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ABSTRAK

Shoviyyah. 2018. Uji Aktivitas Antioksidan dan Fitokimia Fraksi Etil Asetat,
Kloroform, dan metanol Ekstrak Alga Hijau Ulva lactuca Dari Pantai
Gunung Kidul Yogyakarta. Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Suci Amalia, M.Sc.; Konsultan: Tri Hadi Jatmiko,M.T.;
Pembimbing Il: A. Ghanaim Fasya, M.Si.

Kata Kunci: Ulva lactuca, Ekstrak Etanol 96%, Antioksidan, DPPH.

Alga hijau merupakan tanaman laut yang memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder yang dimanfaatkan sebagai antioksidan. Q.S asy Syu’araa ayat
7 menunjukkan bahwa tumbuhan yang baik yang dapat digunakan adalah tumbuhan
yang memiliki banyak manfaat untuk pengobatan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dan hasil uji fitokimia pada alga hijau Ulva
lactuca.

Penelitian ini menggunakan Ulva lactuca yang diisolasi dengan metode
ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 96 %. Selanjutnya dipartisi dengan
varian pelarut etil asetat, kloroform, dan metanol. Uji aktivitas antioksidan
dilakukan dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dengan variasi
konsentrasi menggunakan Elisa reader. Senyawa metabolit sekunder diidentifikasi
dengan reagen dan yang memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi dilakukan
pemisahan dengan KLT analitik.

Hasil dari uji fitokimia pada alga hijau Ulva lactuca menggunakan
penambahan reagen menunjukkan adanya senyawa flavonoid, alkaloid, steroid, dan
triterpenoid. Hasil dari aktivitas antioksidan alga hijau Ulva lactuca menunjukkan
persen (%) aktivitas antioksidan terbaik pada fraksi etil asetat sebesar 43,18 % dan
hasil persen (%) aktivitas atioksidan pada ekstrak kasar sebesar 24,34 %. Nilai ICso
yang dapat meredamkan radikal DPPH vyaitu fraksi etil asetat sebesar 84,71 pg/mL.
Pemisahan senyawa KLT analitik menunjukkan adanya senyawa flavonoid pada
noda spot 1, 3, 7 dan 8 dengan variasi eluen n-heksana : etil asetat (3:2).
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ABSTRACT

Shoviyyah. 2018. Antioxidant Activity test and Phytochemicals of Ethyl Acetate,
Chloroform, n-Hexane Fractions of Extract Green Algae Ulva lactuca
in Gunung Kidul Beach Yogyakarta. Department of Chemistry, Faculty
of Science and Technology, State Islamic University Maulana Malik
Ibrahim Malang. Supervisor I: Suci Amalia, M.Sc.; Consultant: Tri
Hadi Jatmiko,M.T.; Supervisor II: A. Ghanaim Fasya,M.Si.

Keywords: Ulva lactuca, Ekstracts Etanol 96%, Antioxidant, DPPH.

Green algae is marine plants that contain secondary metabolites can use as
antioxidant. Q.S asy Syu'araa verse 7 shows that good plants that can be used are
plants that have many benefits for treatment. This research aims to determine the
antioxidant activity and phytochemical test results on green algae Ulva lactuca.

This research used Ulva lactuca which was isolated by maceration
extraction method using 96% ethanol solvent. Next step is partitioned with variants
of ethyl acetate, chloroform, and methanol. Antioxidant activity test using DPPH
method (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) with various concentrations using Elisa
reader. Secondary metabolites are identified by reagents and that have the highest
antioxidant activity are separated by analytic TLC.

Phytochemical screening of green algae Ulva lactuca using the addition of
reagents showed the presence of flavonoid, alkaloid, steroid, and triterpenoid
compounds. The results of the antioxidant activity of green algae Ulva lactuca
showed the best percent (%) of antioxidant activity in the ethyl acetate fraction of
43.18 % and the yield ehanol (%) of the antioxidant activity in crude extracts of
24.34 %. The I1Csp value that can reduce DPPH radicals is the ethyl acetate fraction
of 84.71 pg / mL. Separation of analytical TLC compounds showed the presence of
flavonoid compounds in spot 1, 3, 7 and 8 stains with variations in the n-hexane:
ethyl acetate (3: 2).
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Laut adalah lambang dari kesuburan sekaligus kemakmuran (Djamil, 2004).
Gunung kidul mempunyai garis pantai sepanjang + 70 Km dan sangat potensial
untuk dikembangkan sebagai pusat pertumbuhan ekonomi baik melalui
pengembangan wisata alam ataupun melalui kegiatan ekonomi berbasis
pemanfaatan sumberdaya laut, seperti ikan, lobster dan makroalga. Kemajuan
zaman dewasa ini telah membuat sebagian besar masyarakat mengalami perubahan
pola hidup termasuk diantaranya dalam hal makanan. Pola makanan yang tidak
tepat dan sehat dapat menyebabkan munculnya beragam penyakit.

Indonesia adalah negara bahari dengan keanekaragaman hayati laut terbesar
di dunia yang memiliki total luas perairan nusantara seluas 2,8 juta Km? dan laut
teritorial seluas 0,3 juta Km?, untuk panjang garis pantai lebih dari 81.000 Km dan
jumlah pulau lebih dari 18.000 pulau. Laut beserta kawasan pesisir Indonesia
mempunya manfaat dan potensi ekonomi (pembangunan) yang sangat besar dan
beraneka ragam (Kusumastanto, 2011).

Alga hijau Ulva lactuca bermanfaat untuk obat tradisional sebagai obat diet
(Wibowo, 2001), bahan makanan dan obat-obatan karena kaya akan protein, lipid,
vitamin dan mineral. Temuan terakhir membuktikan bahwa rumput laut berpotensi
sebagai antivirus (Manilal, dkk., 2009), antibakteri (Izzati, 2007), antitumor (Zandi,
dkk., 2010) dan antioksidan (Lestario, dkk., 2008). Alga hijau juga bermanfaat

sebagai antioksidan pada minyak ikan (Arbi, dkk., 2016).
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Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan, yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya proses oksidasi (Tamat, dkk., 2007). Menurut Heo (2005), menyatakan
bahwa antioksidan bersifat karsinogenik dan mampu menimbulkan kerusakan hati,
sehingga permintaan terhadap antioksidan alami terus mengalami peningkatan. Ada
berbagai sumber antioksidan alami dari laut, seperti rumput laut, lamun, sponge,
dan sebagainya (Santoso, dkk., 2012).

Radikal bebas merupakan salah satu penyebab penyakit yang menyerang sel
tubuh manusia. Radikal bebas terdapat dalam tubuh manusia sebagai hasil samping
dari proses pembentukan energi. Akan tetapi, radikal bebas ini dibutuhkan dalam
jumlah sedikit untuk membantu sel darah putih membunuh kuman. Apabila radikal
bebas terlalu banyak, maka akan merusak tubuh. Oleh karena itu, dibutuhkan
senyawa antioksidan yang dapat menyumbangkan satu atau lebih elektron pada
radikal bebas, sehingga radikal bebas dapat diredam (Winarsi, 2007).

Segala macam potensi alam baik yang terdapat di laut maupun di darat
merupakan salah satu respon untuk berbagai kebutuhan makhluk hidup yang tidak
ternilai harganya. Penelitian ini akan menggunakan sampel alga hijau. Hal ini
dilakukan agar lebih banyak senyawa yang dapat terekstrak. Tuhan menciptakan
segala sesuatu di muka bumi ini pasti ada tujuan dan memeberikan manfaat atau
kebaikan. Salah satunya adalah tumbuh-tumbuhan yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat, sebagaimana firman Allah dalam QS. asy Syu’araa: 7.

8 55 U8 (e a8 W a8 (591 ) 155 41
Artinya: “ Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya

kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? * (QS.

asy Syu’araa: 7).
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Kata ila pada ayat ini merupakan makna batas akhir. lla berfungsi
memperluas arah pandangan hingga batas akhir, dengan demikian ayat ini
mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya
dengan aneka tanah dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar pada
tumbuh-tumbuhan. Kata “Zaujin kariim” pada ayat ini menjelaskan tentang segala
macam tumbuh-tumbuhan yang bersifat baik. Tumbuhan yang paling baik adalah
tumbuhan yang bermanfaat. Allah SWT memerintahkan kepada manusia untuk
memperlihatkan, merenungi, dan berfikir sesuai batas kemampuan atas ciptaan-Nya
dengan melakukan penelitian alam (al Maraghi, 1992). Beberapa tumbuhan yang
bermanfaat sebagai obat dan antioksidan yaitu alga hijau (Ulva lactuca).

Kata kariim antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu
yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik adalah yang
subur dan bermanfaat (Shihab, 2003). Hal ini memberikan kesadaran kepada
manusia untuk tunduk dan patuh kepadaNya. Salah satunya dengan cara bersyukur
dan memanfaatkan tumbuh-tumbuhan tersebut untuk kemaslahatan umat manusia,
misalnya dimanfaatkan sebagai obat.

Makro alga atau dikenal dalam perdagangan sebagai rumput laut merupakan
salah satu potensi biota laut perairan Indonesia. Saat ini sudah ditemukan 555 jenis
alga yang berdasarkan kandungan pigmennya dikelompokkan menjadi 4 kelas,
yakni : Rhodophyceae, Phaeophyceae, Chlorophyceae, dan Cyanophyceae
(Anggadiredja, dkk., 2006).

Chlorophyceae disebut juga alga hijau yang memiliki kandungan nutrisi
yang cukup tinggi. Selain itu, komponen utama dari alga hijau adalah karbohidrat

sedangkan komponen lainnya yaitu protein, lemak, abu, dan mengandung mineral
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berupa Fe dan Mg (Xiao-Ling, dkk., 2003). Alga ini mengandung senyawa
antioksidan seperti klorofil yang cukup tinggi (13,15%), warna hijau ini disebabkan
klorofil yang dihasilkan melebihi karoten dan xantofil (Chapman, 1970).

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak alga hijau akan dilakukan
menggunakan metode peredaman radikal DPPH dipilih karena memiliki beberapa
kelebihan antara lain sederhana, mudah, cepat, dan memerlukan sedikit sampel.
Menurut Pratiwi,dkk. (2012) Parameter yang digunakan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan adalah % aktivitas antioksidan yang didefinisikan sebagai besarnya
konsentrasi sampel yang dapat menangkal radikal bebas.

Beberapa penelitian menunjukkan kandungan senyawa antioksidan pada
alga hijau terutama berupa senyawa antioksidan yang dapat menghambat oksidasi
radikal bebas. Tamat, dkk. (2007) melakukan penelitian mengenai aktivitas
antioksidan dan toksisitas ekstrak Ulva reticula. Penelitian ini menggunakan
ekstraksi maserasi tunggal dengan pelarut metanol (polar) sebagai pelarut ekstrak
kasar dan dihidrolisis menggunakan HCI 2 N, difraksinasikan dengan pelarut yang
berbeda yaitu kloroform (semi polar), n-heksana (nonpolar), dan air (polar).
Senyawa fitokimia yang terkandung pada Ulva lactuca adalah triterpenoid.
Berdasarkan hasil pengujian antioksidan dengan metode DPPH, aktivitas
antioksidan pada sub-fraksi | menggunakan pelarut kloroform tanpa hidrolisis
dengan nilai 1Cso sebesar 270,31 ppm dan sub-fraksi 11 menggunakan pelarut n-
heksana tanpa hidrolisis dengan nilai 1Cso sebesar 376,44 ppm. Penelitiannya
menggunakan metode ekstraksi yang disertai dengan hidrolisis yang menghasilkan

rendemen fraksi dari pelarut n-heksana, kloroform, dan air secara berturut-turut



sebesar 0,543; 0,283; 1,265 % dan nilai aktivitas antioksidannya atau ICso sebesar
979,67; 702,87; 365,95 pg/ml.

Febriansah (2015) melakukan uji aktivitas antioksidan alga hijau dengan
ekstraksi bertingkat menggunakan metode DPPH menyatakan bahwa potensi
antioksidan terkuat adalah ekstrak alga hijau menggunakan pelarut etanol 96 %
dengan nilai 1Cso 4921,79 ppm. Konsentrasi pelarut yang digunakan dalam proses
ekstrasi akan berpengaruh terhadap ekstrak yang dihasilkan.

Abirami, dkk. (2011) melakukan penelitian mengenai potensial alga hijau
dengan pelarut metanol yang menjelaskan tentang senyawa fitokimia yang
terkandung pada Ulva lactuca adalah fenol, alkaloid menggunakan eluen kloroform
: metanol (1:4), saponin menggunakan eluen kloroform : aseton (4:1) dan steroid
menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (7:3). EImegeed, dkk. (2014) melakukan
penelitian mengenai konstitusi fotokimia ekstrak alga hijau Ulva lactuca
menggunakan pelarut etanol menjelaskan tentang senyawa fitokimia yang
terkandung pada alga hijau adalah alkaloid menggunakan eluen kloroform :
metanol (1:4), flavonoid menggunakan eluen metanol : kloroform (7:3), dan
saponin menggunakan eluen kloroform : aseton (4:1). Dengan konsentrasi fenol
14,223 mg/100g.

Kombinasi ekstrak etanol Aloe vera, Bacopa monniera, Moringa oleifera
dan Zingiber officinale dengan berat yang sama yaitu 25 mg memberikan aktivitas
antioksidan sebesar 63,75% (Padmanabhan dan Jangle, 2012). Kombinasi ekstrak
etanol kulit manggis, daun sirsak, daun sirih merah dan keladi tikus variasi
konsentrasi (low:high:high:low) dalam volum yang sama memiliki kemampuan

aktivitas antioksidan sebesar 93,73% (Saraswaty, dkk., 2013). Besarnya
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persentase aktivitas antioksidan menunjukkan semakin kuat suatu kombinasi
ekstrak sebagai antioksidan.

Identifikasi golongan senyawa metabolit sekunder kombinasi ekstrak etanol
yang memberikan aktivitas antioksidan paling baik dilakukan menggunakan
kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) dengan beberapa eluen campuran untuk
mengetahui eluen terbaik dalam memisahkan senyawa metabolit sekunder. Noda
tunggal Rf 0,35 pada n-heksana-etil asetat (7:3) positif alkaloid dengan reagen
Dargendorff membentuk perubahan warna dari coklat menjadi jingga dan terbentuk
endapan coklat (Darminto, dkk., 2012). Eluen n-heksana-etil asetat memberikan
pemisahan terbaik pada senyawa steroid dengan 8 noda (7:3) Rf 0,10-0,86 dengan
reagen Liebermann-Burchard membentuk warna biru dan merah muda
(Rohmaniyah, 2016).

Senyawa bioaktif hasil metabolisme sekunder dapat diperoleh melalui
proses ekstraksi. Proses ekstraksi dapat menggunakan 3 jenis pelarut dengan tingkat
kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana (nonpolar), etil asetat atau kloroform
(semipolar), dan etanol atau metanol (polar). Perbedaan jenis pelarut ini akan
mempengaruhi karakteristik dari senyawa bioaktif yang terdapat pada Ulva lactuca
yang dimungkinkan memiliki aktivitas sebagai antioksidan.

Saat ini, masih sedikit penelitian yang meneliti variasi eluen terbaik
menggunakan metode KLTA dalam menentukan golongan senyawa apa yang
terkandung dalam ulva lactuca. Hasil uji aktivitas antioksidan yang baik dapat
menggunakan metode hidrolisis, dengan adanya metode hidrolisis senyawa
metabolit yang bebas dan yang terikat dengan glikon akan bergabung sehingga

diharapkan aktivitasnya akan meningkat. Sebelum dihidrolisis, ekstrak kasar



dipartisi dengan pelarut yang tingkat kepolarannya lebih rendah dari etanol seperti
etil asetat, kloroform, dan n-heksana. Hal ini membuka peluang untuk melakukan
penelitian dengan berdasarkan beberapa alasan maka dilakukan suatu penelitian
dengan judul Uji Aktivitas Antioksidan dan Fitokimia Fraksi Etil Asetat,
Kloroform, dan Metanol Ekstrak Alga Hijau Ulva lactuca dari Pantai Gunung Kidul
Yogyakarta.

1.2 Rumusan Masalah

1. Variasi eluen KLT analitik apa yang menghasilkan pemisahan noda terbaik
pada spot ?

2. Golongan senyawa apa yang terdapat pada fraksi alga hijau Ulva lactuca
pada identifikasi fitokimia ?

3. Bagaimana hasil analisis kadar klorofil a dan b pada ekstrak alga hijau Ulva
lactuca ?

4. Bagaimana aktivitas antioksidan dari ekstrak kasar dan ekstrak hasil partisi
fraksi etil asetat, kloroform, dan metanol alga hijau Ulva lactuca terhadap
radikal bebas DPPH ?

1.3 Tujuan

1. Mengetahui variasi eluen KLT analitik yang menghasilkan noda terbaik
pada spot.

2. Mengetahui golongan senyawa yang terdapat pada ekstrak fraksi alga hijau
Ulva lactuca pada identifikasi fitokimia.

3. Mengetahui hasil analisis kadar klorofil a dan b pada ekstrak alga hijau Ulva

lactuca.
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Mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak kasar dan ekstrak hasil partisi
fraksi etil asetat, kloroform, dan metanol alga hijau Ulva lactuca terhadap

radikal bebas DPPH.

1.4 Batasan Masalah

1.

8.

Sampel yang digunakan adalah alga hijau Ulva lactuca yang diperoleh dari
perairan Gunung Kidul Yogyakarta

Metode ekstraksi maserasi menggunakan etanol 96%

Pelarut partisi yang digunakan setelah ekstraksi maserasi alga hijau adalah
etil asetat, kloroform, dan metanol.

Metode pengujian aktivitas antioksidan yaitu metode DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil).

Golongan senyawa yang diidentifikasi meliputi triterpenoid, steroid,
flavonoid, alkaloid, tanin, dan saponin.

Uji senyawa aktif dengan variasi eluen menggunakan KLT analitik.
Variasi eluen KLT analitik meliputi pelarut n heksana, kloroform, metanol
dan etil asetat.

Variasi konsentrasi pelarut etanol pada analisis kadar klorofil a dan b.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada

masyarakat atau kalangan akademik mengenai manfaat alga hijau Ulva lactuca bagi

kesehatan yaitu sebagai antioksidan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Obat Herbal dalam Perspektif Islam

Obat herbal merupakan obat yang menggunakan bahan baku berasal dari
alam, dapat berupa tumbuhan dan hewan. Salah satu jenis obat bahan alam adalalah
ramuan, ramuan adalah obat tradisional yang diracik menggunakan bahan tanaman
asli seperti daun, akar, buah, dan bunga yang mempunyai khasiat untuk merawat
kesehatan( Mursito, 1999).

Tumbuhan tersebut dapat dimanfaatkan sebagai obat karena mengandung
senyawa aktif. Kandungan senyawa aktif yang terdapat pada tanaman adalah
alkaloid, flavonoid, terpenoid, steroid, tanin, dan saponin yang dapat diketahui
dengan cara skrining fitokimia (Achmad, 2006). Firman Allah SWT surat An —

Nahl ayat 13 :

GRS 8 &Y b 8 G245l GELL (o8 3 11150

Artinya: “Dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu bumi
ini dengan berlainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran”
(Q.S. An-Nahl: 13).

Kata ‘“Mukhtalifah Alwaanuhu” menunjukkan bahwa Allah SWT
menciptakan segala macam makhluk yang beranekaragam di seluruh penjuru bumi.
Misalnya alga hijau (Ulva lactuca). Allah SWT menciptakan alga hijau agar

manusia berfikir dan mengambil pelajaran pada tanda-tanda kekuasaan-Nya. Salah

satu karunia Allah SWT dan merupakan tumbuhan (sumber daya hayati) kelautan
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yang melimpah di Indonesia adalah alga. Kelimpahan alga dapat diketahui dengan
jumlah jenis alga yang sudah ditemukan (Moosa, 1999).

2.2 Alga (Rumput Laut)

Rumput laut adalah tanaman laut yang termasuk ke dalam kelas makroalga.
Rumput laut ini sebenarnya merupakan tanaman tingkat rendah yang tidak memiliki
perbedaan susunan kerangka seperti akar, batang dan daun. Meskipun wujudnya
tampak seperti ada perbedaan, tetapi sesungguhnya merupakan bentuk thallus. Sifat
substansi thallus beraneka ragam, ada yang lunak seperti gelatin (gelatinous), atau
mengandung zat kapur (calcarous), lunak seperti tulang rawan (cartilagenous),
serabut (spongious) dan sebagainya (Aslan, 1995). Menurut Anggadiredja, dkk.,
(2006) menyatakan bahwa berdarakan kandungan pigmennya, alga dikelompokkan
menjadi 4 kelas yaitu : Rhodophyceae (alga merah), Phaeophyceae (alga coklat),
Chlorophyceae (alga hijau), Cyanophyceae (alga biru hijau).

Kandungan alga sangat banyak bahwa alga selain mengandung zat gizi
utama seperti karbohidrat, protein dan lemak juga mengandung zat gizi spesifik
seperti mineral. Karbohidrat yang terkandung pada alga banyak mengandung
selulosa dan hemiselulosa merupakan gizi yang tidak dapat dicerna seluruhnya oleh
enzim dalam tubuh (Haryani, dkk., 2008). Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi
rumput laut ini didistribusikan secara tidak langsung. Hal ini mampu
mempengaruhi hasil interaksi kompetitif pada rumput laut (Prathep, 2005).
Menurut Juanes (2008) didaerah pesisir sering mengalami surut dan mudah terkena
virus pada batuannya (platform,celah, dan overhang). Rumput laut biasanya mudah

terkena virus oleh spesies flora yang paling kompetitif dan fauna sebagai respon
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terhadap kombinasi berbagai faktor fisik (substrates), zat kimia (nutrients) dan
faktor biologis (competetence).

2.3 Alga Hijau Ulva lactuca

Alga hijau (Ulva lactuca) adalah makroalga laut yang sering digunakan
sebagai bahan pangan oleh masyarakat Indonesia di beberapa daerah seperti daerah
Gunung Kidul Yogyakarta dan pesisir Nusa Tenggara (Julyasih,2009). Ukuran dan
bentuknya bervariasi dengan perubahan faktor lingkungan (Hatta, 2002). Alga hijau
adalah rumput laut yang tergolong dalam divisi Chlorophyta. Termasuk dalam
divisi Chlorophyta karena sel-selnya banyak mengandung klorofil a sehingga
memberikan warna hijau pada alga ini.

Organisme ini merupakan organisme prokariotik dan memiliki struktur-
struktur sel khusus yang dimiliki sebagaian besar alga. Ulva lactuca ini memiliki
kloroplas, DNA yang berada dalam sebuah nukleus, dan beberapa jenis dari alga
ini memiliki flagella. Dinding sel alga hijau sebagaian besar berupa sellulosa, dan
tidak memiliki dinding sel. Alga hijau menyimpan zat tepung sebagai cadangan
makanan meskipun dapat menyimpan lemak yang memiliki kadar minimum
(Saptasari,2010).

Morfologi dari Ulva lactuca dapat dilihat pada gambar 2.1 berikut ini :

Gambar 2.1 Gambar alga hijau Ulva lactuca.

Ulva lactuca mempunyai taksonomi sebagai berikut (Guiry, 2007) :

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Kingdom : Plantae
Divisi : Chlorophyta
Kelas : Ulvophyceae
Bangsa : Ulvales
Suku : Ulvaceae
Marga : Ulva
Jenis : Ulva lactuca

Ulva lactuca memiliki kandungan nutrisi yang cukup tinggi dan memiliki
bentuk strap-shaped blades (pedang melipat) dengan tepi yang halus bergelombang
dan panjang pada ulva lactuca kurang lebih 100 cm dan berwarna hijau terang. ulva
lactuca memiliki helaian pada bagian tengahnya dan seringkali berwarna pucat.
semakin ke arah tepi warnanya semakin gelap serta memiliki substrat yang mampu
melakukan asosiasi dengan daerah yang memiliki nutrient yang tinggi contohnya
bakau atau dekat sumber air laut (Littler, 1989).Menurut Aslan (1995) Ulva lactuca
dapat berkembangbiak pada pH 7,5-9. Ulva lactuca memiliki toksisitas yang sangat
rendah sehingga aman untuk digunakan sebagai bahan pangan. Ulva lactuca dapat
dimanfaatkan untuk mencegah penyakit kanker, obat cacing alami, diolah menjadi
keripik atau puding, pelengkap salad, bahan pembungkus sushi atau nori, serta
sebagai sumber serat alternatif (Safitri, 2014). Kandungan nilai nutrisi alga hijau
Ulva lactuca terdapat dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi nilai nutrisi alga hijau Ulva lactuca.

Komponen Jumlah
Kadar air (%) 20,9
Karbohidrat (%) 46-51
Serat kasar (%) 2-5
Abu (%) 16-23
Lemak (%) 0,1-0,7
Protein (%) 15-26

Sumber : Xiao-Ling, 2003

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Tabel 2.1 menunjukkan bahwa dalam ulva lactuca memiliki nilai komposisi
nutrisi yang cukup banyak dalam membantu perkembangan sel dalam tubuh, selain
itu alga hijau menghasilkan alginate (Winarno, 1990).

2.4 Ekstraksi Maserasi

Maserasi adalah proses perendaman sampel untuk menarik komponen yang
kita inginkan, dengan kondisi dingin diskontinyu. Keuntungan dari maserasi adalah
lebih praktis, pelarut yang digunakan lebih sedikit dibandingkan perkolasi dan tidak
memerlukan pemanasan, sedangkan kekurangannya adalah waktu yang dibutuhkan
lebih lama. Filtrat yang diperoleh dari proses tersebut diuapkan dengan alat
penguap putar vakum (vacuum rotary evaporator) hingga menghasilkan ekstrak
pekat (Werdhasari,2014). Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi bahan
alam. Karena dengan perendaman sampel, akan terjadi pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik.
(Voight, 1995).

Pelarut yang bersifat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid
kuartener, komponen fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino dan glikosida.
Pelarut semi polar mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid,
aglikon dan glikosida. Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti
lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap (Harborne, 1987)

Metode ekstraksi maserasi memiliki kelebihan dan kelemahan, kelebihan
dari metode ini sederhana, relatif murah, terjadi kontak antara sampel dan pelarut
yang cukup lama dan dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak

tahan panas. Kelemahan metode ini ialah memerlukan pelarut yang banyak dan
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membutuhkan waktu yang lama (Voight, 1995). Arbi, dkk. (2016) menyebutkan
bahwasanya dalam mengekstrak komponen bioaktif dari alga hijau Ulva lactuca
sebagai senyawa antioksidan dilakukan dengan ekstraksi maserasi menggunakan
pelarut etanol dengan waktu maserasi 48 jam. Konstanta dielektrikum beberapa
pelarut ditujukan pada Tabel 2.2 (Sax, 1998).

Tabel 2.2 Konstanta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut
Jenis pelarut Konstanta Tingkat kelarutan Titik didih

dielektrikum dalam air (°C)
Heksana L9y I3 AL, 68,7 B
Petroleum eter . A28 )4 60 B
Benzene 238\ AT T s A4 80,1 B
_Toluene 481 TL 1T%
Kloroform 481 SA OSN
Etil asetat , 6,02 S 7718 &
Metil asetat 6,68 S Sl B
Metil klorida 9,08 S 39758 1
Butanol 15,80 3 117,28 §
Propanol 20,1 L 9228 §
Aseton 20,70 4 56,2 B
Etanol 24,30 L ieny §
Metanol 33,60 L 64
Air 78,4 L 100

Keterangan: TL =tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi
Sumber: Sax (1998), HAM (2006), Fesenden dan Fesenden (1997), dan Mulyono
(2006).

2.5 Partisi (Ekstraksi Cair-Cair)

Ekstraksi cair-cair merupakan metode ekstraksi dengan sifat kelarutan
komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur,
yakni fase pertama komponen larut dan fase kedua sebagian larut. Syarat pelarut
untuk ekstraksi cair-cair adalah memiliki kepolaran yang sesuai dengan bahan yang
diekstraksi dan harus terpisah secara pengocokan yang ditandai dengan

terbentuknya dua kapisan yang tidak saling campur (Khopkar, 2008). Kelebihan
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dari metode pasrtisi ini dapat memperoleh komponen bioaktif yang lebih spesifik
dan waktu pengujiannya cepat (waktu total ekstraksi pendek) (Dewi, dkk., 2010).
2.6 Hubungan Radikal Bebas dan Antioksidan
2.6.1 Radikal Bebas

Radikal bebas (free radical) merupakan salah satu atom atau bentuk
senyawa yang mempunyai elektron tidak berpasangan. Adanya elektron tidak
berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan dan
membentuk ikatan kovalen. Radikal bebas ini akan merebut elektron dari molekul
lain yang ada di sekitarnya untuk menstabilkan diri. Apabila senyawa non radikal
bertemu dengan radikal bebas, maka akan terbentuk suatu senyawa radikal baru.
Radikal bebas dapat mengganggu produksi DNA, lapisan lipid pada dinding sel,
mempengaruhi pembuluh darah, produksi prostaglandin, protein lain seperti
enzim yang terdapat di dalam tubuh (Werdhasari, 2014), dan molekul yang tidak
teridentifikasi oleh sistem imun bahkan mutasi. Semua gangguan tersebut memicu
timbulnya berbagai macam penyakit (Winarsi, 2007).

Radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan dalam tubuh. Target utama
radikal bebas adalah protein, asam lemak tak jenuh, lipoprotein serta DNA
termasuk polisakaridanya. Sel dalam tubuh akan diserang oleh radikal bebas
dengan merusak membran sel. Membran sel dirusak dengan cara radikal bebas
menginisiasi  peroksidasi lipid secara langsung terhadap asam lemak
plyunsaturated  dinding sel. Basa DNA vyang berada dalam
sel juga akan dirusak radikal bebas sehingga mengacaukan sistem informasi
genetika, mutasi sel, dan membentuk sel kanker. Apabila radikal

bebas tinggi, maka kandungan antioksidan menurun sehingga tubuh kekurangan
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antioksidan dalam sistem pertahanannya, kerusakan DNA tidak dapat dihindari
dan dapat menyebabkan penyakit kanker (Bangun, 2005).

2.6.2 Antioksidan

Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan, yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya kerusakan oksidatif dalam tubuh. Antioksidan merupakan senyawa
pemberi elektron (elektron donor) atau reduktan atau reduktor. Antioksidan
mampu menghambat reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal bebas dan
molekul yang sangat reaktif sehingga kerusakan sel dapat dicegah. Senyawa ini
mempunyai berat molekul kecil tapi mampu menginaktivasi reaksi oksidasi
(Winarsi, 2007).

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua
kelompok yaitu, antioksidan sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik
adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis reaksi kimia. Antioksidan
alami adalah hasil ekstraksi bahan alam tumbuhan yang memiliki kandungan
antioksidan. Kandungan antioksidan berhubungan erat dengan komposisi senyawa
kimia yang terdapat di dalamnya (Kulisic, 2006). Antioksidan alami secara
toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan lebih mudah diserap oleh tubuh
daripada antioksidan sintesis (Madhavi, dkk., 1996). Penelitian menunjukkan
bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas antioksidatif lebih tinggi daripada
antioksidan sintesik. Oleh karena itu, antioksidan alami mulai meningkat

penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintesis (Paiva, dkk., 1999).
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2.6.3 Mekanisme Antioksidan

Mekanisme kerja antioksidan secara umum adalah menghambat oksidasi
lemak. Oksidasi lemak terdiri dari tiga tahap utama yaitu inisiasi, propagasi, dan
terminasi. Tahap inisiasi terjadi pembentukan radikal asam lemak yaitu suatu
senyawa turunan asam lemak (Re) yang bersifat tidak stabil dan sangat reaktif
akibat hilangnya satu atom hidrogen (He). Tahap selanjutnya, yaitu tahap
propagasi, radikal asam lemak akan berekasi dengan oksigen membentuk radikal
peroksi (ROQe). Radikal peroksi lebih lanjut akan menyerang asam lemak
menghasilkan hidrokperoksida (ROOH) dan radikal asam lemak baru (Re)
(Nugroho, 2013) :

Inisiasi : RH Re + He
Propagasi : Re + 02 ROO-
ROO-+ + RH ROOH + Re
Gambar 2.4 Reaksi inisiasi dan propagasi asam lemak (Nugroho, 2013)

Hidroperoksida yang terbentuk bersifat tidak stabil dan akan terdegradasi
lebih lanjut menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai pendek seperti
aldehida dan keton yang bertanggung jawab atas rasa makanan berlemak. Tanpa
adanya antioksidan, reaksi oksidasi lemak akan mengalami terminasi melalui reaksi
antara radikal bebas membentuk kompleks bukan radikal gambar 2.5
(Nugroho, 2013):

Terminasi : ROO¢ + ROO¢* non radikal
Re + ROO¢* non radikal
Re + Re non radikal

Gambar 2.5 Reaksi terminasi oksidasi lemak (Nugroho, 2013)



18

Antioksidan berperan dalam menetralkan radikan bebas dengan cara
memberikan suatu elektronnya kepada radikan bebas, sehingga menjadi non
radikal. Mekanisme pemberian satu elektron oleh antioksidan ini dapat
berlangsung sebagai berikut (Rohmatussolihat, 2009).

Z"+AH — 7ZH + A"
Keterangan :
Z" = radikal bebas, AH = non radikal, ZH = non radikal, A" = radikal baru bersifat

lebih stabil

N—N NO,

Gambar 2.6 Struktur kimia DPPH

2.7 Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan DPPH

Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) digunakan secara luas
untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor elektron
atau hidrogen. Metode DPPH merupakan metode yang dapat mengukur aktivitas
total antioksidan baik dalam pelarut polar maupun nonpolar. Metode DPPH
mengukur semua komponen antioksidan, baik yang larut dalam lemak atau dalam
air (Prakash, dkk., 2001). Metode lain selain DPPH membutuhkan reagen kimia
yang cukup banyak, waktu analisis yang lama, biaya yang mahal dan tidak selalu
dapat diaplikasikan pada semua sampel (Badarinath, dkk., 2010).

Prinsip metode DPPH, larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang

akan bereaksi dengan senyawa antioksidan sehingga DPPH akan berubah menjadi
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1,1-diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazin akan ditandai dengan berubahnya warna ungu tua
menjadi warna merah muda atau kuning pucat dan diamati menggunakan
spektrofotometer sehingga aktivitas perendaman radikal bebas oleh sampel dapat
ditentukan (Molyneux, 2004). Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode
DPPH menggunakan prinsip spektrofotometri, senyawa DPPH sisa yang tidak
bereaksi dengan antioksidan akan terbaca sebagai nilai absorbansi dalam etanol
berwarna ungu tua terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515-
517 nm (Josephy, 1997; Indis dan Kurniawan, 2016).

DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk
tereduksi DPPH dan radikal antioksidan (Prakash, dkk., 2001). Reaksi dugaan
antara DPPH dengan senyawa peredam radikal bebas dapat dilihat pada Gambar
2.7 (Amic, 2003). ktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan
satuan persen (%) aktivitas antioksidan. Nilai diperoleh dengan Persamaan 2.1

(Molyneux, 2004).

% Aktivitas antioksidan =

absorbansi kontrol—absorbansi sampel
( . PD 4 100% ... (2.1)
absorbansi kontrol

T(CﬁHs)z N(CgHs)2
N NH
O;N NO, 02N NO;
+ FIOH —— + FIO'
NO, NO,
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil Flavonoid 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

Radikal Flavonoid
(ungu) (kuning)

Gambar 2.7 Reaksi DPPH dengan senyawa Flavonoid (Amic, 2003)
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Absorbansi kontrol yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah
absorbansi DPPH sebelum ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk
mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran. Nilai absorbansi kontrol dapat
berkurang dari hari ke hari dikarenakan kehilangan aktivitasnya saat dalam stok
larutan DPPH, tetapi nilai absorbansi kontrol tetap dapat memberikan batasan untuk
pengukuran saat itu. Menurut Molyneux (2003), kontrol berfungsi menjaga
kekonstanan total konsentrasi DPPH dalam serangkaian pengukuran.

Paramater untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah
dengan nilai IC50 (Inhibitor Concentration). IC50 merupakan konsentrasi larutan
substrat atau sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50 %
(Molyneux, 2004). Semakin kecil nilai IC50 berarti semakin tinggi aktivitas
antioksidan. Secara spesifik, ketentuan antioksidan ditunjukkan pada Tabel 2.3
(Hidajat, 2005):

Tabel 2.3 Ketentuan kekuatan antioksidan
Nilai 1Cso (ppm) Kategori

<50 Sangat kuat

50 — 100 Kuat )

100 - 150 Sedang

150 — 200 Lemah ,
~>200 Sangat lemah

Ekstrak etanol 96% pada senyawa rimpang temu kunci memberikan
aktivitas antioksidan (EC50) sebesar 10,36 ppm (Nihlati, dkk., 2007). Ekstrak
etanol ramuan herbal kulit manggis, daun sirsak, daun sirih merah dan keladi tikus
variasi konsentrasi (low:high:high:low) dalam volum yang sama memiliki

kemapuan aktivitas antioksidan sebesar 93,73% (Saraswaty, dkk., 2013).
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2.8 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Menggunakan Elisa Reader dan
Pengukukuran Kadar Air dengan Moisture Analyzer

Elisa reader merupakan Fotometer plat multiskan FC yang berfungsi untuk
berbagai penelitian dan aplikasi rutin. Alat ini bisa membaca 96 dan 384 well plat
dan dilengkapi dengan kemampuan shaker serta inkubasi untuk pengujian suhu
optimum. Menurut Saxena,dkk. (2012) Elisa reader ini mempunyai fungsi untuk
inkubator hingga suhu inkubasi 50°C, Alat ini dapat digunakan sebagai instrumen
yang berdiri sendiri atau di bawah kendali komputer dengan perangkat lunak
Thermo Scientific Skanlt ™ yang intuitif. Multiskan FC memiliki rentang panjang
gelombang 340-850 nm, memungkinkan berbagai aplikasi mulai dari studi kKinetik
enzim hingga uji Lowry dapat menggunakan alat Multiskan FC (model 1VD)
dengan perangkat lunak internal ini sesuai dengan arahan IVD Eropa (In Vitro

Medical Device).

Moisture analyzer merupakan alat yang berfungsi untuk penentuan kadar
air yang terkandung dalam suatu bahan cair maupun serbuk. Alat ini dilengkapi
dengan lampu halogen, sehingga sering disebut halogen moisture. Menurut
Manilal, dkk. (2009) menyatakan bahwa prinsip kerja dari alat ini pemanasan
sampel yang dihasilkan lampu halogen sehingga pemanasan ini berlangsung dalam
waktu yang relatif singkat. Adanya pemanasan menyebabkan penguapan massa
sampel yang berkurang sampai penguapan selesai dengan ditandai tidak adanya

perubahan massa.

2.9 Senyawa Metabolit Sekunder pada alga hijau Ulva lactuca
Senyawa metabolit sekunder pada alga hijau Ulva lactuca dapat diketahui

secara kualitatif melalui uji fitokimia. Prinsip uji fitokimia didasarkan terbentuknya
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warna dan busa (Kristanti, dkk., 2008). Senyawa metabolit sekunder merupakan
senyawa kimia yang umumnya mempunyai kemampuan bioaktivitas dan berfungsi
sebagai pelindung tumbuhan dari gangguan hama penyakit untuk tumbuhan itu
sendiri atau lingkungannya (Lenny, 2006).

2.9.1 Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa polifenol yang mempunyai 15 atom karbon
yang tersusun dalam konfigusrasi C6-C3-C6, yaitu dua cincin aromatik yang
dihubungkan oleh 3 atom karbon yang dapat atau tidak dapat membentuk cincin
ketiga. Golongan flavonoid memiliki kerangka karbon terdiri atas dua gugus C6
(cincin benzena tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon
(Robinson, 1995). Beberapa golongan flavonoid antara lain, antosianin,

proantosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonil, flavanon.

Gambar 2.8 Struktur dasar flavonoid (Redha, 2010)

Keberadaan senyawa flavonoid dalam alga hijau Ulva lactuca dapat diuji
dengan metode Wilstater yaitu dengan menambahkan HCL pekat dan logam Mg.
Septyaningsing (2010) menjelaskan bahwa jika ekstrak sampel positif mengandung
senyawa flavonoid akan terbentuk garam flavilium yang berwarna merah atau
jingga setetlah penambahan logam Mg dan HCI. Reduksi dengan Mg dan HCI pekat

ini menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah jingga pada flavonol,
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flavanon, flavanonol dan xanton (Mariana, 2013). Hasil positif flavonoid jika reaksi
yang terjadi menghasilkan warna merah, kuning atau jingga (Harbone, 1987).
2.9.2 Alkaloid

Semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom nitrogen yang
biasanya bersifat basa dan dalam sebagian besar atom nitrogen ini merupakan
bagian dari cincin heterosiklik (Rohmaniyah, 2016). Penggolongan alkaloid
dilakukan berdasarkan sistem cincinnya misalnya, piridina, piperidina, indol,
isokuinolina, dan tropana. Senyawa ini terdapat dalam tumbuhan sebagai garam

berbagai senyawa organik (Latifah, 2015).

Iz

Gambar 2.9 Struktur dasar alkaloid (Robinson, 1995)

Hasil positif alkaloid dengan reagen Dragendroff ditandai dengan
terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning (Lutfillah, 2008). Hasil positif
alkaloid membentuk endapan putih atau kekuningan dengan reagen Mayer (Saxena,
dkk., 2012).

Prinsip uji alkaloid pada dasarnya adalah pengendapan alkaloid dengan
logam-logam berat. Peraksi Dragendroff digunakan untuk mendeteksi adanya
alkaloid dikarenakan peraksi mengandung bismut yang merupakan logam berat
atom tinggi (Sirait, 2007). Senyawa alkaloid yang tersusun dari atom nitrogen
yang PEB (Pasangan Elektron Bebas) dapat digunakan untuk membentuk ikatan

kovalen koordinat dengan ion logam (Marliana, 2005).
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2.9.3 Saponin
Saponin merupakan senyawa glikosida kompleks dengan berat molekul
tinggi yang dihasilkan terutama oleh tanaman, hewan laut tingkta rendah dan
beberapa bakteri. Saponin larut dalam air tetapi tidak larut dalam eter (Aswin,

2008).

(a) (b)
Gambar 2.10 (a) struktur saponin tipe triterpenoid dan (b) struktur saponin
tipe steroid (Robinson, 1995)
2.9.4 Tanin
Tanin merupakan zat organik yang sangat kompleks dan terdiri dari
senyawa fenolik. Secara kimia tanin dibagi menjadi dua golongan yaitu tanin
terkondensasi atau tanin katekin dan tanin terhidrolisis atau tanin galat (Robinson,
1995). Tanin terdiri dari sekelompok zat-zat kompleks yang terdapat pada
tumbuhan, antara lain pada bagian kulit kayu, batang, daun, dan buah (Latifah,
2015). Ada beberapa jenis tumbuhan yang mengandung senyawa tanin yaitu
pinang, akasia, gabus, bakau, pinus, pepaya, dan gambir (Fitriyani, 2009).
oH
o1 L.
oH

Gambar 2.11 Struktur tanin (Robinson, 1995)
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Tanin apabila direaksikan dengan FeClI3 akan membentuk warna hijau.
Terjadinya pembentukan warna hijau ini karena terbentuknya senyawa kompleks
antara logam besi (Fe) dan tanin. Senyawa kompleks terbentuk karena adanya
ikatan kovalen koordinasi antara ion atau logam dengan atom nonlogam (Effendy,
2007).
2.9.5 Steroid dan Triterpenoid
Steroid atau sterol adalah triterpenoid yang mempunyai bentuk dasar
siklopentana perhidrofenantren yang biasanya larut dalam pelarut yang kurang
polar (fabriany, 2004). Steroid dan triterpenoid adalah senyawa yang mempunyai
struktur siklik yang relatif kompleks, kebanyakan merupakan suatu alkohol,
aldehida atau asam karboksilat. Senyawa tersebut tidak berwarna, kristalin, yang
mempunyai titik didih lebih tinggi, umumnya sulit untuk dikarakterisasi karena

secara kimia tidak reaktif.

(a) (b)
Gambar 2.12 (a) struktur dasar steroid dan (b) struktur dasar triterpenoid
(Robinson, 1995)
Hasil uji triterpenoid positif dengan Liebermann-Burchard jika
memberikan warna merah, jingga, kuning, ungu, cincin kecoklatan atau violet
pada perbatasan dua pelarut. Adanya steroid ditandai dengan terbentuknya warna

hijau, hijau kebiruan atau biru (Lestari, 2012).
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2.10 ldentifikasi Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik
(KLTA)

Kromatografi merupakan suatu teknik pemisahan yang didasarkan pada
perbedaan pergerakan analit pada dua fase yaitu fase diam dan fase gerak
(Sastrohamidjojo, 2007). Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan salah satu
kromatografi yang berdasarkan proses adsorpsi. Fase diam dapat berupa serbuk
halus yang berfungsi sebagai permukaan penyerap (kromatografi cair-padat)
sedangkan fase gerak dapat berupa eluen atau gas pembawa yang bersifat inert.
Gerakan fase ini mengakibatkan terjadi migrasi diferensial komponen-komponen
dalam sampel (Soebagio, 2002).

KLT analitik (KLTA) digunakan untuk mencari eluen terbaik dari beberapa
eluen yang baik dalam pemisahan senyawa metabolit sekunder. Eluen yang baik
adalah eluen yang bisa memisahkan senyawa dalam jumlah yang banyak ditandai
dengan munculnya noda. Noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda
satu dengan yang lainnya jelas (Harbone, 1987).

Pemisahan senyawa dari ekstrak kasar dilakukan dengan menggunakan
plat silika GF2zs4 sebagai fase diam dengan ukuran 1 cm x 10 cm. Fase gerak
bergerak di dalam fase diam, kemampuan elusidasi akan naik dengan naiknya
tingkat kepolaran pelarut. Tetapan dielektrik memberikan informasi tentang
tingkat kepolaran suatu senyawa. Laju rambat tergantung pada viskositas pelarut
dan struktur lapisan.

Noda pemisahan pada plat KLT umumnya merupakan noda yang tidak
berwarna. Terdapat dua cara untuk mendeteksi noda yang tidak berwarna, yaitu

secara fisika dan kimia. Cara fisika yang biasa digunakan untuk menampakkkan
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noda yaitu dengan pencacahan radioaktif dan fluorosensi sinar ultraviolet.
Fluorosensi sinar ultraviolet terutama untuk senyaw yang dapat berfluorosensi,
membuat bercak akan terlihat jelas (Gandjar dan Rohman, 2007). Cara kimia
adalah dengan mereaksikan bercak dengan suatu pereaksi melalui cara
penyemprotan sehingga bercak menjadi jelas. Mengamati lempeng di bawah
lampu ultraviolet pada panjang emisi 254 nm atau 366 nm untuk menampakkan
solut sebagai noda yang gelap atau noda yang berflouresensi (Rohman, 2007).
Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan tipis menggunakan

harga Rf. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut (Sastrohamidjojo, 2007):

Harga Rf = jarak noda terelusi (2.2)

jarak eluen

Eluen n-heksan dan etil asetat mampu mengisolasi berbagai senyawa
metabolit sekunder. Isolasi senyawa tanin pada rumput bambu menggunakan n-
heksan-etil asetat (3:2) pada ekstrak etanol 80% memberikan pemisahan terbaik
dengan 9 noda Rf 0,28; 0,40; 0,63; 0,68; 0,78; 0,85; 0,87; 0,91; 0,96 noda
memberikan warna merah muda dan ungu sebelum disemprot FeClI3
(Rohmaniyah, 2016). Noda tunggal Rf 0,35 pada eluen n-heksan-etil asetat (7:3)
positif alkaloid dengan reagen Dargendorff membentuk perubahan warna dari
coklat menjadi jingga dan terbentuk endapan coklat (Darminto, dkk., 2012).
Delapan noda terbentuk pada eluen n-heksan:etil asetat (7:3) Rf 0,10-0,86 positif
steroid pada ekstrak etanol 80% rumput bambu dengan reagen
LiebermannBurchard membentuk warna biru dan merah muda (Rohmaniyah,
2016). Senyawa triterpenoid memberikan 7 noda Rf 0,57; 0,61; 0,65; 0,68; 0,80;
0,85; 0,92 pada ekstrak etanol 80% rumput bambu, sebelum dan sesudah disemprot

reagen Liebermann-Burchard memberikan warna ungu (Rohmaniyah, 2016).
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Koefisien distribusi (D) didefinisikan sebagai perbandingan konsentrasi

solut dalam fase diam (Cs) dan dalam fase gerak (Cr).

D=8 o, persamaan 2.2

Cm

Ketika nilai koefisien distribusi besar maka noda akan lebih tertahan pada fase diam
dikarenakan Cstasioner > Cmobile. Sedangkan noda yang memiliki nilai Rf tertinggi

(0,96) menunjukkan adanya senyawa yang bersifat non polar Cstasioner < Cmobile.



BAB I11
METODOLOGI
3.1 Pelaksaan Penelitian

Penelitian dengan judul “Uji Aktivitas Antioksidan dan Fitokimia Fraksi
Etil Asetat, Kloroform, dan Metanol Ekstrak Alga Hijau Ulva Lactuca Dari Pantai
Gunung Kidul Yogyakarta” dilaksanakan pada bulan juni-agustus 2019 dan
bertempat di Laboratorium Kimia. Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia Balai
Penelitian Teknologi Bahan Alam (LIPI BPTBA) Gunung kidul, Yogyakarta.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan diantaranya neraca analitik, spatula, erlenmeyer,
aluminium foil, beaker glass, mico pipet, pipet volume, bola hisap, corong pisah,
kertas saring, rotary evaporator, labu alas bulat, moisture analyzer, botol semprot,
lemari asap, tabung reaksi, corong buchner vacum, hot plate, vortex, stirer, bejana
pengembang, plat silika gel F2ss, UV-Vis, dan elisa reader (thermos scienyific).
3.2.2 Bahan

Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga hijau jenis
(Ulva lactuca) berasal dari pantai Gunung Kidul Yogyakarta.

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah aquades, etanol, etil asetat,
kloroform p.a, n-heksana, DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) p.a, KMnO4 0,1
%, BHT (Butylated hydroxytoluene) p.a, standar vitamin C, gas N2, HCI, etanol 95
%, H2SO4 pekat, natrium bikarbonat (NaHCO3), asam asetat anhidrat, amonia,

aseton, peraksi Mayer, Dragendorff, dan serbuk logam Mg.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan uji taksonomi terhadap sampel yang akan
digunakan. Kemudian sampel diambil dari seluruh bagian alga hijau ulva lactuca
lalu dikeringkan menggunakan oven dan dihaluskan. Sampel yang sudah
dihaluskan ditentukan kadar airnya. Kemudian dilanjutkan proses ekstraksi
maserasi selama 24 jam menggunakan pelarut etanol 96%. Selanjutnya ekstrak
yang diperoleh diuapkan melalui rotary evaporator. Ekstrak pekat fraksi etanol
dihitung randemennya, kemudian ekstrak pekat etanol sebanyak 4 gram dibagi
menjadi 4 bagian (A, B, C dan D) yang masing-masing sebanyak 1 gram. Lalu
bagian B, C dan D dipartisi menggunakan etil asetat, kloroform, dan metanol.
Masing-masing ekstrak hasil partisi dipekatkan menggunakan rotary evaporator
dan dihitung randemennya.

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diidentifikasi golongan senyawa metabolit
sekundernya menggunakan reagen fitokimia dengan reagen uji flavonoid, alkaloid,
tanin, saponin, steroid, dan tripenoid. Kemudian uji aktivitas antioksidan dan
ditentukan nilai ECso (effective concentration) menggunakan metode DPPH
(triplo). Hasil ekstrak alga hijau Ulva lactuca diidentifikasi golongan senyawa
metabolit sekunder menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA).

3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Uji taksonomi alga hijau Ulva lactuca,
2. Preparasi sampel,

3. Penentuan kadar air,
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4. Ekstraksi senyawa aktif menggunakan metode maserasi dilanjutkan
hidrolisi dan partisi,
5. ldentifikasi golongan senyawa metabolit sekunder menggunakan uji
fitokimia dan KLTA,
6. Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH,
7. Analisis data menggunakan SPSS 16.
3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Uji Taksonomi
Uji taksonomi alga hijau Ulva lactuca secara kualitatif di Laboratorium
Sistematika Biologi Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
3.5.2 Preparasi Sampel
Alga hijau Ulva lactuca dicuci dengan air laut, kemudian dikeringkan
menggunakan oven dan dihaluskan menggunakan blender hingga halus. Serbuk
alga hijau Ulva lactuca diayak menggunakan ayakan yang berukuran 90 mesh.
3.5.3 Penentuan Kadar Air dengan Moisture Analyzer
Penentuan kadar air bertujuan untuk mengetahui kandungan air dalam
sampel Ulva lactuca. Kadar air ini lebih baik di bawah 10% karena akan
mempengaruhi munculnya jamur atau mikroorganisme lainnya yang akan
mengganggu proses maserasi. Penentuan kadar air harus disiapkan alat moisture
analyzer. Setelah itu, sebanyak 1 gram sampel dimasukkan dalam wadah moisture
analyzer, kemudian ditutup alat tersebut. Ditunggu hingga ada penanda bunyi
sekitar 5 sampai 15 menit dengan suhu 105°C. Setelah itu muncul kadar air dari

alga hijau Ulva lactuca.
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3.5.4 Ekstraksi Alga Hijau Ulva lactuca
Ekstraksi komponen senyawa aktif dilakukan dengan cara ekstraksi
maserasi atau peredaman. Alga hijau yang telah dikeringkan ditimbang sebanyak
75 gram, dimana pada tahapan ini sampel dibagi menjadi tiga. Proses maserasi yang
pertama, sampel sebanyak 25 gram diekstraksi maserasi menggunakan pelarut
etanol sebanyak 150 mL selama 24 jam. Selanjutnya maserasi yang ke-2 dan ke-3
dilakukan dengan perlakuan yang sama. Setelah itu, dilakukan penyaringan dan
filtratnya ditampung. Filtrat yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary

evaporator. Ekstrak pekat ditimbang lalu dihiting randemen dengan Persamaan 3.1.

Berat ekstrak

% Randemen = XA00,% it e RN (3.1)

Berat sampel

3.5.5 Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Etanol (Tensiska, dkk.,
2007)

Ekstrak pekat fraksi etanol sebanyak 4 gram dibagi menjadi 4 bagian (A,
B,C dan D), dimana masing-masing bagian sebanyak 1 gram. Kemudian bagian A
langsung dilakukan pengujian aktivitas antioksidan. Sedangkan bagian B dipartisi
dengan 5 mL pelarut etil asetat, bagian C dipartisi dengan 5 mL pelarut kloroform
dan bagian D dipartisi dengan 5 mL pelarut metanol. Masing-masing ekstrak hasil
partisi dipekatkan dengan rotary evaporator. Ekstrak pekat yang diperoleh
ditimbang dan dihitung randemennya, setelah didapatkan randemen untuk masing-

masing ekstrak dilanjutkan dengan pengujian aktivitas antioksidan dengan DPPH.
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3.5.6 Uji Antioksidan dengan DPPH

3.5.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Rastuti dan Purwati,

2012)

Pelarut sampel vyaitu etanol 96% diambil sebanyak 4 mL. Larutan
ditambahkan 0,1 mM larutan DPPH sebanyak 1 mL, lalu diinkubasi pada suhu 27
°C. Larutan dimasukkan dalam tabung reaksi dan didiamkan selama 10 menit.
Setelah itu dimasukkan dalam kuvet, dicari Amas larutan pada rentang panjang
gelombang 500-530 nm dan dicatat hasil pengukuran Amaks Untuk digunakan pada
tahap selanjutnya. Penentuan panjang gelombang maksimum ini diukur
menggunakan instrumen UV-Vis.
3.5.6.2 Pengukuran Potensi Antioksidan Pada sampel (Arindah, 2010)

a. Absorbansi kontrol : Larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 50 uL dimasukkan dalam
tabung reaksi, ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 200
uL, kemudian ditutup tabung reaksi dengan tisu. Larutan diinkubasi pada suhu
ruang 20 menit, larutan dimasukkan dalam 96 well clear polystryrene microplate
dengan suhu inkubasi 37°C selama 10 menit dan diukur absorbansinya
menggunakan instrumen elisa reader pada Amaks yang telah diketahui pada tahap
sebelumnya.

b. Sampel : ekstrak sampel dari masing-masing fraksi dilarutkan dalam pelarutnya
dengan konsentrasi 5, 10, 20, 40 dan 80 ppm. Tabung reaksi disiapkan untuk
masing-masing konsentrasi, kemudian setiap tabung reaksi diisi dengan 200 uL
ekstrak dan ditambahkan DPPH 0,1 mM sebanyak 50 uL. (perbandingan larutan
DPPH : ekstrak yang dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:4). Perlakuan

tersebut dilakukan triplo. Larutan diinkubasi pada suhu ruang 20 menit. Larutan
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dimasukkan dalam 96 well clear polystryrene microplate dengan suhu inkubasi
37°C selama 10 menit dan diukur absorbansinya menggunakan instrumen elisa
reader pada Amaks. Data absorbansi yang diperoleh dari setiap konsentrasi
masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya.
Setelah didapatkan persen (%) aktivitas antioksidan selanjutnya masing-masing
ekstrak dihitung nilai ECso dengan memperoleh persamaan regresi.

c. Pembanding: Asam askorbat (Vitamin C) diperlakukan seperti sampel pada
konsentrasi 5, 10, 20, 40 dan 80 ppm, akan tetapi sampel diganti dengan asam
askorbat (Vitamin C). Larutan dimasukkan dalam 96 well clear polystryrene
microplate dan diukur absorbansinya menggunakan instrumen elisa reader.

3.5.7 Identifikasi Golongan Senyawa Metabolit Sekunder

3.5.7.1 Identifikasi Menggunakan Reagen Fitokimia (Indriyani, dkk., 2006)

Uji fitokimia dengan reagen untuk mengetahui kandungan senyawa aktif
dalam ekstrak alga hijau Ulva lactuca. Uji fitokimia kandungan senyawa aktif
dengan uji reagen dari kombinasi ekstrak alga hijau Ulva lactuca dilarutkan dalam
masing-masing pelarutnya. Uji fitokimia yang dilakukan yaitu uji flavonoid,
alkaloid, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid.

3.5.7.1.1 Uji Alkaloid

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca sebanyak 1 mL dimasukkan dalam tabung

reaksi ditambah 0,5 mL HCI 2 % dan larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung 1

ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendroff, tabung 2 ditambahkan 2-3 tetes reagen

Mayer. Hasil positif alkaloid apabila terbentuk endapan jingga (dengan reagen

Dragendroff) dan endapan putih atau kekuningan (dengan reagen Mayer)

menunjukkan adanya alkaloid.
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3.5.7.1.2 Uji Flavonoid

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 mL, dimasukkan dalam tabung
reaksi diuapkan sampai kering. Ekstrak dilarutkan dalam 1-2 mL etanol panas 50
%. Kemudian ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCI pekat. Hasil positif jika
terbentuk larutan berwarna merah atau jingga menunjukkan adanya flavonoid.
3.5.7.1.3 Uji Tanin

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 mL, dimasukkan dalam tabung
reaksi ditambah 2-3 tetes larutan FeCls 1%. Apabila larutan menghasilkan warna
hijau kehitaman atau biru tua, maka ekstrak tersebut mengandung tanin (Halimah,
2010).
3.5.7.1.4 Uji Saponin

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 mL, dimaukkan dalam tabung
ditambah air (1:1) dn sambil dikocok selama 1 menit, apabila menimbulkan busa
ditambahkan HCI 1 N, maka ekstrak positif mengandung saponin.
3.5.7.1.5 Uji Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 mL, dimasukkan dalam tabung
reaksi, ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Campuran selanjutnya
ditambah dengan 1-2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung reaksi. Apabila hasil
yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut
maka ekstrak tersebut menunjukkan adanya triterpenoid. Apabila hasil yang
diperoleh terbentuk warna hijau kebiruan maka ekstrak tersebut menunjukkan
adanya steroid.
3.5.7.2 Identifikasi Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)

Proses pemisahan senyawa aktif dengan metode KLTA dilakukan dengan
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beberapa persiapan diantaranya (Firdaus, 2016):
3.5.7.2.1 Persiapan Plat KLT

Plat KLT yang digunakan adalah plat silika GF2ss sebagai fasa diamnya,
dengan ukuran 1 cm x 10 cm. Kemudian diberi penanda garis pada tepi bawah plat
dengan jarak 1 cm sebagai posisi penotolan sampel, dan 1 cm pada tepi atas plat
untuk menunjukkan batas dari proses elusi. Plat silika diaktivasi dengan cara di
oven pada suhu 100 °C selama 10 menit.
3.5.7.2.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Masing-masing eluen di masukkan dalam bejana (great chamber) dan
dijenuhkan terlebih dahulu selama 1 jam dengan ditutup rapat. Penjenuhan ini
berfungsi untuk menyetarakan tekanan uap dalam bagian bejana. Fase gerak yang
digunakan untuk masing-masing golongan senyawa aktif adalah sebagai berikut :
Digunakan pengembang metanol : kloroform (7:3) (Haniah, 2013), kloroform :
metanol (4:1) (Setiaji, 2009), n-heksana : etil asetat (3:2) (Rohmaniyah, 2016), n-
heksana : etil asetat (7:3) (Zahro, 2011), n-heksana : etil asetat (4:1) (Rohmaniyah,
2016), n-heksana : etil asetat (6:4) (Putri, 2013), n- heksana : etil asetat (8 :2)
(shankhadarwar, 2015), dan kloroform : etil asetat (7:3) ( Aksara, 2013).
3.5.7.2.3 Penotolan Sampel

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca ditotolkan pada plat KLT dengan jarak 1 cm
dari tepi bawah plat. Penotolan dilakukan dengan pipa kapiler sebanyak 10 kali
penotolan pada tempat yang sama, kemudian dikering anginkan (Hayati, dkk.,
2010; Firdaus, 2016).

3.5.7.2.4 Proses Elusi
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Ektrak yang telah ditotolkan pada plat KLT kemudian dielusi dengan
masing-masing fasa gerak, dimana plat KLT dimasukkan dalam great chamber
yang berisi fasa gerak yang telah jenuh, kemudian great chamber ditutup hingga
larutan pengembang (eluen) mencapai batas 1 cm dari tepi atas plat. Plat KLT
diangkat dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan (Firdaus, 2016).
3.5.7.2.5 Identifikasi Noda

Noda-noda yang terbentuk pada plat silika diperiksa dibawah sinar UV pada
panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Hayati, dkk., 2010). Noda yang tampak
ditandai dengan pensil, kemudian disemprot dengan reagen pendeteksi noda sesuai
dugaan senyawa metabolit sekunder dan diamati kembali dibawah sinar UV 254
dan 366. (Harborne, 1996; Hayati, dkk., 2010; Umarudin, dkk., 2012). Bentuk
masing-masing noda diamati dan diukur jarak tempuhnya, kemudian dihitung nilai
Rf masing-masing noda.
3.5.8 Analisis Kadar Klorofil adan b
3.5.8.1 Analisis Kadar Klorofil a

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 gram, ditambahkan 20 mL etanol
80 % dan disaring. Diambil 2 mL ekstrak dengan pelarut etanol 80 % dan di
sentrifugasi 1200 xg selama 20 menit. Kemudian dihitung absorbansinya
menggunakan UV-Vis dengan panjang gelombang 665,2 nm.
3.5.8.2 Analisis Kadar Klorofil b

Ekstrak alga hijau Ulva lactuca diambil 1 gram, ditambahkan 20 mL etanol
80 % dan disaring. Diambil 2 mL ekstrak dengan pelarut etanol 80 % dan di
sentrifugasi 1200 xg selama 20 menit. Kemudian dihitung absorbansinya

menggunakan UV-Vis dengan panjang gelombang 652,4 nm.
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3.5.9 Analisis Data
Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan program
SPSS 21:
1. Nilai ICso: menentukan nilai 1Csq diperoleh dari data nilai konsentrasi dan
persen antioksidan kemudian dianalisis menggunakan Regresi-Probit.
2. Uji beda nyata: menentukan apakah terdapat perbedaan nilai 1Cso yang
dihasilkan pada hasil ekstrak pekat etanol : fraksi etil asetat : fraksi
kloroform : fraksi metanol diperoleh dari data ekstrak tersebut dan nilai 1Cso

dianalisis menggunakan ragam varian (One Way ANOVA).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Taksonomi Alga Hijau Ulva lactuca

Uji taksonomi alga hijau Ulva lactuca yang berasal dari pantai sepanjang
Gunung kidul Yogyakarta dilakukan secara kualitatif di Laboratorium Sistematika
Biologi Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan alga hijau Ulva lactuca. Adapun ciri-ciri Alga Hijau Ulva lactuca:
memiliki bentuk strap-shaped blades (pedang melipat) dengan tepi yang halus
bergelombang dan panjang pada ulva lactuca kurang lebih 100 cm dan berwarna
hijau. Ulva lactuca memiliki helaian pada bagian tengahnya dan seringkali

berwarna pucat (Litter, 1989). Dibawah ini merupakan hasil uji taksonomi pada

Ulva lactuca :

Devisi : Chlorophyta
Kelas : Chlorophyceae
Ordo : Ulotrichaleas
Familia : Ulvaceae

Genus : Ulva

Species : Ulva lactuca Lin.

Bukti hasil uji taksonomi dapat dilihat pada Lampiran 5.
4.2 Preparasi Sampel

Sampel alga hijau Ulva lactuca yang segar dicuci dengan air laut untuk
menghilangkan kotoran yang berupa kerak lumut atau pasir-pasir yang dapat
mengganggu proses ekstraksi. Pengeringan sampel dilakukan dengan cara dioven
suhu 50° C. Hal ini bertujuan agar terhindar dari perkembangbiakan mikroba, kadar

air di bawah 10 % dan kerusakan senyawa aktif pada alga hijau Ulva lactuc

39
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Sampel yang telah kering dihaluskan menggunakan blender sehingga
diperoleh serbuk kecil dan halus, proses penggilingan ini bertujuan untuk
mempermudah proses ekstraksi. Semakin kecil ukuran sampel maka semakin besar
luas permukaannya, sehingga ekstraksi akan semakin efektif (Voight,
1995).Sampel diayak menggunakan saringan 90 mesh, sehingga didapatkan serbuk
sampel halus sebesar 300 gram.
4.3 Penentuan Kadar Air

Penentuan kadar air dilakukan pada sampel kering. Kadar air menentukan
kesegaran dan daya tahan suatu sampel (Winarno, 2002). Penentuan kadar air
penting dilakukan karena menentukan acceptability, apabila kadar air kecil maka
kestabilan optimum suatu bahan akan tercapai dan pertumbuhan mikroba dapat
terhindar (Winarno, 2002).

Hasil pengukuran kadar air pada alga hijau Ulva lactuca sebesar 7,65 %.
Hal ini menunjukkan bahwa sampel yang dianalisis mempunyai kadar air yang
cukup baik untuk dilakukan proses ekstraksi. Semakin kecil kadar air maka proses
penarikan senyawa aktif oleh pelarut akan lebih maksimal karena tidak terhalang
oleh air yang ada pada sampel.
4.4 Ekstraksi Alga Hijau Ulva lactuca

Ekstraksi adalah suatu proses penarikan senyawa metabolit sekunder
dengan bantuan pelarut. Ekstraksi ini akan lebih cepat dilakukan pada suhu tinggi,
akan tetapi hal tersebut dapat mengakibatkan beberapa komponen mengalami
kerusakan (Harborne, 1987). Ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah
ekstraksi maserasi. Prinsip metode maserasi adalah mengekstrak senyawa aktif

yang dapat larut dalam pelarut berdasarkan tingkat kepolaran masing-masing
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pelarutnya like dissolves like (Khopkar, 2008). Metode ini didasarkan pada
perendaman sampel didalam pelarut, sehingga pelarut akan menembus dinding sel
dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung senyawa aktif.

Proses ekstraksi ini menggunakan pelarut etanol 96 % karena pelarut ini
merupakan pelarut pengekstrak yang baik untuk bahan baku sediaan herbal
medicine (Lusiana, dkk., 2014). Menurut (Poelengan, dkk., 2017) Pelarut etanol 96
% termasuk pelarut universal yang dapat mencari senyawa yang bersifat polar,
nonpolar dan semi polar. Senyawa metabolit sekunder yang akan diambil pada Ulva
lactuca bersifat semi polar sehingga proses ekstraknya menggunakan pelarut etanol
96 %.

Maserasi dilakukan selama 24 jam dengan pengadukan menggunakan
shaker pada kecepatan 150 rpm. Proses shaker ini bertujuan untuk mempercepat
kontak antara sampel dan pelarut. Larutan disaring menggunakan kertas saring dan
corong buchner dan diperoleh filtrat warna hijau kehitaman pada ekstrak etanol 96
%. Kemudian filtrat dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator sehingga
diperoleh ekstrak pekat. Penguapan pelarut etanol dilakukan pada suhu 50°C.
Evaporasi ini dilakukan untuk menghilangkan pelarut etanol tersebut. Maserasi
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan dengan perlakuan yang sama. Hasil
maserasi serbuk alga hijau Ulva lactuca ditunjukkan pada Tabel 4.1 dengan

perhitungan rendemen berat ekstrak pekat pada Lampiran 4.

Tabel 4.1 Hasil maserasi serbuk alga hijau Ulva lactuca
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Pelarut  Perubahan Warna Serbuk (g) Berat Randemen
warna filtrat  ekstrak + pelarut  ekstrak (%) (b/b)

pekat (mL) (9)
Etanol Hijau tua Hijau 25g+150  0,5637 2,25 %
kehitaman pekat mL

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa rendemen ekstrak etanol yang
didapat sebesar 2,25 %. Ekstrak etanol 96 % dibagi menjadi 4 bagian (A, B, C dan
D), masing-masing dibagi sebanyak 0,125 gram ekstrak pekat etanol. Proses
selanjutnya adalah proses partisi dengan variasi pelarut dengan tingkat kepolaran
yang berbeda yaitu etil asetat, kloroform dan metanol. Partisi ini dilakukan
pemilihan pelarut agar senyawa-senyawa yang memiliki kepolaran berbeda
terekstrak ke dalam pelarut yang sesuai (Voight, 1994). Fraksi dilakukan dengan
metode partisi cair-cair yang diawali dari pelarut nonpolar ke pelarut polar. Fraksi
hasil partisi dipekatkan hingga pelarutnya teruapkan secara sempurna. Kemudian
dihitung randemen tiap masing-masing fraksi. Nilai randemen masing-masing
fraksi pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil partisi ekstrak etanol 96 % dengan variasi pelarut

 Pelarut  Warnafiltrat  Warna ekstrak Berat  Randemen
pekat Sampel (%) (b/b)
A\ % N SR, o b\ @
Etil asetat Hijau Hijau 0,112 89,6 %
\ © kecoklatan W 4
Kloroform Hijau Hijau kehitaman 0,1171 93,68 %
Metanol ~ Hijau tua Hijau pekat 0,116 92,8 %

Nilai randemen ekstrak pekat fraksi etil asetat dan metanol lebih kecil
dibandingkan ekstrak pekat fraksi kloroform. Diduga senyawa metabolit sekunder

yang ada dalam Ulva lactuca lebih banyak bersifat semi polar. Selanjutnya ekstrak
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pekat etanol 96 % dan ketiga fraksi tersebut dilakukan pengujian aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl).

4.5 Hasil Analisis Kadar Klorofil a dan b pada Ekstrak Alga Hijau Ulva
lactuca

Hasil ekstrak klorofil a dan b dari alga hijau Ulva lactuca dianalisis kadar
klorofilnya dengan spektrofotometer UV-Vis. Kandungan klorofil a pada alga hijau
Ulva lactuca diperoleh 22,71 mg/L menggunakan lamdha maksimum 665,2 nm dan
kandungan klorofil b pada alga hijau Ulva lactuca diperoleh 56,43 mg/L
menggunakan 652,4 nm. Kadar klorofil ini berfungsi untuk menjaga kestabilan
DNA dan menghalangi pemusnahan DNA dalam sel, karena klorofil kaya dengan
nutrisi dan penyumbang oksigen. Sehingga dapat menetralkan dan menggagalkan
aktivitas radikal bebas dalam merusak sel-sel tersebut. Kadar klorofil a dan b
mengalami perbedaan, hal ini disebabkan karena kadar pigmen lain yang ada pada
alga hijau lebih dominan atau disebabkan oleh adanya faktor adaptasi tumbuhan.
Warna hijau menandakan adanya klorofil yang merupakan pigmen utama yang
terdapat dalam membran tilakoid.
4.6 Uji Fitokimia Senyawa Aktif Pada Alga Hijau Ulva lactuca dengan

Penambahan Reagen

Uji fitokimia reagen merupakan uji kualitatif untuk mengetahui senyawa
aktif yang terkandung dalam tanaman. Prinsip dasarnya adanya reaksi pengujian
warna dengan suatu reaksi warna (Kristanti, 2008). Uji fitokimia reagen dilakukan
pada ekstrak etanol 96 % dan fraksi-fraksi lainnya. Berikut ini hasil pengujian

fitokimia reagen dapat dilihat pada Tabel 4.3 :
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Golongan Ekstrak  Fraksi Fraksi Fraksi  Keteranga
Senyawa aktif etanol etil klorofor  metanol n Hasil
96 % asetat m Positif
Flavonoid + + + + Berwarna
jingga
kemerahan
Alkaloid Endapan
- Mayer + ++ - - kuning
- Dragendrof + ++ - - Endapan
f jingga
Tanin - - - - Kuning
kecoklatan
Saponin +(m) - - - Busa
sedikit
Steroid o + + + Hijau
kebiruan
Triterpenoid + + + 8 Cincin
kecoklatan

Keterangan: + = Positif mengandung senyawa
+(m) = Mendekati positif mengandung senyawa
- = Tidak mengandung senyawa
Berdasarkan hasil uji fitokimia, diketahui bahwa fraksi etil asetat
mengandung golongan senyawa flavonoid, alkaloid, steroid, dan triterpenoid. Hasil
pengujian fitokimia menunjukkan adanya senyawa flavonoid ditandai dengan
adanya warna jingga pada penambahan serbuk Mg. Flavonoid dapat tereduksi
dengan Mg dan HCI sehingga memberikan warna merah, kuning atau jingga.
Reaksi yang menunjukkan adanya senyawa flavonoid ada pada Gambar 2.8. Hasil
analisis menggunakan kedua reagen dalam uji fitokimia alkaloid mengindikasikan
hasilnya mengandung senyawa alkaloid dengan perubahan warna jingga pada
pereaksi Dragendroff dan berwarna kuning pada peraksi mayer. Reaksi yang
menunjukkan adanya senyawa alkaloid ada pada Gambar 2.9. Uji reagen
Lieberman-buchard merupakan uji fitokimia pada senyawa triterpenoid, pereaksi

ini merupakan campuran antara anhidrida asetat dan H.SOs pekat. Karbokation
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yang terbentuk bereaksi dengan atom O pada gugus —OH yang ada pada senyawa
triterpenoid. Reaksi ini merupakan reaksi esterifikasi yaitu pembentukan senyawa
ester oleh senyawa triterpenoid dengan anhidrida asetat. Hasil pengujian ini positif
mengandung senyawa triterpenoid dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau
violet dan mengandung steroid dengan berubah warna hijau kebiruan. Reaksi yang
menunjukkan adanya senyawa triterpenoid ada pada Gambar 2.12.

4.7 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

4.7.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan untuk mengetahui A
yang memiliki serapan tertinggi. Pengukuran sampel harus dilakukan pada panjang
gelombang maksimum agar kepekaannya lebih maksimal dan meminimalkan
kesalahan, karena pada panjang gelombang tersebut perubahan absorbansi untuk
setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar. Daerah sekitar panjang
gelombang maksimum bentuk kurva absorbansi datar dan pada kondisi tersebut
hukum Lambert-Beer terpenuhi (Gandjar dan Rohman, 2007).

Radikal DPPH memiliki warna komplementer ungu dan memberikan
absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515 — 520 nm (Prakash, 2007).
Hasil penentuan panjang gelombang DPPH 0,1 mM diperoleh Amaks Sebesar 515,1
nm. Hasil spektra UV-Vis larutan DPPH 0,1 mM ditunjukkan pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Spektra UV-Vis larutan DPPH 0,1 mM
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4.7.2 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan Elisa
reader pada panjang gelombang 515,1 nm yang merupakan panjang gelombang
maksimum untuk metode DPPH. Variasi konsentrasi yang digunakan yaitu 5, 10,
20, 40 dan 80 ppm. Sampel yang diuji aktivitas antioksidannya adalah ekstrak kasar
etanol 96 %, fraksi etil asetat, fraksi kloroform, fraksi metanol dan vitamin C
digunakan sebagai pembanding aktivitas antioksidan sampel.

Pengukuran potensi aktivitas antioksidan digunakan kontrol larutan DPPH
0,1 mM. Menurut Arindah (2010) larutan kontrol sangat berguna sebagai
pembanding dalam menentukan potensi antioksidan sampel. Nilai absorbansi
sampel yang telah direduksi DPPH dengan nilai absorbansi kontrol merupakan sisa

radikal DPPH yang terbaca pada Elisa Reader. Perhitungan aktivitas dapat dilihat

pada Gambar 4.2 :
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Gambar 4.2 Perbandingan % aktivitas antioksidan
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Tabel 4.5 Persen (%) aktivitas antioksidan

Konsentrasi % Aktivitas Antioksidan
(ppm) Fraksi Fraksi Fraksi Vitamin C
Etil Kloroform  Metanol
Asetat
5 3,02 10,97 9,56 95,32
10 7,45 12,63 9,56 96,96
20 15,53 14,34 13,74 97,22
40 34,74 18,24 16,53 97,44
80 43,18 25,42 41,24 97,73

Berdasarkan Tabel 4.5 dan Gambar 4.2 dengan konsentrasi 80 ppm
diketahui bahwa persen (%) aktivitas antioksidan tertinggi pada sampel adalah
fraksi etil asetat sebesar 43,18 %, fraksi metanol sebesar 41,24 %, fraksi kloroform
sebesar 25,42 %. Fraksi etil asetat pada konsentrasi rendah menunjukkan nilai %
aktivitas antioksidannya sangat rendah dibandingkan fraksi lainnya, hal tersebut di
karenakan pada konsentrasi 5 ppm dan 10 ppm fraksi etil asetat kurang menangkap
radikal bebas yang ada pada DPPH. Sehingga tidak ada perubahan warna dari ungu

menjadi warna kuning.



Tabel 4.6 Hasil uji beda nyata menggunakan SPSS 21

ANOVA
Sum  of Mean
Squares  |df Square F Sig.
Etil Between Groups |,609 4 ,152 36,394 |,000
Within Groups ,042 10 ,004
Total ,651 14
Klorofom Between Groups |,066 vl ,017 3,625 [,045
Within Groups ,046 10 ,005
Total ,112 14
Metanol Between Groups |,362 4 ,090 69,181 |,000
Within Groups ,013 10 ,001
Total 375 14
Vitc Between Groups |,000 4 ,000 102,414,000
Within Groups ,000 10 ,000
Total ,000 14

Analisis di atas menghasilkan statistik uji F dengan probabilitas (sig)
sebesar 0,000 (Fhitung > Frabel ) atau probabilitas < alpha (a=5%). Sehingga Ho ditolak
dan dinyatakan minimal ada satu pasang ekstrak alga hijau menghasilkan nilai %
aktivitas antioksidan yang berbeda signifikan. Nilai probabilitas lebih kecil dari
tingkat kesalahan maka dinyatakan berbeda signifikan. Sebaliknya apabila nilai

probabilitas lebih besar dari tingkat kesalahan maka dinyatakan tidak ada berbeda

signifikan.
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Ekstrak etanol 96 % tidak mengalami kenaikan aktivitas antioksidan,
dikarenakan tidak signifikan antara probabilitas dengan F hitungnya. Nilai
signifikannya pada ekstrak etanol 96 % menunjukkan probabilitasnya lebih besar
daripada alphanya (a=5%). Ketiga fraksi mengalami kenaikan aktivitas antioksidan
seiring dengan naiknya konsentrasi. Ekstrak etil asetat memiliki nilai aktivitas yang
paling besar dari pada ekstrak kasar dan fraksi yang lain. Karena ekstrak etil asetat
selain mengandung flavonoid juga terdapat senyawa steroid dan alkaloid sehingga
aktivitasnya lebih tinggi bila dibandingkan ekstrak etanol, fraksi kloroform dan
fraksi metanol. Senyawa flavonoid memiliki gugus OH yang atom hidrogennya
dapat didonorkan ke radikal bebas sehingga menjadi senyawa yang non radikal
(DPPH-H). Menurut Shankhardarwar, dkk (2015) menyebutkan bahwa flavonoid

merupakan senyawa yang aktif berpotensi sebagai antioksidan alami. Dugaan

reaksi senyawa flavonoid dengan DPPH ditunjukkan pada Gambar 4.3,

Radikal Flavonoid + DPPH - H

Gambar 4.3 Dugaan reaksi senyawa flavonoid dengan DPPH
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ICso merupakan konsentrasi substrat yang dapat menyebabkan
berkurangnya 50 % aktivitas DPPH (Molyneux, 2003). Berikut ini merupakan nilai
ICso dari masing — masing sampel :

Tabel 4.7 Nilai 1Csp masing-masing ekstrak

Ekstrak Nilai 1Cso (Hg/mL)
Fraksi etil asetat 1,32
Fraksi kloroform 40,01
Fraksi metanol 1,60
Vitamin C 0,98

Semakin kecil nilai 1Cso menandakan semakin besar aktivitas antioksidan
sehingga konsentrasi yang dibutuhkan untuk meredamkan radikal DPPH sebesar 50
% semakin kacil (Widyaningsih, 2010). Nilai 1Cso vitamin C sebesar 0,98 pg/mL,
fraksi etil asetat 1,32 pg/mL, fraksi kloroform 40,01 pg/mL, fraksi metanol 1,60
pg/mL, hal ini menunjukkan bahwa kemampuan fraksi etil asetat untuk meredam
radikal bebas sangat kuat. Menurut Swantara, dkk. (2012) kekuatan aktivitas
antioksidan dilihat dari ICsp yaitu <50 menunjukkan aktivitas yang sangat kuat dan
50 — 100 menunjukkan aktivitas yang kuat. Fraksi etil asetat cukup berpotensi bila
digunakan sebagai antioksidan alami.

4.8 Pemisahan Senyawa Flavonoid fraksi etil asetat Dengan KLT Analitik
(Gandjar dan Rohman, 2007)

Fraksinasi dengan etil asetat menghasilkan senyawa selain flavonoid seperti
alkaloid, triterpenoid dan steroid. Fraksinasi etil asetat akan membentuk aglikon
pada senyawa flavonoid dibandingkan fraksinasi yang lain dan akan memisahkan
jenis flavonoid dengan masing-masing jenis flavonoidnya. Penelitian ini memilih

fraksi etil asetat dikarenakan nilai I1Cso paling tinggi sehingga perlu identifikasi
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lanjut sebagai penguat dalam dugaan golongan senyawa flavonoid. Jenis flavonoid
itu akan terdistribusi ke dalam salah satu pelarut yang sesuai dengan sifat kelarutan
dan polaritasnya. Etil asetat mengalami tingkat kepolarannya lebih rendah air
karena bersifat semi polar, maka pada saat fraksinasi yang terbentuk aglikon pada
flavonoid yang terikat dengan gula akan terdistribusi ke dalam fraksinasi tersebut.

Berikut adalah gambar hasil pemisahan senyawa pada fraksinasi etil asetat

dengan KLT analitik :

g =
Y 0
—»|® =
B_: B
—»| 0 §
— !
(a) (b) (c)

Gambar 4.4 Hasil KLT analitik eluen terbaik n-heksana : etil asetat (3:2)

(a) Hasil Pengamatan dibawah sinar UV 254 nm
(b) Hustrasi gambar
(c) Tanpa disinari UV
Hasil uji fitokimia pada fraksi etil asetat mengandung senyawa flavonoid.
Pembuktian kandungan flavonoid diperkuat dengan adanya identifikasi

menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT). KLT analitik ini digunakan untuk

mencari eluen terbaik dari beberapa eluen yang baik dalam pemisahan senyawa
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flavonoid. Eluen yang baik adalah eluen yang menghasilkan senyawa dengan
jumlah spot yang banyak muncul noda. Noda yang terbentuk tidak berekor dan
jarak antara noda satu dengan yang lainnya jelas (Harbone, 1987). Penggunaan
beberapa eluen diharapkan mampu memisahkan flavonoid yang terdapat dalam
ekstrak alga hijau Ulva lactuca dengan baik.

Pengamatan noda dilakukan di bawah sinar UV pada panjang gelombang
254 nm untuk menampakkan warna hasil pemisahan pada KLT. Jika tampak noda
ditandai menggunakan pensil dan untuk mengetahui spot yang diperoleh positif
flavonoid dengan digunakan FeClz dan uap NHs. Data penampakan noda dari hasil
fasa organik yang dihasilkan KLT analitik berdasarkan berbagai macam komposisi
eluen dapat dilihat pada Lampiran 4.

Hasil jumlah noda KLT analitik dari 6 variasi eluen digunakan untuk
memisahkan senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat dengan KLT analitik
menunjukkan bahwa variasi eluen terbaik adalah n-heksana : etil asetat (3:2) yang
ditunjukkan dengan hasil spot sebanyak 8. Spot yang terbentuk tidak berekor dan
jarak antara satu spot dengan spot lainnya jelas. Kepolaran eluen pada proses KLT
sangat berpengaruh terhadap hasil noda yang terbentuk.

Tabel 4.8 Data penampakan noda dari KLT analitik dugaan senyawa dengan
eluen n-heksana:etil asetat (3:2) pada panjang gelombang 254 nm

Spot Nilai Warna Dugaan senyawa
Rf
1 0,16 Hijau Flavonoid
2 0,23 Kuning Triterpenoid
3 0,32 Hijau Flavonoid
4 0,4 Kuning Triterpenoid
5 0,45 Biru Steroid
6 0,54 Abu-abu Alkaloid
7 0,63 Hijau Flavonoid
8 0,96 Biru florosense Flavonoid
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Eluen n-heksana : etil asetat (3:2) memiliki sifat kepolaran yang berbeda.
Eluen n-heksana bersifat non polar sedangkan etil asetat bersifat semi polar. Karena
perbandingan n-heksana lebih besar dibandingkan etil asetat maka campuran eluen
ini cenderung bersifat kurang polar. Adapun dugaan senyawa flavonoid pada eluen
n-heksana : etil asetat (3:2) terdapat pada spot 7 dan 8. Mekanisme KLT analitik
pada Tabel 4.8 dimulai saat eluen mengenai spot sampel, dengan segera sampel
akan Dberinteraksi dengan kedua fase dengan prinsip like disolve like. Kemudian
akan terjadi distribusi diantara kedua fase, senyawa yang polar akan lebih banyak
terdistribusi di dalam fase yang polar. Sedangkan senyawa yang non polar akan
terdistribusi pada fase yang non polar. Terjadinya pemisahan disebabkan adanya
salah satu komponen sampel yang tertahan oleh fase diam dan yang lain di bawa
oleh fase gerak.

Noda dengan Rf terkecil (0,16) menunjukkan adanya senyawa yang bersifat
lebih polar dibandingkan noda pada Rf di atas (0,16-0,96) dengan warna noda yang
dihasilkan. Noda bersifat polar karena memiliki nilai koefisien distribusi (D)
senyawa yang besar. Menurut Saifuddin (2006) apabila pada suatu senyawa
terdapat banyak ikatan glikosida maka cenderung bersifat polar. Hasil dari nilai
koefisien distribusi di atas menunjukkan bahwa fraksi etil asetat sudah tidak
memiliki ikatan glikosida, sehingga cenderung terelusi oleh pelarut non polar.

4.9 Pemanfaatan Alga Hijau dalam Perspektif Agama Islam

Pengetahuan tentang manfaat tumbuhan merupakan hal yang sangat
penting. Melihat begitu banyak jenis tumbuhan yang ada, namun masih sedikit yang
dimanfaatkan. Ulva lactuca merupakan salah satu tumbuhan yang baik yang

memiliki manfaat sebagai antioksidan, antibakteri dan sebagai obat kesehatan.
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Keanekaragaman tumbuhan ini merupakan bukti kebesaran Allah SWT, dimana
telah dijelaskan dalam Al-Qur’an.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam surah lugman ayat 10 :
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis
binatang. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya
segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” (Q.S. Lugman: 10)

Allah menciptakan langit tanpa tiang-tiang yang dapat dilihat oleh manusia.
Serta menjadikan gunung-gunung yang kokoh di bumi agar tidak ada yang
menggoyangkan, Allah juga menurunkan air hujan turun ke bumi agar tumbuhan-
tumbuhan bisa berkembang dan subur. Tumbuh-tumbuhan bermanfaat ketika
tumbuh di bumi dengan baik. Kata “Zaujin kariim” menjelaskan tentang manfaat
tumbuh-tumbuhan yang baik, dimana tumbuhan-tumbuhan yang baik sangat
bermanfaat sebagai tanaman obat. Alga hijau Ulva lactuca sangat bermanfaat

sebagai anttioksidan yang mempu menolak radikal bebas pada tubuh.

Pengkajian lebih lanjut diperiukan penggolongan suatu materi agar lebih
mudah untuk mendalaminya, karena materi di alam ini begitu banyak dan beragam
macamnya. Dari penggolongan materi tersebut yang akan dikaji adalah senyawa,
yang mana merupakan kelompok materi zat tunggal. Senyawa merupakan suatu zat

yang dibentuk oleh dua atau lebih unsur dengan perbandingan tetap yang
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menentukan susunannya. Senyawa dibentuk dan diuraikan oleh reaksi kimia.

Adapun firman Allah SWT tersebut tersirat dalam QS. Al Qamar ayat 49 :

A R N K
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2

Artinya : “Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran. “ (QS.
Al Qamar ayat : 49)

Dalam proses pembentukannya, perbandingan massa unsur-unsur dalam
senyawa selalu tetap sekalipun dibentuk dengan cara yang berbeda. Untuk
membentuk senyawa perbandingan unsur-unsu penyusunnya tidak boleh
sembarangan, sebab jika perbandingannya tidak sesuai maka ada kemungkinan bisa
terbentuk senyawa lain.

Alga hijau merupakan tanaman yang dapat dimanfaatkan dengan baik.
Tumbuhan ini menjadi alternatif pengobatan alamiah yang disediakan Allah untuk
hambaNya. Berdasarkan penelitian ini, ekstrak etanol 96% dan ketiga fraksinya
memiliki aktivitas antioksidan yang bagus karena nilai ICso yang rendah yaitu fraksi
etil asetat 84,71 pg/mL. Nilai tersebut menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
memiliki potensi sebagai antioksidan yang baik. Alga hijau Ulva lactuca telah
terbukti dapat menangkal radikal bebas yang merugikan tubuh karena aktivitas

antioksidannya yang kuat.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Eluen terbaik hasil KLT analitik adalah n-heksana : etil asetat (3:2) dengan
menghasilkan 8 noda spot diduga spot 1, 3, 7 dan 8 mengandung senyawa
flavonoid.

Hasil identifikasi fitokimia menunjukkan bahwa fraksi etil asetat alga hijau Ulva
lactuca mengandung golongan senyawa flavonoid, steroid, alkaloid dan
triterpenoid.

Hasil analisis kadar klorofil a dan b masing-masing sebesar 22,71 mg/L dan
56,43 mg/L.

Aktivitas antioksidan pada ekstrak hasil partisi fraksi etil asetat, fraksi kloroform
dan fraksi metanol masing-masing sebesar 1,32; 40,01 dan 1,60 pg/mL. Fraksi
alga hijau Ulva lactuca yang memiliki potensi antioksidan tertinggi adalah fraksi

etil asetat dengan nilai I1Csp sebesar 1,32 ppm.

5.2 Saran

Perlu dilakukan pemisahan dengan metode kromatografi kolom untuk

menghasilkan fraksi yang spesifik, dilakukan uji kadar klorofil setelah di fraksinasi

dan uji antioksidan dengan pelarutnya dan diidentifikasi dengan menggunakan MS

dan FTIR.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Preparasi

Sampel

Alga hijau (Ulva lactuca)

Penentuan kadar air

Maserasi

Hasil

Ekstrak pekat etanol 96 %

Sampel basah

Penentuan kadar air

Hasil

Ekstrak
pekat etanol

Ekstrak pekat (B)

Ekstrak pekat (C)

Ekstrak pekat fraksi
etil asetat

Ekstrak pekat
fraksi kloroform

Ekstrak pekat (D)

Ekstrak pekat
fraksi n-heksana

Diukur aktivitas antioksidan dengan konsentrasi 5, 10,

20, 40, 80 ppm

Dihitung 1Cso

Analisis data

A\ 4

Uji KLTA
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Uji reagen




Lampiran 2. Diagram Alir

1.2.1 Preparasi Sampel

Sampel

- dicuci sampel hingga bersih

- dikeringkan menggunakan oven

- dihaluskan menggunakan blender
- diayak dengan ayakan 90 mesh

Hasil

1.2.2 Penentuan Kadar Air dengan Moisture Analyzer

moisture Analyzer

- disiapkan alat moisture analyzer

- ditimbang 1 gram sampel

- dimasukkan sampel dalam wadah analisa
- ditutup

- ditunggu hingga 5-10 menit

Hasil
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1.2.3 Ekstraksi Maserasi Pelarut Etanol 96 %

Sampel Serbuk

- ditimbang sebanyak 25 gram
- diekstraksi maserasi dengan etanol 96 % 150 ml selama 24

jam
- disaring
- dilakukan 3x pengulangan
|
Ekstrak etanol Ampas

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator

Ekstrak pekat
- ditimbang ekstrak pekat
- dihitung randemen
Hasil
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1.2.4 Ekstraksi Cair-cair (Partisi) Ekstrak Pekat Etanol 96 %

Ekstrak pekat etanol 96 %

- Dibagi ekstrak pekat menjadi 4 bagian 1

gram
Eksirak EKSTaK pekat(B) Ekstrak pekat (C) Ekstrak pekat (D)
pekat - Dipartisi dengan - Dipartisi dengan
etanol 5 mL pelarut 5 mL pelarut
96 % Etil asetat Kloroform
(A) - Dipekatkan ekstrak - dipekatkan ekstrak - dipartisi dengan
hasil partisi hasil partisi 5 mL pelarut
menggunakan menggunakan metanol
rotary evaporator rotary evaporator - dipekatkan
- Ditimbang ekstrak - ditimbang ekstrak menggunakan
yang diperoleh yang diperoleh rotary
- Dihitung randemennya |- dihitung randemennya | evaporator
- Ditimbang
ekstrak yang
diperoleh
- Dihitung
randemenny
Ekstrak pekat Ekstrak pekat Ekstrak pekat
etil asetat kloroform n-heksana




1.2.5 Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH

1.2.5.1 Penentuan panjang Gelombang Maksimum

Etanol 96 %

Hasil

- diambil 4 mL

- ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,1 mM
- diinkubasi pada 37°C

- didiamkan selama 10 menit

- dimasukkan dalam instrumen uv-vis

- dicari Amaks pada rentang 500-530 nm

1.2.5.2 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

a. Absorbansi Kontrol

DPPH 0,1 mM

diambil sebanyak 50 puL

dimasukkan dalam tabung reaksi

ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak
sebanyak 200 pL

diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit
dipindahkan dalam 96 well clear polystryrene
microplate

diukur absorbansi pada Amaks menggunakan Elisa
reader

Hasil

b. Absorbansi Sampel Variasi Konsentrasi

Ekstrak kasar masing-masing fraksi

dilarutkan pada pelarutnya dengan konsentrasi
5, 10, 20, 40, 80 ppm

diambil larutan ekstrak sebanyak 200 uL
ditambahkan 0,1 mM DPPH sebanyak 50 uL
diinkubasi pada suhu 37°C 10 menit
dimasukkan dalam 96 well clear polystryrene
microplate dan diukur absorbansi pada Amaks

Hasil
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1.2.6 Identifikasi Golongan Senyawa Metabolit Sekunder

1.2.6.1 Identifikasi menggunakan Reagen Fitokimia

1.2.6.1.1 Uji Alkaloid

Ekstrak pekat

diambil 1 ml
dimasukkan tabung reaksi
ditambahkan 0,5 hcl 2 5%

dibagi menjadi dua tabung

Larutan pada tabung |

- ditambahkan 2-3 tetes
reagen dragendroff

Endapan jingga

1.2.6.1.2 Uji Flavonoid

Ekstrak pekat
- diambil 1 ml

Merah atau Jingga

1.2.6.1.3 uji tanin
Ekstrak pekat

- diambil 1 ml

Larutan pada tabung |

- ditambahkan 2-3tetes
regaen mayer

Endapan kekuning-kuningan

- dimasukkan tabung reaksi
- ditambahkan 1-2 ml etanol 50% panas
- ditambahkan logam mg dan 4-5 tetes hcl pekat

- dimasukkan tabung reaksi
- ditambahkan 2-3 tetes fecls 1%

Hijau kehitamanatau biru tinta
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1.2.6.1.4 Uji Saponin

Ekstrak pekat

- diambil 1 ml

- dimasukkan tabubg reaksi

- ditambahkan air (1:1) sambil dikocok selama 1 menit
- ditambahkan 2 tetes hcl 1n (jika timbul busa)

- dibiarkan selama 10 menit

Timbul busa dengan ketinggian 1-3 cm

1.2.6.1.5 uji triterpenoid dan steroid

Ekstrak pekat

diambil 1 ml

dimasukkan tabung reaksi

dilarutkan dengan 0,5 ml asam asetat anhidrat
ditambahkan 1-2 h,sos pekat melalui dinding tabung

Cincin kecoklatan atau violet
(triterpenoid) atau warna hijau
kebiruan (steroid)

1.2.6.2 identifikasi menggunakan klta

Ekstrak pekat

- ditotolkan 1 ul (5-10) dengan pipa kapiler pada jarak 1 cm X
6,5 cm

- dikeringkan dengan hair dryer

- dielusi dengan beberapa eluen hingga 1 cm dari tepi atas
plat

- diangkan dan dikeringkan

- diperiksa pada permukaan plat bawah lampu uv 254 nm

- diamati kembali

- ditandai noda yang terbentuk dengan cara melingkari
dengan pensil (jumlah noda yang terbentuk, rf serta warna
yang terbentuk)

- diberi reagen semprot dan diamati kembali

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Reagen dan Larutan
1.3.1 Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
DPPH 0,1 mM dalam 10 mL etanol p.a (96%)
Mr DPPH = 394,33 g/mol
n DPPH = volume DPPH X M DPPH
=10 mL x0,1.10° M
= 0,002 mmol =2 x 10 mol
Massa DPPH = n DPPH x Mr DPPH
= 1.10"° mol x 394,33 g/mol
= 394,33.10° gram = 3,9433 mg
Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 3,9433 mg, dilarutkan dengan pelarut

etanol 96% dan ditandabataskan hingga 10 mL dalam labu ukur.

1.3.2 Pembuatan Larutan HCI 2 %

%XV1 :%XVZ
37% x V1 =% x 10 mL
V1 =0,54 mL=05mL

HCI pekat 37% dipipet sebanyak 0,5 mL dimasukkan dalam labu ukur 10 mL

yang berisi akuades 5 mL, kemudian ditandabataskan dengan akuades.

1.3.3 Pembuatan Larutan HCI 2 N
P = 1,19 g/mol
Mr HCI = 36,5 g/mol

Ekuivalen =1
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Massa HCI 37% =pxV
=1,19 g/mL x 37 mL = 44,03 g

Mol HCI 37% = 14

Mr

44,03
= 2222977~ 1,206 mol
36,5 g/mol

Normalitas HCI = Moldi" Llugial,

volume (L)

1,206 mol x 1
0,1L

12,06 mol/L (N)

N1 X V1 =N2x V2
12,06 N x V1 =2 N x50 mL
V1 =8,27 mL

HCI pekat 37% dipipet sebanyak 16,58 mL dimasukkan dalam labu ukur

100 mL yang berisi akuades 15 mL, kemudian ditandabataskan dengan akuades.

1.3.4 Pembuatan FeCls 1%

o massa zat terlarut
% konsentrasi = X 100 %
massa zat terlarut+massa pelarut

_ mssa zat terlarut

Massa zat terlarut + massa pelarut — X 100 %
% konsentrasi
1 g + massa pelarut = 115 x 100 %
Massa pelarut =100g-19g=99mL
Volume pelarut — massazatpelarut __999 _ g9
P B] pelarut 1g/mL

Serbuk FeCls.6 Hz0 ditimbang sebanyak 1 gram, dilarutkan dengan

akuades hingga 100 mL dalam beaker glass dan diaduk.



73

1.3.5 Pembuatan Etanol 50%
% xV1 =%XxV:
96 % X V1 =% x 10 mL
V1 =0,52mL=05mL
Etanol 96 % dipipet sebanyak 0,5 mL dimasukkan dalam labu ukur 10 mL,

kemudian ditandabataskan dengan akuades.

1.3.6 Pembuatan Reagen Dragendroff

Larutan I. 0,6 gram Bi(NHz3)3 dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL H20

Larutan Il. 6 gram KI dalam 10 mL H>O

Larutan | dibuat dengan menimbang 0,6 gram Bi(NHz3)s. Selanjutnya
diambil larutan HCI pekat sebanyak 2 mL didalam lemari asam. Kemudian
dimasukkan larutan 10 mL aquades dan larutan HCI 2 mL untuk melaryrkan sebuk
dengan dibantu pengadukan. Larutan Il dibuat dengan menimbang 6 gram KI.
Selanjutnya ditambahkan 10 mL aquades untuk melarutkan serbuk dengan
pengadukan. Kedua larutan tersebut dicampur dengan 7 mL HCI pekat dan 15 mL

H>O (Wagner, 1996).

1.3.7 Pembuatan Reagen Mayer

Larutan I. HgCl. 1,358 gram dalam aquades 60 mL

Larutan Il. KI 5 gram dalam aquades 10 mL

Larutan | dibuat dengan menimbang HgCl, 1,358 gram. Selanjutnya

ditambahkan aquades 60 mL untuk melarutkan serbuk dengan disertai pengadukan.
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Larutan Il dibuat dengan menimbang K1 5 gram. Kemudian ditambahkan aquades
10 mL untuk melarutkan serbuk dengan disertai pengadukan. Selanjutnya larutan
Il dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan larutan I ditungkan ke dalam larutan
I1. Kemudian diencerkan dengan aquades sampai tanda batas pada lavu ukur 100

mL (Wagner, 1996).

1.3.8 Pembuatan Reagen Liebermann-Buchard

Asam sulfat pekat =5 mL

Anhidrat asetat =5mL

Etanol absolut =5 mL

Asam sulfat pekat dipipet sebanyak 5 mL dilemari asam. Kemudian larutan
asam sulfat tersebut dimasukkan ke dalam beaker glass 100 mL. Selanjutnya
diambil larutan anhidrida asetat sebanyak 5 mL di dalam lemari asam dan
dimasukkan ke dalam beaker glass yang telah berisi asam sulfat. Kemudian diambil
larutan etanol absolut 50 mL di dalam lemari asam dan dicampurkan ke dalam asam
sulfat dan anhidrida asetat. Setelah itu ketiga campuran larutan tersebut
dipindahkan ke dalam botol kaca dan didinginkan di dalam lemari pendingin.

Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan (Wagner,1996).

1.3.9 Pembuatan Larutan NaHCO3; 5%

Sebanyak 5 gram natrium bikarbonat dilarutkan dengan akuades dalam
beaker glas. Kemudian dimasukkan dalam labu takar 100 mL, ditambahkan

akuades sampai tandabataskan lalu dihomogenkan.

1.3.10 Pembuatan Larutan Sampel
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Pembuatan Larutan Stok Sampel 1000 ppm dalam 10 mL

ppm =mg/L
_ berat (mg)

1000 ppm D —

Berat ekstrak = 0,010 L x 1000 ppm
=10 mg

Ekstrak ditimbang 10 mg, dilarutkan dengan 96 % dalam labu ukur 10 mL.

Pembuatan Larutan Sampel 80 ppm dalam 3 mL

ppm X V1 = ppm X V2
1000 ppm X V1 =80 ppm x 3 mL
V1 =0,24 mL

Larutan stok sampel 1000 ppm dipipet sebanyak 0,24 mL dilarutkan dengan
etanol 96% 2,76 mL

Pembuatan Larutan Sampel 40 ppm dalam 3 mL

ppm X V1 = ppm x V>
1000 ppm x V1 =40 ppm x 3 mL
V1 =0,12 mL

Larutan stok sampel 1000 ppm dipipet sebanyak 0,12 mL dilarutkan dengan
etanol 96% 1,8 mL

Pembuatan Larutan Sampel 20 ppm dalam 3 mL

ppm X V1 = ppm X V>
1000 ppm x V1 =20 ppm x 3 mL
V1 =0,06 mL

Larutan stok sampel 1000 ppm dipipet sebanyak 0,06 mL dilarutkan dengan

etanol 96% 2,94 mL
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Pembuatan Larutan Sampel 10 ppm dalam 3 mL

ppm X V1 = ppm X V>
1000 ppm X V1 =10 ppm x 3 mL
V1 =0,03mL

Larutan stok sampel 1000 ppm dipipet sebanyak 0,03 mL dilarutkan dengan
etanol 96% 2,97 mL

Pembuatan Larutan Sampel 5 ppm dalam 3 mL

ppm X V1 = ppm X V2
1000 ppm X V1 =5ppmx 3 mL
V1 =0,015 mL

Larutan stok sampel 1000 ppm dipipet sebanyak 0,015 mL dilarutkan

dengan etanol 96% 2,985 mL



Lampiran 4 . Data Penelitian

L.4.1 Perhitungan Kadar Air Ulva lactuca Kering

77

Ulangan | Berat sampel Waktu Kadar Air (%) Rata-rata (%0)
(@) (menit)
U 1,030 7 8,21
U, 1,011 13 7,71 7,65
Us 1,033 13 7,04
U = Pengulangan
L.4.2 Perhitungan Randemen
¢ Pehitungan Randemen Hasil Maserasi
» Ekstrak Pekat Etanol
Ulangan Berat Berat Berat Randemen
wadah (g) | Wadah dan | Sampel (g) (%)
Sampel (g)
Us 120,08 120,6034 0,5234 2,09
U, 100,9549 101,5180 0,5637 2,25
Uz 101,0554 101,5929 0,5375 2,15
U = Pengulangan
» Randemen Ekstrak Etanol
% Randemen = berat ekstrak pekat % 100 %
berat sampel
Ulangan ke-1
% Randemen =229 %100 %
=2,09%
Ulangan Ke-2
% Randemen = 22279 x 100 %
=2,25%
Ulangan Ke-3
% Randemen = % x 100 %
=2,15%
e Perhitungan Randemen Hasil Partisi
» Fraksi Etil Asetat
Ulangan | Berat Sampel (g) | Berat Ekstrak (g) | Randemen (%)
U, 0,125 0,112 89,6
U, 0,125 0,1027 82,16
Us 0,125 0,1107 88,56

U = Pengulangan

> Randemen Ekstrak Etanol

b t ekstrak kat
% Randemen = 2ZLEEeEStTAXPERAr o 100 %

berat sampel



Ulangan ke-1

0,112
% Randemen = g

=—=x100 %
0,125 g
=89,6 %

Ulangan Ke-2

0,1027
% Randemen = g

=——=x 100 %
0,125 g
=82,16 %
Ulangan Ke-3

0,1107
% Randemen =-—-——2

X 100 %
0,125 g

= 88,56 %

> Fraksi Kloroform
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Ulangan

Berat Sampel (g)

Berat Ekstrak (g)

Randemen (%)

U,

0,125

0,1088

87,04

U,

0,125

0,1171

93,68

Us

0,125

0,1003

80,24

U = Pengulangan
» Randemen Ekstrak Etanol

b t ekstrak kat
% Randemen = 221 SEETAXPERAE o 100 %

berat sampel

Ulangan ke-1
% Randemen = 21289 y 100 %
0,125 g

= 87,04 %

Ulangan Ke-2
% Randemen =219 x 100 %
0,125 g
= 93,68 %
Ulangan Ke-3
% Randemen = 222229y 100 %
0,125 g

= 80,24 %
> Fraksi Metanol

Ulangan

Berat Sampel (g)

Berat Ekstrak (g)

Randemen (%)

U;

0,125

0,0973

77,84

U,

0,125

0,1105

88,4

Us

0,125

0,1160

92,8

U = Pengulangan

» Randemen Ekstrak Etanol

_ berat ekstrak pekat

% Randemen =

berat sampel

x 100 %
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Ulangan ke-1
% Randemen = 22729 % 100 %
0,125 g
=77,84 %
Ulangan Ke-2
% Randemen =2229 4100 %
0,125 g
=88,4%
Ulangan Ke-3
% Randemen = 22229y 100 %
0,125 g
=92,8%
L.4.3 Perhitungan Aktivitas Antioksidan
L.4.3.1 Perhitungan Aktivitas Antioksidan Metode DPPH
» Aktivitas Antioksidan pada Ekstrak Kasar Etanol
Kontrol Konsentrasi Nilai Absorbansi Rata- Log %
(ppm) rata konsentrasi  antioksidan
() v)
1 2 8
1,2914 5 1,1354 11,2154 11,0098 11,1202 0,6989 13,25
1,2914 10 0,9981 1,1962 1,1456 1,1133 il 13,79
1,2914 20 1,0254 11,0963 0,9985 1,040 1,301 19,46
1,2914 40 0,964 10,9987 11,0025 0,9884 1,602 23,46
1,2914 80 0,949 0,984 0,998 0,977 1,903 24,34
» Aktivitas Antioksidan pada Fraksinasi Etil Asetat
Kontro Konsentrasi Nilai Absorbansi Rata- Log %
| (ppm) 1 9 B rata  konsentras antioksidan
i V)
(x)
1,2914 5 1,2273 1,2658 1,2639 1,2523 0,6989 3,02
1,2914 10 1,1012 11,2302 1,2541 11,1951 1 7,45
1,2914 20 1,1009 1,1106 1,061 1,0908 1,301 15,53
1,2914 40 0,9575 10,7971 10,7738 0,8428 1,602 34,73
1,2914 80 0,7664 0,7641 0,6706 0,7337 1,903 43,18
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80 g
» Aktivitas Antioksidan pada Fraksinasi Kloroform 5
Kontrol  Konsentrasi Nilai Absorbansi Rata- Log % <
(ppm) rata konsentrasi  antioksidan =

(x) v) 1
1 2 3 =
@
1,2914 5 1,1268 11,1811 1,141  1,1496 0,6989 10,97 t
1,2914 10 1,0872 1,2046 1,093 11,1282 1 12,63 (T)
1,2914 20 1,0385 11,1403 11,1397 11,1061 1,301 14,34 m
1,2914 40 1,0128 11,0024 1,1521 1,0557 1,602 18,24 g
1,2914 80 0,9249 1,0609 10,9033 0,963 1,903 25,42 E
o o Wy =
> Aktivitas Antioksidan pada Fraksinasi Metanol ¢)
Kontrol  Konsentrasi Nilai Absorbansi Rata- Log % —
(ppm) rata konsentrasi antloksicﬁ
(x) (y) <t
1 2 3 |
2
1,2914 5 1,1551 1,2021 1,1881 11,1679 0,6989 956 LU
1,2914 10 1,197 1,1559 11,1508 1,1679 1 9,56 ;
1,2914 20 1,0606 11,0949 1,0783 1,0779 1,301 16,52 ;
1,2914 40 1,1469 1,0956 1,099 1,1138 1,602 13,74 )
1,2914 80 0,8332 0,7256 0,7178 0,7588 1,903 4123 =
L
» Vitamin C é
Konsentrasi  Kontrol Nilai Absorbansi Rata- % Log m
(ppm) 1 5 3 rata Antioksidan  Konsentrasi =
v) () X
5 0,4588 0,0211 0,0215 0,0217 0,0214 95,32 0,6989 :
10 0,4579 0,014 0,0137 0,014 0,0139 96,96 1 <
20 0,4556 0,013 0,0121 0,0128 0,0126 97,22 1,301 ]
40 0,4560 0,01 0,012 0,0129 0,0116 97,44 1,602 <
80 0,4570 0,011 0,01 0,01 0,0103 97,73 1,903 Z
<
-
-
<
=
LL
@



» Perhitungan I1Cso pada Ekstrak Kasar Etanol

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

LogIC50

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints
HillSlope

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

LoglIC50

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

Number of points

# of X values

% inhibisi

13.52
23.90
1.297
= 50.00
19.84
10.38

11.95to 15.09
22.33 to 25.47
1.287 to 1.306
19.35t0 20.24

2
0.9951
0.5330
0.5162

HillSlope = 50

13.52
23.90
1.297
=50.00
19.84
10.38

11.95to 15.09
22.33 to 25.47
1.287 to 1.306
19.35 10 20.24

0.9951
0.5330

Bottom is shared
Top is shared
LogIC50 is shared
HillSlope = 50

5
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13.52
23.90
1.297

19.84
10.38

11.95t0 15.09
22.33 t0 25.47
1.287 to 1.306
19.351t0 20.24

2
0.9951
0.5330
0.5162



#Y values analyzed 5
Data 1
25
‘G 20
)
e
=
R 154
10 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
konsentrasi

» Perhitungan ICso pada Fraksinasi Etil Asetat

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

IC50

HillSlope

loglC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

IC50

loglC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints
HillSlope

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

% inhibisi

5.235
38.96
1.322
=50.00
0.1211
BEN2

-9.275 t0 20.01
24.45 to 53.47
1.001 to ???
0.0003624 to ???

2
0.9626
45.49
4.769

HillSlope = 50

5.235
38.96

82

5.235
38.96



IC50 1.322
HillSlope = 50.00
logIC50 0.1211
Span 33.72

95% Cl (profile likelihood)

Bottom -9.275t0 20.01
Top 24.45 to 53.47
IC50 1.001 to 7?7
loglC50 0.0003624 to ???

Goodness of Fit
Degrees of Freedom

R squared 0.9626
Sum of Squares 45.49
Sy.x
Constraints
Bottom Bottom is shared
Top Top is shared
IC50 IC50 is shared
HillSlope HillSlope = 50
Number of points
# of X values 5
# Y values analyzed 5
50—
40
7 40
2
=
< 20
X
10—
0 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

konsentrasi

» Perhitungan ICso pada Fraksinasi Klorofom

% inhibisi
Comparison of Fits
Null hypothesis
Alternative hypothesis
P value

83

1.322

0.1211
33.72

-9.275t0 20.01
24.45 to 53.47
1.001 to ???
0.0003624 to ???

2
0.9626
45.49
4.769



Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model
F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

LoglC50

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints
HillSlope

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

LogIC50

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.X

Constraints

Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

Number of points

# of X values

#Y values analyzed

12.65
25.42
1.602
=50.00
40.01
12.77

8.461 to 16.83
17.89 to 32.67

2
0.9572
5.679
1.685

HillSlope = 50

12.65
25.42
1.602
= 50.00
40.01
12.77

8.461 to 16.83
17.89 to 32.67

0.9572
5.679

Bottom is shared
Top is shared
LogIC50 is shared
HillSlope = 50

5
5
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12.65
25.42
1.602

40.01
12.77

8.461 to 16.83
17.89 to 32.67
1.279 to ??7?
19.02 to ??7?

2
0.9572
5.679
1.685
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% inhibisi
N
T

H
T

Data 1

0.0

0.5

T
1.0

15

konsentrasi

2.0

» Perhitungan 1Cso pada Fraksinasi Metanol

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

IC50

HillSlope

loglC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

IC50

loglC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.X

Constraints
HillSlope

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

IC50

HillSlope

logIC50

Span

% inhibisi

10.95
41.26
1.648
=50.00
0.2171
30.31

4.958 to 16.94
30.87 to 51.67
1.648

2
0.9834
11.65
2.413

HillSlope = 50

10.95
41.26
1.648
=50.00
0.2171
30.31
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10.95
41.26
1.648

0.2171
30.31



95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

IC50

logIC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

4.958 t0 16.94
30.87 to 51.67

R squared 0.9834
Sum of Squares 11.65
Sy.x
Constraints
Bottom Bottom is shared
Top Top is shared
IC50 IC50 is shared
HillSlope HillSlope = 50
Number of points
# of X values S
# Y values analyzed 5
Data 1
50
40
2 30-
2
(=
= 204
>
[ ]
104
0 T T T 1
0.0 015 1.0 .5 2.0
konsentrasi

» Perhitungan ICso pada Fraksinasi Metanol

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set
Best-fit values

Bottom

Top

IC50

HillSlope

logIC50

Span

95% CI (profile likelihood)

% inhibisi

95.32
97.46
0.9767
=50.00
-0.01026
2.143
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4.958 t0 16.94
30.87 to 51.67

0.9834
11.65
2.413



Bottom

Top

IC50

logIC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints
HillSlope

One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

IC50

HillSlope

logIC50

Span

95% CI (profile likelihood)
Bottom

Top

IC50

logIC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

IC50

HillSlope

Number of points

# of X values

# Y values analyzed

94.22 t0 96.42
96.83 t0 98.10

2
0.9634
0.1309
0.2558

HillSlope = 50

95.32
97.46
0.9767
=50.00
-0.01026
2.143

94.22 t0 96.42
96.83 to 98.10

0.9634
0.1309

Bottom is shared
Top is shared
IC50 is shared
HillSlope = 50

5
5

87

95.32
97.46
0.9767

-0.01026
2.143

94.22 10 96.42
96.83 to 98.10

??7to 1.056
??7 t0 0.02386

2
0.9634
0.1309
0.2558
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Y
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Data 1
98-
[ )
o
o

D 97
o)
=
=
X 964

95 1 1 1 1

0.0 0.5 1.0 1115 2.0
konsentrasi
Perhitungan 1Cso pada Ekstrak Kasar Etanol
Etanol

30 . ¥=0.1494x +14.233
5 R?=0.7635
E 20 L Series1
S 10
c
<£ 0 ————————F————————  eeeeecnes Linear
SN 50 100 (Series1)

Konsentrasi (ppm)

=0,1494X + 14,233

ICso = (50-14,233) / 0,1494

>

Y

= 239,40 ppm
Perhitungan 1Cso pada Fraksinasi Etil Asetat
Etil Asetat
60 y-=0.5438x+3.93

‘E R?=0.9036
’t_@ 40 Seriesl
© 20
1= ..
<(° 0+ eeeeeenes Linear
x 0 50 100 (Series1)

Konsentrasi (ppm)

=0,5438x + 3,93
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ICso  =(50-3,93) /0,5438
= 84,71 ppm

» Perhitungan I1Cso pada Fraksinasi Klorofom

Kloroform

30 -y=0.1886x+10.478

20 w/
10

0 25 o e
0 50 100

Konsentrasi (ppm)

Series1

Linear (Series1)

% Antioksidan

Y =0,1886x + 10,478
ICso = (50-10,478) / 0,1886
= 209,55 ppm

» Perhitungan ICs pada FraksinasiMetanol

Metanol

60
40 | v=0.4217x+5.0565_

20

Seriesl

% Antioksidan

e Y L Linear (Series1)
0 50 100

Konsentrasi (ppm)

Y =0,4217x + 5,0565
ICso = (50-5,0565) / 0,4217
= 106,57 ppm
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L.4.3.2 Perhitungan Nilai Rf (Retardation Factor) Hail KLTA Alga Hijau

Ulva lactuca

Harga Rf =

Jarak yang ditempuh noda

jarak yang ditempuh eluen

1. Hasil nilai Rf KLTA Fraksi Etil Asetat

» Senyawa Flavonoid

a. Eluen 1 =n-hexana : etil asetat (3:2)

Rfnoda 1= j—; = 0,16
Rf noda 3 = == = 0,32
4.5
anoda5=i=045
anoda7— —063

Rf noda 2 = = = 0,23
4.5

Rf noda4=£ =04

anoda6=ﬁ=054

anoda8— —096

b. Eluen 2 = n-hexana : etil asetat (8:2)

Rfnoda1=22=018
4,5

anoda3— —029

C. Eluen 2 = kloroform
Rfnodal=-=-==0,8

d. Eluen 2 = n-heksana :

Rf noda 1= —029
4.5

anodaS— —056

e. Eluen 2 = n-heksana :

Rf noda 1= % =0,18
Rf noda 3 = ﬁ = 0,27

f. Eluen2 n-heksana :

Rf noda 1l =
Rf noda 3 =

‘08
‘092

Rfnoda2 =21 =0,25
4,5

Rf noda 4 = 2% = 0.47
4.5

: etil asetat (7'3)

anodaZ———089

etil asetat (7'3)

Rf noda 2 === =10,43

Rf noda 4 === =10,65
etil asetat (4: 1)

Rf noda2=-=-=0,25

Rf noda 4 =—=0,43
etil asetat (6: 4)

Rf noda2=—=10,89

Rf noda4=—-==0,96



L.4.3.3 Profil KLT Analitik

Data penampak noda dari KLT analitik senyawa flavonoid fraksi etil asetat alga
hijau Ulva lactuca pada panjang gelombang 254 nm

No. | Fase Gerak Jumlah | Tanpa FeCls Dengan Nilai Rf
Noda FeCls
1 n-heksana:etil 8 Hijau - 0,16
asetat (3:2) Kuning - 0,23
Hijau Hijau 0,32
Kuning - 0,4
Biru - 0,45
Abu-abu - 0,54
Hijau Hijau 0,63
Biru florosense | Biru pudar | 0,96
2 n-heksana:etil 4 Kuning - 0,18
asetat (8:2) Hijau - 0,25
Abu-abu Abu-abu 0,29
Abu-abu Abu-abu 0,47
3 n-heksana:etil 4 Hijau Abu-abu 0,29
asetat (7:3) Hijau Abu-abu 0,43
Kuning Abu-abu 0,56
Kuning Abu-abu 0,65
4 n-heksana:etil 4 Kuning - 0,18
asetat (4:1) Kuning - 0,25
Hijau Hijau 0,27
Hijau - 0,43
3 n-heksana:etil 4 Hijau Kuning 0,8
asetat (6:4) Abu-abu - 0,89
Abu-abu - 0,92
Hijau - 0,96
6 Kloroform:etil 2 Hijau Kuning 0,8

asetat (7:3) Hijau Kuning 0,89
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Perbandingan eluen

Jumlah noda spot

Etanol Klorofom | Etil asetat Metanol

n-hexana : etil asetat 4 4 8 3
(3:2)

n-hexana : etil asetat 3 2 4 3
(8:2)

n-hexana : etil asetat 5 6 4 4
(7:3)

n-hexana : etil asetat 2 3 4 2
(6:4)

n-hexana : etil asetat 4 7 4 4
(4:1)

Kloroform : etil asetat 2 - 2 1

(7:3)




Lamdha Maks DPPH

Tanggal Analisa : 1 July 2019

1.0
0.8
0.6

Abs

0.4+
0.2+
0.0+

161, 0416
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400

500

Scan Analysis Report

Report Time : 1 July 02:52:29 PM 2019

Method:

600
Wavelength (nm)

Batch: D:\Shovi\Lamdha Maks DPPH (1-07-2019).DSW

Software version: 3.00(339)

Operator: Andri

Sample Name: DPPH

Collection Time
Peak Table
Peak Style
Peak Threshold

Range

07/1/2019 2:52:59 PM

Peaks

0.0100

800.0nm to 400.0nm

Wavelength (nm)  Abs

515.1

0.416

700

800
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAGI MITTVIN VNVINVIA 40 AdVE a1 TVELNEGD
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Lampiran 5 Identifikasi Alga Hijau Ulva lactuca
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Lampiran 6 Dokumentasi penelitian

7 AR

z
Z
[

Sampel basah Serbuk Alga hijau
Ulva lactuca ukuran 90 mesh

1.6.2 Ekstraksi

Ekstraksi maserasi dengan
pelarut Etanol

Pemekatan dengan Rotary
evaporator vacum

1.6.3 Uji Aktivitas Antioksidan

1.6.4 Uji Fitokimia dengan Reagen

Flavonoid (+) Steroid (+)

Saponin (m) Tanin (-)
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