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ABSTRAK

Handoko, S. 2016. PEMISAHAN SENYAWA STEROID FRAKSI
PETROLEUM ETER (PE) MIKROALGA Chlorella sp.
DENGAN METODE KROMATOGRAFI KOLOM
PEMBUATAN FASA DIAM CARA BASAH DAN KERING

Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing II: Ahmad Abthoki, M.Pd;
Konsultan: Rachmawati Ningsih, M.Si

Kata Kunci: Steroid, Chlorella sp, Kromatografi Kolom, KLT-Analitik

STt Tt TaRkaT St T St e Ut SERUTTOeT YAy tertapat - pata

mikroalga Chlorella sp. yang dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan, antibakteri,
dan toksisitas. Tujuan dari penelitian ini untuk memisahkan senyawa steroid
fraksi petroleum eter hasil hidrolisis ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp.
dengan metode kromatografi kolom basah dan kering, serta identifikasi senyawa
steroid dengan spektrofotometer FTIR.

Kultivasi mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan menggunakan medium
ekstrak tauge (MET). Biomassa yang dihasilkan diekstraksi secara maserasi
menggunakan pelarut metanol. Ekstrak metanol kemudian dihidrolisis dengan HCI
2 N dan dipartisi menggunakan pelarut petroleum eter. Hasil hidrolisis ekstrak
metanol dilakukan proses pemisahan senyawa yang terdapat pada Chlorella sp.
dengan menggunakan metode kromatografi kolom variasi pembuatan fasa diam
cara basah dan kering, dimana fasa diam berupa silika gel dan fase gerak berupa
eluen n-heksana:etil asetat (4:1). Senyawa hasil isolat kromatografi kolom
dimonitoring dengan metode KLT analitik untuk mengetahui jenis senyawa tiap
vialnya. Senyawa yang murni mengandung spot steroid diidentifikasi gugus
fungsinya dengan spektrofotometer FTIR.

Hasil penelitian diperoleh randemen ekstrak metanol mikroalga Chlorella
sp. sebesar 21,8926 %, sedangkan randemen ekstrak hasil hidrolisis dan partisi
sebesar 50,6299 %. Hasil kromatografi kolom pembuatan fasa diam cara basah
diperoleh 214 vial, dengan 1 fraksi murni senyawa steroid dan 4 fraksi murni
senyawa triterpenoid. Sedangkan hasil kromatografi kolom pembuatan fasa diam
cara kering diperoleh 160 vial, dengan 1 fraksi murni senyawa steroid dan 1 fraksi
murni senyawa triterpenoid. Identifikasi senyawa steroid dengan spektrofotometer
FTIR yang dihasilkan menunjukkan bahwa isolat diduga merupakan jenis
senyawa steroid fitosterol yang memiliki gugus fungsi C=C, C=0, C-OH tersier, -
OH dan gem dimetil.



ABSTRACT
Handoko, S. 2016. SEPARATION STEROID COMPOUND OF PETROLEUM
FRACTION MICROALGAE Chlorella sp. USING COLUMN
CHROMATOGRAPHY METHOD WITH PHASE DIAM TO WET
AND DRY
Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Supervisor Il: Ahmad Abthoki, M.Pd;
Consultan: Rachmawati Ningsih, M.Si
Key Word: Steroid, Chlorella sp, Column Chromatography, TLC-Analytic
» — I oot A
Chlorella sp. which can be used as an antioxidant, antibacterial, and toxicity. The
purpose of this study to separate the steroid compound fractions of petroleum
ether hydrolysis methanol extract of microalgae Chlorella sp. by column
chromatography wet and dry, as well as the identification of steroid compounds
with FTIR spectrophotometer.

Cultivation of microalgae Chlorella sp. done using bean sprouts extract
medium. The biomass is then extracted by maceration using methanol. The
methanol extracts subsequently hydrolysed and partitioned using petroleum ether.
Results hydrolysis methanol extract of the separation process is carried compound
contained in Chlorella sp. using column chromatography stationary phases of
making wet method and dry method of making stationary phase, followed by the
compound of the results of monitoring by TLC analytical column fractions to
determine the compound contained in steroids. Pure compounds containing
steroid spot identified functional groups by FTIR spectrophotometer.

The results were obtained randemen methanol extract of microalgae
Chlorella sp. amounted to 21.8926%, while randemen extract hydrolysis and
partition of 50.6299%. The results of column chromatography stationary phases of
making wet method obtained 214 vials, with a 1 purified fraction of steroid
compounds and 4 fractions of pure compounds triterpenoids. While the results of
column chromatography stationary phases of making obtained 160 vials of dry
way, with the first purified fraction of steroid compounds and one compound
purified fraction triterpenoids. Identification of steroid compounds produced by
FTIR spectrophotometer showed that isolates suspected to be the type of steroid
compounds phytosterols which have functional groups C = C, C = O, C-OH
tertiary, -OH and dimethyl gem.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan pada umumnya mengandung senyawa aktif dalam bentuk
metabolit sekunder, salah satunya yaitu steroid. Steroid terdiri dari beberapa
kelompok senyawa. f-sitosterol merupakan salah satu senyawa yang termasuk
golongan steroid. Steroid juga banyak dimanfaatkan dalam dunia kedokteran
sebagai antioksidan, antikanker, toksisitas, dan antibakteri. Sapar, dkk. (2004)
melakukan uji bioaktivitas p-sitosterol terhadap Artemia salina. Nilai LCsy
sebesar 76 ppm menunjukkan bahwa f-sitosterol mempunyai potensi toksisitas.

Steroid tidak hanya dihasilkan dari tumbuhan tingkat tinggi, tumbuhan
tingkat rendah seperti mikroalga jenis Chlorella sp. juga mampu menghasilkan
metabolit sekunder berupa senyawa steroid. Firman Allah dalam Surat asy
Syu’ara ayat 7:

(Y IOT T e GEFRD Br14060 F2+10¢000
T08 o 0&0N8° o Otrd®o@ndll JoaXKah
% S HHOR B Ber R N w A

“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”’

Berdasarkan ayat tersebut, Allah telah menciptakan bumi ini yang di
dalamnya terdapat tumbuh-tumbuhan yang memiliki banyak manfaat, tidak hanya
tumbuhan tingkat tinggi yang mempunyai manfaat, tumbuhan tingkat rendah

seperti mikroalga Chlorella sp. juga mempunyai banyak manfaatnya. Oleh karena



itu, manusia dianjurkan untuk memikirkan, mempelajari, dan mengkaji semua
yang diciptakanNya.

Chlorella sp. merupakan tumbuhan ganggang hijau bersel tunggal, hidup
menyendiri atau kelompok, tidak mempunyai batang, akar, dan daun sebenarnya.
Beberapa keunggulan mikroalga Chlorella sp. diantaranya berkembang biak
dengan cepat dan mudah dalam membudidayakannya (Sidabutar, 1999).
Keberlangsungan hidup Chlorella sp. tidak tergantung pada musim, tidak
memerlukan tempat yang luas dan tidak memerlukan waktu yang lama untuk
memanennya (Borowitzka dan Lesley, 1988). Karena tidak memerlukan tempat
yang luas untuk membudidayakanya, maka teknik pembudidayaan Chlorella sp.
ini akan dilakukan dalam skala laboratorium menggunakan teknik kultur dengan
kondisi tertentu yang telah disesuaikan dengan kondisi sebenarnya.

Pembudidayaan Chlorella sp. dapat dilakukan dengan cara kultivasi dalam
Medium Ekstrak Tauge (MET). MET merupakan salah satu media alami untuk
pertumbuhan mikroalga. MET mengandung nutrient organik seperti karbohidrat,
protein, vitamin dan lemak yang dibutuhkan sebagai sumber energi bagi
pertumbuhan mikroalga. MET juga memberikan pertumbuhan yang pesat
terhadap mikroalga dibandingkan pada MAL (Medium Air Laut) dan MG
(Medium Guillard). Kelimpahan sel mikroalga pada MAL dan MG menghasilkan
0 - 10 sel, sedangkan MET dengan konsentrasi 4 % frekuensi kelimpahan sel yang
diperoleh yaitu antara 21 — tak terhingga sel. (Wulandari, dkk., 2010). Oleh
karena itu, pada penelitian ini digunakan MET sebagai media kultur agar
didapatkan biomassa yang cukup banyak, yang nantinya dapat dimanfaatkan

metabolit sekundernya yang berupa steroid.



Muthukumar, dkk. (2012) melakukan peelitian tentang Mikroalga jenis
Chlorella marina sebagai biodiesel berkualitas tinggi, dengan hasil yang diperoleh
60,26% biodiesel yang dihasilkan dari 0,752 g L™ yang mengandung kandungan
minyak sebesar 30%. Bioaktivitas senyawa steroid dalam mikroalga Chlorella sp.
dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan dan antibakteri, seperti penelitian yang
dilakukan Bariyyah (2013) yang menggunakan perbandingan pelarut metanol dan
pelarut etil asetat dalam proses maserasi. Ekstrak metanol Chlorella sp. yang
mengandung senyawa steroid mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih besar
dibandingkan dengan ekstrak etil asetat yang ditunjukkan dengan nilai ECs
berturut-turut yaitu 18,610 ppm dan 27,320 ppm. Aktivitas antioksidan yang
mempunyai nilai ECsg kurang dari 50 ppm tergolong kuat. Kandungan senyawa
metabolit sekunder seperti steroid telah terbukti bekerja sebagai derivat
antikanker, antibakteri dan antioksidan (Hayati, dkk., 2010).

Isolasi senyawa steroid dapat dimulai dengan proses ekstraksi sampel
menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol (Kristanti, 2008). Metode
maserasi dipilih karena metode ini aman untuk digunakan dan dapat
mengantisipasi senyawa yang rentan panas. Proses ini sangat menguntungkan
dalam proses isolasi bahan alam karena proses perendaman mampu memecah
dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel,
sehingga senyawa metabolit sekunder akan larut dalam pelarut organik. Desianti,
dkk., (2013) telah melakukan ekstraksi maserasi mikroalga Chlorella sp. dengan
menggunakan variasi pelarut antara etil asetat (semi polar) dengan metanol
(polar), dan didapat randemen metanol (polar) sebesar 7,001 % lebih besar

dibandingkan dengan randemen etil asetat (semi polar) sebesar 3,673 %. Menurut



Lenny (2006) pelarut yang paling sering digunakan dalam proses isolasi senyawa
organik bahan alam adalah pelarut golongan alkohol, karena dapat melarutkan
senyawa metabolit sekunder. Pelarut metanol dipilih karena memiliki titik didih
yang rendah sehingga mudah diuapkan pada suhu yang lebih rendah.

Pemisahan yang lebih spesifik dilakukan pada penelitian ini yaitu dengan
cara hidrolisis dan partisi untuk memutuskan ikatan antara glikosida dan steroid,
serta memisahkannya dari senyawa-senyawa yang mempunyai sifat kepolaran
yang berbeda. Partisi dapat dilakukan menggunakan pelarut nonpolar, sehingga
diharapkan senyawa steroid akan lebih terdistribusi pada fase non-polar dan
terpisah dengan senyawa polar (Handoko, 2006). Anggraeni (2014) telah
melakukan penelitian hidrolisis dan partisi ekstrak metanol pekat mikroalga
Chlorella sp. secara bertingkat dengan menggunakan pelarut etil asetat, petroleum
eter, kloroform, dan n-heksana. Randemen terbesar terdapat pada pelarut n-
heksana sebesar 8,1854 % (b/b). dari hasil tersebut maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut dengan menggunakan partisi dengan fraksi petroleum eter.
Fraksi non-polar yang diperoleh dari hasil partisi biasanya masih berupa senyawa
campuran, sehingga perlu dilakukan isolasi lebih lanjut.

Isolasi senyawa steroid lebih lanjut dapat dilakukan dengan metode
kromatografi kolom. Pemisahan senyawa aktif steroid-alkaloid pada ekstrak n-
heksana daun beringin menurut penelitian Sukandana (2011) menggunakan
kromatografi kolom dengan adsorben silika gel 60. Fraksi yang diperoleh
sebanyak 14 fraksi dan terdapat 11 fraksi yang menunjukkan positif steroid.
Bogoriani (2008) juga melakukan isolasi senyawa steroid dari daun andong

menggunakan kromatografi kolom dan diperoleh beberapa fraksi. Fraksi yang



menunjukkan positif steroid dimurnikan menggunakan KCKT sehingga
dihasilkan isolat mayor 7,5 mg.

Pemilihan eluen merupakan salah satu faktor yang sangat penting untuk
isolasi senyawa menggunakan kromatografi kolom. Penentuan eluen terbaik
dilakukan dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA). Eluen yang akan
digunakan pada penelitian ini merujuk pada penelitian Hidayah (2015) yang
menggunakan eluen terbaik campuran n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan 4:1 pada ekstrak metanol Chlorella sp. Eluen terbaik dapat
ditentukan berdasarkan banyaknya spot yang terbentuk. Berdasarkan eluen
tersebut didapatkan 13 spot yang terbentuk 8 dinyatakan positif steroid.

Peneltian yang akan dilakukan ini menggunakan isolasi senyawa steroid
fraksi petroleum eter menggunakan metode kromatografi kolom dengan pengisian
adsorben cara kering dan basah. Tujuan dari pengisian kolom cara kering dan
basah ini untuk mengetahui perbedaan hasil isolasi antara keduanya. Fraksi hasil
kromatografi kolom selanjutnya dimonitoring dengan KLTA dan isolat yang

menunjukkan positif steroid dianalisis menggunakan FT-IR.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana hasil pemisahan senyawa steroid fraksi petroleum eter mikroalga
Chlorella sp. dengan metode kromatografi kolom fasa diam kering dan fasa
diam basah?

2. Bagaimana hasil identifikasi gugus fungsi senyawa steroid dengan

spektrofotometer inframerah (FTIR)?



1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk memisahkan senyawa steroid senyawa steroid fraksi petroleum eter
hasil partisi ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. dengan metode
kromatografi kolom pembuatan fasa diam cara kering dan cara basah

Untuk  mengidentifikasi gugus fungsi senyawa steroid dengan

spektrofotometer inframerah (FTIR)

1.4 Batasan Masalah

1.

Isolat mikroalga Chlorella sp. yang digunakan berasal dari budidaya di
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

Hasil hidrolisis mikroalga Chlorella sp. dipartisi dengan fraksi petroleum eter
Pengisian kolom yang digunakan yaitu pengisian kolom cara kering dan cara
basah

Isolat ditampung per 2 mL dalam satu vial

Vial yang mempunyai kesamaan spot, rf dijadikan satu fraksi

Identifikasi gugus fungsi senyawa steroid menggunakan FTIR

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk industri farmasi,

masyarakat pada umumnya dan negara pada khususnya, bahwa mikroalga



Chlorella sp. ternyata meiliki senyawa aktif steroid yang dapat dimanfaatkan

sebagai anti oksidan maupun anti bakteri
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2.1 Tumbuhan dalam Alqur’an

Allah berfirman dalam Q.S. Ali-‘Imron ayat 190:
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“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal,”

Ayat di atas menjelaskan bahwasanya, Allah SWT telah memberi
pernyataan bahwa seluruh ciptaan-Nya yang ada di langit maupun di bumi
terdapat suatu tanda-tanda kebersaran-Nya. Namun Allah SWT membatasi tanda-
tanda kebesaran-Nya yang hanya bisa diketahui bagi orang-orang yang berakal.
Kemudian pada Q.S. Ali-‘Imron ayat selanjutnya (191), Allah SWT menafsirkan

sendiri siapa yang dimaksud dengan orang-orang yang berakal tersebut.
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“(vaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadaan 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.”
Allah SWT memberi penjelasan bahwasanya yang dimaksud dengan
orang-orang yang berakal adalah orang-orang yang selalu mengingat Allah dalam

keadaan berdiri, duduk dan berbaring. Tidak hanya berhenti sampai di sana,

Allah melanjutkan definisi di atas bahwa orang-orang berakal juga selalu



memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi. Prof. Dr. Imam Suprayogo
menjelaskan bahwasanya keadaan manusia atau posisi manusia terbatas hanya
pada tiga posisi yang telah disebutkan Allah pada surah Ali-‘Imron:191, yaitu
posisi berdiri, duduk dan berbaring. Tidak ada posisi selain itu. Artinya “orang-
orang berakal” merupakan orang yang selalu mengingat Allah di setiap tingkah
lakunya yang juga berarti bahwa ia mengingat Allah di setiap waktu. Prof. Dr.
Imam Suprayogo memberi kesimpulan bahwa ada dua aspek yang harus dipenuhi
dalam rangka menjadi sosok “orang-orang yang berakal”, pertama: selalu
berdzikir kepada Allah, kedua: selalu berfikir tentang ciptaan-Nya yang ada di
langit dan bumi.

Manusia merupakan salah satu makhluk yang diciptakan Allah SWT di
bumi. Allah juga menyebutkan secara langsung dalam Q.S. at-Tin: 8 bahwa
manusia diciptakan dengan sebaik-baiknya penciptaan. Manusia diberi
keistimewaan berupa akal dan nafsu yang membedakannya dengan makhluk
ciptaan-Nya yang lain. Sebagai manusia sudah seharusnya bisa memafaatkan dan
mengoptimalkan kelebihan berupa “akal” tersebut. Selain manusia, Allah juga
menciptakan makhluk hidup lain berupa tumbuhan dan binatang yang hidup
berdampingan dengan manusia di bumi. Tumbuhan dan binatang yang ada di
bumi diciptakan tidak lain melainkan untuk memberikan manfaat bagi makhluk

hidup yang lain. Firman Allah SWT dalam surat Lugman ayat 10:
e ol G 2301 3 AT Lé{?u—* i &2l |dJ—"
I oye s b 26 LLTo0 615405 gTayw@

r’”J-{ @35



“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang. Dan kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik”(QS. Lugman: 10).

Al Jazairi (2008) dalam tafsir al Aisar menjelaskan bahawa e-uS gfsj K e
pada surat Lugman ayat 10 menunjukkan setiap jenis dari tumbuh-tumbuhan yang
indah, bermanfaat dan tidak membahayakan. Kata ;3} memiliki arti jenis
(tumbuhan) dan ?" )5 berarti mulia dan banyak manfaatnya (Al Maraghi, 1992).
e—i )5 C}) memiliki arti jenis tumbuhan yang bermanfaat dan indah (Ar Rifa’i,
2008) yang beraneka ragam dengan warna yang indah dan manfaat yang banyak
(DEPAG, 2010).

Kata e—i )5 yang terdapat dalam surat Lugman ayat 10 ditujukan pada
tumbuhan dan pohon yang lebih bermanfaat yang diciptakan Allah untuk manusia
(Ali, 2009). Menurut Shihab (2002) dalam tafsir al Mishbah menunjukkan bahwa
kata e—i JS digunakan untuk menyifati segala sesuatu yang baik sesuai obyeknya.
Rizqi yang kariim adalah yang banyak, halal dan bermanfaat. Pasangan tumbuhan
yang kariim adalah yang tumbuh subur dan menghasilkan apa yang diharapkan
penanamannya.

Berdasarkan ayat Alqur’an tersebut, Allah SWT menciptakan segala sesuatu
yang ada di dunia ini tidaklah sia-sia. Salah satu ciptaah yang memiliki banyak
manfaat adalah tumbuh-tumbuhan. Dimana pada tumbuh-tumbuhan tersebut Allah

ciptakan dengan bermacam-macam bentuk, ukuran, manfaat, warna, bau, rasanya



dan lainnya. Salah satu tumbuhan yang berukuran kecil memiliki manfaat yang

banyak yang Allah ciptakan adalah mikroalga.

2.2 Mikroalga Chlorella sp.

Chlorella sp. merupakan tumbuhan ganggang hijau bersel tunggal, hidup
menyendiri atau berkelompok, tidak mempunyai batang, akar, dan daun. Chlorella
tumbuh pada air tawar, air payau dan air asin, tetapi sebagian besar hidup di air
tawar. Chlorella juga dapat tumbuh pada tanah yang basah, batuan yang basah,
dan pada dahan-dahan tumbuhan dan beberapa spesies hidup bersimbiosis dengan
protozoa, hydra, sponge, atau mikroorganisme lainnya. Untuk tumbuh
kembangnya yang baik, Chlorella memerlukan air jernih, sinar matahari, dan
udara yang bersih (Sidabutar, 1999). Nama Chorella berasal dari zat berwarna
hijau (Chlorophyll) yang juga berfungsi sebagai katalisator dalam proses
fotosintesis (Zahara, 2003).

Klasifikasi Chlorella sp. menurut Bold dan Wynne (1985) adalah sebagai

berikut :
Divisi : Chlorophyta
Kelas : Chlorophyceae
Ordo : Chlorococcales
Fsmilia : Oocystaceae
Genus : Chlorella
Spesies : Chlorella sp.

Ciri-ciri mikroalga Chlorella sp. berdasarkan hasil uji taksonomi pada
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Amaliyah (2013) menunjukkan bahwa
sel Chlorella sp. berbentuk bulat seperti cawan atau lonceng dengan posisi

menghadap ke atas. Chlorella sp. hidup secara soliter dan berukuran 2-8 pm.



Warna hijau pada Chlorella sp. disebabkan karena selnya dominan mengandung

klorofil a dan b, di samping karotin dan xantrofil.

2.2 Kultur Chlorella sp.
2.2.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge (MET)

Pembudidayaan Chlorella sp. dapat dilakukan dengan cara kultivasi dalam
Medium Ekstrak Tauge (MET). MET ini merupakan salah satu media alami untuk
pertumbuhan mikroalga, karena mengandung nutrient organic seperti karbohidrat,
protein, vitamin, dan lemak yang dibutuhkkan sebagai sumber energy bagi
pertumbuhan mikroalga (Wulandari, dkk. 2010). MET merupakan medium yang
terbuat dari ekstrak tauge yang merupakan sayuran yang umum dikonsumsi,
mudah diperoleh, ekonomis dan tidak menghasilkan senyawa yang berefek toksik
(Richmond, 1986 dalam Prihantini, dkk., 2007).

Menurut Wulandari, dkk, (2010) penggunaan Medium Ekstrak Tauge
(MET) 4 % menghasilkan pertumbuhan mikroalga yang sangat pesat
dibandingkan dengan Medium Air Laut (MAL) dan Medium Guillard (MG) yang
ditunjukkan pada hari ke-6. MAL dan MG menghasilkan kelimpahan sel antara O
— 10 sel, sedangkan MET 4 % menghasilkan kelimpahan sel antara 21 — tak
terhingga sel. Prihantini, dkk., (2007) melakukan penelitian mengenai pengaruh
konsentrasi MET terhadap pertumbuhan Scenedesmus isolat subang dengan
variasi konsentrasi MET 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 % dan 6 %. Konsentrasi 4 % (v/v)
merupakan konsentrasi MET optimum yang menghasilkan kerapatan sel tertinggi
yaitu 3.981.071 sel/mL terhadap mikroalga marga Scenedesmus selama 10 hari

pengamatan.



Pertumbuhan mikroalga pada kultur dapat diamati dengan melihat
pertambahan besar ukuran sel mikroalga atau dengan mengamati pertambahan
jumlah sel dalam satuan tertentu. Cara kedua lebih sering digunakan untuk
mengetahui pertumbuhan mikroalga dalam media kultur, yaitu dengan
menghitung kelimpahan atau kepadatan sel mikroalga dari waktu ke waktu.
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Khamidah, dkk., (2013), selama
kultivasi mikrolaga Chlorella sp. mengalami empat fase pertumbuhan yaitu fase
log atau eksponensial, fase penurunan laju pertumbuhan, fase stasioner dan fase
kematian. Berikut kurva pertumbuhan dari mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4

% yang ditunjukkan pada Gambar 2.1:

Kurva Pertumbuhan Mikroalga
Chlorella sp.
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Gambar 2.1 Kurva pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. (Khamidah, dkk., 2013)

Hasil yang didapat pada kurva pertumbuhan Chlorella sp. dalam MET 4 %
berdasarkan penelitian Khamidah, dkk., (2013) menunjukkan bahwa fase log atau
fase eksponensial dimulai pada hari ke-0 sampai hari ke-8 yang mengalami
peningkatan yang cukup signifikan. Peningkatan jumlah sel Chlorella sp. tampak
pada slope (kemiringan) kurva pada Gambar 2.1. Pada fase eksponensial

Chlorella sp. mengalami pembelahan aktif karena tersedianya nutrien dan



pencahayaan yang cukup baik sehingga proses pertumbuhannya maksimal.
Jumlah sel yang terbesar berada pada hari ke-8 sebesar 4.656.000 sel/mL.

Fase penurunan laju pertumbuhan merupakan fase dimana kelimpahan sel
Chlorella sp. tidak mengalami peningkatan yang cukup signifikan. Fase ini terjadi
pada hari ke-8. Pada hari ke-7 hingga hari ke-8 terjadi peningkatan jumlah sel
sebesar 1.040.000 sel/mL, sedangkan pada hari ke-8 hingga hari ke 9 peningkatan
jumlah sel yang terjadi hanya sebesar 128.000 sel/mL.

Fase stasioner yang terjadi pada hari ke-8 sampai hari ke-11 ditandai
dengan kelimpahan sel Chlorella sp. yang cenderung tidak bertambah (konstan).
Kelimpahan sel dari hari ke-8 sampai hari ke-11 dapat dilihat pada Lampiran 4.3.
Pada fase ini, Chlorella sp. sudah tidak lagi mengalami pembelahan sel karena
berkurangnya nutrien yang tersedia. Kurangnya ketersediaan nutrien ini juga
menyebabkan kelimpahan sel cenderung berkurang sehingga pada hari ke-10
hingga hari ke-11 mulai terjadi penurunan sel sebesar 176.000 sel/mL, sehingga
pada hari ke-11 disebut sebagai fase akhir stasoiner.

Fase kematian yang terjadi mulai hari ke-11 dan seterusnya yang ditandai
dengan menurunnya kelimpahan sel Chlorella sp. Fase ini ditandai dengan laju
kematian yang lebih besar daripada laju reproduksi, sehingga jumlah sel
mengalamai penurunan secara geometrik. Peurunan kepadatan sel fitoplankton
ditandai dengan perubahan kondisi optimum yang dipengaruhi oleh temperatur,
cahaya, pH medium, ketersediaan hara, dan beberapa faktor lain yang saling

terkait satu sama lain (Isnasetyo dan Kurniastuty, 1995).



2.3 Manfaat dan Kandungan Mikroalga Chlorella sp.

Chlorella sp. yang telah dibudidayakan dapat dimanfaatkan diberbagai
keperluan diantaranya digunakan sebagai energi alternatif, pangan sehat dan
suplemen. Chlorella sp. juga mengandug berbagai nutrient seperti protein,
karbohidrat, asam lemak tak jenuh, vitamin, klorofil, enzim, dan serat yang tinggi
(Borowitzka dan Lesley, 1998). Menurut penelitian yang dilakukan Sriwandani
(2000) ekstrak kloroform mikroalga Chlorella sp. mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E. Coli sebesar 46,2%. Khamidah (2014) dalam penelitianya
juga menyebutkan bahwa pemberian ekstrak metanol dengan konsentrasi 20 %
akan menghasilkan zona hambat terbesar terhadap bakteri E. Coli sebesar 16,5
mm, dan konsentrasi 25 % akan menghasilkan zona hambat terbesar terhadap
bakteri S. aureus sebesar 13,1 mm.

Uji fitokimia mikroalga Chlorella sp. menurut penelitian Bariyyah (2013)
pada ekstrak kasar mikroalga Chlorella sp. dengan menggunakan reagen
Liebermann-Burchard menunjukan hasil positif terhadap senyawa steroid dengan
ditandai adanya warna hijau biru. Uji fitokimia juga dilakukan pada senyawa
tanin, ekstrak mikroalga Chlorella sp. mengandung senyawa tanin dengan
ditandai endapan putih setelah ditambahkan gelatin. Anggraeni (2014) juga
melakukan uji fitokimia ekstrak kasar mikroalga Chlorella sp. yang menunjukan
hasil positif terhadap senyawa steroid dan asam askorbat, dengan hasil berupa
warna hijau biru.

2.3.1 Steroid
Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa

jenuh yang dinamakan siklopentanoperhidrofenantrena, yang memiliki inti



dengan 3 cincin sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang tergabung
pada ujung cincin sikloheksana tersebut (Poedjiadi, 1994). Steroid tersusun
dari isopren-isopren dari rantai panjang hidrokarbon yang menyebabkan sifatnya
non-polar. Beberapa senyawaan steroid mengandung gugus —OH yang sering
disebut dengan sterol, sehingga sifatnya yang cenderung lebih polar. Beberapa
turunan steroid yang penting ialah steroid alkohol atau sterol. Steroid lain antara
lain asam-asam empedu, hormon seks (androgen dan estrogen) dan hormon

kortikosteroid (Robinson, 1995).

Gambar 2.2 Struktur senyawa fitosterol (Saleh, 2007)

Saleh (2007), melakukan isolasi senyawa steroid dari tumbuhan cendana
dengan menggunakan kromatografi kolom. Identifikasi hasil isolat fraksi
kromatografi kolom dilakukan dengan spektrofotometer inframerah yang didapat
pada gambar 2.5 yang menunjukkan steroid yang didapat merupakan jenis
fitosterol. Robinson (1995) juga menyatakan bahwasanya jenis steroid yang ada di
tumbuh-tumbuhan adalah fitosterol, sedangkan steroid yang terdapat pada

jaringan hewan merupakan kolesterol.



2.4 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp.
2.4.1 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
memisahkan komponen yang ada didalam suatu sampel. Pada penelitian ini proses
ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Maserasi adalah proses perendaman
sampel menggunakan pelarut organik pada suhu ruang. Pada proses perendaman,
dinding serta membran sel analit tumbuhan akan terpecah akibat perbedaan
tekanan antara didalam dan diluar sel. Hal tersebut mengakibatkan metabolit
sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik. Lama
perendaman yang diatur akan menghasilkan ekstraksi yang sempurna. Pemilihan
pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan
memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut (Indrayani, 2006).

Proses maserasi Chlorella sp. pada penelitian ini menggunakan pelarut
metanol. Penggunaan metanol dikarenakan sifat kepolaran dari metanol polar dan
universal. Selain itu, banyak ditemukan dalam jaringan tanaman yang terdapat
sebagai glikosida. Pemilihan metanol sebagai pelarut utama dalam maserasi yang
akan dilakukan juga tidak lepas dari hasil penelitian sebelumnya. Menurut
Amaliyah (2013), melakukan penelitian untuk menguji toksisitas mikroalga
Chlorella sp. dengan mengekstrak biomassa Chlorella sp. dengan menggunakan
variasi pelarut yaitu metanol, etil asetat dan n-heksana. Randemen tertinggi
dihasilkan oleh ekstrak metanol yaitu sebesar 7,001 %. Desianti, dkk., (2014)
dalam penelitiannya juga menyatakan ekstrak metanol yang terkandung dalam
mikroalga Chlorella sp. yang memiliki toksisitas paling tinggi adalah golongan

senyawa steroid.



Senyawa steroid yang terdapat pada Chlorella sp. tidak dalam keadaan
bebas, akan tetapi berikatan dengan gugus glikosida. Glikosida merupakan
senyawa yang terdiri dari gabungan gula (glikon) yang mempunyai sifat polar dan
bagian bukan gula (aglikon) yang mempunai sifat polar, semipolar dan nonpolar
(Gunawan, 2004). Untuk memutuskan gugus glikosida yang terdapat pada steroid
perlu dilakukan pemisahan secara berlanjut yaitu dengan hidrolisis dan partisi.
2.4.2 Hidrolisis dan Partisi

Hidrolisis merupakan reaksi antara senyawa dan air dengan membentuk
reaksi kesetimbangan. Selain berekasi, peran air adalah sebagai medium reaksi
sedangkan senyawanya dapat berupa senyawa anorganik maupun senyawa
organic (Mulyono, 2006). Reaksi hidrolisis dilakukan untuk memutuskan ikatan
glikosida pada senyawa organic yang berada pada bentuk glikosidanya. Glikosida
merupakan senyawa yang terdiri dari gabungan gula (glikon) yang mempunyai
sifat polar dan bagian bukan gula (aglikon) yang mempunai sifat polar, semipolar
dan nonpolar (Gunawan, 2004). Adapun dugaan reaksi yang terjadi saat hidrolisis

sebagai berikut:
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Gambar 2.3 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida (Lailah, 2014)
Hidrolisis merupakan proses dekomposisi kimia yang terjadi dengan
adanya pemutusan ikatan glikosida yang menjadi penghubung antar monomer
melalui reaksi menggunakan air (H,O) sehingga membentuk bagian-bagian yang
lebih sederhana (Adhiatama, dkk., 2012). Namun, reaksi hidolisis memerlukan

bantuan katalisator karena hidrolisis menggunakan air berlangsung sangat lambat



(Nihlati, dkk., 2008). Oleh karena itu pada penelitian ini akan menggunakan HCI
sebagai agen penghidrolisis. Pemilihan asam kuat seperti HCI sebagai Kkatalis
disebabkan karena asam kuat akan lebih mudah melepas proton (H*) secara
sempurna di dalam air, sedangkan asam lemah relatif lebih sukar sehingga asam
lemah memiliki kecenderungan terionisasi sebagian dalam pelepasan ion H.
Semakin banyak proton yang terionisasi dalam air, maka semakin kuat peranan
proton dalam pemutusan ikatan glikosida (Handoko, 2006).

Penggunaan asam kuat seperti HCL pada proses hidrolisis menurut
Wahyudi, dkk., (2013) lebih baik dibanding menggunakan H,SO, karena sifatnya
yang lebih reaktif. Selain itu, katalisator asam klorida (HCI) akan membentuk
garam yang tidak berbahaya yakni NaCl (Nihlati, dkk., 2008). Afif (2013)
menggunakan metode hidrolisis dengan pelarut HCI 2 N sebagai katalis dan
ekstraksi cair-cair untuk mengekstrak metabolit sekunder dari ekstrak metanol
alga merah E. contoni dengan menggunakan variasi pelarut yaitu 1-butanol, etil
asetat, kloroform, n-heksana dan petroleum eter. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak setelah dihidrolisis dan dipartisi memiliki nilai LCsq lebih rendah
(70,32 ppm) dibandingkan ekstrak sebelum dihidrolisis (194,40 ppm). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak hasil hidrolisis dan partisi lebih bersifat toksik.

Hasil hidrolisis akan dilakukan partisi menggunakan pelarut petroleum
eter. Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan Anggraeni (2014) nilai
randemen yang terbaik dari hasil partisi variasi pelarut etil asetat, kloroform, n-
heksana dan petroleum eter menunjukan nilai randemen terbaik yaitu pada pelarut

n-heksana sebesar 45,61 % (b/b) dan petroleum eter sebesar 8,1854 % (b/b). akan



tetapi pada uji antioksidan aktivitas dan ECsg tertinggi ditunjukan pada ekstrak

petroleum eter sebesar 64,8839 % pada 30 ppm.

2.5 Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan sauatu metode pemisahan preparatif.
Metode ini digunakan untuk memisahkan suatu sampel yang berupa campuran
dengan berat beberapa gram. Prinsip dasar dari kromatografi kolom adalah suatu
pemisahan yang didasarkan pada prinsip adsorpsi. Pemisahan dapat dilakukan
dengan meletakkan sampel sampel pada ujung atas kolom dan pelarut yang
digunakan dialirkan secara terus menerus. Eleuen/pelarut akan melewati kolom
dengan adanya gravitasi bumi atau karena bantuan tekanan (Kristanti, dkk., 2008).

Pemilihan fasa gerak juga merupakan langkah yang penting untuk
keberhasilan isolasi senyawa. Sifat-sifat pelarut juga sangat berpengaruh terhadap
penentuan mobilitas komponen-komponen campuran. Kemampuan pelarut
untuk menggerakkan suatu senyawa berhubungan dengan kekuatan elusi pelarut.
Urutan kekuatan elusi beberapa pelarut air > metanol > etanol > aseton > etil
asetat > kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena > toluena > karbon
tetraklorida > heksana > petroleum eter (atun, 2014).

Fase gerak yang digunakan harus sudah ditentukan sebelumnya agar
diperoleh pola pemisahan yang diinginkan. Hal ini disebabkan karena
kromatografi kolom memerlukan waktu lama dan bahan yang cukup banyak. Ada
tiga pendekatan yang digunakan untuk memecahkan masalah ini yaitu dengan

penelusuran pustaka, penerapan data KLT pada pemisahan dengan kolom dan



dengan pemakaian elusi landaian umum mulai dari pelarut non-polar sampai
pelarut polar (Sastrohamidjojo, 1985).

Menurut Imamah (2015) eluen terbaik hasil KLT analitik untuk ekstrak
metanol Chlorella sp. yaitu pelarut campuran antara n-heksana:etil asetat dengan
perbandingan 4:1 didapatkan 12 spot. Pengisian adsorben juga merupakan faktor
yang mempengaruhi keberhasilan isolasi. Pada penelitian yang akan dilakukan ini
dilakukan dua cara pengisian adsorben yaitu cara kering dan cara basah.

2.5.1 Pengisian Kolom Cara Basah

Kusmiyati (2011) mengisolasi zat aktif dari rimpang kunyit putih dengan
metode kromatografi kolom menggunakan pembuatan fase diam cara basah. Pada
pembuatan fase diam cara basah ini, silika gel yang telah diaktivasi kemudian
dicampur dengan eluen yang akan digunakan hingga homogen dan tidak terbentuk
gelembung udara. Campuran silika dan eluen ini dikenal dengan istilah bubur
silika. Bubur inilah yang kemudian dimasukkan kedalam kolom, dimampatkan
dengan cara diketok-ketok hingga diperoleh fase diam yang rapat. Selain fase
diam dalam kolom harus memiliki kerapatan yang maksimal. Fase diam juga
harus dijaga agar tidak kering dan selalu terendam eluen sehingga tidak terjadi
retakan. Jika fase diam retak maka harus dikeluarkan karena tidak dapat
digunakan untuk proses elusi.

Hasil fraksi dari kromatogragi kolom cara basah yang telah dilakukan
Kusmiyati (2011), dengan melakukan kromatografi kolom cara basah untuk
memisahkan senyawa aktif pada ekstrak metanol rimpang kunyit putih fraksi etil
asetat. Pemisahan senyawa aktif pada sampel dilakukan sebanyak tiga kali dengan

hasil pengoloman yang pertama didapatkan 137 fraksi. pengoloman kedua



didapatkan 69 fraksi, pengoloman yang Kketiga didapatkan 18 fraksi.
Pengelompokan fraksi-fraksi ini didasarkan pada kesamaan Rf. Kadar zat aktif
yang didapatkan 0,00149%.

2.5.2 Pengisian Kolom Cara Kering

Kolom diisi dengan pelarut paling nonpolar yang akan digunakan untuk
elusi sebanyak 2/3 bagian. Adsorben yang akan digunakan dimasukkan secara
perlahan setebal 2 cm sambil diketuk-ketuk dinding secara perlahan. Kran bagian
bawah kolom dibuka agar semua pelarut keluar dan adsorben masuk ke dalam
kolom. Setelah semua adsorben masuk dalam kolom, dibiarkan kolom beberapa
saat sampai cairan yang berada di atas adsorben menjadi jernih. Jumlah
eluen/pelarut harus selalu di atas batas adsorben (Kristanti, dkk., 2008).

Suryani (2011), telah melakukan identifikasi senyawa aktif triterpenoid
pada kulit batang tumbuhan kecapi (Sandoricum koetjape Merr) dengan
menggunakan kromatografi kolom gravitasi dengan cara pengisian kolom kering,
dimana kolom di isi dengan fasa diam silika gel 60 GF,s4 ukuran 40-63 um (230-
400 mesh) sebanyak 125 g, sampel sebanyak 15 g dan dielusi dengan pelarut n-
heksana:etil asetat:metanol secara bergradien. Hasil yang didapat dari pengoloman
diperoleh 485 fraksi/10 mL, pada fraksi ke-57 terdapat endapan berwana putih
kekuningan. Setelah dimonitoring dengan KLT analitik dan di identifikasi dengan
menggunakan pereaksi Liebermann-burchard, hasil identifikasi menunjukan
bercak warna merah hal ini menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasimerupakan
senyawa golongan triterpenoid.

Pengisian adsorben dalam kolom dapat mempengaruhi hasil pemisahan

dari kromatografi kolom. Pengisian harus dilakukan sampai homogen dan juga



terbebas dari dari gelembung udara. Selama proses elusi berjalan, dapat terjadi
cacat kolom jika saat pengisisan adsorben dalam kolom kurang maksimal.
Permukaan adsorben harus benar-benar horizontal agar meminimalisir
kemungkinan terjadinya cacat kolom. Hal yang harus diperhatikan saat pengisian
kolom adalah posisi dari kolom. Posisi kolom harus benar-benar vertikal
(Kristanti, dkk., 2008).

Bogoriani (2008) melakukan isolasi glikosida menggunakan kromatografi
kolom gravitasi dengan menggunakan fasa diam silika gel 60 (70-230 mesh) dan
fase gerak kloroform; metanol; air dengan perbandingan 3; 1; 0,1. Fraksi
ditampung setiap 3 ml dan didapatkan 50 fraksi. Selanjutnya fraksi tersebut diuji
kemurniannya menggunakan KLT sampai menghasilkan kelompok fraksi. Isolat
mayor yang didapatkan setelah KLT sebesar 7,5 gr dengan sampel awal sebesar
11,0 gr. Pemisahan dengan kromatografi kolom gravitasi diperoleh hasil yang
baik jika pada uji coba hasil KLT mempunyai Rf kurang dari 0,3 (Atun, 2014).

Hasil isolat kromatografi kolom diuji tingkat kemurniannya menggunakan
KLTA. Pengelusian dilakukan menggunakan berbagai tingkat kepolaran eluen
noda tunggal. Noda hasil KLTA dilihat di bawah lampu UV dan selanjutnya diuji
menggunakan pereaksi Liberman-Burchard (LB). Steroid akan memberikan

warna hijau/biru dengan pereaksi LB (Ismarti, 2011)

2.6 ldentifikasi Senyawa Aktif Menggunakan FTIR
Spektroskopi IR biasa digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi suatu
senyawa. Daerah spektra spektroskopi IR dibagi menjadi 3, yaitu IR dekat (antara

0,8-2,5 um atau 12.500-4.000 cm™), IR tengah (antara 2,5-25 um atau 4.000-400



cm™), dan IR jauh (antara 25-1.000 pm atau 400-10 cm™) (Rohman dan Gandjar,
2012).

Absorpsi radiasi IR bersesuaian dengan perubahan energi yang berkisar
antara 2-10 kkal/mol. Radiasi pada kisaran energi ini ekuivalen dengan frekuensi
vibrasi ulur dan tekuk ikatan dalam kebanyakan ikatan kovalen molekul (Rohman
dan Gandjar, 2012). Ketika suatu senyawa berinteraksi dengan radiasi IR, maka
akan terjadi vibrasi ikatan-ikatan kovalen pada senyawa tersebut. Hal ini yang
kemudian dijadikan dasar untuk mengidentifikasi gugus fungsi pada suatu
senyawa. Sebab setiap gugus fungsi mempunyai tipe ikatan yang berbeda
sehingga tiap gugus fungsi mempunyai serapan IR yang khas. Identifikasi
menggunakan FT-IR hanya akan memebrikan informasi mengenai gugus fungsi
yang terdapat pada struktur steroid. Steroid yang diidentifikasi dengan FT-IR akan
memberikan serapan yang khas untk gugus fungsi OH, C-O alcohol, C=C, dan
CHs. Hasil identifikasi steroid akan dinyatakan berhasil jika gugus fungsi yang
telah disebutkan menimbulkan serapan pada daerahnya masing-masing (Mulyani,
dkk., 2013).

Identifikasi menggunakan FT-IR hanya akan memberikan informasi
mengenai gugus fungsi yang terdapat pada struktur steroid. Steroid yang
diidentifikasi dengan FT-IR akan memberikan serapan yang khas untuk gugus
fungsi OH, C-O alkohol dan CHs;. Hasil identifikasi steroid akan dinyatakan
berhasil jika gugus fungsi yang telah disebutkan menimbulkan serapan pada

daerahnya masing-masing (Mulyani, dkk., 2013).
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Gambar 2.4 Hasil spektra FTIR dari isolat fraksi etil asetat mikroalga Chlorella

sp. (Imamah, 2015)

Hasil analisis pola serapan FTIR yang dihasilkan dari isolat fraksi etil asetat

mikroalga Chlorella sp. menunjukkan adanya pita serapan pada daerah 3450,61

cm™ yang melebar menunjukkan adanya gugus O-H pada isolat. Pita serapan

2926,28 cm™ dan 2857,60 cm™ diduga mengandung rentangan —CH alifatik. Hal

ini menunjukkan bahwa kemungkinan adanya gugus metil (CH3) dan metilen

(CHy) (Socrates, 1994). Dugaan ini diperkuat dengan adanya vibrasi C-H tekuk

pada pita serapan 1465,93 cm™ dan 1387,09 cm™. Adanya vibrasi C-H tekuk pada

spektra inframerah mengindikasikan adanya gugus gem dimetil yang lazim

ditemukan pada senyawa terpenoid dan steroid (Astuti, 2014). Pita serapan 752,22

cm™ dan 670,59 cm™ merupakan serapan dengan intensitas lemah dari rentangan

C-H pada gugus alkena.
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Gambar 2.5 Spektra inframerah fitosterol isolate tumbuhan cendana dengan
kromatografi kolom (Saleh, 2007)

Spectrum inframerah yang diperoleh berdasarkan gambar 2.5
memperlihatkan senyawa yang diperoleh menunjukan serapan yang melebar pada
bilangan gelombang v 3417,36 cm™ yang diduga adalah uluran (stretching) dari
gugus O-H (3200-3550 cm™ ). Dugaan ini diperkuat oleh adanya serapa pada
bilangan gelombang v 1328,67 cm™ yang menunjukan adanya serapan tekukan
(bending) dari gugus O-H (1330-1420 cm™) dan gelombang v 1051,74 cm™ yang
menunjukan adanya uluran C-OH siklik (990-1060 cm™). Adanya pita tajam
dengan inensitas kuat pada bilangan gelombang 2936,87 cm™ dan v 2838,34 cm™

merupakan uluran C-H pada CH; dan C-H pada CHs.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimis Organik, Bioteknologi
Jurusan Kimia dan Laboratorium Ekologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang pada bulan
Februari — Mei 2016.
3.2 Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas,

auto klaf, neraca analitik, cawan porselen, desikator, shaker, rotary evaporaator,
aluminium foil, sentrifuse, plat KLT, resin kolom.
3.1.2 Bahan

Isolat mikroalga chlorella sp. dari Laboratorium Fisiologi Tumbuhan
Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Bahan-
bahan lain yang digunakan adalah metanol p,a. petroleum eter, tauge (kacang
hijau), akuades, HCL 2 N, natrium karbonat, anhidrida asetat, asam sulfat pekat,
kloroform, n-heksana, etil asetat.
3.3 Rancangan Penelitian

Sebelum dilakukan pengujian secara eksperimental di laboratorium,
terlebih dahulu dilakukan kultivasi. Sampel isolat mikroalga Chlorella sp. diambil
10 mL, kemudian dikultivasi dalam 60 mL dalam medium Ekstrak Tauge (MET)

4 % (Prihantini, dkk., 2005). Pemanenan dilakukan pada fase stasioner yaitu pada



hari ke-7. Pemanenan dilakukan dengan cara disentrifuse dengan kecepatan 5000
rpm selama 15 menit untuk memisahkan biomassa dengan filtrat. Biomassa
Chlorella sp. dikeringkan pada suhu ruang (25-30°C) selama + 12 jam.
Selanjutnya dilakukan analisis kadar air terhadap biomassa Chlorella sp. sebelum
dan sesudah dikeringkan. Biomassa Chlorella sp. dari fase pertumbuhan yang
telah dikeringkan tersebut kemudian diekstraksi maserasi dengan pelarut metanol
dengan perbandingan 1:5 (b/v) selama + 24 jam. Proses ekstraksi maserasi
dilakukan dengan pengocokan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm
selama + 2 jam dalam suhu ruang. Selanjutnya dilakukan penyaringan
menggunakan corong buchner sehingga terpisah antara filtrat dan residu. Bagian
residu selanjutnya dimaserasi kembali dengan pelarut metanol hingga 5 kali
pengulangan. Kemudian filtrat yang diperoleh dari 5 kali proses maserasi tersebut
dikumpulkan menjadi satu dan selanjutnya dipekatkan dengan menggunakan
rotary evaporator vacum. Kemudian ditimbang hasil ekstrak kasar Chlorella sp.
tersebut.

Ekstrak kasar Chlorella sp. selanjutnya dihidrolisis dengan katalis asam
HCI 2 N dan dipartisi dengan pelarut petroleum eter. Kemudian senyawa steroid
pada sampel dipisahkan dengan kromatografi kolom, hasil yang didapat dari
kromatografi kolom ini selanjutnya dimonitoring dengan KLT-A untuk
membuktikan bahwa senyawa yang terpisah adalah senyawa steroid. Kemudian

diidentifikasi dengan spetrofotometer IR.



3.4 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan tahapan-tahapan sebagai berikut :

1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp.
A. Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET)
B. Kultivasi Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge (MET)

2. Pemanenan biomassa Chlorella sp.

3. Analisis kadar air sampel kering dan basah

4. Ekstraksi maserasi biomassa Chlorella sp. dengan pelarut metanol

5. Hidrolisis ekstrak pekat metanol Chlorella sp. menggunakan pelarut
petroleum eter

6. Pemisahan senyawa aktif (steroid) Chlorella sp. dengan metode
Kromatografi Kolom

7. Monitoring dengan KLT-A

8. ldentifikasi isolat steroid dengan Spektofotometer Infrared (IR)

9. Analisa Data

3.5 Cara Kerja
3.5.1 Kultivasi Mikroalga chlorella sp.
3.5.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET)

Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) dengan pembuatan larutan stok
MET vyaitu 100 gram direbus dalam 500 mL akuades yang mendidih sampai tauge
layu. Medium Ekstrak Tauge (MET) 4 % (v/v) sebanyak 1200 mL dibuat dengan
cara melarutkan 48 mL ekstrak tauge ke dalam 1152 mL akuades dalam botol

1500 mL, dengan perlakuan pH.



3.5.1.2 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge
(MET)

Sebanyak 200 mL isolat chlorella sp. diinokulasi ke dalam masing-masing
1200 MET dalam botol 1500 mL yang ditempatkan pada rak yang telah
dilengkapi dengan pencahayaan menggunakan lampu TL. 36 watt (intensitas
cahaya 1000 — 4000 lux) dan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap
selama 10 hari.

3.5.2 Pemanenan Biomassa chlorella sp. (Imamah, 2015)

Pemanenan biomassa chlorella sp. dilakukan pada fase akhir stasioner atau
pada hari ke-10. Pemanenan dilakukan dengan cara media kultur chlorella sp.
disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 5000 rpm. Biomassa chlorella sp.
dipisahkan dari cairannya kemudian dilakukan penimbangan. Hasil penimbangan
dicatat sebagai berat basah.

3.5.3 Penentuan Kadar Air Mikroalga Chlorella sp.

Cawan yang akan digunakan dipanaskan dahulu dalam oven dengan suhu
100 — 105 °C selama 15 menit, kemudian cawan disimpan dalam desikator selama
10 menit, lalu ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama hingga diperoleh
berat cawan yang konstan. Biomassa Chlorella sp. ditimbang 0,5 gram dalam
cawan dan dikeringkan didalam oven suhu 100 — 105 °C selama 30 menit,
kemudian dimasukkan dalam desikator, ditimbang dan dioven sampai diperoleh
berat konstan. Kadar air sampel biomassa Chlorella sp. dihitung menggunakan

rumus (AOAC, 1984) :

Kadar air = (;’;C) x 100%

—-a
Keterangan : a = berat cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan



¢ = berat cawan + sampel setelah dikeringkan
3.5.4 Ekstraksi Maserasi Biomassa Chlorella sp.

Biomassa Chlorella sp. kering yang telah diperoleh dari fase pemanenan
dimasukkan ke dalam beaker glass 500 mL dan ditambahkan pelarut metanol
dengan perbandingan 1:5 (b/v) (30 gr : 150 mL), ditutup dengan alumunium foil
dan dilakukan maserasi dengan pengocokan menggunakan shaker dengan
kecepatan 150 rpm selama £2 jam pada suhu kamar. Setelah itu, disaring dengan
menggunakan corong buchner sehingga terpisah antara residu dan filtrat. Bagian
residu dimaserasi kembali hingga 3 kali proses ekstraksi. Filtrat yang diperoleh
dari 3 kali proses maserasi tersebut dikumpulkan menjadi satu dan dihilangkan
pelarutnya menggunakan rotary evaporator vacuum sehingga diperoleh ekstrak
pekat Chlorella sp. Kemudian ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang untuk
selanjutnya dihitung nilai randemen ekstrak yang dahasilkan dari fase pemanenan
tersebut (Khopkar, 2003):

Berat ekstrak kasar yang diperoleh
Randemen = : x 100 %
berat sampel yang diekstrak

3.5.5 Hidrolisis dan Partisi Ekstak Pekat Metanol Mikroalga Chlorella sp.

Ekstrak pekat metanol sebanyak 3 gram dihidrolisis dengan katalis HCL 2 N
sebanyak 6 mL dan distirer selama 1 jam dengan hot plate stirer. Selanjutnya
ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH-nya netral. Kemudian dipartisi
dengan pelarut Petroleum Eter (PE) sebanyak 15 mL sebanyak 5 kali ekstraksi.
Kemudian fraksi pelarut (hasil partisi) dipekatkan dengan rotary evaporator dan
dialiri gas N,. Selanjutnya dihitung randemenya dengan rumus :

Fraksi yang diperoleh
Randemen = — — x 100 %
berat sampel yang dihidrolisis




3.4.6 Pemisahan Senyawa Steroid chlorella sp. Dengan Kromatografi Kolom
3.4.6.1 Pembuatan Fase Diam Cara Basah (Kusmiyati, 2011)

Silika gel sebagai fasa diam dibuat dengan cara menimbang 20 gram silika
gel yang sudah diaktivasi selama 2 jam. Kemudian distirer dengan pelarut n-
heksana:etil asetat (4:1) sebanyak 20 mL, dan eluennya (fase gerak) berupa n-
heksana dan etil asetat 300 mL. Kemudian ditampung hasil pemisahan kolom
sebanyak 2 mL dalam botol vial.
3.4.6.1 Pembuatan Fasa Diam Cara Kering (Suryani, 2011)

Ditimbang 20 g silika gel, diaktivasi dengan pemanasan dalam oven selama 2
jam. Dimasukkan dalam desikator selama 15 menit. Dimasukkan silika gel G-60
ke dalam kolom setebal 1,5 cm dan selama penambahan ini kolom diketok-ketok
agar tidak terpecah. Selanjutnya ditambahkan eluen secara perlahan hingga silika
dalam kolom terendam eluen. Sampel diambil 0,1 g dicampur dengan 1 mL eluen
(1:10). Selanjutnya kran sedikit dibuka dan dikeluarkan eluen hingga tersisa di
atas fase diam namun tidak melebihi fase diam. Setelah itu, kran ditutup dan
dimasukkan campuran sampel dan eluen menggunakan pipet dan ditunggu hingga
sampel turun. Selanjutnya ditambahkan eluen, kran dibuka dan dilakukan elusi
dengan menjaga agar silika gel dalam kolom selalu terendam eluen.

3.5.7 Monitoring dengan KL T-A dan uji Lieberman Burchad

Vial hasil kromatografi kolom dianalisis dengan KLT-A dengan cara
persepuluh jarak antara botol vial ditotolkan ke plat KLT sebanyak 5 totolan.
Dimasukan plat KLT ke dalam bejana pengembang yang berisi pelarut campuran
antara n-heksana:etil asetat dengan perbandingan 4:1. Kemudian noda pada plat

KLT disinari dengan sinar UV 254 nm dan 366 nm dengan ditambahkan pereaksi



Lieberman Burchad sebelum dan sesudah disinari. Vial yang memiliki noda yang
sama atau mirip dijadikan satu fraksi yang besar.
3.5.8 Identifikasi dengan Spektrofotometer IR (FTIR)

Hasil yang didapatkan kemudian diidentifikasi dengan instrumen
spektrofotometer IR. Senyawa yang dihasilkan dijadikan pellet KBR terlebih
dahulu, kemudian pellet KBR diletakan diatas tempat sampel. Selanjutnya tempat
sampel dimasukan dalam intrumen spektrofotometer IR, kemudian diidentifikasi

hasil spektranya.

3.6 Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisa secara deskriptif yaitu dengan
memperhatikan pola pemisahan pada kromatografi kolom dari cara pembuatan
fasa diam dengan cara basah dan fasa diam dengan cara kering. ldentifikasi
kemurnian senyawa steroid dapat diketahui dengan melakukan analisis hasil uji
KLT analitik dari pengukuran jarak migrasi dan warna bercak noda senyawa pada
plat KLT yang berbeda menggunakan parameter nilai Rf dan memperhatikan tiap
warna yang terbentuk dari KLT analitik dan dengan spektrofotometer FTIR

dengan memperhatikan gugus fungsinya.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemisahan senyawa steroid mikroalga Chlorella sp. menggunakan
kromatografi kolom diawali dengan kultivasi mikroalga Chlorella sp. yang
bertujuan untuk meregenerasi sampel Chlorella sp. Pemurnian senyawa steroid
dari sampel Chlorella sp. juga memerlukan beberapa tahapan, yaitu menggunakan
ekstraksi maserasi untuk mendapatkan ekstrak kasar, kemudian ekstrak kasar
mikroalga Chlorella sp. dihidrolisis dan dipartisi menggunakan katalis asam dan
pelarut petroleum eter, pemisahan senyawa steroid dilakukan dengan
kromatografi kolom variasi fasa diam basah dan kering. Hasil isolat kromatografi
kolom diidentifikasi menggunakan KLT analitik untuk mengengetahui isolat
murni steroid, serta identifikasi gugus fungsi senyawa steroid Chlorela sp.

menggunakan spektrofotometer inframerah.

4.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
4.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET)

Kultivasi mikroalga Chlorella sp. diawali dengan pembuatan media
pertumbuhan yang digunakan untuk proses pertumbuhan mikroalga Chlorella sp.
yaitu Medium Ekstrak Tauge (MET). MET ini dibuat dari ekstrak tauge yang
direndam menggunakan air mendidih, untuk mengekstrak kandungan senyawa
yang terdapat didalam tauge. Tauge yang berwarna putih akan berubah menjadi
bening setelah proses perendaman, hal ini mengindikasikan kandungan senyawa

yang terdapat pada tauge ikut terkestrak.



Media ekstrak tauge kemudian diencerkan dengan aquades, pengenceran
ini bertujuan agar didapatkan media ekstrak tauge dengan kadar 4 %, menurut
Prihantini (2005) dengan konsentrasi MET 4 % jumlah sel mikroalga Chlorella sp
akan tumbuh lebih banyak. Media ekstrak tauge yang awalnya kental berwarna
hijau berubah menjadi encer dan berwarna keruh setelah ditambahkan aquades,
media ekstrak tauge dengan kadar 4 % ini yang selanjutnya digunakan untuk
proses kultivasi sampel Chlorella sp.

4.1.2 Kultivasi Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge (MET)
Kultivasi mikroalga Chlorella sp. ini bertujuan untuk menumbuhkan atau

meregenerasi Chlorella sp. di dalam Media Ekstrak Tauge 4 %. Pertumbuhan
mikroalga Chlorella sp. membutuhkan cahaya untuk proses fotosintesis agar
Chlorella sp. mampu berkembang biak, sehingga digunakan lamput TL36 watt
yang diindikasikan sebagai pengganti sinar matahari untuk proses fotosintesis.
Tempat rak kultivasi Chlorella sp. juga diatur fotoperiodisitasnya, yaitu 14 jam
terang dan 10 jam gelap yang dilakukan selama 10 hari. Proses fotoperioditas
mengindikasikan adanya siang dan malam, sehingga mikroalga Chlorella sp.
dapat melakukan proses fotosintesis.

Proses kultivasi mikroalga Chlorella sp. terjadi perubahan warna pada
inokulum setiap harinya, mulai dari warna hijau kekuningan pada hari ke-0
sampai hijau pekat pada hari ke-10. Perubahan warna tersebut mengindikasikan
bahwa terjadi peningkatan kadar klorofil pada mikroalga yang merupakan pigmen
utama pada mikroalga Chlorella sp. Hal ini menunjukkan bahwa mikroalga
Chlorella sp. dapat tumbuh dengan baik pada medium ekstrak tauge sehingga

kepadatan sel bertambah banyak.



4.2 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Pemanenan Chlorella sp. pada penelitian ini dilakukan pada hari ke-10,
yang merupakan fase pertumbuhan jumlah sel Chlorella sp. paling tinggi seperti
pada Gambar 2.1 kurva pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. (Khamidah, dkk.,
2014). Fase ini disebut juga dengan fase stasioner, fase antara pertumbuhan sel
telah mencapai batas maksimal pertumbuhan. Proses pemanenan biomassa
Chlorella sp. dilakukan dengan cara mengendapkan Chlorella sp. menggunakan
sentrifuge, isolat mikroalga Chlorella sp. hasil sentrifuge akan terpisah ditandai
dengan perbedaan warna hijau pada bagian bawah dan bening pada bagian atas.
Kemudian untuk mendapatkan sampel mikroalga Chlorella sp. dilakukan
dekantasi yaitu memisahkan dua larutan yang terpisah.

Isolat basah Chlorella sp. yang didapat kemudian dikering anginkan, untuk
mendapatkan isolat kering. Proses pengeringan juga bertujuan untuk mencegah
sampel dari timbulnya jamur pada saat penyimpanan sampel sehingga tidak
merusak komposisi dan kandungan sampel mikroalga Chlorella sp. Winarno
(2002) menyebutkan bahwasanya sampel dengan kadar air 36,10 % rentan

terhadap pertumbuhan mikroba.

4.3 Analisis Kadar Air

Penentuan kadar air pada mikroalga Chlorella sp. bertujuan untuk
mengetahui kandungan air dalam sampel Chlorella sp. Semakin tinggi kadar air
maka konsentrasi pelarut yang digunakan akan semakin rendah karena telah
bercampur dengan kadar air sampel, perubahan konsentrasi ini dapat merubah

kepolaran dari pelarut tersebut sehingga akan mempengaruhi hasil ekstraksi.



Selain itu, kadar air sampel juga dapat mempengaruhi aktivitas mikroorganisme
dalam sampel. Jika kadar air sampel tinggi maka kelembaban yang ada pada
sampel juga tinggi, sehingga sampel mudah terdegradasi oleh mikroorganisme
seperti jamur dan penguraian oleh enzim.

Selisin berat sampel sebelum pemanasan dan sesudah pemanasan
menunjukkan jumlah air yang teruapkan. Hasil analisis kadar air mikroalga
Chlorella sp. basah diperoleh sebesar 97,66 %, dan pada sampel mikroalga
Chlorella sp. kering 10,25 %. Menurut (puspita, 2011) kestabilan optimum bahan
dapat tercapai dan pertumbuhan sampel dapat dikurangi jika suatu sampel

memiliki kadar air dibawah 11 % untuk sampel kering.

4.4 Ekstraksi Maserasi Biomassa Chlorella sp. dengan Pelarut Metanol

Pemisahan senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. dimulai dengan metode
maserasi yang bertujuan untuk mengekstrak senyawa aktif yang terdapat pada
mikroalga Chlorella sp melalui proses perendaman dengan menggunakan pelarut
metanol. Pada saat proses perendaman ini terjadi proses difusi, karena adanya
perbedaan konsentrasi larutan. Pelarut metanol yang mempunyai konsentrasi yang
lebih tinggi akan masuk kedalam sel mikroalga Chlorella sp. melalui dinding sel,
sehingga seluruh isi sel akan ikut larut ke dalam pelarut metanol. Ekstrak metanol
yang diperoleh kemudan dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum. Ekstrak
metanol yang awalnya dalam bentuk cairan berwarna hijau pekat berubah menjadi
ekstrak kering dengan warna hijau pekat.

Ekstrak pekat mikroalga Chlorella sp. dialiri gas N, untuk menguapkan

sisa-sisa pelarut yang masih terdapat pada sampel. Pengaliran gas N, dihentikan



sampai diperoleh berat ekstrak pekat mikroalga Chlorella sp. telah konstan. Hasil
randemen mikroalga Chlorella sp. yang diperoleh pada penelitian ini yaitu sebesar
21,8926 %. Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan Imamah (2015) hasil
randemen ekstrak metanol Chlorella sp. diperoleh 13,07 %. Hal ini dikarenakan
pada saat proses maserasi pada penelitian ini dilakukan sebanyak lima kali, karena
setelah tiga kali maserasi sampel masih berwarna hijau pekat, sehingga hasil

randemen pada penelitian ini lebih baik dari sebelumnya.

4.5 Hidrolisis ekstrak pekat metanol Chlorella sp. menggunakan pelarut
petroleum eter

Senyawa aktif (metabolit sekunder) steroid yang ada di alam kebanyakan
berikatan dengan gugus glikosida (mengandung komponen gula (glikon) dan
bukan gula (aglikon)), sehingga dilakukan hidrolisis untuk memutuskan ikatan
glikosida yang terdapat pada senyawa aktif steroid dengan reaksi hidrolisis
dengan menggunakan katalis asam. Hidrolisis ekstrak pekat metanol mikroalga
Chlorella sp. dilakukan dengan menambahkan larutan HCI 2 N pada ekstrak pekat
dan dinetralkan menggunakan larutan natrium bikarbonat. Pemilihan HCI sebagai
katalis karena sifat garam yang terbentuk pada penetralan (NaCl) tidak
menimbulkan gangguan. Penambahan natrium bikarbonat bertujuan untuk
menetralkan suasana larutan yang menjadi asam setalah penambahan larutan HCI
2 N. Penetralan bertujuan menghentikan reaksi hidrolisis. Reaksi hidrolisis
merupakan reaksi reversible (dapat balik), sehingga apabila tidak dihentikan maka
akan terbentuk kembali ikatan glikosida antara glikon dan aglikon. Reaksi

penetralan dengan natrium bikarbonat ditunjukkan pada Gambar 4.1



HCI (l) + NaHCO3(s) — NaCl (s) + CO,(g)+H.O(@q) .............. 4.1)
Persamaan 4.1 Reaksi penetralan dengan natrium bikarbonat

Setelah ikatan glikon (gula) dan aglikon (bukan gula) sudah terputus,
maka dilakukan proses partisi untuk memisahkan gugus aglikonya (yang
mengandung steroid) dengan menggunakan pelarut petroleum eter. Penggunaan
pelarut petroleum eter ini dimaksudkan untuk mengekstrak senyawa yang
memiliki sifat kepolaran yang sama dengan pelarut petroleum eter yaitu non polar.
Ekstrak pekat yang diperoleh dialiri gas N, dan dihitung randemen ekstrak. Hasil
randemen partisi yang diperoleh yaitu sebesar 50,6299 %. Hal ini menunjukkan
bahwasanya senyawa metabolit sekunder (steroid) yang terdapat pada sampel
sudah cukup banyak terkestrak ke pelarut petroleum eter, karena steroid
merupakan senyawa non polar, sehingga mampu terkestrak oleh pelarut petroleum

eter yang bersifat non polar.

4.6 Pemisahan Senyawa Steroid Chlorella sp. dengan Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan suatu metode pemisahan preparatif.
Pemisahan dengan metode kromatografi kolom didasarkan pada dua fasa gerak,
yakni fasa diam berupa silika gel dan fasa gerak berupa eluen n-heksan:etil asetat
(4:1). Penggunaan silika gel dan eluen n-heksana:etil asetat didasarkan pada
penelitian sebelumnya (Hidayah, 2015) yang mengisolasi senyawa steroid dengan
menggunakan plat KLT silika gel 60. Proses pemisahan senyawa steroid dilakukan
dengan menggunakan perbandingan antara kromatografi kolom pembuatan fasa

diam cara basah dan kromatografi kolom pembuatan fasa diam cara kering.



4.6.1 Kromatografi Kolom Pembuatan Fasa Diam Cara Basah

Pembuatan fasa diam cara basah dikenal dengan bubur silika (slury
process), pembuatan bubur silika ini bertujuan untuk menghomogenkan antara
fasa diam berupa silika gel dengan fasa geraknya berupa eluen n-heksana:etil
asetat agar fasa diam yang terbentuk kerapatannya lebih tinggi dibandingkan
dengan fasa diam cara kering.

Pemisahan senyawa steroid yang dilakukan dengan kromatografi kolom
pembuatan fasa diam cara basah ini ditampung ke dalam botol vial berukuran 8
mL, setiap penampungan hasil elusi kromatografi kolom pembuatan fasa diam
cara basah ini sebanyak 2 mL. Rata-rata waktu yang dibutuhkan untuk satu kali
proses elusi tiap fraksi yaitu 2 menit 30 detik, semakin lama waktu elusi maka
interaksi antara fasa diam (silika gel) dengan sampel yang didapat semakin
banyak, karena proses pemisahan akan semakin maksimal.

Hasil dari proses elusi kromatografi kolom pembuatan fasa diam cara
basah dilakukan hingga diperoleh isolat sebanyak 214 vial, yang dijadikan dalam
11 fraksi besar. Pengelompokan fraksi ini didasarkan pada jumlah spot, nilai Rf,
serta warna spot (Kusmiyati, 2011). Dari 11 fraksi yang didapat, diperoleh 1
fraksi murni yang diduga senyawa steroid pada vial ke-6 sampai vial ke-10.
Senyawa yang diduga murni steroid ini ditandai dengan muncul spot warna hijau,

mempunyai spot tunggal (Saleh, 2007).



4.6.2 Pemisahan Steroid dengan Kromatografi Kolom Pembuatan Fasa diam
Cara Kering

Proses elusi yang terjadi pada kromatografi kolom pembuatan fasa diam
cara kering rata-rata waktu yang dibutuhkan yaitu 1 menit 25 detik tiap vial, lebih
cepat dibandingkan kromatografi kolom cara basah. Hal ini dikarenakan
perbedaan proses pembuatan fasa diam cara basah dan kering, dimana pembuatan
fasa diam cara basah melalui proses penjenuhan (slury). Akan tetapi pada proses
pembuatan fasa diam cara kering tidak dilakukan proses penjenuhan (slury),
sehingga ada perbedaan yang terjadi pada saat proses elusi.

Hasil kromatografi kolom cara kering yang dilakukan pada penelitian ini
diperoleh 160 vial. Pada saat proses penggolongan senyawa diperoleh 2 fraksi
murni, dimana 1 fraksi diduga senyawa steroid pada vial ke-4 sampai vial ke-6,
dan 1 fraksi diduga senyawa triterpenoid pada vial ke-30. Ditandai dengan muncul
spot tunggal warna hijau untuk steroid dan warna merah pada triterpenoid,
pengelompokan fraksi fraksi ini juga didasarkan pada kesamaan nilai Rf (Saleh,

2007).

4.7 Monitoring Hasil Kromatografi Kolom dengan Metode KLT Analitik
4.7.1 Monitoring Hasil Fraksi Kolom Pembuatan Fasa Diam Cara Basah

Hasil yang diperoleh dari kromatografi kolom fasa diam cara basah
diidentifikasi menggunakan metode KLT analitik dengan eluen n-heksana:etil
asetat (4:1), untuk mengetahui senyawa yang terdapat pada kolom basah.
Identifikasi hasil kromatografi kolom disebut juga dengan monitoring, yang
dilakukan dari vial 1 sampai 214 untuk menentukan jenis senyawa yang terekstrak

pada kromatografi kolom basah. Istilah vial pada penelitian ini yaitu isolat yang



diperoleh tiap 2 mL dari proses elusi kromatografi kolom.

kromatografi kolom cara basah seperti pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil monitoring kolom basah

Hasil monitoring

Fraksi | Vial Warna UV Rf Keterangan
1 1-5 Kosong Kosong Kosong
2 6-10 Hijau 0,662 Steroid
3 11-14 Hijau + Merah 0,662, 0,6 Campuran
4 15 Merah + Merah 0,625, 0,437 Campuran
5 16-18 Merah + Merah 0,55, 0,387 Campuran
6 20-26 Merah + Merah 0,412, 0,297 Campuran
7 30-40 Merah 0,275 Triterpenoid
8 41-44 Merah + Merah 0,387, 0,212 Campuran
9 45-49 Merah 0,156 Triterpenoid
10 50-60 Merah 0,212 Triterpenoid
11 | 65-214 Kosong Kosong Kosong

Identifikasi hasil monitoring pada Tabel 4.1 menggunakan lampu Uv
dengan panjang gelombang 366 nm menunjukkan spot awal pada proses elusi
muncul pada fraksi 2 vial ke-6. Hal ditunjukkan dengan muncul spot warna hijau
yang diduga senyawa steroid terkstrak terlebih dahulu. Senyawa steroid
merupakan senyawa yang non polar dan eluen yang digunakan untuk proses elusi
yaitu n-heksana:etil asetat (4:1) cenderung non polar, sehingga steroid yang
terdapat pada mikroalga Chlorella sp. terekstrak terlebih dahulu. Senyawa steroid
muncul pada spot warna hijau setelah penambahan reagen Liebermann-Burchard.
Menurut Saleh (2007) munculnya spot warna hijau pada proses elusi merupakan
senyawa steroid serta warna merah merupakan senyawa triterpenoid setelah
penambahan reagen Liebermann-Burchard. Begitu juga menurut Khamidah
(2014) adanya perubahan warna hijau kebiruan menunjukkan senyawa tersebut

adalah steroid.



Senyawa yang terekstrak pada kromatografi kolom pembuatan fasa diam
cara basah sudah cukup baik, hal ini ditunjukkan banyak senyawa murni dengan
spot tunggal. Pada fraksi 2 vial ke-6 sampai ke-10 merupakan senyawa murni
steroid, dan vial nomor 30-40, 45-49, dan fraksi 50-60 juga merupakan senyawa
murni triterpenoid dengan ditandai spot warna merah. Pengelompokan fraksi ini
didasarkan pada jumlah spot yang sama, warna, dan nilai Rf (Kusmiyati, 2011).
4.7.2 Monitoring Hasil Fraksi Kromatografi Kolom Cara Kering

Monitoring yang dilakukan pada hasil kromatografi kolom pembuatan fasa
diam cara kering ini juga dilakukan untuk mengetahui jenis senyawa apa saja
yang terekstrak dengan metode kromatografi kolom fasa diam cara kering. 160
vial dimonitoring dengan menggunakan metode KLT analitik. Hasil monitoring
yang diperoleh seperti Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil monitoring kromatografi kolom cara kering

. Vial Warna UV Rf Keterangan
Fraksi

1 1-3 Kosong - -

2 4-6 Hijau 0,48 Steroid

3 8-12 Hijau 0,48 campuran
Merah 0,32
Merah 0,21
Merah 0,12

4 14-16 Merah 0,19 Campuran
Merah 0,07

5 20 Merah 0,43 Campuran
Merah 0,40

6 30 Merah 0,29 triterpenoid

7 40-160 Kosong

Hasil monitoring di atas menunjukkan senyawa yang diduga steroid murni
pada kromatografi kolom pembuatan fasa diam cara kering ini terisolasi pada

fraksi 2 vial ke-4 sampai ke-6, sedangkan pada fraksi ke-3 sampai ke-5



merupakan senyawa campuran. Hasil senyawa yang terisolasi pada kromatografi
kolom pembuatan fasa diam cara kering ini terdapat beberapa senyawa campuran
tiap fraksinya, hal ini yang membedakan kerapatan fasa diam pada saat proses
elusi antara fasa diam cara basah dan kering, sehingga ada perbedaan diantara
jenis kromatografi kolom tersebut.

Hasil yang diperoleh pada fraksi 11 Tabel 4.1 dan fraksi 7 Tabel 4.2
menunjukkan tidak terdapat senyawa yang terekstrak. Hal ini dibuktikan dari
tidak ada noda atau spot yang muncul pada saat proses KLT analitik. Menurut
Etika dan Suryelita (2014), untuk mendapatkan ekstrak senyawa yang murni pada
kromatografi kolom, perlu adanya variasi pelarut agar dapat mengekstrak senyawa
yang ada didalam sampel. Hal ini dikarenakan perbedaan kepolaran yang ada di
setiap senyawa, sehingga jika menggunakan satu pelarut maka hasil yang didapat
kurang maksimal.

Senyawa steroid hasil kromatografi kolom cara basah diperoleh sebanyak
7,7 mg dari 5 vial yang murni senyawa steroid, sedangkan pada hasil kromatografi
kolom cara kering satu fraksi murni senyawa steroid 7 mg dari 3 vial yang

diperoleh.

4.8 ldentifikasi Gugus Fungsi Steroid dengan Spektrofotometer IR
Spektrofotometer IR merupakan suatu metode yang digunakan untuk
mengidentifikasi gugus fungsi suatu senyawa. Setiap gugus fungsi mempunyai
tipe ikatan yang berbeda sehingga tiap gugus fungsi mempunyai serapan IR yang
khas. Spektra FTIR dari hasil kromatografi kolom mikroalga Chlorella sp. dapat

dilihat pada Gambar 4.1
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Gambar 4.1 Hasil identifikasi steroid kolom basah dengan spektrofotomer IR

Tabel 4.3 Interpretasi spektra IR steroid hasil kromatografi kolom

No | Bilangan Range Pustaka | Jenis Vibrasi Intensitas
Gelombang (cm™) | (Socrates, 1994) Refrensi

1. 3458 3550 — 3230 O-H (stretch) dari m-s
ikatan hidrogen
intermolekuler

2. 2927 3000 — 2800 Csp° — H (stretch) m-s

3. 2856 2870 — 2840 -CHj,- stretch (sym) M

4. 1738 1720-1749 C=0 m-s

5. 1547 1600 — 1450 C = C stretch w-m

6. 1463 1480 — 1440 —CH, (bend) W

7. 1383 1395 —1365 | -C(CHs)s (stretch) M

8. 1172 1205 - 1125 C — O (stretch) alkohol | M
tersier

9 804 995 — 650 =C — H siklik (bend) W

Keterangan: s= strong; m= medium; w= weak

Hasil analisis pola serapan FTIR yang dihasilkan dari kromatografi kolom

basah mikroalga Chlorella sp. berdasarkan Gambar 4.2 dan Tabel 4.3

menunjukkan adanya pita serapan pada daerah 3458,99 cm™ yang melebar

menunjukkan adanya gugus O-H pada isolat. Pita serapan 2927,49 cm™ dan

2856,61 cm™ diduga mengandung rentangan —CH alifatik. Hal ini menunjukkan

bahwa kemungkinan adanya gugus metil (CH3) dan metilen (CH,) (Socrates,




1994). Dugaan ini diperkuat dengan adanya vibrasi C-H tekuk pada pita serapan
1463,42 cm™ dan 1383,73 cm™. Adanya vibrasi C-H tekuk pada spektra
inframerah mengindikasikan adanya gugus gem dimetil yang lazim ditemukan
pada senyawa terpenoid dan steroid (Astuti, 2014).

Vibrasi pada bilangan gelombang 1647,70 cm™ menunjukkan adanya
ikatan rangkap C=C dan rentangan C=O pada daerah serapan 1738,90 cm™.
Bilangan gelombang 1260,80 cm™ menunjukkan adanya vibrasi C-O dan vibrasi
pada bilangan gelombang 1172,97 cm™ menunjukkan adanya vibrasi C-OH
tersier. Berdasarkan hasil ini maka isolat diduga merupakan steroid jenis fitosterol
yang memiliki gugus fungsi C=C, C=0, C-OH tersier, OH dan gem dimetil

seperti Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Steroid jenis fitosterol (Saleh, 2007)

4.9 Pemanfaatan Mikroalga Chlorella sp. dalam Perspektif Islam

Allah SWT menciptakan “akal” dan “pikiran” buat kita umat manusia agar
digunakan untuk memikirkan hal baru yang baik dan benar. Salah satu hal yang
diperintahkan Allah SWT yaitu memikirkan ciptaan yang sudah dibuat Allah

SWT. Oleh karena itu, Allah menyuruh kita untuk terus mempelajarinya hingga



munculah berbagai eksperimen untuk mengetahui potensi dan manfaat yang telah
diciptakan, salah satu potensi yang dapat dipelajari yaitu ilmu sains, dengan
memikirkan hal baru yang mampu dipikirkan manusia. Seperti dalam firman
Allah SWT dalam Q.S. Ali ‘Imron ayat 190:

o 500 STl o Tl § 2o

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal,”

Ayat di atas menjelaskan bahwasanya, Allah SWT telah memberi
pernyataan bahwa seluruh ciptaan-Nya yang ada di langit maupun di bumi
terdapat suatu tanda-tanda kebersaran-Nya. Namun Allah SWT membatasi tanda-
tanda kebesaran-Nya yang hanya bisa diketahui bagi orang-orang yang berakal.
Salah satu yang dapat dipikirkan dalam dunia sains adalah membuat metode baru,
seperti halnya metode dalam penelitian ini yang mampu memberikan hasil yang
baik untuk mengisolasi suatu bahan yang ada pada tumbuhan di alam.

Tumbuhan merupakan salah satu nikmat Allah yang diberikan kepada
manusia. Salah satu ayat Alqur’an yang menjelaskan tentang pemanfaatan
tumbuhan terdapat dalam surat Thaahaa ayat 53.
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“Yang Telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang Telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan, dan menurunkan dari langit air hujan.
Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan
yang bermacam-macam” (QS. Thaahaa: 53)



Allah SWT menciptakan alam beserta isinya seperti hewan dan tumbuhan
yang merupakan rahmat yang besar, tidak ada segala sesuatu yang diciptakan
Allah SWT menjadi suatu yang sia-sia, melainkan Allah menciptakan setiap
sesuatu dengan hikmah-hikmah tertentu. Manusia berhak untuk memanfaatkan
segala sesuatu yang ada di bumi baik hewan maupun tumbuhan. Allah
menumbuhkan berbagai macam tanaman dengan berbagai jenis bentuk dan
ukuran, tidak hanya dalam skala makro, jenis tumbuhan berukuran mikro juga
mempunyai banyak manfaat. Sebagaimana dalam firman Allah SWT QS asy
Syu’ara ayat 7:
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“Dan apakah Fmrereka tidak memperhatikan bumi, berapakah
banyaknyaKami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik”(QS. asy Syu’ara:7).

Shihab (2002) menjelaskan bahwa Allah SWT menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan yang baik, yaitu subur dan bermanfaat. Salah satu tumbuhan
yang bermanfaat sebagaimana dalam penelitian ini yang menggunakan mikroalga
Chlorella sp. yang di dalamnya banyak manfaatnya bagi manusia, yaitu sebagai
antioksidan, antibakteri, dan toksisitas. Pemanfaatan mikroalga juga dijelaskan

pada QS al A’laa ayat 4-5:

- £ ‘_/{ j///: 1’:/5“//5. £ - ‘:J/

“Dan (Allah) yang menumbuhkan rumput-rumputan, lalu dijadikan-Nya rumput-
rumput itu kering kehitam-Aitaman.”

Menurut tafsir Al-Maghribi yang dinyatakan dalam Subandi (2010) bahwa
al-mar’aa adalah segala sesuatu (tumbuh-tumbuhan) yang hidup di bumi. Al-

Ghutsa adalah endapan arus banjir berupa rumput-rumputan, dan ahwaa berarti



kehitam-hitaman. Al-Ghutsa dapat juga ditafsirkan sebagai hasil perubahan
Kimiawi dari rerumputan jenis pertama yang tumbuh di bumi (rumput golongan
alga). Sehingga Subandi (2010) menafsirkan al-Ghutsa sebagai cairan minyak
kasar (crude oil). Telah diketahui bahwa jenis rumput-rumputan yang kandungan
minyak dieselnya tinggi adalah alga atau disebut juga ganggang. Banyak
penelitian yang menyebutkan mikroalga Chlorella sp. mempunyai banyak
manfaat, seperti penelitian Khamidah (2014) menyebutkan bahwasanya senyawa
steroid yang berada didalam Chlorella sp. mampu sebagai antioksidan. Allah
SWT menciptakan segala sesuatu pasti ada ukuranya, begitu juga senyawa steroid
yang ada dalam Chlorella sp. mempunyai kadar tertentu. Sebagaimana dalam

firman Allah SWT QS al Qomar ayat 49 :

@ Lidyails g ads Ul

“Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (al-

Qomar : 49).

Ayat tersebut melukiskan keteraturan penciptaan segala sesuatu yaitu
dengan ketentuan yang berupa ukuran. Dalam suatu riwayat disebutkan bahwa
turunya ayat ini berkenan dengan bantahan kaum musyrikin quraisy terhadap
perjalanan Rasulallah SAW tentang takdir.

Pada dasarnya ayat tersebutlah yang mendasari perlakuan para ahli kimia
dalam menangani proses-proses alamiah. Mereka selalu menentukan ukuran
terhadap jumlah komponen beserta kadar senyawa yang terdapat dalam suatu hal
yang hendak mereka teliti. Dengan pengetahuan tersebut maka segala sesuatu

yang sudah diteliti akan lebih efisien dalam pemanfaatanya. Pemilihan suatu



metode dalam penelitian ilmiah juga sangat mempengaruhi kadar yang

dihasilkan, seperti firman Allah SWT dalam QS. az Zumar ayat 21.:
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“Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa Sesungguhnya Allah
menurunkan air dari langit, Maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi
kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-
macam warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan,
kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai
akal.”(Qs. az Zumar:21).

Semua manusia diberikan akal oleh Allah SWT, tapi tidak semuanya
memanfaatkan dengan baik, seperti halnya metode kromatografi kolom pada
penelitian ini yang digunakan untuk proses pemisahan senyawa steroid. Kadar
yang diperoleh dengan menggunakan metode kromatografi kolom lebih banyak
dibandingkan dengan metode yang lain seperti kromatografi lapis tipis preparatif.
Kadar steroid murni yang diperoleh pada penelitian ini sebesar 7,7 mg, sedangkan
kadar yang diperoleh dari hasil kromatografi lapis tipis hanya 0,001 mg.

Manfaat senyawa steroid juga telah dibuktikan pada penelitian Amaliyah
(2013) yang melakukan uji antibakteri terhadap senyawa steroid dari mikroalga

Chlorella sp., dan juga penelitian Desianti (2014) yang yang menyatakan senyawa

steroid mikroalga Chlorella sp. mengandung toksisitas.



BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian isolasi pemisahan senyawa steroid dengan
menggunakan kromatografi kolom cara kering dan basah yang telah dilakukan
dapat disimpulkan:

1. Hasil yang diperoleh dari kromatografi kolom pembuatan fasa diam basah
sebanyak 214 vial, dan diperoleh 4 fraksi murni, 1 fraksi salah satunya diduga
steroid. Sedangkan kromatografi kolom fasa diam kering diperoleh 160 vial, 2
fraksi murni, yang diduga senyawa triterpenoid dan steroid. Kromatografi
kolom basah lebih baik dibandingkan dengan kromatografi kolom kering,
karena dihasilkan fraksi murni yang lebih banyak.

2. ldentifikasi senyawa steroid hasil pemisahan dengan kromatografi kolom
pembuatan fasa diam cara basah dan kering menggunakan spektrofotometer
FTIR menunjukkan bahwa isolat diduga merupakan senyawa steroid jenis
fitosterol karena memiliki C=C, C=0, C-OH primer, C-OH tersier, OH dan

gem dimetil.

5.2 Saran
1. Diperlukan pemisahan dengan variasi gradien agar didapat hasil yang lebih
optimal untuk memisahkan senyawa yang berada pada sampel sehingga dapat

diketahui semua senyawa yang terdapat pada sampel.
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LAMPIRAN

Lampiranl. Diagram Alir Penelitian

Mikroalga
Chlorela sp.

Sampel basah

Sampelkering

A

Analisiskadar air

v

y

Ekstraksimaseras

Analisiskadar air

evaporatorvacum

Dipekatkandengan rotary

A4

Ekstrakpekat

l

Dihirolisisasam (HCI 2N)
danpartisidenganetil asetat

kolom

Ekstraks Kromatografi

A 4

KLTAnalitik

A 4

Identifikaside
nganFTIR
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L.1.2 KultivasiMikroalgaChlorellasp.

L.1.2.1 SterilisasiAlat

Sampel

- ditutupalat-alat yang disterilkandenganaliminium foil
ataukapas.

- dimasukkankedal amautokl afdandiaturpadasuhu 121°C
dengan tekanan 15 psi (per square inchi).

- Sterilisasiuntukal atdilakukanselama 15 menit

L ]
Hasil

L.1.2.2 Pembuatan Medium EkstrakTauge (MET)
Sampel

- direbus 100 gram taugedalam 500 mL akuades yang
mendidihselamat1 jam.

- dipisahkantaugedenganfiltratnya.

- diambilekstraktauge (filtrat)

- dimasukkankedal amerlenmeyer 250 mL.

- dilarutkankedal amakuadeshi nggadi perol ehekstraktaugedengan
konsentrasi 4 % (pH 7).

A 4

Hasil

L.1.2.3 Kultivasi Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge

Sampel

- diinokulasikan 10 mL kultur Chlorella sp. ke dalam 60 mL
medium ekstrak tauge.

- diletakkanlabukulturkedal amrakkulturdenganpencahayaan 2

buahlampu TL 36 Watt (Intensitascahaya 1000- 4000 [ux)
danfotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap

Hasil

56
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L.1.2.4 PemanenanMikroalgaChlorellasp.
Sampel
- dipanenChlorella sp. yang telahdikultivasidanmencapaif asestasi oner

(10 hari)dengancaradi sentrifuseselama 15 menitdengankecepatan
3000 rpm sehinggaterpi sahantarabi omassadenganfiltrat

Hasil

L.1.3 Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

Sampel Chlorella sp.

L dipanaskancawan dalam oven padasuhu 100 — 105 °Csekitar 15 menit
- disimpancawandal amdesikatorsekitar 10 menit

- ditimbanghinggadiperol ehberatkonstan

- ditimbangsampel sebanyak 5 gram

- dimasukkandalamcawanporselen

- dikeringkandengan oven padasuhu100-105°Csekitar+15menit

- didinginkandalamdesikatorsekitar £10 menit

- ditimbang

- diulangihinggadi perol ehberatkonstan

- dihitungkadar air denganrumus :

Kadar air = £=<L x 100 %
(b-m)
keterangan:
a = bobot cawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan

C = bobot cawan + sampel setelah dikeringkan

Faktor koreksi = = -
100 — % kadar air

% Kadar air terkoreks = Kadar air — Faktor koreksi

A 4

Hasil




58

L.1.4 Ekstraksi MikroalgaChlorellasp.denganM aser asi

Sampel

- ditimbangsebanyak 50 gram

- diekstraksimaserasidenganmetanol 250 mL

- dilakukanpengocokanmenggunakanshaker kecepatan 120
rpm selamaz 5 jam pada suhukaanar

- disaringdengancorong Buchner
\4

v 3
Ekstrakmetanol Ampas
- dipekatkanmenggunakanrotary - dimaserasi kembali
evaporator hingga 3 kali proses
- dialiriekstrakpekatdengan gas N2 y ekstraksi
7 Hasil
Ekstrakpekat

- ditimbangekstrakpekat
- dihitungrendemen

Hasil

L.1.5Hidrolisis Dan EkstraksiCair-Cair (Partisi) EkstrakPekatM etanol

Sampel

- dimasukkanekstrakpekatfraksimetanol 5 gram dalambeaker
glass

- ditambahkan 10 mL asamklorida (HCI) 2N dalamekstrakpekat

- diaduk selama 1 jam menggunakanmagnetic stirrer hot
platepadasuhuruang

- ditambahkandengannatriumbikarbonatsampai PH-nyanetral

- dipartisihidrolisatmenggunakan 25 mLpelarutetil

A 4
v v
Hasi|Partisi Ampas
- di pekatkanmenggunakanrotary evapor ator

- dialiriekstrakpekatdengan gas N,

A

Ekstrakpekat

- ditimbangekstrakpekat
- dihitungrendemen

Hasll




L .1.6 PemisahanSenyawa Steroid chlorella sp.DenganKromatogr afiK olom
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Has|partisiekstrakpeka
t

Silikagel

- di ambil 0,1 gram

- dilarutkandengan n-
heksanadanetilasetat (4 : 1)

- dimasukandalamkolom

Kolom

- ditimbang 20 gram

- diaktivasidalam oven
2jam

- dijadikanbuburdengan
pelarut n-heksanadaneti
asetat

- dimasukankekolom

Hasil

dimasukaneluen 300 mL
ditampungel uen/2 mL

L.1.7MonitoringSenyawaSter oiddengan KL TAnalitik(Bawa, 2007)

Ekstrak

- diamatihasilnodanya

Hasll

["dipotongmasing-masing plat denganukuran 1x10 cm?

- ditotolkan sebanyak 10totol padajarak+1 cm daritepibawah
platsilikagel Fossdenganpipakapiler

- dikeringkandandiel usidenganfasegerak

- dihentikanelusihinggaeluen di garis batasatas

- diperiksapermukaan plat dibawahsinar UV
padapanjanggel ombang 254 nm dan 366 nm

- diberikanmasing-masi ngpereaks penampaknoda

L.1.8ldentifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer FTIR

Isolat hasil KLT duadimens

- dikeringkan

v

Spektra Senyawa Steroid

- dimasukkan0,2 gram pellet KBr
- ditambah 1 tetes isolat

- ditdentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR



Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Reagen dan Larutan

L.3.1 Kultivasi Chforella sp. dalam MET 4 %

10 ml isolat chlorellasp
60 mlMET 4%

a. Kultivasi dalam Erlenmeyer 1000 ml dengan Memaksimalkan Daya

= Volume total 70 mL

Ketentuan =

Tampung Erlenmeyer

10 X
60 900 ml MET 40%
60x = 9000 mL
900 ml
X = = 150 mL Isolat Chlorella sp.

6
Volumetotal = Isolat Chlorellasp + MET 4%

=150 mL + 900 mL
= 1050 mL

b. Pembuatan MET 4% sebanyak 900 ml
MET = (aquades + ekstrak tauge)
MET 4% = —— x 900 mL
= 36 mL ekstrak tauge
Volume Aquades = MET 4% - (Volume ekstrak tauge)
=900 mL — 36 mL
=864 mL

c. Kultivas dalam Erlenmeyer 1500 ml dengan Memaksimalkan Daya

Tampung Erlenmeyer

10 X
60 _ 1200 ml MET 40%
60x = 1200 mL
1200 ml
x = ——— = 200 mL Isolat Chlorella sp

6
Volumetotal = Isolat Chlorellasp + MET 4%

=150 mL + 900 mL
= 1050 mL

60
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d. Pembuatan MET 4% sebanyak 1200 ml
MET = (aquades + ekstrak tauge)
MET 4% = — x 1200 mL
=48 mL ekstrak tauge
Volume Aquades = MET 4% - (Volume ekstrak tauge)
=1200 mL — 48 mL
= 1152 mL

L.3.2 Pembuatan larutan HCI 2 N

BJ HCI pekat =1,19g/mL = 1190 g/L
Konsentrasi =37%
BM HCI = 36, 42 g/mol
n =1 (jumlah mol ion H")
Normalitas HCI = n x Molaritas HCI

= T5c 37% % B] HC)

BM HCI pekat

N X Vi =Nox Vs

12,09N xV; =2N x 100 mL

Vi =16,54mL =16,5mL
Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37 % sebanyak 16,5 mL,
kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 mL yang berisi £ 15 mL aguades.
Selanjutnya ditambahkan aguades sampal tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L .3.3 Pembuatan reagen Lieberman-Burchard

Asamsulfatpekat =5 mL

Anhidridaasetat =5 mL

Etanol absol ut =50mL
Cara pembutannya adalah disigpkan 5 mL anhidrida asetat dan 5 mL asam sulfat
pekat masing-masing dalam beaker glass 50 mL (diakukan dalam lemari asam).

Kemudian ditambahkan secara hati-hati melalui dinding erlenmeyer yang berisi
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etanol 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen
ini digunakan langsung setelah pembutan (Wagner, 2001).



Lampiran 3. PerhitunganRendemen

1. Rendemen Hasil Pengeringan

= Pemanenan

63

Berat botol +
Berat botol Berat Chlorella | Berat Chlorella
No Chloréla sp. .
kosong (gr) sp. basah (gr) sp. kering (gr
basah (gr)
1 150,23 269,29 119,06
2 145,06 280,68 131,62
3 150,19 385,15 234,96 19,37
4 200,69 309,21 108,52
5 149,34 292,74 143,40
Totd 737,56
o {}_f:l':zr. kering
Randemen Irerat basah x 100 %
_ 1837 gr
T T3756gr x 100 %
=0,0263 x 100 %
=2,63%
2. Rendemen Hasil Maserasi
Berat sampel Berat wadah G gtjwveloah + Berat ekstrak
ekstrak pekat
(ar) (ar) () pekat (gr)
73,8140 75,5675 1,7535
30,0005 88,0165 88,7685 0,7520
Tota 2,5055
Rendemen - Beral r.’k.‘-f.foI.ﬁ.' pekat X 100 %
Berat sampel
= ZNS I 1000
18,2720 gr

=0,137122 x 100 %
=13,7122 %




3. Perhitungan Rendemen Hasll Partisi

=  Partis Petroleum Eter

Egtgtn(j@t;ﬁk Berat Berat gelas + Berat ekstrak
hol yang gel askosong ekstrak petroleum pekat petroleum
akandihidrolisis
(ar) eter (gr) eter (gr)

(gr)

2,4922 129,5239 131,5513 1,2618
Rendemen y Eerat |,:F.l.'1n'.-1"n:fc pekat X 100 %

Berat sampel
= 1261847 100 %
24922 ar

= 0,5062 x 100 %
= 50,62 %




Lampiran 4. Perhitungan Kadar Air Kering
Data Pengukuran Kadar Air

Berat Cawan Kosong (gr) Rata-Rata
Ulangan Sebelum Berat Konstan
Cawan . P1 P2 P3

dioven (ar)
Al 65,4845 65,4823 65,4812 | 65,4811 65,4811
A2 57,6928 57,6887 57,6889 | 57,6871 57,6882
A3 58,1379 58,1339 58,1328 | 58,1326 58,1331
Berat Cawan + Sampel (gr) Rata-Rata
Ulangan Sebelum Berat Konstan
Sampel . P1 P2 P3
dioven (9r)
Al 65,9811 65,9295 65,9267 | 65,9257 65,9273
A2 58,1871 58,1326 58,1319 | 58,1309 58,1318
A3 58,6327 58,5759 58,5770 | 58,5795 58,5774

Keterangan: P = Perlakuan

1. Kadar air ulanganke-1

. peral cawan+ampel sebelum dikeringkanl-(berat canwan +sampel setelah dikeringfan)
Kadar air = ¢ : : e --m-.-.‘.,..-m:'...-«.-_.._‘—..n_..--.«.. == -\.n:.\.-.m..--.!'."-'... s v 100 %
Lberar cawan + sampel sebelum dikeringkan ) —{berat cawan kosongh
(R5.9811=659273) gr
=== x 100 %
(65,9811 —654811 )gr
00538 gr
=——x100%
o5 gr
= 10,76%
2. Kadar air ulanganke-2
. beral cawoan+sampe! sebelum dikeringkonl=(berat canwan+sampe! setelah dikeringkan)
Kadar air =° e A e B b et b Ul e Hieringhatl 100 %
theral cawan +sampel sebelum dikeringkan )—(berat cowan koesongy

_ (581871-58,1318) gr
T (5R,1871-57 6882)gr

x 100 %

_ 00553gr
T 4989 ar

x 100 %

=11,08 %
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3. Kadar air ulanganke-3

Kadar air=

B e B o R L e kB M ) Eo A T R L e

% 1.009
1w caway + sampel sebelum dikeringian ) —{berat cawan kesang) 00%
(58.6327=5857 T4)gr
= = — x 100 %
(58,6327—-58,1341)gr

00553 g@r
=080 2 100 %
03996 gr

=11,06 %
Kadar air rata-rata pada sampel mikroalga Chlorella sp. adal ah:

P1 (%) P2 (%) P3 (%)
10,76 11,08

Total (%) Rata-rata (%)
11,06 32,9 10,96
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Lampiran 5. Perhitungan Kadar Air Basah
Data Pengukuran Kadar Air

Berat Cawan Kosong (gr) Rata-Rata
Ulangan
Cawan | ScPelum P1 P2 P3 Berat
dioven Konstan(gr)
Al 19,1440 19,1437 19,1433 | 19,1435 19,1436
A2 24,9161 24,9155 24,9152 | 24,9156 24,9143
A3 17,4934 17,4930 17,4923 | 17,4927 17,4929
Berat Cawan + Sampel (gr) Rata-Rata
Ulangan Sebelum Berat Konstan
Sampel . P1 P2 P3
dioven (9r)
Al 19,6448 19,1545 19,1552 | 19,1559 19,1434
A2 25,4173 24,9266 24,9273 | 24,9275 24,9271
A3 17,9942 17,5035 17,5045 | 17,5048 17,5042

Keterangan: P = perlakuan

1. Kadar air ulanganke-1

(berat cownan 4 iﬁ'm,'.:'r:'t 'sr.’! |!1:l:'| .:H.ITI IrIr_.rnu:-l Ln'.lel |.t -.’ﬂ wirn 4 sanepel setelak ﬂln'e'r.'lml am)

Kadar air = ——— Pt e w % 100
(berat cawan p surru:le! sebx |'.! ol |F-e rin, nPnzti—LD Tt cawan hlwnql
%
(196448=191552 ) gr
N : x 100 %
[19.6448=19,1436)gr
0489 gr
= 2L x 100 %
05015 gr 0
=97,62%

2. Kadar eir ulanganke-2

I.','l' rild Cisan + S "TI_I.-'I!If '-Il“l‘lr"ﬁil?l ﬁ!u’fl IH nll."l ||'.lt‘| L n'.'l:'llvl. |i‘?| +* iﬂ‘l"t |:'|l 'Effe'"!."t J!Il rin i)
i

Kadar air = % 1.00%
Lheral caw ﬂf'l +5 n:|rr|j:|¢| 5e.!||:'|'4 R |M rin qﬁ'.:r:l :|—|,|:.| :ln:.||_‘ r.::u.m'r f.:nunql

(254172=24.9271 ) gr

= g x 100 %
[:."5-.4[75—34.':‘1541&'
04902 gr

= —x 100 %
05019 gr

= 97,66 %
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3. Kadar air ulanganke-3

Kadar air = BeTitemwen t sampe) 3ehetuin ST nguen) _[DaTat owon + ompel X100

[berar cawan + sampel sebelum dikeringfkan )—{berat cawan kesong)
%

_ (17.9942-175042) gr
T (19994217 4926)ar

x 100 %

_ DA9gr
T ns016Er

x 100 %

=97,68 %

Kadar air rata-rata pada sampel mikroalga Chlorella sp. adal ah:
P1 (%) P2 (%) P3 (%) Total (%) Rata-rata (%)
97,62 97,66 97,68 292,96 97,65
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L ampiran6.PerhitunganNilaiRf KL T Analitik

Jarak yang ditempuh noda

HargaRf =
9 Jarak yang ditempuh eluen

HasiInilaiRfmonitoring kolombasah

» Eluenn-Heksana : Edilasetat(4:1)

5&6C
Rffraksi 10 = ~—— =068
82 cm

Rffraks 14-16 = ™ =0,0,19
B2cm
_ 3,6 cm
Rffraks 20 = =0,45
2cm
Rffraksi 30 = =% -3

g cm

> Nodal Noda?2
5B i B cr
Rffraksi 8-13= ~——2= 0,662 Rffraks 11-13 = ot g
g8cm g cm
[ 1 . p.: 1|
Rffraksi 18 = 2% =055 Rffraksil8 = - = (0,3875
g cm g cm
; . 23
Rffraks 20-28 =~ — 041 Rffraksi 20-28= —— = 028
Bcocm 8 cm
R . e
Rffraksi 30-40 =———= =0.275 Rffraksi 41-44 = 222 = 0 21
gcm 8 cm
3.1
Rffraks 41-44 = < = 0,0.387
Scm
25
Rffraksi 45 = 222~ 156
8 cm
27
Rffraksi 50-60 = -2 = (212
8cm
HasilnilaiRf monitoring kolomkering
. 4 cm g 2,7cm
Rffraksi 4-6 = ———— = 0,487 Rf fraksi 8-12 = ——— = 0,329
8.2 cm 8,2 cm
B8
Rffraksi 8-12 = ——2 = 0,487 Rf fraksi 8-12=——2 = 0,219
8.2 cm B2 om

4.6 C
Rf fraksi 10 = ——— = 0575
8,2 cm

. U,6cm
Rf fraks 14-16 = —— =0,0,07
B.2cm

33 cCcm
gcm

Rf fraksi 20 = =0,412
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Lampiran 7 Bagian-bagianK romatografikolom

,-'lfl' k‘_l! Cadangan lase garak |

‘-\é| ipalarl / aluen)

lase gerak
{patarulfelen)
W fase digm |
W

Kaepas, serat kaca
fglass woal)

Cd 1

| Panampung |
Eluai

1. CorongTetes
Corongtetesberisikancadanganel uen,
sehinggqji kael uendidal amkol omhabi seluen yang
adadidal amcorongtetesakanturunkebawah.

2. FaseGerak
Fasegerakmerupakaneluen yang digunakanuntuk proses
elusidimanapadapenelitianinicdluen yang digunakann-heksana:etil asetat
(4:1).

3. Fasadiam
Fasadiam yang
digunakandalamK romatografi kol ompembuatanf asadiamcarabasahdancara

keringsamayaitusilika ge 60. Y ang
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membedakanyayaituhanyapadasaatpreparasidan  proses  penjenuhan.
Dimanapembuatanfasadiamcarabasah, silika ge 60
dijenuhkandenganeluenyaselama 1 jam dandidiamkandalamkolomselama
24 jam. Sedangkanpreparasifasadiamcarakering, silika ge 60
sesudahdi aktifasi dimasukankedal amkol omdan di

vakumkankemudiandilakukan proses elusi.

. Glasswool

M erupakanbahan yang digunakanuntukmenahanfasadiam agar
tidakturunkebawahpadasaat proses elus,
sehinggaf asadiamtermampatkanol eh glass wool.

. Penampunganel uen

Proses penampunganpadapenelitianinimenggunakanbotol vial berukuran 8

mL.Fraks yang keluardarikolomditampungsebanyak 2 mL kedalam vial.
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Lampiran 8 Dokumentas Penelitian

Tahapan Dokumentasi

Ekstraktaugehasilpere
busansebel umdiencerk
an

1. Pembuatan Medium Ekstrak Tauge
(MET)

MET 4 %

2. Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
daam MET 4 %

Perubahan warna kultur mikroalga
Chlorella sp. dari hari ke-0 sampai
hari ke-10

Hasil pengumpulanpanen
biomassa mikroalga
Chlorela sp.

3. Pemanenan Biomassa Mikroalga
Chlorella sp.

Biomassamikroalga

Chlorella sp. sebelum
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Hasi|biomassasetel ahd
isentrifugasi yang
siauntukdikering-

anginkan

4. Preparasi Biomassa
MikroalgaChlorella sp.

Proses pengeringan-
anginanmikroalga

Chlorella sp.

Hasi|kerokanbiomassami
kroalga

Chlorela
sp.yangberupaserbuk

5. Ekstraks Maseras

Proses
perendamansampel mikro

Penyaringanhasilmaseras
imikroalga

Chlorella
sp.menggunakancorongb
uchner
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6. Hidrolisis

Proses
hidrolisi sdenganpenamba
hanHCI 2 N
dandiadukdengan

Pengukuran pH
setelahhidrolisis yang
telahdinetralkandenganna
triumbikarbonat

7. Partis ekstrak metanol mikroalga
Chlorella sp. dengan pelarut etil
asetat

Proses partisiterbentuk 2
lapisan (organikdan air)

Hasi|penguapanpel arutm
enggunakan gas N>
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8. Pemisahandengankromatografikolom

Proses
penjenuhanFasadiamcara
basah

Proses
elusikromatografikol omf
asadiamcarabasah

Proses
elusikromatografikol omf
asadiamcarakering

9. Monitoring
fraksikromatorafikolombasah

Monitoring fraks 1-45
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10. Monitoring kolomkering

.'-.

Monitoring fraksi 9-20

Monitoring fraksi 50-200

Dan 6-40

Monitoring fraks 1-160

Monitoring fraksi 2-20
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