelitian ini 

mengandung senyawa aktif steroid yang memiliki manfaat sebagai obat. Seperti 

hadist yang telah diriwayatkan oleh Imam Bukhari berikut: 
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انَْ زَلَ لَوُ شِفَاءُ لَنْ اَبِ ىُرَيْ رةََ رَضِد اللهُ لَنْوُ لَنْ النّبِ صَلَّع اللهُ لَلَيْوِ وَسَلّمَ ياَلَ : مَا انَْ زَلَ اللهُ دَاءُ انَِّا   

Diriwayatkan dari Abu Hurairah R.A bahwa Nabi Muhammad SAW pernah 

bersabda “Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit melainkan Allah turunkan 

padanya pula obatnya” 

 

Steroid memiliki berbagai manfaat yang dapat dieksplorasi lebih lanjut, 

terutama manfaat dalam bidang kesehatan dan pengobatan. Akan tetapi 

kemampuan mengobati adalah kuasa Allah SWT sesuai dengan firman Allah 

SWT dalam surat Asy-Syuara’: 80 

نَ وْ ب ُ لِ ََّ ن ْ ا مُ نَ ب ِّ  رَ ََ ااِ نَّ اِ  رَ ي ْ ضَ الَا وْ الُ يَ   

“Mereka berkata: Tidak ada kemudharatan (bagi kami); sesungguhnya kami 

akan kembali kepada Tuhan kami” 

 

 Senyawa steroid bersifat toksik dengan nilai LC50 sebesar 88,20 ppm 

(Ilyas & Novianty, 2009). Steroid dalam Chlorella sp. sangat berpotensi sebagai 

antikanker dengan nilai LC50 yang rendah yaitu 19,68 ppm (Fasya, 2016). Selain 

sebagai antikanker, steroid murni juga berpotensi sebagai antioksidan kuat seperti 

dalam penelitian ini. Isolat steroid yang dihasilkan memiliki nilai EC50 sebesar 

6,235 ppm. Optimasi untuk memperoleh senyawa steroid Chlorella sp. adalah 

dengan cara pemisahan kromatografi kolom. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

isolat C diduga merupakan senyawa steroid dengan informasi panjang gelombang 

maksimum 204 nm dan menghasilkan serapan gugus O-H, C-H C=O, C-O, C-OH 

alkohol sekunder dan gugus geminal dimetil (CH(CH3)2). 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1  Kesimpulan 

1.   Isolat steroid hasil kromatografi kolom fraksi n-heksana Chlorella sp. 

memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai EC50 sebesar 

6,235 ppm. 

2.  Identifikasi fraksi n-heksana dengan LC-MS/MS didapatkan steroid jenis β-

sitosterol, kampesterol dan stigmasterol. Kelimpahan paling banyak adalah 

stigmasterol. Identifikasi isolat menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

didapatkan panjang gelombang maksimum 204 nm. Identifikasi isolat steroid 

menggunakan FTIR menghasilkan serapan gugus khas steroid seperti –OH, 

C-OH sekunder dan CH(CH3)2. 

 

5.2  Saran 

Saran untuk penelitian selanjutnya diharapkan untuk melakukan pemisahan 

yang lebih baik dengan metode kromatopgrafi cair vakum (KCV) kemudian 

dilanjutkan dengan kromatografi kolom. Selanjutnya dimurnikan kembali dengan 

metode kristalisasi dalam aseton. Isolat hasil kromatografi kolom diidentifikasi 

menggunakan LC-MS/MS serta isolat hasil kristalisasi diidentifikasi 

menggunakan HNMR.
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel Kering Mikroalga Chlorella sp. 

 

Ekstraksi Maserasi 

Dipekatkan dengan Rotary Evaporator Vacuum 

Ekstrak Pekat 

Dihirolisis dengan katalis HCl 2N dan partisi 

dengan n-heksana 

 

Dipekatkan dengan rotary evaporator vacum 

 

Fraksi n-Heksana 

Uji Fitokimia Senyawa 

Steroid 

Identifikasi Senyawa Steroid Menggunakan 

Instrumentasi LCMS-MS/MS 

Pemisahan Senyawa Steroid dengan 

Kromatografi Kolom 

Monitoring dengan KLTA 

Uji Aktivitas Antioksidan Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

Identifikasi Senyawa dengan FTIR, UV-Vis dan LC-MS/MS 
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Lampiran 2. Diagram Alir 

L.2.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. 

L.2.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4% 

 

- direbus dalam 500 mL akuades yang mendidih selama ±1 jam. 

- dipisahkan tauge dengan filtratnya. 

- diambil 36 mL ekstrak tauge (filtrat) 

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL. 

- ditambahkan 864 mL akuades hingga diperoleh ekstrak tauge 
dengan konsentrasi 4 %. 

 

 

L.2.1.2 Kultivasi Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge 

 

 

- dimasukkan 150 mL isolat Chlorella sp. ke dalam erlenmeyer 
yang telah berisi MET 4%  

- diletakkan di rak kultur dengan pencahayaan lampu TL 36 Watt 

dan fotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap 

 

 

L.2.1.3 Pemanenan Mikroalga Chlorella sp. 

 

- dipanen Chlorella sp. pada hari ke-10 kultivasi dengan cara 

disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 5000 rpm  

- Dipisahkan air dengan supernatan 

- Dikumpulkan supernatan dan diletakkan dipiring 

- Dikeringanginkan pada suhu ruang 

- Dikerok biomassa Chlorella sp. yang telah kering 

- Ditimbang sebagai berat kering 

 

  

 

 

 

Tauge (100 gram) 

Hasil 

Sampel 

Hasil 

Sampel 

Hasil 



55 

 

 
 

L.2.2  Ekstraksi Maserasi Mikroalga Chlorella sp. 
 

 

- ditimbang sebanyak 10 gram 

- ditambahkan pelarut metanol sebanyak 50 mL 

- dilakukan pengocokan menggunakan shaker  dengan kecepatan 

120 rpm selama 5 jam pada suhu ruang  

- disaring dengan corong buchner 
 

 

- dipekatkan menggunakan rotary 
evaporator 

-  dialiri dengan gas N2 
  

- ditimbang  
- dihitung rendemennya 

 

  

L.2.3  Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Chlorella sp. 
 

- dimasukkan ekstrak pekat fraksi metanol 1 gram dalam beaker 

glass 

- ditambahkan 2 mL  HCl 2N  

- diaduk selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer pada suhu 

ruang 

- ditambahkan dengan Na(CO3)2 5% perlahan sampai pH-nya 
netral 

- dipartisi hidrolisat menggunakan 5 mL n-heksana 

- dilakukan pengocokan (5 kali partisi) hingga terbentuk 2 lapisan 

- dipisahkan antara fase air dan fase organik 
 

 

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator  
- dialiri ekstrak pekat dengan gas N2 

 

-  
- ditimbang dan dihitung nilai randemennya 

  

Sampel 

Residu Ekstrak Metanol 

- Dimaserasi kembali 
hingga 5 kali proses 
ekstraksi 

Ekstrak Pekat Hasil 

Hasil 

Sampel 

Fase Organik Fase Air 

Ekstrak pekat 

Hasil 
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L.2.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid 

 

  

- Dimasukkan 0,5 mg dalam tabung reaksi 

- ditambahkan dengan 0,5 mL kloroform 

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat 

- ditambah 1 mL H2SO4 97%  melalui dinding tabung 

 

 

L.2.5 Identifikasi Senyawa Steroid Fraksi n-heksana dengan Instrumentasi 

LC-MS/MS 

 

 

- Dibuat larutan fraksi 100 ppm menggunakan pelarut n-heksana 

- Diinjekkan ke dalam intrumentasi LC-MS/MS 

- Dilakukan identifikasi 

 

 

L.2.6 Pemisahan Senyawa Steroid Mikroalga Chlorella sp. dengan 

Kromatografi Kolom Basah 

 

 

- ditimbang 0,1gram 

- dilarutkan dengan 1 mL campuran 

eluen n-heksana dan etil asetat 

(95:5) 

- dimasukkan kedalam kolom secara 

perlahan 

 

 
 

 

 

- Masing-masing eluen yang telah dibuat dielusikan 

secara bergantian 

- Diatur laju alir 2 mL/menit 

- Eluat yang keluar ditampung dalam vial setiap 2 mL 

- Setiap vial penampungan dinomori 
 

 

Fraksi Hasil Partisi 

Hasil 

Fraksi Hasil Partisi Silika Gel 

- - ditimbang 10 gramdan diaktivasi 

dalam oven selama 2 jam 

Kolom 

Hasil 

- - ditambahkan 20 mL eluen n-

heksana:etil asetat (95:5) 

- - diaduk dengan stirrer hingga  

menjadi bubur 

- - dimasukkan glasswool ke dalam 

ujung kolomkemudian bubur 

silika dimasukkan ke dalam 

kolom dan dijenuhkan selama 24 

jam 

Fraksi Hasil Partisi 

Hasil 
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L.2.7 Monitoring Hasil Kromatografi Kolom dengan KLTA   

 

-  

- Ditotolkan sebanyak 10 kali totol pada jarak 1 cm dari bawah plat 

dengan pipa kapiler 

- Dikeringkan dan dielusi dengan 20 mL fase gerak (eluen n-
heksana:etil asetat (3,75:1,25) 

- Dihentikan elusi hingga eluen di garis batas atas 

- Diidentifikasi dibawah lampu UV 254 dan 366 nm 

- Ditandai noda yang terlihat 

- Dihitung Rf nya 
- Fraksi atau eluat dengan warna noda, Rf dan jumlah noda yang 

sama digabung dalam satu vial 
- Diuapkan pelarutnya 

 

  

L.2.8     Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH 0,2 mM  
L.2.8.1  Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 0,2 mM 

 

 

- Dipipet sebanyak 1 Ml 
- Ditambahkan 3 etanol 95% 
- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang sinar tampak, 

yaitu 400-800 nm 
 
 
 

L.2.8.2  Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel 
 

 

- Dibuat seri konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm menggunakan pelarut 
etanol 95% 

- Dipipet masing-masing larutan sebanyak 3 mL  
- Ditambahkan larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL  
- Diinkubasi pada inkubator dengan suhu 37°C selama 30 menit 
- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang 

didapatkan sebelumnya 
 

 

 

Eluat dalam vial genap 

Hasil 

DPPH 0,2 mM   

Hasil 

Isolat   

Hasil  
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L.2.9  Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis 

 

- Dibuat larutan 50 ppm sebanyak 5 mL  

- Dimasukkan dalam kuvet 

- Diidentifikasi menggunakan instrumentasi UV-Vis 
 

  

L.2.10 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer FTIR 

 

- larutan hasil identifikasi dengan UV-Vis diuapkan pelarutnya 

- Dicampur dengan KBr dan dibuat pelet 

- Dilakukan identifikasi dengan FTIR 

-  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat  

Spektra UV-Vis 

Isolat  

Spektra FTIR 
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Lampiran 3. Perhitungan, Pembuatan Reagen dan Pembuatan Larutan 

L.3.1  Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4% 

a. Pembuatan MET 4% sebanyak 900 mL 

MET 4% = (Akuades + Ekstrak tauge) 

MET rebusan tauge = 
 

   
 x Volume MET 4% yang dibuat 

                 = 
 

   
 x 900 mL 

                     = 36 mL ekstrak tauge 

Volume akuades  = Volume MET 4% yang dibuat - Volume MET  

 = 900 mL – 36 mL  

 = 864 mL 

 

b. Kultivasi dalam Erlenmeyer 1000 mL  

Ketentuan Kulttivasi = Perbandingan volume Isolat:MET 4% adalah (1:6) 

 

 
    

 

             
 

6 x = 900 mL  

  x    = 
      

 
 = 150 mL isolat Chlorella sp. 

Volume total pada kultivasi = Isolat Chlorella sp. + MET 4% 

                         = 150 mL + 900 mL 

                         = 1050 mL  

L.3.2  Pembuatan Larutan HCl 2N 

 Konsentrasi larutan HCl dalam produk adalah 37% dengan : 

   HCl 37% = 1,19 g/mL = 1190 g/L  

 BM HCl = 36, 42 g/mol 

 n  = 1 (jumlah ion H
+
) 

 Konsentrasi = 37% =  
    

             
 x 100% 

 Mol HCl dalam konsentrasi 37% = 
        

      
 

  = 
       

           
   = 1,0159 mol 

Volume Larutan HCl dalam larutan HCl 37% = 
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 = 
        

         
  

 = 84,033 mL = 0,084 L 

 Molaritas HCl 37% = 
   

     
 = 

          

       
 = 12,094 mol/L 

 Normalitas HCl 37% = n x Molaritas HCl    = 1 x 12,094 mol/L = 12,094 N 

Sehingga untuk membuat larutan HCl 2 N sebanyak 20 mL dari larutan HCl 

12,094 N menggunakan prinsip pegenceran berikut: 

N1 x V1 = N2 x V2 

12,094 N x V1 = 2 N x 20 mL, V1 = 3,3 mL  

Larutan HCl pekat 37 % dipipet sebanyak 3,3 mL kemudian dimasukkan ke dalam 

labu ukur 20 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan 

dikocok hingga homogen. 

 

L.3.3     Pembuatan larutan Na(CO3)2 5% (b/v) 

Sebanyak 5 gram padatan Na(CO3)2 dilarutkan dengan sedikit akuades dalam 

gelas kimia 10 mL. Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan 

ditambahkan aquades sampai tanda batas lalu dihomogenkan. 

 

L.3.4    Pembuatan reagen Lieberman Burchard (LB) 

Dipipet 0,5 mL kloroform kemudian ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. 

Selanjutnya ditambahkan 1 mL H2SO4 95% (Wagner, 2001). 

 

L.3.5    Pembuatan Eluen n-Heksana:Etil Asetat 

L.3.5.1 Eluen n-Heksana dan Etil Asetat untuk Kromatografi Kolom 

Tabel L.3.1. Pembuatan Eluen Kromatografi Kolom 

Perbandingan Volume n-Heksana (mL) Volume Etil Asetat (mL) 

95:5 95 5 

90:10 90 10 

85:15 85 15 

80:20 80 20 

Keterangan: Masing-masing eluen n-heksana:etil asetat yang dibuat adalah  

sebanyak 100 mL dengan mencampurkan volume n-heksana dan etil asetat sesuai 

dengan tabel diatas. 
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L.3.5.2  Eluen n-Heksana dan Etil Asetat untuk Monitoring KLTA 

Eluen n-heksana:etil asetat untuk monitoring KLTA dibuat sebanyak 20 

mL.dengan perbandingan 3,75:1,25. Volume n-heksana yang digunakan adalah 15 

mL dan etil asetat sebanyak 5 mL,kemudian dijenuhkan dalam Chamber. 

 

L.3.6    Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 50 mL 

Mr DPPH   = 349,33 g/mol = 349,33 mg/mmol 

Mol DPPH = V x C 

 = 50 mL x 0,2 mM = = 50 mL x  
   

    
 M = 0,01 mmol 

mg DPPH = Mol DPPH x Mr DPPH 

                  = 0,01 mmol x 349,33 mg/mmol = 3,9433 mg 

Serbuk DPPH sebanyak 3,9433 mg kemudian dilarutkan dengan 50 mL etanol 

dalam labu ukur 50 mL dan dihomogenkan. 

 

L.3.7    Pembuatan Larutan Sampel untuk Uji Antioksidan 

L.3.7.1  Pembuatan larutan stok sampel 20 ppm 

Sebanyak 0,2 mg isolat steroid dilarutkan dalam 5 mL etanol 95% kemudian 

dihomogenkan. 

L.3.7.2  Pembuatan larutan sampel 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm sebanyak 10 ml dari 

larutan stok sampel 20 ppm 

Contoh pembuatan 10 mL larutan sampel 1 ppm dari larutan stok sampel 20 ppm: 

M1 x V1 = M2 x V2 

20 ppm x V1 = 1 ppm x 5 mL = V1 = 0,25 mL  

Sehingga untuk membuat larutan sampel 1 ppm adalah larutan stok sampel 20 

ppm sebanyak 0,25 mL ditandabataskan dengan etanol 95% pada labu ukur 5 mL. 

Tabel L.3.2 Pembuatan Larutan Sampel Uji Antioksidan 

Konsentrasi (ppm) Volume Larutan Stok 20 ppm (mL) 

1 0,25 

2 0,5 

3 0,75 

4 1 

5 1,25 

Keterangan: Pembuatan larutan dilakukan dalam labu ukur 5 mL. Setiap larutan 

stok 20 ppm yang diambil diencerkan menjadi 5 mL menggunakan etanol 95%. 
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L.3.8.3     Pembuatan Larutan Vitamin C (Nugraheni, 2007) 

L.3.8.3.1  Pembuatan larutan stok vitamin C 50 ppm sebanyak 10 mL  

Vitamin C sebanyak 0,5 mg kemudian ditandabataskan dengan etanol 95% pada 

labu ukur 10 mL sehingga diperoleh larutan vitamin C 50 ppm. 

L.3.8.3.2    Pembuatan larutan vitamin C 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm sebanyak 5 ml 

dari larutan stok vitamin C 50 ppm 

Contoh pembuatan 10 mL larutan vitamin C 1 ppm dari larutan stok vitamin C 10 

ppm:     (M1 x V1           = M2 x V2): 

50 ppm x V1  = 1 ppm x 5 mL  

V1   = 0,1 mL = 100 µL 

Sehingga untuk membuat larutan vitamin C 1 ppm adalah larutan stok vitamin C 

10 ppm sebanyak 1 mL kemudian ditandabataskan dengan etanol hingga 10 mL. 

Tabel L.3.3 Pembuatan larutan vitamin C 

Konsentrasi (ppm) Volume Larutan Stok Vitamin C 10 ppm (mL) 

1 0,1 

2 0,2 

3 0,3 

4 0,4 

5 0,5 

Keterangan: Pembuatan larutan vitamin C dilakukan dalam labu ukur 5 mL. 

Setiap larutan stok vitamin C 10 ppm yang diambil diencerkan menjadi 5 mL 

menggunakan etanol 95%. 

 

L.3.9  Rendemen Hasil Maserasi 

Berat sampel awal = 10,32 g 

Berat ekstrak yang diperoleh = 3,68 g 

Rendemen = 
                   

            
 x 100% =  = 

         

          
 x 100% = 35,65% 

 

L.3.10  Rendemen Hasil Hidrolisis dan Partisi 

Berat sampel awal = 3,24 g 

Berat fraksi yang diperoleh = 1,06 g 

Rendemen = 
                      

                     
 x 100%   

  = 
         

         
 x 100% = 32,72% 



63 

 

 
 

L.3.11  Perhitungan Nilai Rf Monitoring dengan KLTA 

Jarak plat KLT dari batas bawah ke batas atas adalah 8 cm. Nilai Rf dihitung 

dengan rumus: 

Rf = 
                 

                       
 

Contoh perhitungan Rf isolat C = 
   

 
 = 0,82 

Perhitungan Rf pada Tabel L.1.3 untuk isolat lainnya seperti contoh diatas 

Tabel L.3.4 Data Rf Hasil Monitoring dengan KLTA 

Isolat Vial ke- Jarak tempuh senyawa Rf 

A 1-16 - - 

B 17-32 
7,3 

6,6 

0,91 

0,82 

C 33-45 6,6 0,82 

D 46-59 - - 

E 60 6 0,75 

F 61-79 
6 

5 

0,75 

0,62 

G 80-109 
5,4 

5 

0,67 

0,62 

H 110-111 

5 

4,5 

3,8 

0,62 

0,56 

0,47 

I 112-122 
5 

3,8 

0,62 

0,47 

J 123-132 3,8 0,47 

K 133-171 
3,8 

3 

0,47 

0,37 

L 172-180 

3,8 

3 

2,3 

0,47 

0,37 

0,28 

M 181-202 
3 

2,3 

0,37 

0,28 

N 203-210 

3 

2,3 

1,2 

0,27 

0,28 

0,15 

O 211-235 
2,3 

1,2 

0,28 

0,15 

P 236-276 1,2 0,15 

Q 277-296 
1,7 

1,2 

2,12 

0,15 
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L.3.12   Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi n-Heksana, Isolat dan Asam 

Aksorbat 

Tabel L.3.5 Data Absorbansi Antioksidan Fraksi n-Heksana 

C 

(ppm) 

Pengukuran ke-1 Pengukuran ke-2 Pengukuran ke-3 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

1 0,1846 0,1600 0,2305 0,2190 0,1860 0,4163 

2 0,1802 0,1891 0,2310 0,2008 0,1848 0,1577 

3 0,1865 0,1736 0,2276 0,2156 0,1848 0,1564 

4 0,1845 0,1553 0,2272 0,2063 0,1856 0,2785 

5 0,1844 0,1477 0,2277 0,2002 0,1842 0,2330 

Keterangan:  

Data absorbansi diatas adalah absorbansi rata rata dari 3 pegulangan uji aktivitas 

antioksidan fraksi n-heksana pada waktu uji yang berbeda 

 Perhitungan % Aktivitas Antioksidan Fraksi n-Heksana dengan rumus: 

% Aktivitas Antioksidan = 
                                    

                  
        

 Contoh perhitungan % aktivitas antioksidan pada konsentrasi 1 ppm 

pengukuran ke-1: 

% Aktivitas Antioksidan = 
             

      
        = 13,226% 

 Perhitungan % aktivitas antioksidan pada konsentrasi lainnya seperti contoh 

perhitungan % aktivitas antioksidan pada konsentrasi 1 ppm di atas. 

Tabel L.3.6 Hasil Perhitungan % Aktivitas Antioksidan Fraksi n-heksana 

C 

(ppm) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-1 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-2 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-3 (%) 

1 13,23 4,90 -12,38 

2 -4,90 13,07 14,66 

3 6,90 16,62 15,36 

4 15,83 9,10 -50,05 

5 19,90 12,04 26,49 

 

Berdasarkan Tabel L.3.2, % aktivitas antioksidan yang digunakan dalam 

perhitungan nilai EC50 untuk masing-masing konsentrasi adalah: 

Tabel L.3.7 Data Aktivitas Antioksidan untuk Perhitungan Nilai EC50 Fraksi n-

Heksana 

Konsentrasi (ppm) Aktivitas Antioksidan (%) 

1 13,23 

2 14,66 

3 15,36 

4 15,83 

5 19,90 
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Perhitungan nilai EC50 Fraksi n-Heksana : 

Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 3,224 
 HillSlope 0,2622 
 EC50 1673 
 Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 1,171 
 HillSlope 0,1109 
 95% CI (profile likelihood) 

  LogEC50 1,579 to +infinity 
 HillSlope -0,08134 to 0,6586 
 EC50 37,97 t  

 Goodness of Fit 
  Degrees of Freedom 3 

 R square 0,6585 
 Absolute Sum of Squares 8,919 
 Sy.x 1,724 
 Constraints 

  Bottom Bottom = 0 
 Top Top = 100 
 One curve for all data sets 

  Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 3,224 3,224 

HillSlope 0,2622 0,2622 

EC50 1673 1673 

Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 1,171 1,171 

HillSlope 0,1109 0,1109 

95% CI (profile likelihood) 
  LogEC50 1,579 to +infinity 1,579 to +infinity 

HillSlope -0,08134 to 0,6586 -0,08134 to 0,6586 

EC50 37,97 to ??? 37,97 to ??? 

Goodness of Fit 
  Degrees of Freedom 
 

3 

R square 0,6585 0,6585 

Absolute Sum of Squares 8,919 8,919 

Sy.x 
 

1,724 

Constraints 
  Bottom Bottom = 0 

 Top Top = 100 
 LogEC50 LogEC50 is shared 
 HillSlope HillSlope is shared 
 Number of points 

  # of X values 15 
 # Y values analyzed 5 
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 Data Absorbansi Pengukuran Antioksidan Isolat C 

Tabel L.3.8 Data Absorbansi Antioksidan Isolat C 

C 

(ppm) 

Pengukuran ke-1 Pengukuran ke-2 Pengukuran ke-3 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

1 0,2752 0,2297 0,2859 0,2700 0,6678 0,4524 

2 0,2749 0,2292 0,2860 0,2672 0,6681 0,4451 

3 0,2760 0,2352 0,2829 0,2485 0,6665 0,4832 

4 0,2735 0,2354 0,2839 0,2488 0,6657 0,4408 

5 0,2738 0,2462 0,2843 0,3006 0,6657 0,4191 

Keterangan:  

Data absorbansi diatas adalah absorbansi rata rata dari 3 pegulangan uji aktivitas 

antioksidan isolat C pada waktu uji yang berbeda. 

 Perhitungan % aktivitas antioksidan isolat sesuai dengan contoh perhitungan % 

aktivitas antioksidan fraksi n-heksana di atas. 

Tabel L.3.9 Hasil Perhitungan % Aktivitas Antioksidan Isolat C 

C 

(ppm) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-1 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-2 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-3 (%) 

1 16,53 5,56 33,25 

2 16,62 6,57 33,38 

3 14,78 12,16 33,06 

4 13,93 12,36 22,78 

5 10,08 -5,73 37,04 

 

Berdasarkan Tabel L.3.2, % aktivitas antioksidan yang digunakan dalam 

perhitungan nilai EC50 untuk masing-masing konsentrasi adalah: 

Tabel L.3.10 Data aktivitas antioksidan untuk perhitungan nilai EC50 Isolat C 

Konsentrasi (ppm) Aktivitas Antioksidan (%) 

1 5,56 

2 6,57 

3 12,16 

4 13,93 

5 37,04 

 

Perhitungan nilai EC50 Isolat Hasil Kromatografi Kolom : 

Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 0,7948 
 HillSlope 3,052 
 EC50 6,235 
 Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 0,06122 
 HillSlope 1,104 
 95% CI (profile likelihood) 
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LogEC50 0,6912 to 2,299 
 HillSlope 0,3935 to ??? 
 EC50 4,911 to 199,1 
 Goodness of Fit 

  Degrees of Freedom 3 
 R square 0,8464 
 Absolute Sum of Squares 100,4 
 Sy.x 5,784 
 Constraints 

  Bottom Bottom = 0 
 Top Top = 100 
 One curve for all data sets 

  Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 0,7948 0,7948 

HillSlope 3,052 3,052 

EC50 6,235 6,235 

Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 0,06122 0,06122 

HillSlope 1,104 1,104 

95% CI (profile likelihood) 
  LogEC50 0,6912 to 2,299 0,6912 to 2,299 

HillSlope 0,3935 to ??? 0,3935 to ??? 

EC50 4,911 to 199,1 4,911 to 199,1 

Goodness of Fit 
  Degrees of Freedom 
 

3 

R square 0,8464 0,8464 

Absolute Sum of Squares 100,4 100,4 

Sy.x 
 

5,784 

Constraints 
  Bottom Bottom = 0 

 Top Top = 100 
 LogEC50 LogEC50 is shared 
 HillSlope HillSlope is shared 
 Number of points 

  # of X values 15 
 # Y values analyzed 5 
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 Data Absorbansi Pengukuran Antioksidan Asam Askorbat 

Tabel L.3.11 Data Absorbansi Antioksidan Asam Askorbat 

C 

(ppm) 

Pengukuran ke-1 Pengukuran ke-2 Pengukuran ke-3 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

Abs. 

Kontrol 

Abs 

Sampel 

1 0,4699 0,2240 0,4699 0,2840 0,4064 0,1836 

2 0,4696 0,2792 0,4696 0,2714 0,4068 0,2086 

3 0,4701 0,2183 0,4701 0,0876 0,4066 0,0691 

4 0,4690 0,2049 0,4690 0,0429 0,4073 0,0196 

5 0,4688 0,2154 0,4688 0,0363 0,4061 0,0137 

Keterangan:  

Data absorbansi diatas adalah absorbansi rata rata dari 3 pegulangan uji aktivitas 

antioksidan isolat C pada waktu uji yang berbeda. 

 Perhitungan % aktivitas antioksidan isolat sesuai dengan contoh perhitungan % 

aktivitas antioksidan fraksi n-heksana di atas. 

Tabel L.3.12 Hasil Perhitungan % Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat 

C 

(ppm) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-1 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-2 (%) 

Aktivitas Antioksidan 

Pengukuran ke-3 (%) 

1 52,33 39,50 54,82 

2 40.50 42,20 48,72 

3 53,56 81,36 83,00 

4 56,23 90,85 95,19 

5 54,05 92,28 96,63 

 

Berdasarkan Tabel L.3.2, % aktivitas antioksidan yang digunakan dalam 

perhitungan nilai EC50 untuk masing-masing konsentrasi adalah: 

Tabel L.3.13 Data Aktivitas Antioksidan untuk Perhitungan Nilai EC50 Asam 

Askorbat 

Konsentrasi (ppm) Aktivitas Antioksidan (%) 

1 54,82 

2 48,72 

3 83,00 

4 95,19 

5 96,63 

 

Perhitungan nilai EC50 Asam Askorbat : 

Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 -0,01869 
 HillSlope 1,503 
 EC50 0,9579 
 Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 0,07274 
 HillSlope 0,3344 
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95% CI (profile likelihood) 
  LogEC50 -0,5425 to 0,1525 

 HillSlope 0,6128 to 2,767 
 EC50 0,2868 to 1,421 
 Goodness of Fit 

  Degrees of Freedom 3 
 R square 0,9074 
 Absolute Sum of Squares 120,6 
 Sy.x 6,34 
 Constraints 

  Bottom Bottom = 0 
 Top Top = 100 
 One curve for all data sets 

  Best-fit values 
  Bottom = 0 

 Top = 100 
 LogEC50 -0,01869 -0,01869 

HillSlope 1,503 1,503 

EC50 0,9579 0,9579 

Span = 100 
 Std. Error 

  LogEC50 0,07274 0,07274 

HillSlope 0,3344 0,3344 

95% CI (profile likelihood) 
  LogEC50 -0,5425 to 0,1525 -0,5425 to 0,1525 

HillSlope 0,6128 to 2,767 0,6128 to 2,767 

EC50 0,2868 to 1,421 0,2868 to 1,421 

Goodness of Fit 
  Degrees of Freedom 
 

3 

R square 0,9074 0,9074 

Absolute Sum of Squares 120,6 120,6 

Sy.x 
 

6,34 

Constraints 
  Bottom Bottom = 0 

 Top Top = 100 
 LogEC50 LogEC50 is shared 
 HillSlope HillSlope is shared 
 Number of points 

  # of X values 15 
 # Y values analyzed 5 
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

L.4.1   Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. 

       
Hari ke-0 Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4 Hari ke-5 

     

 

Hari ke-6 Hari ke-7 Hari ke-8 Hari ke-9 Hari ke-10 

 

L.4.2   Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp. 

  
Biomassa 

sebelum 

disentrifuge 

Biomassa setelah 

disentrifuge 

 

L.4.3   Ekstraksi Maserasi dan partisi 

 
 

Ekstrak pekat 

setelah diberi  

gas N2 

Ekstrak pekat 

hasil partisi 

 

L.4.4   Uji Senyawa Steroid dengan reagen LB  

 
Terjadi perubahan 

warna menjadi hijau 
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L.4.5   Hasil Monitoring Isolat C dengan KLTA 

  
Isolat C (33-34) lampu UV  

366 nm 

Isolat C (33-34) lampu UV  

254 nm 

Gambar L.4.1 Hasil Monitoring Isolat C 

 

L.4.6  Hasil Monitoring dengan KLTA 

 
Gambar L.4.2 Ilustrasi Monitoring KLTA Plat A dilihat pada Lampu UV 254 nm 
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Gambar L.4.3 Hasil monitoring KLTA Plat A dilihat pada Lampu UV 254 nm 

 
Gambar L.4.4 Ilustrasi Monitoring KLTA plat A dilihat pada Lampu UV 366 nm 

 

 
Gambar L.4.5 Hasil Monitoring KLTA Plat A dilihat pada Lampu UV 366 nm 
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Gambar L.4.6 Ilustrasi Monitoring KLTA Plat B dilihat pada Lampu UV 366 nm 

 

Gambar L.4.7 Hasil Monitoring KLTA Plat B dilihat pada Lampu UV 366 nm 

 
Gambar L.4.8 Ilustrasi Monitoring KLTA Plat C dilihat pada Lampu UV 366 nm 
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GambarL.4.9 Hasil Monitoring KLTA Plat C dilihat pada Lampu UV 366 nm 

 
Gambar L.4.10 Ilustrasi Monitoring KLTA Plat D dilihat pada Lampu UV 366 nm 

 

 
Gambar L.4.11 Hasil Monitoring KLTA Plat D dilihat pada Lampu UV 366 nm 
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L.4.7  Uji Aktivitas Antioksidan 

  
Uji Aktivitas Atioksidan Isolat Steroid Uji Aktivitas Antioksidan Vitamin C 
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Lampiran 5. Spektra LC-MS/MS Fraksi n-Heksana Chlorella sp. 

 

 

 
 


