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ABSTRAK

Fauzi, V. S. H. 2020. Aktivitas Antioksidan Isolat Steroid Hasil Pemisahan
KLTP Fraksi n-butanol Mikroalga Chlorella sp. Skripsi. Jurusan Kimia
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing I1:
Lulu’atul Hamidatu Ulya, M.Sc.

Kata Kunci: Chlorella sp., Steroid, n-butanol, KLTP, Uji Antioksidan

Steroid merupakan metabolit sekunder yang mempunyai beragam
bioaktivitas. Salah satu sumber alam yang memiliki kandungan steroid dengan
konsentrasi yang tinggi adalah mikroalga. Jenis mikroalga Chlorella sp.
merupakan mikroalga yang sudah banyak diteliti potensi kandungan steroidnya
terutama sebagai senyawa antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antioksidan dari fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil pemisahan
KLTP fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. serta untuk mengetahui hasil
identifikasinya dengan spektrofotometer UV-Vis. Mikroalga Chlorella sp.
dikultivasi dalam medium ekstrak tauge (MET) 4%. Biomassa kering mikroalga
Chlorella sp. hasil kultivasi diekstrak dengan metode maserasi dalam pelarut
metanol. Lalu, dihidrolisis dengan HCI 2N dan selanjutnya dipartisi menggunakan
pelarut n-butanol. Hasil partisi diuji fitokimia menggunakan reagen Liebermann-
Burchard. Setelah itu, senyawa steroid diisolasi dari fraksi n-butanol dengan
metode KLTP menggunakan eluen campuran n-heksana:etil asetat (3,75:1,25).
Fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil KLTP diuji aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH untuk mengetahui nilai ECsy dan diidentifikasi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan telah
diperoleh spot yang diduga senyawa steroid pada hasil KLTP yang ditandai oleh
munculnya spot berwarna hijau kebiruan pada nomor 10 dengan nilai R; 0,83.
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan, fraksi n-butanol memiliki nilai
ECso sebesar 11891 ppm, sementara isolat 10 KLTP memiliki nilai ECsq sebesar
57,62 ppm. Adapun hasil identifikasi fraksi n-butanol menunjukkan serapan pada
panjang gelombang maksimum 202,1; 203,9; 229,0; 262,0; 269,0; 403,9; 668,1
nm. Sedangkan pada isolat 10 KLTP, muncul dua serapan pada panjang
gelombang maksimum 229,0 dan 230,9 nm akibat adanya transisi z—z ~ yang
berasal dari gugus C=C, dimana gugus ini merupakan karakteristik dari senyawa
steroid.
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ABSTRACT

Fauzi, V. S. H. 2020. Antioxidant Activity Test of Steroid Isolates Result from
PTLC Separation of n-butanol Fraction Microalgae of Chlorella sp.
Bachelor Thesis. Chemistry Department, Sains and Technology Faculty,
Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor I: A.
Ghanaim Fasya, M.Si; Advisor II: Lulu’atul Hamidatu Ulya, M.Sc.

Keywords: Chlorella sp., Steroid, n-butanol, PTLC, Antioxidant Activity Test

Steroids are secondary metabolites that have various bioactivity. One of
the natural sources that contain a high concentration of steroids is microalgae. The
Chlorella sp. is a microalgae that has been widely studied for steroid content,
especially its potential as an antioxidant compound. The aims of this research are
to determine the antioxidant activity of n-butanol fraction and steroid isolates
from PTLC separation of n-butanol fraction of the microalgae Chlorella sp. and to
find out the result of its identification using UV-Vis spectrophotometer.
Microalgae Chlorella sp. was cultivated in bean sprouts extract medium 4%. The
dry biomass of microalgae Chlorella sp. from cultivation was extracted by
maceration method in methanol solvent. Then, it was hydrolyzed with HCI 2N
and partitioned using n-butanol solvent. The n-butanol fraction was tested for
phytochemical analysis using Liebermann-Burchard reagent. Furthermore, steroid
compound was isolated from n-butanol fraction with PTLC separation using
mixed eluent n-hexane:ethyl acetate (3,75:1,25). After that, n-butanol fraction and
steroid compound that had been isolated from PTLC were tested its antioxidant
activity using DPPH method to find out the ECs, value. Steroid isolate was
identified using UV-Vis spectrophotometer. Research shows that there is a single
spot which is suspected of being a steroid compound in the results of KLTP which
is reported by a bluish green dot on number 10 with an Rf value of 0.83.Based on
the result of the antioxidant activity test, n-butanol fraction had an ECs, value of
11891 ppm, while the isolate 10 from PTLC separation had an ECs, value of
57.62 ppm. The identification result of n-butanol fraction showed absorption at a
maximum wavelengths of 202.1; 203.9; 229.0; 262.0; 269.0; 403.9; and 668,1
nm. Whereas in isolates 10 from KLTP separation, appeared absorption at
maximum wavelengths of 229.0 and 230.9 nm caused by electronic transition
n—x from C=C functional group. This functional group is a characteristic of
steroid compound.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Steroid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang memliki
peran penting bagi kehidupan makhluk hidup. Streoid memiliki struktur berupa 17
atom karbon yang membentuk stuktur dasar 1,2-siklopentenoperhidrofenantren.
Steroid dalam jaringan hewan disebut dengan Kkolesterol yang merupakan
komponen penting dari plasma lipoprotein dan membran sel sebelah luar. Adapun
steroid dalam jaringan tumbuhan disebut dengan fitosterol yang memiliki
kemampuan untuk menurunkan kolesterol dalam tubuh manusia (Robinson,

1995).

Steroid mempunyai beragam bioaktivitas yang digunakan sebagai
pendekatan fitofarmakologi seperti antikanker (Herlina, dkk., 2011), antibakteri
(Fasya, dkk., 2013), antimalaria (Bialangi, dkk., 2017), dan antioksidan
(Maghfiroh, 2019). Sebagai senyawa antioksidan, steroid dapat mengurangi
jumlah metabolit CCl, sehingga sel-sel hati terlindungi dari kerusakan dan
stabilitas membran sel hati serta aktivitasnya tetap terjaga (Wang, dkk., 2004).
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan
mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Winarsi, 2007).
Keberadaan antioksidan dapat melindungi tubuh dari berbagai penyakit
degeneratif dan kanker akibat adanya radikal bebas berlebih, serta membantu

menekan proses penuaan/antiaging (Tapan, 2005).
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Salah satu sumber alam yang memiliki kandungan steroid dengan
konsentrasi tinggi adalah mikroalga (Andrade, dkk., 2018). Mikroalga dikenal
sebagai organisme mikroskopis dengan kemampuan fotosintesis yang sangat
efisien (Ahmad and Ahmad, 1994). Sekitar 40% fotosintesis secara global
dilakukan oleh mikroalga (Fithriani, dkk., 2015). Mikroalga di alam umumnya
bersifat sebagai fitoplankton yang bertindak sebagai penyusun metabolit sekunder
(Nabris, 2012). Mikroalga dapat menjadi sumber produk alami alternatif karena
dapat dikultivasi dalam skala besar pada bioreaktor dan jika dibandingkan dengan
ragi dan fungi, mikroalga memiliki kelebihan dalam hal keamanannya (Fithriani,
dkk., 2015; Nur, 2014). Pemanfaatan mikroalga sebagai sumber alami senyawa
aktif steroid dapat dikorelasikan dengan firman Allah Swt. dalam

QS. al-Bagoroh/2:29.

3553 s g Gl Ll ) (5350 5 U a3V 8 s 1 G (5301 5

Artinya: “Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk
kamu dan Dia berkehendak menuju langit, lalu dijadikan-Nya tujuh langit. Dan
Dia Maha Mengetahui segala sesuatu”(QS. al-Bagoroh/2:29).

Berdasarkan tafsir Jalalain, firman-Nya yang berbunyi
(e gbf){y‘ 2 G & 3 ) 5h) “Dialah Allah, yang menjadikan segala
yang ada di bumi untuk kamu” yaitu menciptakan bumi beserta isinya, agar
manusia dan makhluk hidup lainnya memperoleh manfaat dan mengambil
perbandingan darinya (al-Mahalli, dkk., 2007). Ayat tersebut menjelaskan
bahwasanya Allah Swt. telah menciptakan alam sekaligus dengan segala

manfaatnya bagi umat manusia untuk memenuhi kebutuhan hidupnya. Sebagai



3

hamba-Nya, patut kita bersyukur dengan berupaya untuk mengeksplorasi secara
maksimal manfaat dari kandungan-kandungan bahan alam yang ada, di antaranya
adalah steroid dari mikroalga sebagai senyawa bioaktivitas antioksidan dengan
melakukan penelitian-penelitian yang berkesinambungan.

Salah satu jenis mikroalga yang sudah banyak diteliti potensi kandungan
steroidnya terutama sebagai senyawa antioksidan adalah Chlorella sp. (Dinasti,
2016; Rahmawati, 2016; dan Maghfiroh, 2019; Megawati, dkk., 2020). Sekitar
10% Chlorella sp. hidup di air laut dan 90% sisanya hidup di air tawar (Sopiah,
dkk., 2013). Mikroalga Chlorella sp. memiliki keunggulan dalam
pembudidayaannya, yaitu dapat menghasilkan oksigen dengan melalui proses
fotosintesis, mengandung kadar protein yang tinggi dengan asam amino sebagai
komponen utamanya, mudah dalam membudidayakan, dapat berkembangbiak
dengan cepat di tempat dengan kondisi tumbuhnya dan tidak membutuhkan area
yang luas jika dibandingkan dengan tumbuhan lain (Arifin, 2012; Simatupang,
dkk., 2017). Chlorella sp. merupakan salah satu mikroalga yang sering
dibudidayakan untuk berbagai keperluan seperti penghasil komponen senyawa
bioaktif untuk bahan farmasi, kosmetik, atau untuk alternatif biodiesel karena
memiliki nilai gizi yang tinggi dan tidak beracun (Aprilliyanti, dkk., 2016).

Mikroalga Chlorella sp. dapat dikultivasi pada Medium Ekstrak Tauge
(MET) kacang hijau. Wulandari, dkk. (2010) dalam jurnalnya mengenai
perbandingan potensi pertumbuhan mikroalga dalam Medium Air Laut (MAL),
Medium Ekstrak Tauge (MET), dan Medium Guillard (MG), melaporkan bahwa
MET konsentrasi 4% menghasilkan pertumbuhan mikroalga yang paling pesat

yaitu antara 21 — tak terhingga sel.
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Metode maserasi adalah metode yang paling banyak dilakukan untuk
mengekstraksi senyawa aktif yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp.
Metode maserasi merupakan metode yang sederhana dan mudah serta merupakan
metode ekstraksi dingin yang cocok digunakan pada senyawa yang tidak tahan
terhadap pemanasan (Mutmainnah, dkk., 2017). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Bariyyah, dkk. (2013) ekstrak pelarut metanol mikroalga Chlorella sp.
memiliki nilai rendemen yang lebih tinggi yaitu 7,00% dibandingkan dengan
ekstrak pelarut etil asetat dengan nilai rendemen 3,67%. Beberapa penelitian
bahkan menghasilkan nilai rendemen ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp.
yang cukup tinggi, diantaranya penelitian Fasya, dkk. (2020) sebesar 23,27% dan
Megawati, dkk. (2020) sebesar 24,29%. Pemilihan pelarut metanol didasarkan
pada kemudahan metanol dalam melisiskan membran sel tanaman dan struktur
molekulnya yang berukuran kecil sehingga dapat menembus jaringan tanaman
untuk menarik senyawa aktif keluar (Mutmainnah, dkk., 2017). Ekstrak metanol
mikroalga Chlorella sp. positif mengandung senyawa aktif golongan steroid
(Bariyyah, dkk., 2013; Amaliyah, dkk., 2013).

Perolehan metabolit sekunder yang lebih spesifik dapat dilakukan dengan
hidrolisis dan partisi. Fikri (2019) dan Megawati, dkk. (2020) melakukan
hidrolisis pada ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan HCI 2 N
selama 2 jam untuk memutus ikatan glikosida sehingga didapatkan senyawa
steroid yang terpisah dari glikon. Perolehan steroid lebih murni dilakukan dengan
partisi dengan pelarut n-butanol. Berdasarkan penelitian Hongayo (2011), fraksi
n-butanol alga cokelat Cystoseira moniliformis mengandung kandungan steroid

lebih banyak dibanding pada fraksi n-heksana dan dietil eter. Begitu juga
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penelitian Rudiyanto (2013) menunjukkan bahwa pada fraksi n-butanol alga
merah Euchema cottoni diperoleh kandungan steroid yang lebih banyak dari pada
kandungan alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid. Selain itu, Rudiyanto (2013) juga
menyatakan bahwa fraksi n-butanol alga merah E. cottoni memiliki aktivitas
antioksidan paling kuat dengan nilai ECsy sebesar 3,71 ppm dibanding fraksi
n-heksana 49,5 ppm; petroleum eter 18,20 ppm; kloroform 54,92 ppm, dan etil
asetat 12,98 ppm. Adapun penelitian Yu, dkk. (2017) menunjukkan bahwa fraksi
n-butanol mikroalga Crypthecodinium cohnii memberikan nilai inhibisi tertinggi
dalam penangkapan radikal DPPH dibandingkan dengan fraksi air, etil asetat, dan
petroleum eter.

Kemudian, isolasi steroid dari hasil partisi dapat dilakukan dengan
Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP). Al-Quais (2015) dalam
penelitiannya melakukan pemisahan steroid dari akar rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn) dengan KLTP menggunakan variasi kombinasi
eluen dengan kepolaran yang berbeda dimana hasil penelitian menunjukkan
bahwa campuran eluen n-heksana dan etil asetat (8:2) merupakan eluen yang
terbaik. Penelitian Fikri (2019) dan Wahdaniyah (2019) menunjukkan bahwa fase
terbaik dalam penggunaan metode KLT adalah n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan 3,75:1,25 karena dalam penelitiannya memberikan hasil positif
terhadap pemisahan senyawa aktif steroid dalam mikroalga Chlorella sp. yaitu
dengan terbentuknya 14 spot warna dan Rf berbeda hingga didapatkan 2 spot
senyawa steroid tunggal. Selain itu, berdasarkan penelitian Wahdaniyah (2019),
hasil KLTP fraksi n-heksana ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. positif

mengandung senyawa steroid jenis ergosterol, latosterol, kolesterol, stigmasterol,
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p-sitosterol, dan brassicasterol. Adapun penelitian Sari (2017) menunjukkan
bahwa jenis steroid yang terisolasi dari hasil KLTP fraksi n-butanol ekstrak
metanol makroalga E. cottoni adalah kampesterol, stigmasterol, kolesterol, dan -
sitosterol.

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH memiliki
kelebihan antara lain adalah mudah dilakukan, cepat, biaya relatif murah serta
membutuhkan sampel yang sedikit (Koleva, dkk., 2002). Metode DPPH memiliki
aktivitas penangkap radikal bebas yang tinggi dalam pelarut organik, seperti
metanol dan etanol pada suhu kamar (Salamah and Widyasari, 2015). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Fikri (2019), isolat steroid mikroalga Chlorella sp.
hasil KLTP fraksi n-heksana menghasilkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat
dengan nilai ECsy 35,09. Adapun Fasya, dkk. (2020%) dalam penelitiannya
melakukan partisi ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan fraksi
petroleum eter lalu dipisahkan dengan metode pemisahan yang serupa yaitu KLTP
menghasilkan aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai ECsy sebesar 73,82
ppm.

Berdasarkan uraian tersebut, perlu dilakukan penelitian lanjutan dari
beberapa rujukan penelitian-penelian sebelumnya, mengingat banyaknya
keunggulan mikroalga Chlorella sp. dibeberapa bidang khususnya sebagai
senyawa bioaktivitas antioksidan pada metabolit sekunder steroid yang
terkandung didalamnya. Ekstraksi pada penelitian ini menggunakan metode
maserasi dengan pelarut metanol. Setelah itu, pemutusan ikatan gikosida untuk
mendaptkan metabolit sekunder yang bebas glikon dilakukan dengan cara

hidrolisis menggunakan HCI 2N dan dipisahkan dengan partisi menggunakan



n-butanol. Kemudian dilanjutkan dengan isolasi senyawa steroid menggunakan
KLTP eluen n-heksana:etil asetat (3,75:1,25). Lalu, diuji aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH dan diidentifikasi isolat menggunakan instrumentasi UV-
Vis sebagai salah satu langkah untuk membuktikan keberadaan senyawa target,

yaitu steroid.

1.1 Rumusan Masalah

1. Bagaimana aktivitas antioksidan fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil KLTP
fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. dengan metode DPPH?

2. Bagaimana hasil identifikasi fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil KLTP
fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan spektrofotometer

UV-Vis?

1.2 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil
KLTP fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. dengan metode DPPH.

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil
KLTP fraksi butanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan spektrofotometer

UV-Vis.

1.3 Batasan Masalah
1. Sampel berupa isolat Chlorella sp. yang diperoleh dari Laboratorium Organik
UIN Malang.

2. Kultivasi Chlorella sp. dikakukan dalam Medium Ekstrak Tauge (MET) 4%.
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3. Ekstraksi senyawa aktif dilakukan dengan metode maserasi mengggunakan
pelarut metanol.

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

5. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil) dan dinyatakan dalam nilai ECs,

6. ldentifikasi senyawa aktif fraksi n-butanol dan isolat steroid hasil KLTP fraksi
n-butanol ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan

spektrofotometer UV-Vis.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi wawasan lebih kepada
pembaca mengenai aktivitas antioksidan fraksi n-butanol dan senyawa steroid dari
hasil pemisahan menggunakan metode KLTP fraksi n-butanol hasil hidrolisis
ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. serta hasil identifikasi senyawa steroid
menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis yang selanjutnya dapat
dikembangkan untuk meningkatkan ilmu pengetahuan sehingga nantinya dapat

diaplikasikan penggunaanya dalam masyarakat luas.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Sumber Daya Alam dalam Perspektif Islam
Allah Swt. memberikan rizki yang bermacam-macam kepada manusia
lewat ciptaan-Nya yang ada di bumi, sebagaimana firman Allah Swt. dalam

QS. al-Mulk/67:15:

IR

(O 5501 ) 572857 (e 1515 eSlia b 15258 Y 15 (9T 28T Jas (63l 54

Artinya: “Dialah Yang menjadikan bumi itu mudah bagi kamu, maka
berjalanlah di segala penjuru dan makanlah sebahagian dari rezeki-Nya. Dan
hanya kepada-Nya  lah  kamu  (kembali  setelah)  dibangkitkan”
(QS. al-Mulk/67:15).

Allah Swt. menciptakan alam dan isinya untuk manusia, supaya manusia
bisa mengambil manfaat dari semua yang dihalalkan-Nya, tidak ada di alam ini
yang diciptakan Allah Swt. secara sia-sia. Kekayaan alam yang dapat
dimanfaatkan untuk memenuhi kebutuhan dan kesejahteraan manusia disebut
sebagai sumber daya alam. Sumber daya alam akan berkembang dan akan terus
dibutuhkan seiring perkembangan teknologi. Alam yang terdiri dari lingkungan

biotik dan abiotik memiliki manfaat yang beranekaragam sesuai dengan

peruntukannya.
Allah Swt. berfirman dalam QS. al-Hijr/15:20:
00 A M s e L TS

Artinya: “Dan Kami telah menjadikan padanya sumber-sumber kehidupan
untuk keperluanmu dan (kami ciptakan pula) makhluk-makhluk yang bukan kamu
pemberi rezekinya ”’(QS.al-Hijr/15:20).
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Menurut tafsir Kementrian Agama RI (2006), QS. al-Hijr ayat 20
menjelaskan bahwa anugrah Allah Swt. diberikan secara tidak terhingga untuk
manusia, yaitu dengan menciptakan bermacam-macam keperluan hidup manusia.
Dia telah menciptakan tanah yang subur yang ditanami tumbuh-tumbuhan
berguna serta merupakan kebutuhan pokok bagi manusia. Dia juga telah
menciptakan air yang dapat diminum serta untuk menumbuhkan tumbuh-
tumbuhan. Diciptakan laut yang hidup di dalamnya bermacam-macam jenis biota
laut yang terdiri dari hewan, tumbuhan ataupun fitoplankton serta barang tambang
dan mutiara yang diperlukan oleh manusia dan menjadi sumber pangan serta mata
pencaharian. Kemudian, telah Allah Swt. mudahkan pula bagi manusia segala
sumber kebutuhan hidup yang dapat dijadikan pakaian, makanan, obat-obatan
dan lain-lain, sebagai cerminan sikap bersyukur manusia atas karunia-Nya.
Dalam hal pemanfaatan, Islam mengajarkan kepada manusia untuk
memanfaatkan secara efektif sumber daya alam yang ada di bumi ini, di antaranya
adalah sebagai senyawa bioaktif. Salah satu biota laut yang banyak dikaji karena
memiliki beragam senyawa bioaktif yang dikandungnya adalah mikroalga. Salah
satu jenis mikroalga yang paling sering diteliti adalah Chlorella sp. Mikroalga
Chlorella sp. memiliki beragam sifat bioaktivitas seperti antibakteri (Fasya, dkk.,
2013), toksisitas (Majidah, 2019), dan antioksidan (Maghfiroh, 2019; Megawati,

dkk. 2020).

2.2 Mikroalga Chlorella sp.
Mikroalga merupakan salah satu kelompok protista dengan ukuran renik

yang termasuk dalam kelas alga, dengan diameter 3-30 pum, baik sel tunggal
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ataupun koloni yang di seluruh wilayah perairan tawar maupun laut, yang
lazimnya disebut firoplankton (Romimonhtarto, 2004). Mikroalga dapat melakukan
proses fotosintesis dan hidup dari nutrien anorganik serta menghasilkan zat-zat
organik dari CO; oleh fotosintesis. Mikroalga memiliki zat warna hijau daun
klorofil yang berfungsi pada proses fotosintesis dengan bantuan H,O, CO,, dan
sinar matahari agar dapat menghasilkan energi yang digunakan untuk proses
biosintesis sel, pertambahan, dan pertumbuhan sel, berpindah, bergerak dan
reproduksi (Pranayogi, 2003).

Mikroalga dapat menjadi sumber produk alami alternatif karena dapat
dikultivasi dalam skala besar pada bioreaktor (Fithriani, dkk., 2015). Sejak dulu
mikroalga digunakan oleh masyarakat sebagai sumber vitamin, protein, dan
mineral sehingga mikroalga telah banyak dikenal sebagai pangan fungsional. Jika
dibandingkan dengan ragi dan fungi, mikroalga memiliki kelebihan dalam hal
keamanannya ( Nur, 2014).

Chlorella sp. merupakan ganggang hijau bersel tunggal dan berukuran
mikroskopis. Tubuh Chlorella sp. berbentuk bulat seperti bola ataupun bulat telur
dan mempunyai diameter 3-8 mikrometer. Sel dari Chlorella sp. memiliki
protoplasma dengan bentuk cawan dan tidak memiliki flagella sehingga tidak
dapat bergerak aktif, dinding selnya terdiri dari selulosa dan pektin, setiap selnya
terdapat sebuah inti sel dan satu kloroplas (Isnansetyo and Kurniastuty, 1995).
Protoplasma sel Chlorella sp. diliputi oleh suatu membran yang sangat selektif
terhadap apa aja yang memasuki sel (Kumar dan Singh, 1976). Morfologi

Chlorella sp. dapat dilihat pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Morfologi Chlorella sp. (Mondal, dkk., 2017)

Menurut Bold and Wynne (1985) klasifikasi Chlorella sp. adalah sebagai berikut.
Divisi : Chlorophyta
Kelas : Chlorophyceae
Ordo : Chlorococcales
Family : Oocystaceae

Genus : Chlorella
Spesies : Chlorella sp.

Chlorella sp. merupakan mikroalga yang termasuk kedalam golongan alga
hijau (chlorophyta). Mikroalga ini berkembangbiak dengan cara membelah diri
dan pembentukan spora dengan waktu regenerasi yang sangat cepat, terutama jika
cahaya dan sumber energi tersedia dalam jumlah yang cukup. Chlorella sp. hidup
secara berkoloni dalam jumlah besar. Habitatnya adalah di air atau tempat basah
(Pratama, 2011).

Proses reproduksi Chlorella sp. dapat dibagi menjadi 4 tahap (Kumar dan
Singh, 1976):

1. Tahap pertumbuhan, dimana pada tahap ini sel Chlorella sp. akan tumbuh
membesar.
2. Tahap pemasakan awal saat terjadi peningkatan aktivitas sintesa yang

merupakan persiapan awal pembentukan autospora.
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3. Tahap pemasakan akhir, yang merupakan tahap terbentuknya autospora.
4. Tahap pelepasan autospora, dimana terjadi pemecahan dinding sel induk
dan diikuti pelepasan autospora yang akan tumbuh menjadi sel induk

muda.

2.3 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge 4%

Pertumbuhan  mikroalga dapat diperbanyak jumlahnya dengan
menggunakan teknik kultur. Menurut Bold and Wynne (1985), pertumbuhan
Chlorella sp. dalam kultur dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain: medium,
nutrien, cahaya, temperatur, serta salinitas. Medium merupakan tempat hidup bagi
kultur Chlorella sp. yang pemilihannya ditentukan pada jenis Chlorella sp. yang
akan dibudidayakan.

Salah satu dari medium kultur yang dapat digunakan untuk kultivasi
mikroalga Chlorella sp. adalah Medium Ekstrak Tauge (MET). Medium Ekstrak
Tauge (MET) merupakan medium kultur alami dengan kandungan-kandungan
nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroalga Chlorella sp. untuk tumbuh seperti
nitrogen dan fosfor (Prihantini, dkk., 2010). Selain itu MET juga mengandung
beberapa vitamin (riboflavin, tiamin, niasin, piridoksin, asam pantotenat,
triptofan, folasin, vitamin C dan K). Vitamin yang dibutuhkan bagi pertumbuhan
alga antara lain kobalamin, biotin dan tiamin. Tiamin berfungsi dalam reaksi
a-dekarboksilasi dan transketolase. Biotin berfungsi dalam sintesis lemak, fiksasi
karbondioksida, dan reaksi B-dekarboksilasi. Adapun kobalamin berfungsi untuk

sintesis deoksiribosa (Wulandari, dkk., 2010).
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Pertumbuhan Chlorella sp. yang dikultur sangat ditentukan oleh
ketersediaan unsur hara dan kondisi lingkungan. Faktor pembatas dalam budidaya
Chlorella sp. adalah nitrat dan fosfat. Selain nutrien dan kondisi lingkungan yang
sesuai dengan Chlorella sp., inokulum juga merupakan faktor yang sangat penting
di dalam kultur Chlorella sp. karena kultur tidak mungkin dilaksanakan tanpa
adanya inokulum. Alga ini dapat tumbuh pada salinitas 0 — 35 ppt. Alga ini masih
dapat bertahan hidup pada suhu 40°C, tetapi tidak tumbuh. Kisaran suhu 25 —
30°C merupakan kisaran suhu yang optimal untuk pertumbuhan alga ini
(Aprilliyanti, dkk., 2016).
Menurut Fasya dkk. (2013), penentuan hari panen didasarkan pada kurva
pertumbuhan yang diperoleh saat kultivasi selama 15 hari. Mikroalga Chlorella

sp. memiliki kurva pertumbuhan yang dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Kurva Pertumbuhan Ciilorella sp.
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Kepadatan sel (sel/mL)

Gambar 2.2 Kurva pertumbuhan Chlorella sp. (Fasya, dkk., 2013)

Hari ke-8 merupakan fase awal stasioner karena jumlah selnya tidak
mengalami peningkatan yang signifikan dibandingkan hari ke-7, dengan

kelimpahan sel sebesar 4.656.000 sel/mL. Adapun hari ke-10 merupakan fase
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stasioner dengan kelimpahan sel sebesar 4.880.000 sel/mL. Proses pengkulturan
dalam Medium Ekstrak Tauge (MET) dilakukan selama 10 hari dengan
fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap. Cahaya menjadi sumber energi
yang dibutuhkan selama proses fotosintesis berlangsung. Cahaya lampu TL dapat
digunakan untuk sumber penyinaran sebagai pengganti cahaya matahari langsung
(Bariyyah, dkk., 2013).

Hasil penelitian Wulandari, dkk., (2010) menyatakan bahwa penggunaan
MET sebagai medium kultur menghasilkan pertumbuhan mikroalga yang pesat
jika dibandingkan dengan dua medium lainnya taitu Medium Guillard (MG) dan
Medium Air Laut (MAL). Fasya, dkk., (2013) dalam penelitiannya menunjukkan
bahwa miikroalga yang dikultivasi dalam Medium Ekstak Tauge (MET) 4%
menghasilkan kelimpahan sel tertinggi yaitu sebesar 4.880.000 sel/mL pada fase

stasioner dihari ke-10.

2.4 Manfaat dan Kandungan Mikroalga Chlorella sp.

Mikroalga dapat berfungsi sebagai stok pangan. Potensi mikroalga sebagai
sumber pangan fungsional di Indonesia sudah dikenal lebih dari 2000 tahun yang
lalu. Produksi mikroalga sebagai stok pangan mulai digalakkan secara masiv
ketika perang dunia kedua, di mana Jepang, Amerika, dan Jerman pada waktu itu
sedang menghadapi krisis. Sampai saat ini mikroalga masih digunakan oleh
masyarakat sebagai sumber protein, vitamin, dan mineral, dan lebih dikenal
sebagai pangan fungsional. Dibandingkan dengan sumber lain seperti yeast
maupun fungi, mikroalga memiliki keunggulan pada aspek keamanannya. Jika

dibandingkan dengan protein bersel tunggal yang bersumber dari mamalia,
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mikroalga lebih unggul dibidang efisiensi dan kemudahan dalam produksinya
(Nur, 2014).

Chlorella sp. adalah fitoplankton yang sering dijumpai di perairan
umum,baik itu perairan tawar maupun perairan laut. Karena tidak beracun namun
memiliki nilai gizi yang tinggi, Chlorella sp. merupakan salah satu mikroalga
yang sering dibudidayakan untuk berbagai keperluan seperti obat-obatan,
kosmetik, atau untuk alternatif biodiesel. Beberapa kelebihan dalam
membudidayakan Chlorella sp. diantaranya: (1) berkembangbiak dengan cepat
pada kondisi tumbuhnya; (2) mudah dalam membudidayakan; (3) menghasilkan
oksigen melalui proses fotosintesis; dan (4) mengandung protein yang tinggi
dengan komponen utama asam amino (Aprilliyanti, dkk., 2016).

Mikroalga Chlorella sp. memiliki potensi sebagai pakan alami, pakan
ternak, suplemen, bahan farmasi dan kedokteran serta sebagai penghasil
komponen bioaktif. Hal tersebut disebabkan kandungan nutrien yang terdapat
dalam mikroalga Chlorella sp. seperti protein, karbohidrat, vitamin, asam lemak
tak jenuh, enzim, klorofil dan serat yang tinggi (Kawaroe, dkk., 2009). Selain itu,
Chlorella sp. juga mempunyai pigmen warna hijau dan kaya dengan warna biru
yang disebut dengan Phycocyanin. Phycocyanin ini merupakan pembentuk darah
putih didalam tubuh manusia dan merupakan antibodi atau pembentuk imunitas
dari serangan racun kumia dan radiasi. (Pranayogi, 2003).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa mikroalga Chlorella sp.
memiliki berbagai bioaktivitas karena adanya metabolit sekunder yang
dikandungnya. Hasil penelitian Bariyyah, dkk. (2013) dan Fasya, dkk. (2013)

menunjukkan bahwa ekstrak kasar Chlorella sp. mengandung senyawa golongan
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steroid dan tanin yang berperan sebagai antioksidan dan antibakteri. Begitu pula
Amaliyah, dkk., (2013) menyatakan dalam penelitiannya bahwa ekstrak metanol
Chlorella sp. berpotensi sebagai anti kanker dan ekstrak etil asetat Chlorella sp.
berpotensi sebagai antimikroba. Adapun penetian Maghfiroh (2019) menunjukkan
adanya metabolit sekunder steroid dan terpenoid pada hasil pemisahan
kromatografi kolom fraksi n-heksana mikroalga Chlorella sp. Selain itu,
Maghfiroh (2019) juga menyatakan bahwa isolat steroid dari mikroalga Chlorella
sp. menunjukkan adanya aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ECsg

6,224 ppm.

2.5 Steroid

Steroid merupakan terpenoid lipid dengan empat cincin kerangka dasar
karbon yang menyatu. Steroid memiliki struktur senyawa yang sangat beragam.
Perbedaan struktur tersebut dikarenakan adanya gugus fungsi teroksidasi yang
terikat pada cincin dan terjadinya proses oksidasi pada cincin karbonnya. Steroid
memiliki peran yang sangat penting bagi tubuh, diantaranya dalam menjaga
keseimbangan garam, meningkatnya fungsi organ seksual, mengendalikan
metabolisme, dan perbedaan fungsi biologis lainnya antara jenis kelamin
(Nasrudin, dkk., 2019). Stereokimia steroid telah diselidiki oleh para ahli dengan
menggunakan analisis sinar X dari struktur kristalnya atau cara-cara Kimia.
Percobaan-percobaan menunjukkan bahwa steroid memiliki kerangka dasar

seperti yang disajikan pada Gambar 2.3
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Gambar 2.3 Kerangka dasar steroid (Robinson, 1995)

Fitosterol merupakan senyawa yang termasuk ke dalam kelompok steroid
yang terdapat pada hampir semua tanaman dan banyak pula ditemukan dalam
jumlah banyak pada mikroalga. Secara struktur, fitosterol terdiri dari triterpena
yang bentuknya mirip dengan kolesterol pada hewan. Perbedaan antara keduanya
terletak pada sisi samping kerangkanya. Akibat struktur yang mirip, ketika
dikonsumsi, keduanya akan berkompetisi dalam penyerapan oleh sistem
pencernaan dalam tubuh sehingga keberadaan fitosterol mampu menurunkan
kadar kolesterol dalam tubuh manusia. Bahkan sejak pertengahan 1990-an, produk
senyawa golongan fitosterol telah dikomersialkan sebagai nutraceuticals atau
obat-obatan yang memiliki kemampuan untuk menurunkan kadar kolesterol darah.
Beberapa jenis senyawa yang termasuk ke dalam kelompok fitosterol diantaranya
adalah stigmasterol, sitosterol, campesterol, fucosterol, dan ergosterol (Jati, dKkk.,
2019). Fungsi dan sumber beberapa senyawa fitosterol pada alga ditunjukkan pada

Tabel 2.1.
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Tabel 2.1 Fungsi dan sumber fitosterol pada alga (Luo, dkk., 2015)

Mikroalga yang
Struktur fitosterol Asal spesies Bioaktivitas memiliki sterol
sama
- Mikroalga -Antioksidan -Chrysoderma sp.
] Z?:J\;etla SI!gESIS; -Antidiabetes | -Chrysomeris
I Turnaria conoides | -Antikanker -Chyrowaernella
~_/ ) | Makroalga . .
L Himanthalia -Giraudyopsis
elongate, Undaria -Olisthodiscus
HO™ ™~ pinnatifida, luteus
Phorphyra sp.,
Chondus crispus,
Fukosterol Cystoseira sp. dan
Ulva sp.
_ ] - Butea - Penghambat | Porphyridium
7] monosperma tiroid cruentum
- Parkia speciosa | _ N
seeds
-Hipoglikemik
i |- Alga cokelat - Antioksidan | -Myxophyceae
2 IA T Fuc_us [ P_enghambat -Chlorophyceae
) 1@ vesiculocus lipase
LiH A - Alga hijau Ulva | - Prekursor -Chattonella
&8 lactuta ortoester marina
- Spons laut antivirus
Petrosia
A’-Avenasterol weinbergi

Penelitian Yudiati, dkk. (2011) menyatakan bahwa ekstrak metanol,
ekstrak kasar pigmen metanol/aseton dan ekstrak kasar pigmen mikroalga
Spirulina sp. positif mengandung sterol. Adapun penelitian Jati, dkk. (2019)
menyatakan bahwa hasil identifikasi menggunakan GC-MS menunjukkan bahwa
occulata mengandung fitosterol dari

mikroalga Nannochloropsis jenis

campasterol, stigmasterol, dan B-sitosterol. Begitu juga Maghfiroh (2019) dalam
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penelitiannya menyatakan bahawa hasil identifikasi dengan menggunakan LC-
MS/MS dari fraksi n-heksana ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp.

mengandung steroid jenis campesterol, stigmasterol, dan B-sitosterol.

2.6 Ekstraksi Senyawa Aktif Chlorella sp.
2.6.1 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa kimia yang memiliki
kelarutan tinggi dalam suatu pelarut tertentu sehingga dapat dipisahkan dari bahan
yang memiliki kelarutan rendah dalam pelarut tersebut (Hildani, 2018). Dilihat
dari fase yang terlibat, ekstraksi digolongkan menjadi dua jenis, yaitu ekstraksi
padat-cair dan ekstraksi cair-cair. Dalam prosesnya, ekstraksi padat-cair
dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya adalah suhu yang digunakan, waktu
ekstraksi, jumlah pelarut yang dipakai, dan pengadukan (Harbone, 1987). Tingkat
proses ekstraksi bahan atau sampel ditentukan oleh ukuran partikel dari bahan
yang digunakan. (Sudarmadiji, dkk., 1996).

Metode ekstraksi maserasi tergolong ke dalam jenis ekstraksi padat-cair
cara dingin yang merupakan pengekstraksian simplisia dengan menggunakan
pelarut organik dan pengulangan pengocokan ataupun pengadukan dalam kondisi
kamar (Hildani, 2018). Prinsip dari maserasi yaitu pelarut yang digunakan akan
masuk ke dalam sel tanaman melewati dinding sel, isi sel akan larut karena
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan didalam dan diluar sel melalui proses
difusi hingga terjadi keseimbangan antara larutan didalam sel dan larutan diluar
sel (Ansel, 1989).

Maserasi merupakan metode yang paling sederhana diantara metode yang

lain, yaitu hanya dengan merendam sampel dalam pelarut yang sesuai. Sampel
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dibuat dalam serbuk dengan tujuan memperluas bidang sentuh antara pelarut
dengan serbuk simplisia, sehingga penyarian dapat lebih efektif. Pemilihan pelarut
untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan
memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam dalam pelarut tersebut. Sifat
kelarutan didasarkan pada teori like dissolves like, zat yang bersifat polar akan
larut dalam pelarut polar dan zat yang bersifat non polar akan larut dalam pelarut
non polar akan larut dalam pelarut non polar. Secara umum pelarut-pelarut
golongan alokohol merupakan pelarut yang paling banyak digunakan dalam
proses isolasi senyawa organik bahan alam, karena dapat melarutkan seluruh
senyawa metabolit sekunder (Khopkar 2003). Dalam penelitian ini digunakan
pelarut metanol yang bersifat polar. Pemilihan pelarut metanol didasarkan pada
kemudahan metanol dalam melisiskan membran sel tanaman dan struktur
molekulnya yang berukuran kecil sehingga dapat menembus jaringan tanaman
untuk menarik senyawa aktif keluar (Mutmainnah, dkk., 2017). Selain itu,
menurut Aziz (2014), pelarut metanol memiliki extracting power (daya ekstraksi)
yang luas sehingga memilki kemampuan untuk mengektraksi metabolit sekunder
dengan lebih maksimal.

Hasil penelitian Anggraeni, dkk., (2014) menunjukkan bahwa seluruh
ekstrak Chlorella sp. mengandung golongan senyawa steroid yang dibuktikan
dengan memberikan perubahan warna menjadi hijau kebiruan pada uji fitokimia
golongan senyawa steroid. Senyawa steroid memiliki sifat non polar atau semi
polar namun dapat terektrak oleh pelarut metanol yang bersifat polar. Saat proses

ekstraksi, steroid masih terikat pada glikosidanya yang juga ikut terekstrak dalam
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metanol. Beberapa senyawa steroid mengandung gugus —OH yang sering disebut
sterol sehingga sifatnya menjadi lebih polar. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Bariyyah, dkk., (2013) ekstrak pelarut metanol mikroalga Chlorella sp.
memiliki nilai rendemen yang lebih tinggi yaitu 7,00% dibandingkan dengan
ekstrak pelarut etil asetat dengan nilai rendemen 3,67%. Beberapa penelitian
bahkan menghasilkan nilai rendemen ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp.
yang cukup tinggi, diantaranya penelitian Fasya, dkk. (2020%) sebesar 23,27%

dan Maghfiroh (2019) sebesar 35,65%.

2.6.2 Hidrolisis

Hidrolisis adalah proses lanjutan dari ekstraksi dengan tujuan memperoleh
ekstrak yang lebih murni (Day, 2002). Umumnya, senyawa organik yang terdapat
dalam tanaman baik tingkat rendah maupun tinggi berada dalam bentuk
glikosidanya (terikat dengan gugus gula), begitu halnya dengan steroid. Sehingga,
untuk memperoleh senyawa steroid yang bebas dari gula perlu dilakukan
pemutusan ikatan glikosida dengan proses hidrolisis. Glikosida merupakan
senyawa yang terbentuk atas gabungan dari bagian gula (glikon) yang sifatnya
polar dan bagian bukan gula (aglikon) yang sifatnya polar, semi polar, maupun
non polar. Perubahan struktur ke dalam bentuk glikosida menyebabkan kepolaran
senyawa tersebut meningkat (Gunawan, 2004; Saifuddin, dkk., 2011).

Hidrolisis merupakan proses dekomposisi kimia yang terjadi dengan
adanya pemutusan ikatan glikosida yang menjadi penghubung antar monomer
melalui reaski menggunakan air (H,O) dan membentuk senyawa-senyawa yang

lebih sederhana. Reaksi hidrolisis dalam air berlangsung sangat lambat sehingga
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diperlukan bantuan katalisator untuk merpercepat reaksinya (Adhiatama, dkk.,
2012; Nihlati, dkk., 2008).

Ningsih, dkk. (2015) dalam penelitiannya menggunakan asam sebagai
katalisator dalam proses hidrolisis untuk memutuskan ikatan glikosida pada
steroid. Asam yang biasa digunakan dalam proses hidrolisis di industri adalah
H,SO, dan HCI. Katalis yang berasal dari asam kuat akan lebih mudah untuk
melepas proton (H") dengan sempurna dalam air (Handoko, 2006). Menurut
Groggins (1958), penggunaan asam kuat HCI lebih baik dibanding H,SO, karena
HCI lebih reaktif, memiliki efektifitas mempercepat reaksi berlangsung, mudah
dipisahkan dari produknya karena mudah menguap, dan dapat diperoleh dengan
harga yang murah. Asam klorida (HCI) merupakan asam kuat yang bersifat
monoprotik. Dimana proses pembentukan H* terjadi dalam 1 tahap, sehingga
reaksi hidrolisis yang dikatalisnya berlangsung realtif cepat dibandingkan dengan
H,SO, (Saleh, dkk., 2016).

Konsentrasi HCI yang digunakan dalam penelitian adalah 2 N (Mardiyah,
dkk., 2012; Rahmawati, 2016; Maghfiroh, 2019). Menurut Artati, dkk. (2012),
konsentrasi asam kuat yang optimum untuk hidrolisis adalah 2 N. Asam kuat HCI
pada konsentrasi 2 N memiliki konstanta kecepatan reaksi (k) tertingi sebesar
0,00660/menit dibandingkan dengan konsentrasi 1 N (0,00209/menit); 1,5 N
(0,00240/menit); 2,5 N (0,00638/menit); dan 3 N (0,00591/menit). Dibandingkan
dengan H,SO,4 penggunaan HCI sebagai katalis memerlukan lebih sedikit alkali
hidroksida untuk proses netralisasi pada reaksi akhir. Selain itu, aktivitas katalitik
ion hidrogen pada HCI juga lebih tinggi. Adapun katalis H,SO, akan bereaksi

dengan konstituen lain pada bahan alam serta dapat membentuk garam dengan



24
beberapa senyawa non-karbohidrat yang terdapat pada bahan alam yang akan
menghambat proses hidrolisis (Tasic, dkk., 2009). Penelitian lain dilakukan oleh
Shiau, dkk. (2002) pada Anoectochilus formosanus Hayata (Orchidaceae)
menyatakan bahwa prosedur hidrolisis asam dapat secara signifikan meningkatkan
aktivitas antioksidan ekstrak. Dugaan reaksi pemutusan ikatan glikosida pada

metabolit sekunder dan glikonnya dengan bantuan katalisator asam dapat dilihat

pada Gambar 2.4.
CH,OH CH,OH
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Gambar 2.4. Dugaan reaksi hidrolisis phenyl-p-D-glucopyranoside
(Lawoko, dkk., 2009)

Proses reaksi hidrolisis berlangsung sacara reversible, sehingga perlu
diberhentikan dengan menambahkan basa NaHCO3; dengan prinsip penetralan.

Penetralan bertujuan untuk menyetabilkan glikosida sehingga tidak terbentuk
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kembali ikatan antara glikon dan aglikonnya (Fessenden dan Fessenden, 1986;

Handoko, 2016).

2.6.3 Partisi Cair-Cair

Ekstraksi cair-cair merupakan proses pemisahan zat terlarut di dalam dua
macam zat pelarut yang tidak saling bercampur atau dengan kata lain
perbandingan konsentrasi zat terlarut dalam pelarut organik dan pelarut air.
Ekstaraksi cair-cair biasa juga disebut sebagai metode corong pisah. Jika suatu
cairan ditambahkan ke dalam ekstrak yang telah dilarutkan dalam cairan lain yang
tidak dapat bercampur dengan yang pertama, akan terbentuk dua lapisan. Satu
komponen dari campuran akan memiliki kelarutan dalam kedua lapisan tersebut
(biasanya disebut fasa) dan setelah beberapa waktu, dicapai kesetimbangan
konsentrasi dalam kedua lapisan. Waktu yang diperlukan untuk tercapainya
kesetimbangan biasanya dipersingkat oleh pencampuran keduanya dalam corong
pisah. Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan ditemukan di dalam fasa air.
Sementara senyawa-senyawa yang bersifat hidrofobik akan masuk pada pelarut
organik (Ditjen POM, 1986).

Proses partisi dalam penelitian ini menggunakan pelarut n-butanol
sehingga akan didapatkan fraksi n-butanol. Rudiyanto (2013) melakukan uji
fitokimia pada variasi fraksi pelarut terhadap alga merah Eucheuma cottoni yang

hasilnya ditunjukkan pada Tabel 2.2.
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Tabel 2.2 Hasil uji fitokimia senyawa alga merah E. cottoni

Pelarut
Golongan | I
Senyawa Metanol n- Ed Kloroform  ctroleum n-
butanol  Asetat eter heksana
Flavonoid + + - * - -
Triterpenoid - + +++ +++ +++ +
Steroid + ++ + - - -
Alkaloid
~ Mayer + + +++ +++ - +
- Dragendrof ; _ - - -
Keterangan: +++ = Mengandung senyawa lebih banyak/warna pekat
1 = Mengandung senyawa/warna cukup pekat
+ = Mengandung senyawa berwarna

= Tidak mengandung senyawa

Berdasarkan Tabel 2.2, hasil uji fotokimia menunjukkan bahwa fraksi
n-butanol memiliki kandungan steroid yang lebih banyak dari pada kandungan
alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid. Selain itu, Rudiyanto (2013) juga
menyatakan bahwa fraksi n-butanol alga merah E. cottoni memiliki aktivitas
antioksidan paling kuat dengan nilai ECso sebesar 3,71 ppm dibanding fraksi n-
heksana 49,5 ppm; petroleum eter 18,20 ppm; kloroform 54,92 ppm, dan etil
asetat 12,98 ppm. Semakin kecil nilai ECso menunjukkan aktivitas antioksidan

yang semakin tinggi (Molyneux, 2003).

2.7 Pemisahan Ekstrak Steroid dengan KLTP

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah metode pemisahan komponen dari
sampel berdasarkan pada perbedaan partisi atau adsorbsi oleh fasa diam yang
dipengaruhi oleh pergerakan pelarut pengembang (Mulya dan Suharman, 1995).

Media pemisahannya adalah sebuah lapisan yang memiliki ketebalan sekitar 0,1-
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0,3 mm zat padat yang merupakan adsorben di atas sebuah lempeng plastik, kaca,
atau alumunium. Adapun zat padat yang digunakan sebagai adsorben adalah gel
silika, alumina, dan selulosa (Day, 2002).

Kromatografi lapis tipis seperti halnya kromatografi kertas, murah dan
mudah dilakukan. Kromatografi ini mempunyai satu keunggulan dari segi
kecepatan dari kromatografi kertas, yaitu proses elusi pada kromatografi lapis tipis
hanya membutuhkan waktu setengah jam saja. KLT sangat terkenal dan rutin
digunakan diberbagai laboratorium. KLT digunakan secara luas untuk analisis
solut-solut organik terutama dalam bidang biokimia, farmasi, klinis, forensik, baik
untuk analisis kuantitatif dengan cara membandingkan nilai R; (retention factor)
solut dengan nilai Ry senyawa baku atau untuk analisis kualitatif. Pemisahan
menggunakan KLT melalui dua tahap yaitu KLT Analitik (KLTA) dan KLT
Preparatif (KLTP). KLTA digunakan untuk mengetahui eluen terbaik yang dapat
memisahkan senyawa target, adapun KLTP digunakan untuk memisahkan
senyawa dalam jumlah besar berdasarkan eluen terbaik yang diperoleh dari tahap
KLTA (Sastrohamidjojo, 1991). Persamaan untuk mencari Ry (retention factor)

adalah sebagai berikut (Day, 2002) :

jarak yang ditempuh oleh bercak

e jarak yang ditempuh oleh larutan pengembang

Al-Quais (2015) dalam penelitiannya melakukan pemisahan senyawa
steroid dari akar rumput bamboo (Lophatherum gracile Brongu) dengan KLT
menggunakan variasi kombinasi eluen dengan kepolaran yang berbeda dimana

hasil penelitian menunjukkan bahwa n-heksana dan etil asetat (8:2) merupakan



28
campuran eluen terbaik. Fikri (2019) memisahkan senyawa steroid dari Chlorella
sp. dengan metode KLT menggunakan variasi perbandingan eluen n-heksana:etil

asetat sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 2.3.

Tabel 2.3 KLTA pada variasi perbandingan volume eluen n-heksana:etil asetat
Perbandingan Eluen Banyaknya Dugaan

No. (n-heksana:etil asetat) iz egy Senyawa Steroid
1 3,50:1,50 14 1
2 3,75:1,25 14
3 4,00:1,00 12 2
a7 £0255075 4l 1
5 450:0,50 10 2

Berdasarkan Tabel 2.3, eluen n-heksana:etil asetat dengan perbandingan
volume 3,75:1,25 merupakan perbandingan terbaik kerena menghasilkan spot
terbanyak yaitu 14 spot dengan 2 spot steroid tunggal yang ditandai dengan warna
hijau/biru. Begitu juga dengan penelitian Azah (2019), fase terbaik dalam
penggunaan metode KLTP adalah n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan
3,75:1,25 karena dalam penelitiannya memberikan hasil positif terhadap
pemisahan senyawa aktif steroid dalam Hydrilla verticillata yaitu dengan

terbentuknya 13 spot dengan 2 spot senyawa steroid tunggal.

2.8 Uji Aktivitas Antioksidan
2.8.1 Antioksidan

Senyawa antioksidan secara kimia merupakan senyawa yang memberikan
elektron (elektron donor). Adapun secara biologis, senyawa antioksidan

merupakan senyawa yang memiliki kemampuan untuk menangkal ataupun
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meredam dampak negatif dari oksidan. Senyawa antioksidan ini bekerja dengan
cara memberikan atau mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa oksidan
sehingga aktivitas dari senyawa oksidan tersebut dapat terhambat. Antioksidan
sangat dibutuhkan oleh tubuh untuk melindungi tubuh dari serangan radikal bebas
yang terdapat di dalam tubuh. Senyawa antioksidan dalam kadar tertentu mampu
untuk menghambat ataupun memperlambat kerusakan-kerusakan akibat adanya

proses oksidasi (Sayuti, dkk., 2015).

2.8.2 Uji Antioksidan Metode DPPH

Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan dari suatu senyawa dengan menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH). Molekul DPPH ditandai sebagai radikal bebas yang
stabil dimana elektron bebas terdelokasi pada suatu molekul, sehingga molekul
tersebut menjadi tidak reaktif sebagaimana radikal bebas yang lain (Molyneux,
2003). Metode DPPH merupakan metode pengujian antioksidan yang cepat,
sederhana, dan tidak memerlukan banyak reagen kimia. Hasil pengujian dengan
metode DPPH menunjukkan kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak
berdasar jenis radikal yang dihambat (Yuhernita dan Juniarti, 2011). Struktur

DPPH ditunjukkan pada Gambar 2.5.

Gambar 2.5 Struktur DPPH ( Yuhernita dan Juniarti, 2011)
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DPPH menerima elektron atau radikal hydrogen dan akan membentuk
molekul diamagnetik yang sifatnya yaitu stabil. Interaksi antara DPPH dengan
antioksidan secara transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH, akan
membuat karakter radikal bebas DPPH menjadi netral (Simanjuntak, dkk., 2004).

Mekanisme DPPH dengan akseptor ditunjukkan pada Gambar 2.6.

NO, N
-
’ RH
O,N N——N _ H
2!

DPPH Radikal Ungu DPPH-H Kuning
Gambar 2.6 Mekanisme DPPH akseptor (Yuhernita dan Juniarti, 2011)

Aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan prinsip
spektrofotometri. Senyawa DPPH berwarna ungu tua yang terdeteksi pada
panjang gelombang sinar tampak 515-518 nm. Suatu senyawa memiliki aktivitas
antioksidan jika senyawa tersebut mampu mendonorkan atom hidrogennya untuk
berikatan dengan DPPH sehingga membentuk DPPH tereduksi yang ditandai
dengan semakin berkurangnya intensitas warna ungu menjadi kuning pucat
(Hanani, dkk., 2005). Parameter yang digunakan untuk menginterpretasikan hasil
pengujian dengan DPPH adalah ECs, (Efficiency concentration).

ECso adalah konsentrasi larutan sampel atau substrat yang akan
menyebabkan reduksi terhadap 50% aktivitas DPPH. Semakin kecil nilai ECs
berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Suatu senyawa dikatakan memiliki

aktivitas antioksidan sangat kuat apabila nilai ECsy kurang dari 50 ppm, kuat
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apabila nilai ECsp antara 50-100 ppm, sedang apabila nilai ECsy 101-150 ppm
dan lemah apabila nilai ECsy 150-200 ppm (Rohman dan Riyanto, 2005;
Molyneux, 2003).

Aktivitas penangkapan radikal bebas dinyatakan dengan satuan persen (%)
aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan persamaan sebagai berikut

(Molyneux, 2003).

- -~ bsorbansi kontrol —absorbansi 1
0% Aktivitas Antioksidan = @oserbansikontrol zabsorbansisampel) w100 . (2.2)

absorbansi kontrol

Berdasarkan persamaan tersebut, semakin tinggi tinggat diskolorisasi
(ditandai dengan nilai absorbansi semakin kecil) maka semakin tinggi nilai
aktivitas penangkapan radikal bebas (Molyneux, 2003). Persen (%) aktivitas
antioksidan yang didapatkan selanjutnya dianalisis menggunakan persamaan
regresi non linear dengan aplikasi GraphPad prism software, Regression for

analyzing dorespondense data sehinngga didapatkan nilai ECsp,

2.9 ldentifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer UV-Vis adalah instrumen untuk mengukur transmisi
atau absorben dengan prinsip interaksi antara sinar UV atau visible dengan materi
yang berupa molekul, sehingga terjadi transisi tingkat elektronik suatu molekul
antara orbital ikatan dengan orbital non ikatan yang dapat diukur dengan energi
yang merambat berupa panjang gelombang dengan satuan nanometer. Jenis
transisi elektronik yang dapat terjadi adalah transisi ¢ — ¢ ,n —> ¢, 7 — 7, dan

n— 7 (Panji, 2012).
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Spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan untuk mengukur spektrum
serapan kandungan tumbuhan dalam larutan yang sangat encer dengan
pembanding blanko pelarut. Senyawa yang tidak memiliki warna diukur pada
panjang gelombang 200-400 nm. Sementara senyawa berwarna diukur pada
panjang gelombang 400-800 nm (Harbone, 1987).

Berdasarkan penelitian Laili (2016), serapan maksimum isolat steroid
alga merah Euchema spinosum adalah pada panjang gelombang 202 nm. Adapun
identifikasi senyawa steroid pada miktoalga Chlorella sp. yang dilakukan oleh
Dinasti (2016), Fasya (2016), dan Maghfirah (2019) menunjukkan bahwa panjang
gelombang maksimum isolat steroid adalah 204 nm pada fraksi etil asetat dan n-
butanol mikroalga Chlorella sp. Begitu juga telah teridentifikasi serapan
maksimum senyawa steroid pada panjang gelombang 203 nm dalam ekstrak etil
asetat tumbuhan paku yang terdeteksi sebagai kampasterol dan P-sitosterol
(Aprelia dan Suyatno, 2013). Panjang gelombang 202, 203, dan 204 nm
menunjukkan bahwa terdapat ikatan C=C tidak terkonjugasi akibat adanya transisi

elektron n—n (Aprelia dan Suyatno, 2013).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik dan Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia. Penelitian juga dilaksanakan di Laboratorium Ekologi
Tumbuhan Jurusan Biologi. Adapun waktu pelaksanaan yaitu pada bulan Februari

sampai dengan Juli 2020.

3.2 Alat dan Bahan Peneitian
3.2.1 Alat-Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah erlenmeyer 1000 mL,
oven, timbangan analitik, heater, hotplate, kaca arloji, lampu TL 36 watt, shaker,
incubator, spatula, pengaduk kaca, autoklaf, pipet mikro, pipet ukur, pipet tetes,
pipet volume, penjepit, bola hisap, erlenmeyer, gelas kimia, corong pisah, statif,
pipa kapiler, chamber KLT, hairdryer, gelas vial, corong gelas, gelas ukur, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, macrotube, seperangkat alat penyaring vakum,
centrifuge, rotary evaporator vacum, vortex mixer, lampu UV 256 dan 366 nm,

kuvet, dan spektrofotometer UV-Vis (Merk Varian Cary 50).

3.2.2 Bahan-Bahan Penelitian

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat mikroalga
Chlorella sp. yang didapatkan dari Laboratorium Ekologi Tumbuhan jurusan
Biologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Bahan-bahan untuk membuat

reagen Lieberman Burchard (LB) yaitu H,SO4 97%, kloroform, dan asam asetat
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anhidrida. Adapun bahan-bahan lain yang digunakan adalah tauge (kacang hijau),
metanol p.a, n-heksana, etil asetat, n-butanol, HCl 2 N, Na,CO3 5%, reagen
DPPH 0,2 mM, gas Ny, etanol 95 %, KBr, akuades, tisu, alumunium foil, dan

kertas whatman no.42, dan plat KLT silika gel 60 Fs4.

3.3 Rancngan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan melalui tahap pengujian eksperimental di
laboratorium. Sampel mikroalga Chlorella sp. berupa isolat dikultivasi dalam
MET 4 % pada pH 7 hingga mencapai fase stasioner dengan fotoperioditas 14 jam
terang dan 10 jam gelap, kemudian dipanen dan dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit serta disaring sehingga didapat biomassa
basah Chlorella sp. Selanjutnya dikeringanginkan selama 2-3 hari pada suhu
ruang dan didapatkan biomassa kering. Lalu biomassa kering hasil kultivasi
diekstrak senyawa steroidnya dengan maserasi selama 24 jam menggunakan
pelarut metanol pro analisis hingga didapatkan ekstrak biomassa Chlorella sp.
Ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan menguapkan pelarutnya menggunakan
rotary evaporator. Lalu ekstrak pekat dihidrolisis dengan HCI 2 N dan dipartisi
dengan pelarut n-butanol. Selanjutnya, diidentifikasi keberadaan senyawa steroid
pada fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. menggunakan reagen LB.
Kemudian hasil partisi n-butanol dipisahkan senyawa steroidnya menggunakan
KLTP dengan eluen n-heksana : etil asetat (3,75:1,25). Hasil KLTP diidentifikasi
dibawah sinar lampu UV 254 dan 366 nm sehingga akan muncul spot senyawa
steroid. Spot tersebut dikerok dan dilarutkan. Kemudian larutan dipekatkan

kembali dengan centrifuge. Selanjutnya isolat hasil KLTP dan fraksi n-butanol
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diuji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dengan variasi konsentrasi 5, 10,
15, 20, dan 25 ppm. Terakhir dilakukan diidentifikasi pada isolat hasil KLTP dan

fraksi n-butanol dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

3.4 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut :

1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp;
a. Pembuatan Media Ekstrak Tauge (MET) 4 %
b. Kaultivasi Chlorella sp. dalam Media Ekstrak Tauge (MET) 4 %
c. Pemanenan biomassa Chlorella sp.

2. Ekstraksi maserasi senyawa aktif pada Mikroalga Chlorella sp. dengan
pelarut metanol p.a;

3. Hidrolisis asam ekstrak pekat metanol mikroalga Chlorella sp.
menggunakan HCI 2 N dan dipartisi dengan pelarut n-butanol;

4. Uji fitokimia golongan senyawa steroid menggunakan reagen LB;

5. Pemisahan senyawa steroid dengan KLTP menggunakan eluen
n-heksana:etil asetat (3,75:1,25);

6. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH terhadap fraksi
n-butanol dan isolat steroid mikroalga Chlorella sp.;

7. ldentifikasi senyawa steroid dengan spektrofotomeer UV-Vis;

8. Analisis Data.
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3.5 Cara Kerja
3.5.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
3.5.1.1 Pembuatan Media Ekstrak Tauge (MET) 4 %

Tahap awal pembuatan MET yaitu pembuatan larutan stok MET dengan
merebus 100 g tauge dalam 500 mL akuades yang mendidih selama 1 jam hingga
volume ekstrak 200 mL. MET 4 % (v/v) sebanyak 900 mL dibuat dengan cara
melarutkan 36 mL larutan stok MET ke dalam akuades 864 mL di dalam

Erlenmeyer 1000 mL (Prihantini, dkk., 2010).

3.5.1.2Kultivasi Chlorella sp. dalam Media Ekstrak Tauge (MET) 4 %
Sebanyak 150 ml isolat Chlorella sp. ditambahkan kedalam masing-
masing 900 mL MET 4 % dalam erlenmeyer 1000 mL dan ditempatkan pada rak
kultur yang telah dilengkapi pencahayaan menggunakan lampu TL 36 watt
(intensitas cahaya 1000-4000 lux) dengan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10

jam gelap selama 10 hari (Prihantini , dkk., 2010).

3.5.1.3 Pemanenan Biomassa Chlorella sp.

Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10
kultivasi. Media kultur Chlorella sp. disentrifugasi selama 15 menit dengan
kecepatan 3000 rpm. Selanjutnya, biomassa Chlorella sp. dipisahkan dari
supernatannya dan dilakukan penimbangan serta dicatat sebagai berat basah
(Desianti, dkk., 2014). Sampel biomassa Chlorella sp. seluruhnya diambil dan
dikeringanginkan pada suhu ruang (25-30 °C) selama 2-3 hari. Hasil yang
didapatkan selanjutnya ditimbang dan dicatat sebagai berat kering mikroalga

Chlorella sp. (Desianti, dkk., 2014).
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3.5.2 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp.

Ekstraksi senyawa aktif dilakukana dengan cara eksraksi maseresi
menggunakan pelarut metanol p.a. Sebanyak 6 g biomassa Chlorella sp. kering
dari fase pemanenan dimasukkan kedalam erlenmeyer dan direndam dengan
pelarut metanol p.a dengan perbandingan 1:10 (b/v) (6 g : 60 mL) sambil
dishaker dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam pada suhu kamar. Kemudian,
hasil perendeman disaring dengan corong buchner hingga terpisah antara filtrat
dan residunya. Residu yang didapatkan diremaserasi kembali hingga 7 Kkali
pengulangan. Filtrat yang didapatkan dipekatkan dengan rotary evaporator
vacuum hingga diperoleh ekstak pekat (Imamah, dkk., 2015). Ekstrak pekat
ditimbang dan dihitung nilai rendemennya dengan Persamaan 3.2 sebagai berikut

(Khopkar, 2003):

Berat ekstrak kasar yang diperoleh
Rendemen = Lo 2

x 10000p| L IR i (3.1)

Berat sampel yang diekstrak

3.5.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Mikroalga Chlorella sp.

Ekstrak pekat metanol dihidrolisis dengan katalis HCI 2 N dengan jumlah
perbandingan 1:2 dan distirer selama 2 jam pada suhu ruang (Artati, dkk., 2012).
Selanjutnya ditambahkan natrium bikarbonat jenuh hingga pH-nya netral
(Imamah, dkk., 2015). Setelah dilakukan proses hidrolisis, dilanjutkan dengan
partisi menggunakan pelarut n-butanol dengan jumlah perbandingan 1:10 (0,74 gr
. 7,4ml). Proses partisi dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan. Ekstrak hasil
partisi dipekatkan dengan rotary evaporatos vacuum dan dialiri dengan gas No.
Selanjutnya, ekstrak pekat hasil partisi dihitung rendemennya menggunakan

Persamaan 3.1.
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3.5.4 Uji Fitokimia Golongan Senyawa Steroid dengan Reagen LB
Fraksi n-butanol dilarutkan kedalam 0,5 mL kloroform, 0,5 mL asam
asetat anhidrida dan 1-2 mL asam sulfat pekat (melewati dinding tabung). Setelah
itu diamati perubahan warnanya. Golongan steroid akan ditunjukkan oleh

terbentuknya cincin warna hijau kebiruan.

3.5.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLTP

Pemisahan KLTP menggunakan plat silika gel GF,4 dengan ukuran
10 x 20 cm sebagai medium pemisahan dan fasa diamnya. Ekstrak pekat hasil
partisi diencerkan dalam pelarut n-butanol dan ditotolkan sepanjang plat pada
jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler. Selanjutnya dielusi dengan
menggunakan eluen yang memberikan hasil pemisahan terbaik pada KLT
kualitatif percobaan sebelumnya yaitu n-heksana : etil asetat (3,75 :1,25) (Fikri,
2019). Hasil pemisahan di bawah lampu UV 254 dan 366 nm. Noda yang didapat
diamati dan noda yang diduga senyawa steroid dikerok kemudian dilarutkan
dengan n-heksana. Selanjutnya larutan disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm
selama 15 menit dan dibiarkan selama 4 jam untuk mengendapkan silikanya.
Supernatan yang diperoleh diuapkan pelarutnya sehingga didapatkan isolat pekat

yang didasarkan pada harga Rs dari senyawa steroid (Rahmawati, 2016).

3.5.6 Uji Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH
3.5.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Etanol 95 % dipipet sebanyak 3 mL kemudian ditambahkan larutan DPPH
0,2 mM sebanyak 1 mL. Lalu dimasukkan kedalam kuvet hingga penuh dan di

cari Amas larutan dengan spektrofotometer UV-Vis pada daerah panjang
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gelombang sinar tampak, yaitu 400-800 nm dan dicatat hasil pengukuran A maks

untuk dipakai di tahap selanjutnya (Anggraeni, dkk., 2014).

3.5.6.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Sampel

Sampel fraksi butanol dan isolat hasil KLTP dibuat konsentrasi 5, 10, 15,
20 , dan 25 ppm dalam etanol 95%. Masing-masing larutan dipipet sebanyak 3
mL dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,2 mM, kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 30 menit. Setelah itu diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh
sebelumnya. Data absorbansi yang didapatkan tiap konsentrasi ekstrak dihitung
nilai persen (%) aktivitas antioksidan dengan menggunakan Persamaan 3.3

sebagai berikut (Arindah, 2010):

A kontrol—A sampel

% Aktivitas Antioksidan = Aol

Kontrol yang digunakan yaitu larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL
dalam 3 mL etanol 95 %. Selanjutnya dihitung nilai ECsy dengan memperoleh
persamaan regresi non linear menggunakan program “GraphPad prismS5 software,
Regression for analyzing doseresponse data” .

Data X diinput sebagai konsentrasi sampel dan data Y sebagai % aktivitas
antioksidan. Konsentrasi sampel dinyatakan dalam logaritma X. Selanjutnya,
dipilih analisis regresi nonlinear dan diatur pada persamaan “log(agonist) vs.
normalized response -- Variable slope” pada pilihan model “Dose-Response-

Stimulation” serta diatur interval kepercayaan pada 95%.
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3.5.7 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometri UV-Vis
Fraksi n-butanol dan isolat yang didapatkan dari pemisahan KLTP dibuat

konsentrasinya menjadi 20 ppm. Selanjutnya dimasukkan kedalam kuvet hingga
sepertiganya dan dianalisis pada panjang rentang gelombang 200-800 nm
menggunakan spektrofotometer UV- Vis sehingga akan diperoleh spektrum dan

panjang gelombang maksimum (Maghfiroh, 2019).

3.5.8 Analisis Data

Data yang didapatkan berupa gafik dan angka yang selanjutnya
dideskripsikan hasilnya. Aktivitas antioksidan berupa data angka yang dinyatakan
sebagai nilai ECsp. Identifikasi senyawa steroid dapat diketahui dengan
melakukan analisis isolat steroid hasil dari pemisahan KLTP dengan
menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis dimana spektra yang

dihasilkan dibandingkan dengan literatur.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kultivasi dan Pemanenan Mikroalga Chlorella sp.

Kultivasi bertujuan untuk mengembangbiakkan mikroalga Chlorella sp.
dalam lingkungan tertentu yang terkontrol. Pada penelitian ini, kultivasi dilakukan
dalam Medium Ekstra Tauge (MET) yang merupakan medium kultur alami
dengan kandungan-kandungan nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroalga Chlorella
sp. seperti nitrogen dan fosfor (Prihantini, dkk., 2010). Nutrisi dalam medium ini
berasal dari tauge yang direbus dalam air pada titik didihnya sehingga didapatkan
cairan berwarna kuning dan sedikit kental. Konsentrasi MET yang digunakan
adalah sebesar 4%. Hal ini didasarkan pada penelitian Prihantini, dkk. (2010)
yang menunjukkan bahwa MET 4% menghasilkan kerapatan sel paling banyak
dengan jumlah 3.981.071 sel/mL.

Ketersediaan cahaya menjadi salah satu faktor yang mempengaruhi proses
pertumbuhan mikroalga dalam media kulturnya. Pada penelitian ini, pengganti
sinar matahari untuk proses fotosintesis saat kultivasi berasal dari cahaya lampu.
Selain itu, untuk tumbuh dengan optimum, mikroalga membutuhkan temperatur
air dengan kisaran suhu 25 — 30 °C (Aprilliyanti, dkk., 2016).

Pemanenan Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10 kultivasi. Hal ini
didasarkan pada penelitian Fasya, dkk. (2013) yang menyatakan bahwa hari ke-10
merupakan tahap stasioner dari pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. dengan
kelimpahan sel tertinggi sebesar 4.880.000 sel/mL yang ditandai dengan kultur

berwarna hijau tua. Pada tahap ini juga berlangsung perombakan produk metabolit
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primer serta proses metabolisme sekunder yang merupakan keseluruhan dari
proses sintesis (Herbert, 1995). Perbandingan warna kultur yang mencolok dari
awal kultivasi sampai hari ke-10 kultivasi yang menunjukkan terjadinya

pertambahan kepadatan sel mikroalga Chlorella sp. ditunjukkan pada Gambar 4.1.

Hari ke-0 ~ Hari ke-10
Gambar 4.1 Perubahan warna kultur mikroalga Chlorella sp

Perubahan warna kultur yang terjadi menunjukkan bahwa mikroalga
Chlorella sp. dapat tumbuh dalam MET 4% dengan baik sehingga terjadi
penambahan jumlah sel dan klorofil pada mikroalga setiap harinya (Prihantini,
dkk., 2010). Kepadatan sel yang terus meningkat menandakan kandungan MET
4% mampu memenuhi kebutuhan nutrient N dan P untuk tumbuh.

Proses pemanenan Chlorella sp. dilakukan dengan teknik sentrifugasi.
Hasil sentrifugasi menunjukkan supernatan berwarna bening yang merupakan
MET 4% dengan pelet berupa endapan berwarna hijau tua yang merupakan
biomassa  Chlorella sp. Kemudian, dilakukan proses dekantasi untuk
mendapatkan biomassa basah Chlorella sp. agar terpisah dari mediumnya.
Selanjutnya, biomassa basah dikering-anginkan hingga didapatkan biomassa
kering Chlorella sp. Pengeringan bertujuan untuk menurunkan kadar air yang

menjadi penyebab tumbuhnya mikroorganisme sehingga bahan menjadi lebih
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awet (Risdianti, dkk., 2016). Kemudian biomassa kering dikerok dan diperoleh
biomassa berwujud serbuk. Wujud serbuk akan memperbesar kontak antara
sampel dengan pelarut sehingga proses pengekstrakan senyawa aktif saat maserasi
berlangsung maksimal. Dari proses preparasi sampel ini, diperoleh biomassa

kering mikroalga Chlorella sp. dengan berat 6 gram.

4.2 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp.

Ekstraksi bertujuan untuk memperoleh kandungan zat aktif dari suatu
bahan alam dengan pelarut yang sesuai. Dalam penelitian ini, untuk mengekstrak
metabolit sekunder dari mikroalga Chlorella sp. digunakan metode ekstraksi
maserasi dengan pelarut metanol p.a. Selama proses perendaman, metanol akan
menembus jaringan mikroalga dan melisiskan membran sel mikroalga untuk
menarik metabolit sekunder keluar dan terlarut dalam pelarut metanol berdasarkan
prinsip like dissolve like. Pengocokan sampel saat perendaman berlangsung
bertujuan untuk memaksimalkan proses terekstraknya metabolit sekunder oleh
pelarut. Selanjutnya dilakukan penyaringan dengan penyaring vakum untuk
memaksimalkan pemisahan filtrat dengan residu. Filtrat berwarna hijau tua
menunjukkan senyawa aktif yang sudah terlarut dalam pelarut metanol.

Remaserasi pada residu hasil filtrasi dilakukan sebanyak 7 Kkali
pengulangan. Intensitas warna hijau dari filtrat mengalami penurunan pada setiap
pengulangannya. Hal ini dapat diasumsikan bahwa senyawa aktif mikroalga
Chlorella sp. berangsur-angsur telah terekstrak ke dalam pelarut metanol dengan
maksimal. Setelah itu, pelarut metanol diuapkan dengan rotary evaporator dan

didapatkan ekstrak pekat berwarna hijau tua. Rendemen eksrak kasar pekat
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metanol mikroalga Chlorella sp. dalam penelitian ini adalah sebesar 14,17%

(Perhitungan L.4.1) dengan berat 0,85 g.

4.3 Hidrolisis dan Partisi Mikroalga Chlorella sp.

Metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel umumnya berada
dalam bentuk glikosidanya (terikat dengan gugus gula), begitu juga halnya dengan
steroid dalam mikroalga Chlorella sp. Untuk memperoleh senyawa steroid yang
bebas dari gula perlu dilakukan pemutusan ikatan glikosida melalui proses
hidrolisis dengan penambahan asam kuat sebagai katalis yang akan mempercepat
reaksi. Asam kuat yang digunakan adalah HCI 2 N karena mampu terionisasi
sempurna dan menghasilkan garam sebagai produk samping yang tidak berbahaya
saat penetralan (Saleh, dkk., 2016; Fasya, dkk., 2016). Dugaan mekanisme reaksi

hidrolisis ikatan glikosida hingga steroid terputus dari glikonnya ditunjukkan pada

Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Dugaan mekanisme reaksi hidrolisis ikatan glikosida
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Hidrolisat yang dihasilkan tampak berbentuk gumpalan-gumpalan kecil
berwarna hijau tua yang tidak larut sebagian pada HCI. Proses reaksi hidrolisis
berlangsung sacara reversible, sehingga perlu diberhentikan dengan
menambahkan basa NaHCO3; dengan prinsip penetralan. Penetralan bertujuan
untuk menyetabilkan glikosida sehingga tidak terbentuk kembali ikatan antara
glikon dan aglikonnya (Fessenden dan Fessenden, 1986; Fasya, dkk., 2016). Saat
penambahan NaHCOj3, gelembung-gelembung yang merupakan CO, muncul pada
hidrolisat. Netralnya komponen ditandai dengan tidak munculnya CO, pada
hidrolisat yang menunjukkan NaHCO3; yang sudah tidak bereaksi lagi dengan
HCI. Hal ini dapat dipastikan dengan pengukuran pH larutan yang menunjukkan
kondisi netral (angka 7) pada indikator pH universal. Adapun reaksi yang terjadi

saat penambahan NaHCOj3 adalah sebagai berikut:

Na;COs + 2HCI ——> 2NaCl + CO2 + HoO..ovvniiiiciii 4.1

Hasil hidrolisis selanjutnya di partisi menggunakan pelarut n-butanol
berdasarkan prinsip like dissolve like. Dalam proses ini akan terbentuk 2 lapisan
(fasa organik dan fasa air) akibat adanya perbedaan densitas pelarut n-butanol (0,8
g/mL) dan air (1 g/mL). Senyawa steroid akan terdistribusi ke dalam pelarut
organik n-butanol, sementara glikon dan garam hasil hidrolisis akan tetap berada
dalam fasa air. Proses partisi dilakukan sebanyak 5 kali agar senyawa steroid
terdistribusi maksimal ke dalam fasa organik. Fraksi n-butanol pekat yang
diperoleh berwarna cokelat kehitaman dan memiliki rendemen sebesar 40,54%

(Perhitungan L. 4.2) dengan berat 0,30 g.
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4.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid Fraksi n-butanol
Uji fitokimia bertujuan untuk mengetahui keberadaan senyawa steroid
pada hasil partisi n-butanol mikroalga Chlorella sp. Uji fitokimia dilakukan
dengan menambahkan reagen LB (Lieberman Burchard). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa hasil partisi n-butanol mikroalga Chlorella sp. positif
mengandung golongan senyawa steroid yang ditandai dengan munculnya cincin

berwarna hijau seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.3.

Gambar 4.3 Uji fitokimia senyawa steroid

Hasil positif steroid pada penelitian ini sesuai dengan Fikri (2019) dan
Fasya, dkk. (2020%) yang menyatakan bahwa munculnya cincin berwarna hijau
dari reaksi antara reagen LB dengan sampel merupakan tanda positif dari
keberadaan senyawa steroid. Jalur reaksi reagen LB dengan senyawa sterol

ditunjukkan oleh Gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Jalur reaksi LB dengan kolesterol (Xiong, dkk., 2007)

Xiong, dkk. (2017) menyatakan bahwa reagen Liebermann-Burchard
yang terdiri dari asam sulfat dan asam asetat anhidrida dalam pelarut kloroform
akan mengubah kolesterol menjadi turunan asetat dan sulfatnya sebagai produk
mayor melalui proses asetilasi dan sulfonasi. Selain itu, dihasilkan pula produk
minor berupa steroid-i, cholesta-3,5-diene, dan senyawa tak jenuh lainnya hasil
penataan ulang. Selanjutnya, produk-produk tersebut mengalami penataan ulang
sulfonasi dan desaturasi membentuk senyawa mono-, di-, polyunsaturated sulfonic
acids. Kemudian, senyawa poliena secara bertahap akan mengalami penataan
ulang kembali melalui sulfonasi dan desaturasi membentuk senyawa aromatik.
Mekanisme reaksi dari kolesterol dengan LB ditunjukkan pada Gambar 4.5.
Adapun respons warna yang dihasilkan tergantung pada kinetika laju reaksi antara

steroid dengan reagen LB.
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Gambar 4.5 Mekanisme reaksi kolesterol dengan LB (Xiong, dkk., 2007)
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4.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLTP

Pemisahan dengan KLTP bertujuan untuk mendapatkan senyawa steroid
yang lebih murni dari hasil partisi n-butanol mikroalga Chlorella sp. Fasa diam
yang digunakan dalam KLTP adalah plat silika gel GgoF254 berukuran 10 x 20 cm.
Adsorben yang menempel pada plat tersebut berbahan dasar gypsum dengan
pori-pori berukuran 60 A’ dan mempunyai kemampuan berfluorosensi pada
panjang gelombang minimal 254 nm (Fasya, 2016). Adapun fasa geraknya
merupakan campuran eluen yang terdiri dari 2 pelarut organik yaitu n-heksana:etil
asetat (3,75:1,25). Fasa gerak yang dipilih merupakan campuran eluen dengan
perbandingan terbaik dari 5 variasi eluen yang digunakan berdasarkan KLTA
yang dilakukan oleh Fikri (2019). Dalam penelitiannya, Fikri (2019) menyatakan
bahwa campuran eluen n-heksana:etil asetat (3,75:1,25) dapat memisahkan
senyawa steroid dengan baik dan menunjukkan 14 spot yang tidak berekor dan
diataranya meruapakan 2 spot senyawa steroid berwarna hijau dan biru.

Campuran eluen yang digunakan memiliki kepolaran yang lebih rendah
dibandingkan dengan silika. Noda yang bersifat lebih polar akan memiliki Rs
yang kecil karena lebih tertahan pada silika (fasa diam). Sementara noda yang
bersifat lebih non polar akan memiliki Ry yang besar karena ikut terbawa oleh
eluen yang sifatnya lebih non polar. Hasil KLTP fraksi n-butanol mikroalga

Chlorella sp. dalam penelitian ini disajikan pada Gambar 4.6 dan Tabel 4.1.
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Gambar 4.6 Visulisasi hasil KLTP fraksi n-butanol pada UV A 366 nm

Tabel 4.1 Hasil pemisahan KLTP pada sinar UV X 366 nm (Perhitungan L.4.3)

No. Nilai Ry Warna noda Dugaan Senyawa
1. 0,02 Merah Triterpenoid
2. 0,18 Merah Triterpenoid
3. 0,53 Merah Triterpenoid
4. 0,56 Merah Triterpenoid
5. 0,62 Merah Triterpenoid
6. 0,66 Merah Triterpenoid
7. 0,72 Merah Triterpenoid
8. 0,73 Merah Triterpenoid
9. 0,77 Merah Triterpenoid
10. 0,83 Hijau Kebiruan Steroid
11. 0,88 Merah Triterpenoid

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Berdasarkan hasil KLTP, didapatkan 11 spot dengan 1 spot yang diduga
senyawa steroid pada spot nomor 10 dan mempunyai nilai R; 0,83. Dilihat dari
nilai Rf —nya yang besar, spot tersebut memiliki kepolaran yang rendah sehingga
cenderung berinteraksi lebih kuat dengan fasa gerak yang bersifat lebih nonpolar
dibandingkan dengan fasa diamnya. Sebagaimana diketahui bahwa struktur dasar
steroid bersifat non polar. Adanya penambahan gugus OH di rantai samping
struktur sterol mengakibatkan kepolaran sterol meningkat sesuai dengan jumlah
OH yang dikandungnya.

Spot terduga senyawa steroid berwarna hijau kebiruan dibawah lampu UV
dengan panjang gelombang 366 nm. Hal ini sesuai dengan penelitian Aprelia dan
Suyatno (2013) bahwa noda hasil KLTP dengan warna hijau kebiruan
menunjukkan positif senyawa steroid. Begitu juga dalam penelitian Fasya, dkk.
(2020%) yang menghasilkan spot KLTP dengan warna hijau kebiruan pada Rs
0,7514 dan menyatakan adanya keberadaan senyawa steroid yang dapat diperkuat

analisisnya dengan penentuan struktur isolat dengan berbagai instrumentasi.

4.6 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
4.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH bertujuan untuk
mengetahui panjang gelombang radikal DPPH yang mempunyai nilai absorbansi
tertinggi. Panjang gelombang maksimum yang diperoleh akan digunakan dalam
pengukuran aktivitas antioksidan pada fraksi n-butanol dan isolat 10 KLTP fraksi
n-butanol mikroalga Chlorella sp. Pengukuran aktivitas antioksidan pada panjang
gelombang maksimum akan memaksimalkan kepekaan dan meminimalkan

kesalahan (Rohman dan Gandjar, 2007). Reagen DPPH memiliki warna
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komplementer ungu karena memiliki elektron yang tidak berpasangan dan
memiliki panjang gelombang maksimum pada daerah 515-520 nm (Prakash,
2001). Hasil spektra UV-Vis menunjukkan panjang gelombang maksimum DPPH

0,2 mM pada daerah 517 nm seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Spektra UV-Vis DPPH 0,2 mM

Hasil yang diperolen dalam penelitian ini sesuai dengan penelitian
Yudiati, dkk. (2011) yang menunjukkan bahwa radikal DPPH memiliki panjang

gelombang maksimum 517 nm.

4.6.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel

Fraksi n-butanol dan isolat 10 KLTP selanjutnya diuji aktivitas
antioksidan dalam larutan kontrol DPPH 0,2 mM dan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang maksimum DPPH yang telah diperoleh sebelumnya, yaitu 517
nm. Kemampuan fraksi n-butanol dan isolat 10 KLTP dalam menghambat radikal
bebas dinyatakan dalam persen (%) aktivitas antioksidan. Persentasi ini diperoleh
dari perbedaan serapan antara absorban DPPH dengan absorban sampel yang

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil pengukuran persen (%)
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aktivitas antioksidan sampel fraksi n-butanol dan isolat 10 KLTP pada konsentrasi

5, 10, 15, 20, dan 25 ditunjukkan oleh grafik pada Gambar 4.8 (Perhitungan L.4.4)

dan Gambar 4.9 (Perhitungan L.4.4).
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Gambar 4.8 Grafik % aktivitas antioksidan fraksi n-butanol
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Gambar 4.9 Grafik % aktivitas antioksidan isolat 10 KLTP
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Konsentrasi sampel berbanding lurus dengan nilai persen aktivitas
antioksidan. Artinya, semakin besar konsentrasi dengan kandungan senyawa aktif
antioksidan yang semakin melimpah, maka kemampuan dalam menghambat
radikal bebas DPPH akan semakin meningkat. Namun, hal tersebut tumpang
tindih dengan hasil yang ada pada kedua sampel. Fraksi n-butanol mengalami tren
persen aktivitas antioksidan yang turun naik setelah konsentrasi 15 ppm (Gambar
4.8). Ketidaklinearan persen aktivitas antioksidan tersebut menunjukkan senyawa
antioksidan pada sampel yang tidak optimal dalam menstabilkan radikal bebas.
Adapun untuk isolat 10 KLTP, terjadi penurunan persen aktivitas antioksidan
pada konsentrasi 25 ppm (Gambar 4.9). Kemungkinan yang terjadi dari keadaan
ini adalah senyawa telah bersifat prooksidan.

Dalam sebuah sistem normal terdapat keseimbangan prooksidan dan
antioksidan yang tepat. Keseimbangan ini dapat bergeser ke arah prooksidan
ketika produksi spesies antioksidan sangat meningkat. Hal ini sesuai dengan
Gordon (1990) yang mengemukakan bahwa besar konsentrasi antioksidan yang
ditambahkan dapat berpengaruh pada laju oksidasi. Keberadaan prooksidan dapat
mengakibatkan penghambatan aktivitas senyawa antioksidan pada sampel. Hal ini
dapat terlihat pada Gambar 4.9 yang menunjukkan adanya penurunan kemampuan
antioksidan saat terjadi peningkatan konsentrasi sampel di atas 20 ppm. Di dalam
tubuh, ketidakseimbangan antara prooksidan dengan antioksidan menyebabkan
terjadinya stress oksidatif yang dapat merusak sel-sel tubuh (Langseth, 1995;
Masrifah, dkk., 2017).

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini didukung penelitian sebelumnya

oleh Farvin dan Jacobsen (2015) yang melakukan uji antioksidan terhadap ekstrak
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etanol dan air makroalga Fucus serratus and Polysiphonia fucoides. Hasil
penelitiannya menyatakan adanya penurunan kemampuan penghambatan radikal
bebas pada peningkatan konsentrasi sampel di atas 0,5 mg. Berdasarkan pola
tersebut dapat disimpulkan bahwa telah terjadi aktivitas prooksidan pada sampel
sehingga aktivitas antioksidannya terhambat. Pola serupa juga ditemukan pada
penelitian Masrifah, dkk. (2017) yang melakukan uji aktivitas antioksidan dari
labu air (Lagenaria siceraria). Hasil penelitiannya menyatakan adanya aktivitas
prooksidan pada ekstrak etanol labu air yang ditandai dengan menurunnya
aktivitas antioksidan sampel ketika terjadi peningkatan konsentrasi di atas 15
ppm. Adapun grafik yang menghubungkan antara persen (%) aktivitas antioksidan
dengan logaritma konsentrasi sampel hasil analisis dari regresi non linear dapat

dilihat pada Gambar 4.10 dan Gambar 4.11.
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Gambar 4.10 Grafik analisis non linear % aktivitas antioksidan terhadap log
konsentrasi fraksi n-butanol
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Gambar 4.11 Grafik analisis non linear % aktivitas antioksidan terhadap log
konsentrasi isolat 10 KLTP

Grafik yang ditampilkan pada Gambar 4.10 dan Gambar 4.11
menunjukkan adanya respon stimulasi yang digambarkan sebagai kurva yang
menanjak seiring dengan pertambahan konsentrasi. Pengolahan data untuk
mengetahui aktivitas antioksidan yang dinyatakan sebagai ECs, dilakukan dengan
model analisis regresi non linear. Analisis yang digunakan didasarkan pada
fungsinya dalam menyesuaikan data dengan model yang mendefinisikan Y
(respon) sebagai fungsi dari X (dosis/konsentrasi) (Motulsky dan Chrishtopolous,
2003). Fungsi transformasi logaritma pada variabel X bertujuan untuk
meningkatkan kesesuaian model dan membuat variabel lebih normal terdistribusi
(Motulsky dan Chrishtopolous, 2003). Nilai ECsy dari fraksi n-butanol dan isolat
10 KLTP mikroalga Chlorella sp. ditunjukkan pada Tabel 4.2 (Perhitungan

L.4.4).
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Tabel 4.2 Nilai ECsq fraksi n-butanol dan isolat KLTP

Sampel ECso (ppm)
Fraksi n-butanol 11891
Isolat 10 KLTP 57,62

Berdasarkan Tabel 4.2 aktivitas antioksidan isolat 10 KLTP mikroalga
Chlorella sp. ditunjukan dengan nilai ECsy sebesar 57,62 ppm dan tergolong
sebagai antioksidan kuat. Adapun fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp.
memiliki nilai ECsy sebesar 11891 ppm dan tergolong sebagai antioksidan sangat
lemah. Isolat 10 hasil pemisahan KLTP yang diduga senyawa steroid memiliki
potensi sebagai senyawa antioksidan yang lebih kuat dibandingkan dengan fraksi
n-butanol. Lemahnya aktivitas antioksidan pada fraksi n-butanol disebabkan oleh
efek antagonis dari senyawa campuran yang terkandung dalam fraksi n-butanol
sehingga akan menurunkan aktivitas antioksidan pada sampel itu sendiri. Adapun
pemisahan dengan KLTP akan meningkatkan kemurnian suatu senyawa aktif yang
akan berkontribusi lebih baik dalam memberikan aktivitas antioksidan suatu
isolat, dimana dalam hal ini dugaan senyawa aktif yang berperan sebagai
antioksidan adalah senyawa steroid.

Beberapa penelitian terdahulu yang telah mengungkapkan potensi
antioksidan isolat terduga senyawa steroid hasil KLTP dalam berbagai fraksi yang
berbeda di antaranya; Dinasti (2016) menyatakan bahwa nilai ECs, isolat KLTP
fraksi etil asetat adalah 77,78 ppm dan tergolong antioksidan kuat; Fasya, dkk.
(2020%) melaporkan bahwa nilai ECs isolat KLTP fraksi petroleum eter adalah
73,82 ppm dan tergolong antioksidan kuat; Fikri (2019) menunjukkan bahwa nilai

ECs isolat KLTP fraksi n-heksana adalah 35,09 ppm dan tergolong antioksidan
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sangat kuat; serta Megawati, dkk. (2020) menyatakan bahwa nilai ECs, dari isolat

KLTP fraksi kloroform adalah 38,96 ppm dan tergolong antioksidan sangat kuat.

4.7 ldentifikasi Sampel dengan Spektrofotometer UV-Vis

Keberhasilan senyawa target yang terisolasi dari suatu sampel dapat
dipastikan dengan berbagai langkah identifikasi menggunakan instrumentasi.
Spektrofotometri UV-Vis menjadi langkah awal dalam pengidentififikasian
senyawa terget dengan tujuan untuk mengetahui adanya gelombang maksimum
yang diakibatkan oleh transisi elektronik yang terjadi. Identifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dilakukan terhadap fraksi n-butanol dan isolat 10 KLTP
fraksi n-butanol pada panjang gelombang 200-800 nm. Hasil identifikasi
menunjukkan bahwa fraksi n-butanol memiliki beberapa panjang gelombang
maksimum diantaranya terdapat pada daerah 202,1; 203,9; 229; 262; 269; 403,9;

dan 668,1 nm seperti yang disajikan dalam spektra pada Gambar 4.12.
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Gambar 4.12 Spektra UV-Vis fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp.
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Berdasarkan Gambar 4.12 fraksi n-butanol memiliki serapan pada
panjang gelombang maksimum 202,1 dan 203,9 nm. Serapan ini menunjukkan
transisi elektron 7—x yang dapat diakibatkan oleh keberadaan ikatan C=C tidak
terkonjugasi. Serapan tersebut dapat menjadi serapan dari senyawa steroid dimana
pada penelitian isolasi senyawa steroid yang dilakukan Laili (2016) dan Anggraini
(2018) didapatkan hasil serapan steroid yang serupa yaitu 202 nm, serta pada
penelitian Fasya, dkk. (2020b) didapatkan hasil serapan steroid serupa juga pada
203,9 nm.

Serapan lainnya terdeteksi pada panjang gelombang maksimum 262 nm
dan 269 nm. Serapan tersebut berasal dari transisi elektronik n—z yang
menunjukkan keberadaan gugus kromofor tunggal C=0, sebagaimana hasil
penelitian Widayanti, dkk. (2016) dan Dewi, dkk. (2017) yang menyatakan bahwa
panjang gelombang maksimum 262 nm dan 269 nm merupakan serapan dari
gugus karbonil dan menjadi salah satu ciri dari keberadaan senyawa golongan
flavonoid.

Lalu, terdapat pula serapan yang terdeteksi pada panjang gelombang
maksimum 403,9 nm dan 668,1 nm. Serapan pada panjang gelombang maksimum
403,9 nm menunjukkan terjadinya transisi elektronik n— 7 akibat adannya ikatan
dengan atom yang memiliki pasangan elektron bebas. Sukadana, dkk. (2018)
dalam penelitianya melakukan isolasi dan identifikasi golongan sennyawa aktif
antimakan daun Tenggulun (Protium javanicum Burn. F) dan ditemukan serapan
403 nm pada isolat yang selanjutnya diduga merupakan senyawa golongan
triterpenoid alkohol, dimana serapan pada panjang gelombang tersebut berasal

dari transisi elektron gugus jenuh O-H yang mempunyai elektron non bonding.
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Harbone (1987) mengungkapkan bahwa serapan yang terdapat di atas panjang

gelombang maksimum 625 nm mengindikasikan adanya kandungan senyawa

klorofil, sehingga serapan pada 668,1 nm merupakan serapan dari gugus yang
terdapat klorofil.

Serapan yang terdeteksi pada fraksi n-butanol yang juga terdeteksi pada

isolat 10 KLTP adalah serapan pada panjang gelombang maksimum 229,0 nm,

sebagaimana yang ditunjukkan pada spektra dalam Gambar 4.13.
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Gambar 4.13 Spektra UV-Vis isolat KLTP mikroalga Chlorella sp.

Gambar 4.13 menunjukkan adanya dua serapan terdeteksi di panjang
gelombang maksimum 229,0 dan 230,9 nm pada hasil isolat 10 KLTP. Panjang
gelombang maksimum pada daerah tersebut merupakan karakteristik untuk gugus
kromofor dari suatu alkena (C=C) yang menyebabkan terjadinya transisi z—z
(Silverstein, 1986). Gugus tersebut dapat menjadi gugus karakteristik yang
menunjukkan keberadaan senyawa steroid. Hal ini dapat menjadi informasi dasar
sebagai langkah awal dalam penentuan struktur senyawa dugaan steroid secara

lebih pasti.
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Penelitian sebelumnya oleh Santoso, dkk (2017) juga mendapatkan
panjang gelombang maksimum 230 nm pada hasil UV dalam mengidentifikasi
senyawa steroid dari ekstrak n-heksana daun mimba (Azadirachta indica A.).
Dalam jurnalnya, Santoso, dkk (2017) menetapkan senyawa yang berhasil
diisolasi sebagai B-sitosterol. Hasil UV tersebut didukung dengan hasil analisis
spektra IR yang memberikan bilangan gelombang 3230 cm™ (gugus hidroksil) dan
2920 cm™ (alkena). Hasil analisis diperkuat dengan spektra RMI proton yang
menunjukkan pergeseran kimia proton (dy) dari hidrogen berikatan tunggal, gugus
metil (—CHs), hidrogen yang berdekatan dengan gugus metil, dan ikatan rangkap
dua pada alkena (-CH=). Selain itu, spektra RMI karbon menunjukkan terdapat 29
atom karbon dan hasil analisis DEPT memberikan 6 karbon untuk CHs; 11 karbon
untuk CHy; 9 karbon untuk CH; dan 3 karbon untuk karbon kuartener (C). Adapun
struktur dari senyawa p-sitosterol beserta gugus fungsi yang menjadi ciri dari

keberadaan senyawa steroid tersebut ditunjukkan pada Gambar 4.14.

S
AL

Gambar 4.14 Struktur senyawa B-sitosterol (Santoso, dkk., 2017)

Berdasarkan uraian di atas, hasil analisis fraksi n-butanol menampilkan

serapan yang lebih banyak dibandingkan dengan isolat 10 KLTP, diantaranya
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pada daerah 202,1; 203,9; 229,0; 262,0; 269,0; 403,9; dan 668,1 nm. Hasil ini
menunjukkan bahwa pada fraksi n-butanol terdapat lebih dari 1 dugaan senyawa
yang terkandung didalamnya. Sedangkan pada isolat 10 KLTP hanya terdapat dua
puncak serapan pada daerah 229,0 dan 230,9 nm akibat keberadaan senyawa isolat
target yang lebih murni setelah dilakukan pemisahan KLTP. Hal ini dapat
dibuktikan dengan tidak munculnya serapan senyawa-senyawa lain yang terdapat
pada fraksi sehingga dugaan yang muncul pada hasil identifikasi isolat 10 KLTP
adalah serapan dari gugus karakteristik pada steroid saja, yaitu di daerah 229,0

dan 230,9 nm yang berasal dari gugus C=C akibat adanya transisi 7— .

4.8 Pemanfaatan Mikroalga Chlorella sp. Sebagai Bahan Obat dalam
Perspektif Islam

Allah Swt. tidak menciptakan segala apa yang ada di langit dan bumi
melainkan ada kemaslahatan yang terdapat padanya. Semua makhluk Allah Swt.
dapat mengambil manfaat dari apa yang telah Allah Swt. turunkan di alam
semesta untuk kelangsungan hidupnya.

Allah Swt. berfirman dalam QS. Shaad/38:27:

5588 Gl (8% 5588 Gall Bl SIS Sy L5 Ly (VT 2alll LA L
O ba

Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada
antara keduanya tanpa hikmah. Yang demikian itu adalah anggapan orang-orang

kafir, maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk
neraka”(QS. Shaad/38:27).

Berdasarkan tafsir an-Nafahat al-Makkiyah oleh Syaikh Muhammad bin

Shalih asy-Syawi, dalam ayat ini Allah Swt. mengabarkan tentang sempurnanya
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hikmah, faedah dan maslahat dalam penciptaan langit dan bumi. Manusia sebagai
hamba-Nya harus senantiasa merenungi dan mempelajari lebih lanjut ciptaan
Allah Swt. sebagai tanda syukur dan dalam rangka meningkatkan keimanan.

Fakhri (2010) mengungkapkan bahwa tidak kurang dari 750 ayat — sekitar
seperdelapan al-Quran — yang mendorong orang beriman untuk menelaah alam,
merenungkan alam dan menyelidiki dengan kemampuan akal budinya serta
berusaha memperoleh pengetahuan dan pemahaman alamiah sebagai bagian dari
hidupnya. Allah Swt. memberi gelar Ulul Albaab bagi orang yang dapat
mengambil faedah dan hikmah dari segala ciptaan Allah Swt. (al-Maraghi, 1992).

Sebagaimana Allah Swt. berfirman dalam QS. Ali ‘Imran/3: 190-191.

Codll = ) 1Y Y s Sl CaSERIg a1 cllaldl IR 8 G
L L)y Gl 15 Sl BIS (B 65 DS605 g i (1o 5 135285 LB &) 508
) e Ui SR Sl 13 A

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang
berakal. (Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,

Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka”(QS. Ali ‘Imran/3: 190-
191).

Menurut tafsir Kementrian Agama RI (2006), dalam QS. Ali ‘Imran ayat
191 dijelaskan bahwa orang-orang berakal (Ulul Albaab) yaitu orang-orang yang
senantiasa memikirkan ciptaan Allah Swt., kemudian mengambil manfaat dari
ayat-ayat kauniyah yang terbentang di jagat raya, seraya berzikir kepada Allah
Swt. dan bersaksi bahwa tidak ada satupun yang Allah Swt. ciptakan di alam ini

dengan sia-sia.
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Mikroalga Chlorella sp. merupakan salah satu ciptaan Allah Swt. dengan
ukuran mikroskopis namun mempunyai banyak manfaat dikarenakan senyawa-
senyawa aktif yang dikandungnya. Mikroalga sering dibudidayakan untuk
berbagai keperluan seperti penghasil komponen senyawa bioaktif untuk bahan
farmasi, kosmetik, dan biodiesel (Aprilliyanti, dkk., 2016). Manfaat-manfaat
tersebut dapat diketahui dengan melakukan penelitian-penelitian  yang
berkesinambungan sebagai bentuk usaha manusia yang dikategorikan sebagai
insan Ulul Albaab dalam mengeksplorasi bahan alam yang tersedia dalam rangka
mengimani QS. Ali ‘Imran ayat 190-191.

Salah satu senyawa aktif yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp.
dan telah banyak dilakukan penelitian mengenai potensi bioaktivitasnya adalah
steroid. Senyawa steroid memiliki peran yang penting terutama dalam dunia
farmasi dan kedokteran sebagai bahan pengobatan penyakit karena memliki
berbagai potensi bioaktivitas, salah satunya adalah sebagai senyawa antioksidan
yang dapat melindungi tubuh dari berbagai penyakit degeneratif dan kanker, serta
membantu menekan proses penuaan/antiaging (Tapan, 2005). Hal ini dapat
menjadi renungan kembali akan hal-hal luar biasa pada penciptaan Allah Swit.
yang selalu terdapat hikmah di dalamnya meskipun memiliki ukuran yang mata
manusia tak mampu melihatnya kecuali dengan penggunaan alat bantu.

Pemanfaatan bahan obat yang berasal dari alam seperti halnya steroid
yang dapat diperoleh dari mikroalga Chlorella sp. juga merupakan salah satu
upaya mengikuti perintah Nabi Muhammad saw. untuk mencari bahan yang

berpotensi sebagai obat dan melakukan pengobatan.
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Sebagaimana dalam sebuah riwayat hadits disebutkan:

ST by G BRI Jae G daaly aldall gils cagaa (i Gsol A

B I e e b 3 o (B e i 41D i B 2D B 5 e
055 58 A0 AL T3 o 30 2153 Gl 1306 2153 613 340 06 67 ki o 20 s

Artinya : Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma'ruf dan Abu Ath
Thahir serta Ahmad bin ‘Isa mereka berkata; Telah menceritakan kepada kami
Ibnu Wahb; Telah mengabarkan kepadaku 'Amru, yaitu Ibnu al-Harits dari 'Abdu
Rabbih bin Sa'id dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah shallallahu 'alaihi
wasallam, beliau bersabda: "Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan
obat yang tepat untuk suatu penyakit, akan sembuhlah penyakit itu dengan izin
Allah 'azza wajalla." (HR Muslim).

Beradasarkan kitab ath-Thibb an-Nabawi, ungkapan nabi “setiap penyakit
pasti ada obatnya” memberikan dorongan positif kepada orang yang sakit dan
juga dokter yang mengobatinya, selain juga mengandung anjuran untuk mencari
obat dan menyelidikinya. Namun, kesembuhan tetap milik Allah Swt. sesuai

dengan yang dikehendaki-Nya (al-Jauziyyah, 2004).

Allah berfirman dalam QS. al-Qamar/54:49:

o s R

Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (QS.
Al-Qamar/54:49).

Menurut Tafsir al-Misbah, ayat ini menjelaskan bahwa Allah Swt.
menciptakan segala sesuatu menurut ukuran yang sesuai dengan hikmah (Shihab,
2012). Steroid berperan sebagai antioksidan merupakan salah satu dari hikmahnya
sebagai senyawa bioaktif. Dalam hal ini, senyawa antioksidan mempunyai ukuran

kemampuan dalam menghambat reaksi oksidasi yang disebut dengan ECsg.
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Nilai ECsp merupakan konsentrasi larutan sampel atau substrat yang akan
menyebabkan reduksi terhadap 50% aktivitas DPPH. Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan, isolat hasil pemisahan KLTP fraksi n-butanol memiliki nilai ECs
sebesar 57,62 ppm dan tergolong sebagai senyawa antioksidan yang kuat. Isolat
terduga senyawa steroid hasil KLTP fraksi n-butanol dapat dikembangkan sebagai
agen kemopreventif karena memiliki nilai ECsy yang lebih kecil dari 100 ppm

(Rollando dan Prilianti, 2017).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Aktivitas antioksidan fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. ditunjukkan
oleh nilai ECsy sebesar 11891 ppm. Adapun isolat 10 hasil KLTP fraksi n-
butanol mikroalga Chlorella sp. memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai
ECso sebesar 57,62 ppm. Nilai tersebut menunjukkan aktivitas antioksidan
isolat 10 KLTP yang diduga lebih kuat dibanding dengan fraksi n-butanol.

Identifikasi fraksi n-butanol mikroalga Chlorella sp. dengan spektrofotometer
UV-Vis menunjukkan serapan pada panjang gelombang maksimum 202,1;
203,9; 229,0; 262,0; 269,0; 403,9; dan 668,1 nm. Adapun pada isolat 10 hasil
KLTP, muncul serapan pada panjang gelombang maksimum 229,0 dan 230,9
nm dengan transisi elektronik z—z yang berasal dari gugus C=C. Gugus ini

merupakan gugus karakteristik senyawa steroid.

5.2 Saran

Penelitian lanjutan sebagai upaya untuk mendapatkan senyawa steroid

yang lebih murni perlu dilakukan. Salah satunya melakukan pemisahan lebih

lanjut terhadap isolat 10 hasil pemisahan KLTP dengan KLT 2 dimensi atau

dilakukan pemisahan dengan menggunakan metode kromatografi kolom.

Disamping itu, pengidentifikasian isolat 10 KLTP dengan instrumentasi yang

lebih lengkap seperti spektrofotometer, FTIR, LC-MS/MS, serta H-NMR juga

perlu dilakukan untuk mengetahui struktur senyawa yang berhasil diisolasi secara

lebih akurat.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian
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Pemanenan Mikroalga Chlorella sp.
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Lampiran 2. Diagram Alir

L.2.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
L.2.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4%

Tauge

- Ditimbang sebanyak 100 g.

- direbus dalam 500 mL akuades yang mendidih selama £1 jam
(hingga volume ekstrak 200 mL).

- dipisahkan tauge dengan filtratnya.

- diambil 36 mL ekstrak tauge (filtrat).

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL.

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

Hasil

L.2.1.2 Kultivasi Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge

Sampel

- dimasukkan 150 mL isolat Chlorella sp. ke dalam erlenmeyer
1000 mL yang telah berisi MET 4%

- diletakkan di rak kultur dengan pencahayaan lampu TL 36 Watt
dan fotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap.

Hasil

L.2.1.3 Pemanenan Mikroalga Chlorella sp.

Sampel

- dipanen Chlorella sp. pada hari ke-10 kultivasi dengan cara
disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm

- dipisahkan fasa air dengan supernatan

- dikumpulkan supernatan

- ditimbang sebagai berat basah

- diletakkan supernatan dipiring

- dikeringanginkan pada suhu ruang £ 3 hari

- dikerok biomassa Chlorella sp. yang telah kering
- ditimbang sebagai berat kering
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L.2.2 Ekstraksi Maserasi Mikroalga Chlorella sp.

Sampel

- ditimbang sebanyak 6 gram

- dimaserasi dalam pelarut metanol sebanyak 60 mL

- dilakukan pengocokan menggunakan shaker dengan
kecepatan 120 rpm selama 24 jam pada suhu ruang

- disaring dengan corong Buchner

v
v v
Ekstrak Metanol Ampas
- dipekatkan menggunakan rotary - dimaserasi kembali
evaporator hingga 7 kali proses
- dialiri dengan gas N ekstraksi
Ekstrak Pekat Hasil
l - ditimbang
- dihitung rendemen
Hasil

L.2.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Chlorella sp.

Sampel

- diambil 0,74 gram ekstrak pekat metanol

- dimasukkan dalam beaker glass

- ditambahkan 2 mL HCI 2N

- diaduk selama 2 jam menggunakan magnetic stirrer pada suhu
ruang

- ditambahkan dengan Na(COs), 5% secara perlahan hingga pH-
nya netral

- dipartisi hidrolisat dengan 7,4 mL pelarut n-butanol

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

J - dipisahkan antara fase air dan fase organik
y

v .

Fase Organik Fase Air

evaporator
[, - dialiri dengan gas N
Ekstrak pekat

l - dipekatkan menggunakan rotary
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Ekstrak pekat

5

ditimbang
dihitung rendemen

Hasil

L.2.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid

Fraksi Hasil Partisi

\

- dimasukkan 0,5 mg dalam tabung reaksi
- ditambahkan dengan 0,5 mL kloroform

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat
- ditambah 1 mL H,SO,4 97% melalui dinding tabung

Hasil

L.2.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLTP

Fraksi Hasil Partisi Plat KLTP
- ditimbang 4 m g - diaktifkan plat silika gel Fosq
- dilarutkan dalam 1 mL etanol (10x20 cm?) dengan

pemanasan dalam oven pada
suhu 60-80° selama 30 menit.

- ditotolkan ekstrak Chlorella sp. pada jarak + 1 cm
dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler.

Bejana
- Dijenuhkan dengan eluen n-heksana:etil asetat (3,75:1,25)
- Dimasukkan plat KLTP ke dalam bejana
- Ditunggu hingga proses elusi selesai
- Diangkat plat KLTP
- Dikeringkan plat KLTP
- Diamati spot yang terbentuk di bawah lampu UV 254
dan 366 nm

Spot KLTP
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Spot KLTP

- Dikerok spot yang terlihat

- Dilarutkan dalam pelarur n-heksana
- Disentrifugasi

- Diuapkan pelarut

Isolat Pekat

L.2.6 Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH 0,2 mM

L.2.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 0,2 mM

DPPH 0,2 mM

- dipipet sebanyak 1 mL

- ditambahkan 3 mL etanol 95%d

- diukur absorbansi pada panjang gelombang sinar tampak,
400-800 nm

Hasil

L.2.6.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel Fraksi n-butanol
dan Isolat 10 KLTP

Isolat

- dibuat variasi konsentrasi 5, 10, 15, 20 dan 25 ppm dengan
pelarut etanol 95%

- dipipet masing-masing larutan sebanyak 3 mL

- ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,2 mM

- diinkubasi pada inkubator dengan suhu 37°C selama 30 menit

- diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum
yang telah didapat

y
Hasil

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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L.2.7 ldentifikasi Steroid Mikroalga Chlorella sp. Dengan Spektrofotometer
UV-Vis

Sampel

- dilarutkan dengan mL pelarut etanol pa

- dimasukkan dalam kuvet hingga sepertiga kuvet

- dianalisis dengan instrumentasi UV-Vis pada panjang
gelombang 200-800 nm

y
Spektra UV-Vis




84

Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Reagen dan Pembuatan Larutan

L.3.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak
Tauge (MET) 4%
a. Pembuatan MET 4% dalam erlenmeyer 1000 mL
Volume MET 4% =900 mL
MET 4% = (Volume ekstrak tauge + Akuades)

Volume ekstrak tauge = % x Volume MET 4%

4

=— x 900 mL
100

=36 mL
Volume akuades = Volume MET% - Volume ekstrak tauge
=900 mL — 36 mL
= 864 mL
b. Kultivasi dalam Erlenmeyer 1000 mL

Volume isolat Chlorellasp. _ 1
Ketentuan = ==
Volume MET 4% 6
. 1
SEianE, . = 2o AW
6 900 mL MET 4%
6x =900 mL
_ 900 mL
B 5
=150 mL

Dimana x = Volume isolat Chlorella sp. =150 mL
Jadi, volume total pada kultivasi = VVolume isolat Chlorella sp. + Volume MET 4%
=150 mL + 900 mL
= 1050 mL

L.3.2 Pembuatan Larutan HCI 2N
Konsentrasi larutan HCI = 37%

p HCI 37% =1,19 g/mL = 1190 g/L

BM HCI = 36,42 g/mol

n =1 (jumlah ion H")

BM = 36,42 g/mol

Konsentrasi =37%= —2 8 _x100%

100 g larutan
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. oy — 8ram HCl
Mol HCI dalam konsentrasi 37% yeren

37 gram
36,42 g/mol

=1,0159 mol

Volume HCI dalam larutan HCI 37% = %

100 g
1,19 g/ml

= 84,033 mL =0,084 L

. Mol 1,0159 1
Molaritas HCI 37% = — = oo
V (L) 0,084 L

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

=12,094 mol/L

Untuk membuat larutan HCI 2N sebanyak 20 mL, maka :
N1 X Vi =N, X V,

12,094 N x V; =2Nx 20mL
V1 — 2N x20mL
12,094 N
V; = 33mL

Cara pembuatan larutan HCL 2N yaitu dengan memipet larutan HCI pekat
37% sebanyak 3,3 mL, lalu di masukkan ke dalam 20 mL. kemudian ditambahkan

akuades sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L.3.3 Pembuatan Larutan Na(CO3), 5 % (b/v)

Larutan Na(COgz), 5% dibuat dengan cara melarutkan 5 gram padatan
Na(COg3), dengan sedikit akuades dalam gelas kimia 10 mL. kemudian
dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan ditambahkan akuades sampai tanda

batas dan dikocok hingga homogen.

L.3.4 Pembuatan Reagen Lieberman Burchard (LB)

Pembuatan reagen LB yaitu dengan memipet 0,5 mL kloroform, kemudian
ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat, dan selanjutnya ditambahkan 1 mL
H,SO, 95%.
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L.3.5 Pembuatan Eluen n-heksana dan Etil Asetat untuk KLTP

Eluen n-heksana:etil asetat yang digunakan untuk KLTP dibuat sebanyak
20 mL dengan perbandingan 3,75:1,25. Sehingga, volume n-heksana yang
digunakan adalah 15 mL dan vetil asetat adalah 5 mL. Selanjutnya, campuran

dijenuhkan dalam chamber KLT.

L.3.6 Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
Konsentrasi DPPH = 0,2 mM
Volume DPPH =50 mL

Mr DPPH = 349,33 g/mol = 349,33 mg/mmol
Mol DPPH=V x C

=50 mL x 0,2 mM

=50 ML X =M

= 0,01 mmol

Massa DPPH = Mol DPPH x Mr DPPH
= 0,01 mmol x 349,33 mg/mmol
=3,9433 mg
Cara pembuatan larutan DPPH 0,2 mL sebanyak 50 mL yaitu dengan
menimbang 3,9433 mg padatan DPPH, kemudian dilarutkan dengan 50 mL etanol

dalam labu ukur 50 mL. Selanjutnya dikocok hingga homogen.
L.3.7 Pembuatan Larutan isolat KLTP untuk Uji Antioksidan
L.3.7.1 Pembuatan larutan stok isolat KLTP 100 ppm

Larutan stok sampel 100 ppm dibuat dengan melarutkan 2,5 mg isolat steroid

hasil KLTP dalam 25 mL n-heksana lalu dihomogenkan.
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L.3.7.2 Pembuatan larutan fraksi n-butanol dan isolat hasil KLTP variasi
konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm sebanyak 10 mL dari larutan

stok 100 ppm
* 5ppm e 20 ppm
M1 X Vq =M, X V, M; X V; =M, x V,
100 ppm x V1 =5 ppm x 10 mL 100 ppm x V; =20 ppm x 10 mL
V; =50 ppm.mL / 100 ppm V; =200 ppm.mL / 100 ppm
V1=0,5mL Vl =2mL
e 10 ppm e 25ppm
Mi X'V, =M,y XV, M x V; =M, x V,

100 ppm x V; =25 ppm x 10 mL
V; =250 ppm.mL / 100 ppm
V; =25mL

100 ppm x V3 =10 ppm x 10 mL
V1 =100 ppm.mL / 100 ppr
Vi=1mL

e 15ppm

M; X V1 =Mz xV,

100 ppm x V3 =15 ppm x 10 mL
V1 =150 ppm.mL / 100 ppm
Vi=15mL

Cara pembuatannya yaitu dengan memipet sebanyak volume masing-
masing konsentrasi larutan sampel dalam vial, lalu diuapkan dan ditambahkan 10

mL etanol 95% dan dihomogenkan.

L.3.8 Pembuatan Larutan Fraksi n-butanol untuk Uji Antioksidan
L.3.8.1 Pembuatan larutan stok fraksi n-butanol 100 ppm

Larutan stok sampel 100 ppm dibuat dengan melarutkan 2,5 mg fraksi n-
butanol dalam 25 mL n-butanol lalu dihomogenkan.
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Lampiran 4. Perhitungan Hasil Penelitian dan Data Pengamatan

L.4.1 Rendemen Hasil Maserasi

Tabel L.4.1 Data Hasil Rendemen Maserasi

Berat sampel (g) Berat wadah (g) Berat wadah + Berat ekstrak
ekstrak pekat (g) pekat (g)
6 105,11 105,96 0,85
% Rendemen — Berat ekstrak pekatX 100%
Berat sampel awal
£ 0,85 gramX 100%
6 gram
=14,17%
L.4.2 Rendemen Hasil Hidrolisis dan Partisi
Tabel L.4.2 Data Hasil Rendemen Fraksi
Berat ekstrak Berat wadah Berat wadah + Berat fraksi
metanol yang (9) fraksi n-butanol (g)  n-butanol (g)
dihidrolisis (g)
0,74 98,36 98,66 0,30

Berat fraksi n—butanol

x100%

0 =
% Rendemen Berat ekstrak metanol

x100%

_ 0,3gram

9 0,74 gram

= 40,54%

L.4.3 Perhitungan Nilai R Pemisahan Isolat dengan KLTP
Nilai Ry KLTP dapat dihitung menggunakan rumus:

jarak tempuh spot

Ri=

jarak tempuh fasa gerak
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Tabel L.4.3 Data R; Pemisahan dengan KLTP

Jarak tempuh spot  Jarak tempuh fasa

No. Spot (cm) gerak (cm) Nilai R¢
1 0,36 0,02
2 3,24 0,18
3 9,54 0,53
4 10,08 0,56
5 11,16 0,62
6 11,88 18 0,66
J/ 12,90 0,72
8 13,14 0,73
9 13,86 0,77
10 14,94 0,83
. 15,84 0,88

L.4.4 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi n-butanol dan Isolat KLTP
a. Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi n-butanol

Persen (%) aktivitas antioksidan dapat dihitung menggunakan rumus:

Abs.kontrol—Abs.sampel
Abs.kontrol

% Aktivitas Antioksidan = = x 100%
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Tabel L.4.4 Aktivitas Antioksidan Fraksi n-butanol

Pengukuran ke-1

Absorbansi Sampel Absorbansi Kontrol o

% Aktivitas

Kons.(ppm) Pembacaan ke- Pembacaan ke- Antioksida

Mean Mean n
1 2 3 1 2 3
5 0.3058 0,3061 0,3066 0,3062 0,3175 0,3177 0,3174 0,3175 3,56
10 0,2898 10,2897 0,2897 10,2898 10,3178 0,3178 0,3179 0,3178 8,81
15 0,2671 10,2671 0,2662 0,2668 0,3167 0,3168 0,3169 0,3168 15,78
20 0,2723 0,2721 0,2725 10,2723 0,3175 0,3174 0,3175 10,3175 14,23
25 0,2697 0,2696 0,2694 0,2696 0,3171 0,3170 0,3172 10,3171 14,98
Pengukuran ke-2

Absorbansi Sampel Absorbansi Kontrol o

% Aktivitas

Kons.(ppm) Pembacaan ke- Pembacaan ke- Antioksida

Mean Mean n
1 2 3 1 2 3

5 0,2985 0,2994 0,2984 10,2988 10,3624 0,3628 0,3631 0,3628 17,64
10 0,2969 0,2967 0,2966 0,2967 0,3611 0,3604 0,3605 0,3607 17,74
15 0,3030 0,3026 0,3027 10,3028 0,3619 0,3619 0,3621 0,3620 16,35
20 0,3099 0,3101 0,3102 10,3101 0,3624 0,3628 0,3631 0,3628 14,53
25 0,3010 0,3001 0,3002 10,3005 0,3615 0,3617 0,3615 0,3616 16,90

Tabel L.4.5 Nilai Rata-Rata % Akrivitas Antioksidan dan ECsq Fraksi n-butanol
% Aktivitas Antioksidan

Konsentrasi 5 ” ”
(ppm) : engukuran Ke- ; Mean
20 14,23 14,53 14.38
25 14,98 16,90 15.94
Hasil Analisa Perhitungan Nilai ECsy Fraksi n-butanol
Comparison of Fits Can't calculate

Null hypothesis Different curve for each data set



Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data
set

Best-fit values

LogEC50

HillSlope

EC50

Std. Error

LogECS50

HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

One curve for all data sets
Best-fit values

LogEC50

HillSlope

EC50

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

LogEC50

HillSlope

4,075
0,2668
11891

0,9059
0,08281

2,607 to 46,24
0,01742 to 0,5419
404,5 to
1,738e+046

2
0,7951
4,15
1,176

4,075
0,2668
11891

0,9059
0,08281

2,607 to 46,24
0,01742 to 0,5419
4045 to
1,738e+046

0,7951
4,15

LogECH50 is shared
HillSlope is shared
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One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

4,075
0,2668
11891

0,9059
0,08281

2,607 to 46,24
0,01742 to 0,5419

404,510 1,738e+046

3
0,7951
4,15
1,176
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Number of points
# of X values 5
# Y values analyzed 5

b. Uji Aktivitas Antioksidan Isolat 10 KLTP

Persen (%) aktivitas antioksidan dapat dihitung menggunakan rumus:

Abs.blanko—Abs.sampel

% Aktivitas Antioksidan = = -——— x 100%
Tabel L.4.6 Persen (%) Aktivitas Antioksidan Isolat KLTP
Pengukuran ke-1
Absorbansi Sampel Absorbansi Kontrol
Kons.(ppm) Pembacaan ke- Pembacaan ke- z)nﬁ;t(ls\:g:z
Mean Mean
1 2 3 1 2 3
5 0,3951 10,3943 10,3947 0,3947 0,4486 0,4482 0,4482 10,4483 11,96
10 0,3906 0,3900 0,3897 0,3901 0,4486 0,4480 0,4483 0,4483 12,98
15 0,3831 10,3836 10,3833 10,3833 0,4484 10,4484 0,4485 0,4484 14,52
20 0,1719 0,1717 0,1717 0,1718 0,4479 0,4477 0,4481 10,4479 61,64
25 0,3627 0,3628 0,3627 0,3627 0,4494 0,4489 0,4496 0,4493 19,27
Pengukuran ke-2
Absorbansi Sampel Absorbansi Kontrol
Kons.(ppm) Pembacaan ke- Pembacaan ke- K’nﬁ‘;t(ls\:gi
Mean Mean
1 2 3 1 2 3
5 0,3909 0,3912 0,3906 0,3909 0,4479 0,4477 0,4481 10,4479 12,73
10 0,3841 10,3838 0,3837 10,3839 0,4477 0,4481 0,4479 0,4479 14,29
15 0,3420 10,3410 0,3412 0,3414 0,4483 0,4482 0,4482 0,4483 23,85
20 0,2468 0,2469 0,2465 0,2467 0,4494 0,4491 0,4488 0,4491 45,07

25 0,3693 10,3687 0,3689 0,3690 0,4494 0,4489 0,4496 0,4493 17,87
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Tabel L.4.7 Nilai Rata-Rata % Aktivitas Antioksidan dan ECs Isolat KLTP

%0 Aktivitas Antioksidan

Konsentrasi
(ppm) - Pengukuran ke- S Mean
5 11,96 12,73 12,35
10 12,98 14,29 13,64
15 14,52 23,85 19.19
20 61,64 45,07 5336
o5 19,27 17,87 18,57

Hasil Analisa Perhitungan Nilai ECsg Isolat KLTP

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

LogEC50

HillSlope

EC50

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

One curve for all data sets
Best-fit values

LogECS50

HillSlope

EC50

1,761
0,8328
57,62

0,6568
0,9553

1,177 to 7?77
-5,137 to ?77?
15,04 to 7?77

3
0,2623
852,8
16,86

1,761
0,8328
57,62

Can't calculate
Different curve for each data set
One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

1,761
0,8328
57,62



Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% CI (profile likelihood)
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

LogECS50

HillSlope

Number of points

# of X values

#'Y values analyzed

0,6568
0,9553

1,177 to 777
-5,137 to ?7?
15,04 to 777

0,2623
852,8

LogEC50 is shared
HillSlope is shared

3}
)
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0,6568
0,9553

1,177 to 777
-5,137 to 77?
15,04 to 777

3
0,2623
852,8
16,86
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L.4.5 Hasil Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
a. Data UV-Vis Fraksi n-butanol Mikroalga Chlorella sp.

Lamdha Maks Fraksi n-butanol Chlorella sp.

202.1,3.109

68,1 (L1 06

0- 2620, 0,311

300 400 200 600 700
Wavelength (nm)
Scan Analysis Report

Report Time : Mon 16 Mar 04:17:16 PM 2020

Method:

Batch: D:\Vinna\Lamdha Maks Fraksi n-butanol Chlorella 20 ppm (16-03-
2020).DSW

Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Fraksi n-butanol Chlorella 20 ppm

Collection Time 3/16/2020 4:18:39 PM
Peak Table

Peak Style Peaks

Peak Threshold 0.0100

Range 799.9nm to 200.0nm

Wavelength (nm)  Abs

668.1 0.106
403.9 0.396
269.0 0.306
262.0 0.311
229.0 0.927
203.9 3.160

202.1 3.109
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Pembesaran pada daerah puncak berdasarkan hasil identifikasi UV-Vis

Absorbansi

Absorbansi

Absorbansi

o
2
<

202,1dan 203 ,9 nm 229 nm
3,2 1,1
3,15 /\\ % \/\
3,1 ﬁgw; g 0,6
3,05 / 3
3 0,1 -
198 200 202 204 206 224 226 228 230 232
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm)
261,9 nm 269 nm
0,32 =
03 g 0,3
0,28 E 0,2 -
258 260 262 264 266 = 266 268 270 272 274
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm)
403,9 nm 668,1 nm
04 % 0,11
0,3 § 0,06
0,2 < 0,01 -
360 380 400 420 440 620 640 660 680 700
Panjang gelombang (nm) Panjang gelombang (nm)
b. Data UV-Vis Isolat KLTP Mikroalga Chlorella sp.
Lamdha Maks Isolat KLTP Chlorella sp.
2.0
1.5
1.044 2280, 0347
0.5
2309, 0,338
0.0
1 1 1 1 1
300 400 500 600 700

Wavelength (nm)
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Scan Analysis Report

Report Time : Mon 16 Mar 04:13:04 PM 2020

Method:

Batch: D:\Vinna\Lamdha Maks Isolat KLTP Chlorella 20 ppm (16-03-
2020).DSW

Software version: 3.00(339)

Sample Name: Isolat KLTP Chlorella 20 ppm

Collection Time 3/16/2020 4:14:17 PM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 799.9nm to 200.0nm
Wavelength (nm)  Abs

230.9 0.339

229.0 0.347

Pembesaran pada daerah puncak berdasarkan hasil identifikasi UV-Vis

229,0 dan 230,9 nm

0,345

Absorbansi
o

R S

w w w

w wv H

0,325

0,32
227 228 229 230 231 232 233 234

Panjang gelombang (nm)
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian
L.5.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.

Kultivasi dengan fotoperiodisitas
14 jam terang dan 10 jam gelap

Hari ke-4 Hari ke-5

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

L.5.2 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

-v ni_
e,
3

iﬁaﬂ

Biomassa cair Biomassa Biomassa Biomassa pekat
mikroalga sebelum setelah Chlorella sp
Chlorella sp disentrifugasi disentrifugasi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



L.5.3 Preparasi Mikroalga Chlorella sp.

Pengeringanginan Biomassa Kering

Biomassa Chlorella sp.

L.5.4 Ekstraksi Maserasi

Peredendaman Pengadukan

sampel dalam dengan shaker
metanol selama 24 jam

Chlorella sp.

Penyaringan
sampel

Filtrat hasil Ekstrak metanol
penyaringan pekat mikroalga
Chlorella sp.
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L.5.5 Hidrolisis dan Partisi

Hidrolisis ekstrak Partisi hidrolisat
pekat dengan HCI dengan pelarut
2N n-butanol

L.5.6 Uji Fitokimia Steroid

Pembentukan cincin
hijau setelah direaksikan
dengan LB

L.5.7 Pemisahan dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP)

Proses elusi plat KLTP
dalam eluen n-heksana:etil
asetat (3,75:1,25)
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Visual hasil KLTP Visual hasil KLTP Visual hasil KLTP di

di bawah lampu UV bawah lampu UV
256 nm 366 nm

L.5.8 Uji Aktivitas Antioksidan

Preparasi sampel untuk
uji antioksidan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



