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ABSTRAK 

Imam, Muhammad Zaki. UJI TOKSISITAS DAN IDENTIFIKASI 

SENYAWA METABOLIT SEKUNDER MIKROALGA Chlorella sp. 

HASIL EKSTRAKSI SONIKASI FRAKSI ETIL ASETAT, DIETIL 

ETER, DAN n-HEKSANA. Pembimbing I : A. Ghanaim Fasya, M.Si. 

Pembimbing II : Dr. M. Mukhlis Fahruddin, M.S.I 

Kata Kunci : Chlorella sp., toksisitas, metabolit sekunder 

Mikroalga Chlorella sp. merupakan salah satu tumbuhan tingkat rendah yang 

mengandung senyawa senyawa aktif yang bisa dimanfaatkan sebagai obat. 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui tingkat toksisitas 

fraksi etil asetat, dietil eter, dan n-Heksana ekstrak metanol terhadap larva udang 

Artemia salina Leach dan mengetahui golongan senyawa aktif yang memiliki 

tingkat toksisitas yang paling tinggi pada ekstrak.  

Mikroalga Chlorella sp. dikultivasi menggunakan Medium Ekstrak Tauge 

(MET) 4%. Biomassa yang diperoleh dikeringkan dan dilakukan sonikasi 

menggunakan pelarut metanol. Selanjutnya dilakukan hidrolisis dengan 

penambahan asam dan dipartisi dengan pelarut etil asetat, dietil eter, dan n-

Heksana. Masing-masing fraksi diuji tingkat toksisitasnya terhadap larva udang 

Artemia salina Leach dan diidentifikasi menggunakan spektrofotometri UV-Vis. 

 Hasil uji toksisitas mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat, dietil eter, dan 

n-heksana masing-masing memiliki nilai LC50 berturut-turut 107,709; 163,884; 

dan 123,219 ppm. Uji fitokomia yang dilakukan pada masing-masing fraksi 

diperoleh senyawa metabolit sekunder berupa steroid diketiga fraksinya. 

Identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis menunjukan adanya transisi 

elektron π → π* dari ikatan C=C yang tidak terkonjugasi. Berdasarkan analisis 

menggunakan LC-MS/MS senyawa steroid yang terkandung dalam fraksi etil 

asetat adalah kolesterol, stigmasterol, β-sitosterol, brassicasterol, campesterol, 

dan cycloartenol.  
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ABSTRACT 

Imam, Muhammad Zaki. TOXICITY TEST AND IDENTIFICATION OF 

SECONDARY METABOLIT COMPOUNDS MICROALGAE 

Chlorella sp. EXTRACTION RESULT OF THE SONICATION 

FRACTION OF ETHYL ACETATE, DIETIL ETHER, AND n-

HEXANE. Supervisor I : A. Ghanaim Fasya, M.Si. Supervisor II : Dr. M. 

Mukhlis Fahruddin, M.S.I 

Keyword : Chlorella sp., toxicity, secondary metabolit compound 

Microalgae Chlorella sp. is one of the low-level plants that contain active 

compounds that can be used as medicine. The purpose of this study was to 

determine the level of toxicity of the ethyl acetate, diethyl ether, and n-hexane 

fractions of methanol extract against Artemia salina Leach shrimp larvae and 

classify the active compounds that had the highest level of toxicity in the extract. 

Microalgae Chlorella sp. cultivated using 4% Bean sprout Extract Medium. 

The obtained biomass was dried and sonicated using methanol as a solvent. 

Furthermore, hydrolysis was carried out with the addition of acid and partitioned 

with ethyl acetate, diethyl ether, and n-hexane as solvents. Each fraction was 

tested for its toxicity level to Artemia salina Leach shrimp larvae and identified 

using UV-Vis spectrophotometry. 

The results of the toxicity test of the microalgae Chlorella sp. the ethyl 

acetate, diethyl ether, and n-hexane fractions each had LC50 values of 107,709; 

163,884; and 123,219 ppm. Phytochemical tests performed on each fraction 

obtained secondary metabolites in the form of steroids in all three fractions. 

Identification by UV-Vis spectrophotometer shows the presence of electron 

transitions π → π* from unconjugated C=C bonds. Based on LC-MS/MS 

analysis Steroid compounds contained in the ethyl acetate fraction there are 

cholesterol, stigmasterol, β-sitosterol, brassicasterol, campesterol, and 

cycloartenol. 
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 مُسْتخَْلِصُ البَحْثِ 
 

قْلِبجاتِ ا سْتجحْضجر   م    عجرُّف  ت ج وج   ةِ ي  م ِ الس    تَجْربِجة    .2022.  إِمَامٌ، مُحَمَّدٌ زكَِي    ةِ قج ي ْ قِ الد    بِ الِ حج ط  للِ   ةِ ي  وِ انج الث    لم سْت ج
Chlorella sp   الكِسْرِ ت ج وْ صج   ص  لج خْ تِ سْ اِ   ج  ائِ تج ن ج وج يلِ يثِ الِ   اتِ تج ي ْ سِ الج   نجة   وج الاجثِيِْ   الث  نجائِي،   اءِ زج جْ أج ، 

 الححكحوْمِيَةح قِسْمح الكِيْمِيَاءِ. كحلِيَةح العحلحوْمِ وَالتِ كْن حوْلحوْجِيَّا. جَامِعَةح مَوْلَانََ مَالِكح إِبْ راَهِيْمح الِإسْلََمِيَّةح   .انِ سج كْ الج 
شْرِفح    .مَالَانجْ 

ح
 1الم

ح
اجِسْتِيْْح. الم

َ
اجِسْتِيْْح. 2شْرِفح  : غَنَائمِح فَشْيَا، الم

َ
يْنِ، الم ، مُحْلِصح فَخْرح الدِ   : الدُّكْت حوْرح

 

 ةح يَّ مِ ، السَّ   Chlorella sp:    ةح يَّ اسِ سَ الَ   ةح مَ لِ الكَ 
ح
 ةح يَّ وِ انَ الثَّ   اتح بَ لِ قْ ت َ سْ ، الم

 
   ةح ضَ فِ خَ نْ مح   تح اتَ بَ الن َّ   ى دَ حْ إِ   يَ . هِ Chlorella sp  ةح قَ ي ْ قِ الدَّ   بح الِ حَ الطَّ 

ح
ى لَ ي عَ وِ تَ  تَْ تِ ى الَّ وَ ت َ سْ الم

نْشِطةَِ 
ح
 اتح تَ ي ْ سِ أَ   ةح يَّ ى سَ ِ وَ ت َ سْ مح    مَعْرفَِةح وَ هح   بَحْثِ ال  ا ذَ هَ   نْ مِ   ضح رْ الغَ   نَ . كاَ اءِ وَ دَّ ال ا كَ هَ فَادح تِ سْ اِ   نح كِ يحْ   الصَّوْتَ نَةِ الم

 Artemia salinaي  بِْ مِ الَ   اتِ ق  يِْْ لِ   لِ وْ ان ح ثَ ي ْ المِ   صِ لِ خْ تَ سْ مح   نْ مِ   انِ سَ كْ الَ   اءح زَ جْ أَ ، وَ يِْْ ثِ الاَ   يائِ نَ ث َ ، وَ لح يْ ثِ يْ الإِ 

Leach   َنْشِطةَِ نَ مِ   ة  عَ وْ مح مِْ   يُّ أَ  مَعْرفَِةح و
ح
 .م  مُّ سَ تَ   نْ ى مِ وَ ت َ سْ ى مح لَ عْ ى أَ لَ ي عَ وِ تَ  تَْ تِ الَّ    الصَّوْتَ نَةِ الم

   مِ عَ البَْ   صِ لِ خْ تَ سْ مح   نْ ٪ مِ 4  امِ دَ خْ تِ سْ بِ   Chlorella sp  ةِ قَ ي ْ قِ الدَّ   بِ الِ حَ لطَّ تَََّتِ الزَّراَعَةِ لِ 
ح
  طِ س ِ وَ ت َ الم

(MET) َة  وَ لََ . عَ بِ يَّ ذَ مح كَ   لِ وْ ان ح يثَ المِ   امِ دَ خْ تِ سْ ا بِ تحَ وَّ صَ ا وَ هَ ي ْ لَ عَ   لِ وْ صح الحح    تََّ تِ الَّ   ةِ يَّ وِ يَ الحَ   ةِ لَ ت ْ الكَ   فِ يْ فِ تَْ  ِ مُّ تِ . ي 
   لِ لُّ حَ التَّ   اءح رَ جْ إِ   ، تََّ كَ لِ ى ذَ لَ عَ 

َ
 اتح تَ ي ْ سِ أَ   لِ يْ ثِ يْ إِ   اتِ بَ ي َّ ذَ مح   امِ دَ خْ تِ سْ بِ   هح مَ يْ سِ قْ ت َ وَ   ضِ حَْ   ةِ افَ ضَ إِ   قِ يْ رِ طَ   نْ ي عَ ائِ الم

 Artemia salinaي  بَِ مْ الَ   اتِ قَ يِْْ لِ   هح تح ي َ ى سَ ِ وَ ت َ سْ مح   ةِ فَ رِ عْ مَ لِ   ء  زْ جح   لُّ كح   تَْربِةَح   . تََّ انَ سَ كْ هَ -ون  اثَِيِْْ   يائِ نَ ث َ وَ 

Leach   َةِ عَ شْ لَْ بِ   فِ يْ الطَّ   اسِ يَ قْ مِ   امِ دَ خْ تِ سْ بِ   محسْتَحْضِرٌ  تََّ و   
َ
 . ةِ يَّ جِ سَ فْ ن َ الب َ   قَ وْ ف َ وَ   ةِ يَ ئِ رْ الم

لِ Chlorella sp  ةِ قَ ي ْ قِ الدَّ   بِ الِ حَ الطَّ   ةِ يَّ م ِ سَّ ال  تَْربِةَح   جح ائِ تَ ن َ  ي ائِ نَ الث َّ وَ   لِ يْ ثِ يْ الإِ   اتِ تَ ي ْ سِ الَ   رِ سْ كَ لْ . 
   زِ يْ كِ التَّّْ   مَ يَ ق َ   انِ سَ كْ الَ   اءِ زَ جْ أَ وَ   يِْْ ثِ الاَ 

ح
لِ فِ صْ الن ِ   تِ ي ِ مَ الم و   163،884؛    107.709  نْ مِ   ل ِ كح ي  ؛ 

 ء  زْ جح   ل  ى كح لَ عَ   هح اؤح رَ جْ إِ   ي تََّ ذِ  الَّ اتِ بَ ي الن َّ ائِ يَ مِ يْ الكِ   التَّجْربِةَِ   اءِ رَ جْ إِ   . تََّ ةِ قَ ي ْ قِ  الدَّ فِ   ة  حَ فْ صَ   123.219
سْتَحْضَرِ   رح هَ . يحظْ ةِ ثَ لََ الثَّ   رِ وْ سح  الكح فِ   اتِ طَ شِ نْ مح   لِ كْ  شَ فِ   ةِ يَّ وِ نَ ثَ   اتِ بَ لِ قْ ت َ سْ ى مح لَ عَ   لِ وْ صح الحح   تََّ وَ 

ح
 امِ دَ خْ تِ سْ بِ   الم

   ةِ عَ شْ لَ ي بِ ئِ وْ الضَّ   فِ يْ الطَّ   اسِ يَ قْ مِ 
َ
 طِ ابِ وَ رَ   نْ مِ   *   π  →   نِ وْ الإلكتّح   تِ الَا قَ تِ نْ اِ   دِ وْ جح وح   ةِ يَّ جِ سَ فْ ن َ الب َ   قَ وْ ف َ وَ   ةِ يَّ ئِ رْ الم

C = C َويدِ يْْ تِ السَّ   اتح بَ كَ رْ مَ   لح مِ تَ شْ . ت   
َ
 لِ وْ تيْح اسِ مَ يغَ ستِ وَ   لِ وْ تَّح يسْ لِ وْ ى الكح لَ عَ   لِ يْ ثِ يْ الإِ   اتح تَ ي ْ سِ أَ   ء  زْ جح   فِ   ةِ دَ وْ جح وْ الم

 .لِ وْ ن ح ي ْ تِ رْ و أَ لح كح يْ سِ وَ  لح وْ بستيْح امح كَ وَ   لِ وْ استيْح كَ يْ اسِ رَ ب َ وَ  لِ وْ تيْح وسِ تح ي ْ ا سِ ت  ي ْ ب َ وَ 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Tumbuh-tumbuhan dapat memproduksi dua jenis senyawa metabolit, 

diantaranya yaitu metabolit primer dan metabolit sekunder. Tumbuhan dapat 

memproduksi metabolit sekunder dalam jumlah tertentu dengan kondisi 

cekaman atau kondisi perubahan lingkungan yang bisa menghambat 

pertumbuhan perkembangan. Senyawa-senyawa metabolit sekunder memiliki 

fungsinya masing-masing dan berbeda-beda tiap senyawanya. Hal ini 

memberikan peluang untuk mengoptimalisasi pemanfaatan senyawa metabolit 

sekunder pada biota air dalam berbagai bidang. Al-Quran telah menyebutkan 

dalam surah Luqman ayat 10 bahwa Allah SWT menciptakan tanam-tanaman 

dan buah-buahan yang memiliki manfaat didalamnya dan dapat dimanfaatkan 

oleh makhluk hidup  

مٰوٰت َ خَلقَََ غَيَْ  السَّ َ وَاَلقْٰى ترََوْنَََا عَََدَ  ب  َ ف  ََ الَْْرْض  يْدََ اَنَْ رَوَاس  وَبثَََّ ب كَُْ تمَ   

يْْاَ نَْ ف  َ  كَُُ  م  َّة  نََ وَاَنزَْلنَْا دَاۤب مَاۤءَ  م  ْْۢبَتنْاََفََ مَاۤءَ  السَّ يْْاَ اَن نَْ ف  يَْ  زَوْج َ كَُُ  م  كَر   

Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang sebagaimana kamu melihatnya, 

dan Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi agar ia (bumi) tidak 

menggoyangkan kamu; dan memperkembangbiakkan segala macam jenis 

makhluk bergerak yang bernyawa di bumi. Dan Kami turunkan air hujan dari 

langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang 

baik” (QS. Luqman : 10) 

 Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang subur dan bermanfaat (Shihab, 

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

serta memiliki manfaat untuk makhluk-Nya yang berada di muka bumi ini. Salah 

satu tumbuhan yang dapat dimanfaatkan ialah mikroalga. Mikroalga dapat 
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dimanfaatkan sebagai tumbuhan yang memiliki berbagai macam khasiat 

khususnya dalam dunia medis.  

 Mikrolaga termasuk kedalam organisme mikroskopis yang mampu 

melakukan biosintesis dengan sejumlah substansi berharga seperti lipid, asam 

lemak tak jenuh, pigmen, protein serta karbohidrat yang dianggap penting dan 

juga merupakan sumberdaya yang dapat diperbarui (Georgianna dan Mayfield, 

2012). Mikroalga juga berpotensi sebagai sumber bahan bakar terbarukan karena 

memiliki kandungan minyak yang dapat dijadikan sebagai bahan bakar alternatif 

biodiesel. Keunggulan yang dimiliki mikroalga yaitu mudahnya dibudidayakan 

daripada tumbuhan makroalga dan tumbuhan tingkat tinggi lainnya. Keunggulan 

lainnya ialah produksi biomassa yang bisa dibilang cepat dan pertumbuhannya 

memanfaatkan CO2 sehingga mampu mengurangi pencemaran udara (Gultom, 

2018). Chlorella sp. merupakan tumbuhan tingkat rendah yang termasuk 

mikroalga alga hijau atau disebut dengan Chlorophyceae. Walaupun Chlorella 

sp. tidak memiliki akar, batang, dan daun sejati, tetapi Chlorella sp. memiliki 

pigmen klorofil sehingga mampu melakukan fotosintesis dan menghasilkan 

makananya sendiri (fotoautotrof) (Damayanti, 2020). Chlorella sp. mampu 

hidup di air tawar maupun air laut.  

Chlorella sp. memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder. Senyawa 

metabolit sekunder dihasilkan pada fase stationer (Anggraeni et al., 2014). Fase 

stationer sendiri adalah fase dimana laju pertumbuhan sama dengan laju 

kematiannya, sehingga jumlah keseluruhannya adalah tetap (Riadi, 2016). 

Chlorella sp. dapat dimanfaatkan sebagai pilihan alternatif bahan baku bio diesel 

karena memiliki kandungan lipid mencapai 80% dari berat kering dan memiliki 
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karakteristik yang mirip dengan minyak nabati (Elystia et al., 2019). Manfaat 

lain dari Chlorella sp. ialah sebagai bioremediator dalam menetralisir 

pencemaran air limbah karena memiliki kemampuan biabsopsi yang cukup kuat 

terhadap logam berat (Putri et al., 2018).  

Ekstraksi merupakan teknik pemisahan bahan dari campurannya 

menggunakan pelarut yang sesuai. Ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dapat 

dilakukan dengan berbagai metode diantaranya metode maserasi dan metode 

sonikasi. Maserasi merupakan salah satu metode yang biasa digunakan untuk 

mengekstrak senyawa metabolit sekunder dari biomassanya. Namun, metode ini 

membutuhkan waktu yang cukup lama dengan pelarut yang cukup banyak. 

Metode lainnya adalah metode sonikasi, dimana metode ini memanfaatkan 

gelombang ultrasonik untuk memisahkan senyawa metabolit sekunder dari 

biomassanya. Oleh karena itu, metode ini tidak membutuhkan waktu yang lama 

dan juga pelarut yang banyak, sehingga ekstrak yang diperoleh juga lebih banyak 

(Handaratri dan Yuniati, 2019). Pelarut yang digunakan adalah metanol, karena 

diketahui metanol mampu mengekstrak senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung dalam Chlorella sp. (Susanty et al., 2019). Selain dapat membuat 

lisis membran sel pada tanaman, metanol juga memiliki struktur molekul yang 

kecil sehingga memudahkan untuk menembus jaringan tumbuhan dan menarik 

senyawa metabolit sekunder yang berada dalam tumbuhan. 

Penelitian yang dilakukan Novianti, et al (2019) dalam ekstraksi mikroalga 

Chlorella vulgaris menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol 

diperoleh rendemen lebih dari 50%. Ekstraksi mikroalga yang dilakukan 

Bariyyah (2013) menggunakan metode maserasi dengan variasi pelarut metanol 
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(polar) dan dan etil asetat (semipolar) diperoleh hasil rendemen masing-masing 

tiap pelarut sebesar 7,001% dan 3,673%. Rengga, et al (2019) melakukan 

ekstraksi minyak mikroalga dengan bantuan gelombang ultrasonik diperoleh 

rendemen sebesar 18,44%. Maligan, et al (2016) melakukan ekstraksi ultrasonik 

mikroalga dengan frekeunsi 50 kHz sebanyak 3 kali siklus dengan pelarut aseton 

menghasilkan rendemen sebanyak 35,19%.  

Uji toksisitas dilakukan supaya mengetahui kemampuan racun yang mampu 

menimbulkan kerusakan saat masuk kedalam tubuh dengan lokasi yang rentan 

terhadap racun tersebut (Soemirat, 2005). Metode ini sering dimanfaatkan untuk 

skrining senyawa antikanker karena adanya korelasi positif antara metode BSLT 

dengan uji sitotoksik menggunakan kultur sel kanker (Carballo et al., 2002). 

Keuntungan dari metode BSLT ialah cepat, tidak membutuhkan banyak biaya, 

mudah, tidak memerlukan kondisi aseptis, dan akurat. Senyawa dikatakan toksik 

apabila memiliki nilai LC50 kurang dari 1000 µg/mL (Meyer et al., 1982). 

Penelitian yang dilakukan Desianti (2014) uji toksisitas menggunakan fraksi etil 

asetat, kloroform, dan n-Heksana dari hasil ekstrak metanol mikroalga Chlorella 

sp. dengan metode BSLT menunjukkan ketiga fraksi bersifat toksik terhadap 

larva udang Artemia salina Leach. Nilai LC50 yang dihasilkan tiap fraksi yaitu 

43,3044 ppm untuk fraksi etil asetat, 32,9023 ppm untuk fraksi kloroform, dan 

34,2133 untuk fraksi n-Heksana. Yudiati, et al (2011) dalam penelitiannya 

melakukan  tokisitas terhadap mikroalga Spirulina platensis fraksi dietil eter 

diperoleh nilai LC50 yaitu 34,11 ppm. Berdasarkan nilai LC50 nya menunjukkan 

bahwa ekstrak bersifat toksik dan berpotensi antikanker.  
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Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung dalam suatu sampel. Identifikasi senyawa metabolit sekunder yang 

dilakukan Desianti (2014) fraksi etil asetat dan n-Heksana Chlorella sp. 

mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu senyawa steroid. Nurhamidah, 

et al   (2019) melakukan uji fitokimia pada daun surian ekstrak dietil eter, 

senyawa metabolit yang muncul diantaranya flavonoid, steroid, triterpenoid, 

fenolik, saponin, kumarin, dan karotenoid.  

Beberapa penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa senyawa 

Chlorella sp. memiliki kemampuan bioaktivitas seperti antikanker, antibakteri, 

antioksidan, dan antitumor yang dapat diketahui melalui pengujian awal yaitu 

uji toksisitas. Fasya, et al   (2013) dalam penelitiannya menyebutkan mikroalga 

Chlorella sp. yang diekstraksi menggunakan metanol memiliki senyawa steroid 

yang terkandung didalamnya. Senyawa steroid memiliki bioaktivitas sebagai 

antibakteri terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Penelitian yang dilakukan 

Febriyanti (2021) menyebutkan ekstrak metanol dengan fraksi pelarut n-

Heksana mengandung senyawa steroid yang memiliki aktivitas antioksidan 

dengan metode DPPH. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian awal 

kemampuan bioaktivitas dengan melakukan uji toksisitas Chlorella sp. fraksi etil 

asetat, dietil eter, dan n-Heksana hasil ekstraksi sonikasi menggunakan pelarut 

metanol. Uji toksisitas dilakukan dengan metode BSLT yang mana memiliki 

korelasi dengan antikanker sebelum dimanfaatkan dan diproduksi massal untuk 

kepentingan dunia medis dan farmakologi. 
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1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana tingkat toksisitas ekstrak metanol fraksi etil asetat, dietil eter, 

dan n-Heksana mikroalga Chlorella sp. terhadap larva udang Artemia 

salina Leach? 

2. Bagaimana identifikasi senyawa metabolit sekunder fraksi etil asetat, dietil 

eter, dan n-Heksana mikroalga Chlorella sp. menggunakan uji fitokimia,  

spektrofotometer UV-Vis, dan LC-MS/MS? 

1.3 Tujuan 

1. Mengetahui tingkat toksisitas ekstrak metanol fraksi etil asetat, dietil 

eter,dan n-Heksana mikroalga Chlorella sp. terhadap larva udang Artemia 

salina Leach 

2. Mengetahui identifikasi senyawa metabolit sekunder fraksi etil asetat, 

dietil eter, dan n-Heksana mikroalga Chlorella sp. menggunakan uji 

fitokimia, spektrofotometer UV-Vis, dan LC-MS/MS. 

3. Batasan Masalah 

4. Sampel yang digunakan adalah mikroalga Chlorella sp. berasal dari 

budidaya di laboratorium Kimia Organik UIN Malang 

5. Budidaya menggunakan Medium Ekstrak Tauge (MET) 

6. Ekstraksi mikroalga Chlorella sp. menggunakan metode ekstraksi 

sonikasi dengan frekuensi 42 kHz menggunakan pelarut metanol 

7. Hidrolisis dan partisi menggunakan etil asetat, dietil eter, dan n-Heksana 

8. Uji toksisitas menggunakan metode BSLT 

9. Uji fitokimia senyawa metabolit sekunder 

10. Identifikasi senyawa menggunakan UV-Vis dan LCMS/MS 
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1.4 Manfaat  

Penelitian ini diharapkan dapat menambah informasi mengenai tingkat 

toksisitas senyawa yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. terhadap 

larva udang Artemia salina Leach serta kandungan golongan senyawa yang 

terkandung didalamnya, sehingga dapat dimanfaatkan dalam bidang 

farmakologi serta menambah rasa syukur kita terhadap kebesaran Allah SWT 

dengan segala ciptaannya yang memiliki keberagaman bentuk dengan manfaat 

yang sangat luar biasa.



 

8 

 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Mikroalga Chlorella sp. 

Chlorella sp. merupakan tumbuhan tingkat rendah, uniseluler berwarna hijau 

dengan ukuran mikroskopis dengan diameter selnya berukuran 3-8 µm, dengan 

bentuk bulat seperti bola. Chlorella sp. tidak memiliki flagella sehingga tidak 

bebas bergerak aktif. Susunan dinding selnya terdiri dari pektin dan selulosa. 

Tiap selnya mengandung kloroplas yang menyebabkan Chlorella sp. memiliki 

warna hijau. Chlorella sp. termasuk mikroalga yang bersifat kosmopolit yaitu 

penyebarannya sangat luas. Chlorella sp. dapat ditemukan pada air payau, air 

laut, dan air tawar (Kumar dan Singh, 1976) 

 
Gambar 2.1 Mikroalga Chlorella sp. 

Mikroalga Chlorella sp. mengandung senyawa kimia berupa protein, 

karbohidrat, vitamin, asam lemak tak jenuh, serta enzim (Kawaroe, 2008). 

Penelitian yang dilakukan Khamidah, et al (2014) menyebutkan bahwa 

Chlorella sp. mengandung senyawa aktif berupa steroid. Senyawa aktif pada 

mikroalga Chlorella sp. biasanya digunakan untuk pertahanan diri dari 

lingkungan dan makhluk hidup yang ada di sekitarnya (Salempa & Muharram, 

2016).  
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2.2 Kultivasi Mikroalga dalam Medium Ekstrak Tauge (MET) 4% 

Pengembangbiakan mikroalga Chlorella sp. atau kultivasi menggunakan 

media tumbuh yang bertujuan untuk memenuhi kebutuhan biomassa mikroalga. 

Media tumbuh yang digunakan harus mengandung komponen-komponen yang 

dibutuhkan untuk berkembangnya mikroalga. Kultivasi berhasil apabila 

bertambahnya ukuran atau jumlah sel pada media tumbuh yang ditandai dengan 

perubahan warna hijau yang semakin pekat (Richmond, 1986). 

Faktor-faktor yang memengaruhi pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. 

diantaranya adalah pH, suhu, intensitas cahaya, dan unsur hara (Dewi, 2009). 

Suhu merupakan salah satu faktor yang berpengaruh dalam pertumbuhan 

mikroalga. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Maharsyah, et al (2013)  

diperoleh yang tepat untuk melakukan kultivasi diantara 25 oC – 27 oC. Cahaya 

berperan penting dalam proses fotosintesis dimana pada proses ini mikroalga 

dapat membuat makanannya sendiri dengan bantuan klorofil. Prihantini, et al 

(2005) dalam penelitiannya kultivasi mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan 

pencahayaan dari 2 buah lampu TL 36 watt (intensitas cahaya 1000-4000 lux) 

dengan waktu fotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap. Nilai pH merupakan 

salah satu faktor yang memengaruhi kemampuan biologis dari mikroalga dalam 

pemanfaatan unsur hara dalam medium kultur mikroalga (Prabowo, 2009). Nilai 

pH yang terlalu tinggi akan memengaruhi aktivitas fotosintesis. Penelitian yang 

dilakukan Prihantini, et al (2005) nilai pH awal pada medium ekstrak tauge 

memengaruhi kerapatan sel dari mikroalga Chlorella sp.  

Penggunaan tauge sebagai media tumbuh dikarenakan tauge banyak 

mengandung unsur hara yang dibutuhkan mikroalga Chlorella sp. untuk 

berkembang biak. Kelebihan penggunaan MET diantaranya yaitu kemudahan 
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untuk memperolehnya, ekonomis, dan tidak menghasilkan senyawa yang 

bersifat toksik. Media kultur MET mengandung unsur hara makronutrient 

anorganik seperti K, P, Ca, Mg, dan Na yang dibutuhkan sebagai komponen 

penyusun sel. Mikronutrient yang terkandung pada media kultur MET adalah 

Fe, Zn, Mn, dan Cu yang dibutuhkan sebagai komponen pembentuk klorofil 

(Richmond, 1986).  

Penelitian yang dilakukan Fasya, et al (2013) menyatakan proses kultivasi 

mikroalga Chlorella sp. melalui empat fase pertumbuhan. Fase pertama adalah 

fase log atau eksponensial, selanjutnya fase penurunan laju pertumbuhan, 

selanjutnya fase stasioner dan yang terakhir adalah fase kematian.  

 
Gambar 2.2 Kurva Pertumbuhan Chlorella sp. dalam MET (Fasya, 2013) 

Fase eksponensial dimulai pada hari ke-0 sampai hari ke-8 ditandai dengan 

adanya perubahan pada jumlah sel yang semakin meningkat. Fase selanjutnya 

yaitu fase penurunan yang terjadi pada hari ke-8 dimana pada fase ini tidak 

terjadi peningkatan yang cukup signifikan. Kemudian dilanjut dengan fase 

stasioner pada hari ke-8 sampai hari ke-11 dimana laju pertumbuhan cenderung 

konstan. Memasuki hari ke-11 sel tidak mengalami pembelahan sel yang 
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signifikan karena kurangya ketersediaan nutrient, sehingga biomassa akan 

mengalami kematian. Fase ini biasa disebut dengan fase kematian. 

2.3 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp. 

Senyawa metabolit sekunder yang dipisahkan dengan cara ekstraksi. 

Ekstraksi adalah proses penarikan suatu komponen atau zat tertentu dari 

larutannya dalam air oleh suatu pelarut lain yang tidak bercampur dengan air 

(Soebagio et al., 2005). Ekstraksi sonikasi adalah metode ekstraksi dengan 

memanfaatkan gelombang ultrasonik dan dapat mempercepat waktu kontak 

antara sampel dengan pelarut. Sonikasi mengandalkan energi gelombang yang 

menyebabkan proses kavitasi, yaitu proses pembentukan gelumbung-

gelembung kecil akibat adanya transmisi gelombang ultrasonik untuk 

membantu difusi pelarut kedalam dinding sel tanaman. Hal ini dapat 

menyebabkan terjadinya proses pemindahan massa senyawa bioaktif dari sel 

dalam tumbuhan ke pelarut (Ashley et al., 2001). Keuntungan dari ekstraksi 

sonikasi adalah prosesnya memiliki waktu yang relatif singkat.  

Pelarut yang digunakan pada proses ekstraksi akan memengaruhi proses 

keberhasilannya ekstraksi. Penelitian ini menggunakan metanol sebagai pelarut 

untuk ekstraksi sonikasi. Metanol juga dapat menarik analit berupa alkaloid, 

glukosa, steroid, saponin, dan flavonoid dari tanaman (Arief et al., 2015). 

Penelitian yang dilakukan oleh Hadiyanto (2016) yaitu mengekstraksi Spirulina 

platensis dengan metode UAE (ultrasonic-assisted extraction) menggunakan 

pelarut etanol dengan frekuensi 28 kHz dan 42 kHz. Hasil ekstraksi 

direpresentasikan melalui gambar berikut  
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Gambar 2.3 Optimalisasi Rendemen Terhadap Waktu dan Suhu 

Berdasarkan grafik tersebut, rendemen terus meningkat pada menit ke-20 

sampai menit ke-35 di frekuensi 28 kHz maupun 42 kHz. Menit ke-50 terjadi 

penambahan rendemen pada frekuensi 28 kHz dan tidak terjadi perubahan pada 

frekuensi 42 kHz. Hal ini disebabkan karena adanya gelombang ultrasonik pada 

saat dilakukannya ekstraksi, sehingga mampu memecahkan serbuk sampel yang 

berbentuk padatan dan memperbesar luas permukaannya sehingga laju ekstraksi 

meningkat (Rismiarti et al., 2016). Semakin lama waktu sonikasi, maka ukuran 

partikel cenderung lebih homogen dan ukurannya menuju ukuran nanopartikel 

yang stabil dan tidak adanya gumpalan (Rengga et al., 2019). Jika ditinjau dari 

suhu selama terjadi proses ekstraksi dari suhu 30 oC sampai 60 oC hasilnya 

menunjukkan suhu optimum rendemen yang dihasilkan ketika mencapai 45 oC 

karena adanya efek radiasi yang dihasilkan oleh gelombang ultrasonik. Suhu 
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dapat memengaruhi cepat lambatnya proses difusi. Semakin tinggi suhu maka 

proses difusi yang terjadi semakin besar, sehingga proses ekstraksi menjadi 

semakin cepat. Ketika suhu ditingkatkan, sifat fisik pelarut yaitu viskositas dan 

densitas dapat menurun sehingga terjadi peningkatan transfer massa (Shalmashi, 

2009). 

2.4 Hidrolisis dan Partisi 

Hidrolisis merupakan teknik ekstraksi lanjutan yang dilakukan untuk 

memperoleh ekstrak yang lebih murni (Day dan Underwood, 2002). Glikosida 

merupakan senyawa yang terbentuk dari bagian glikon (gula) yang bersifat polar 

dan aglikon (bukan gula) yang bersifat polar, semipolar, maupun nonpolar. 

Metabolit sekunder merupakan golongan senyawa aglikon. Pemutusan ikatan 

glikosida dilakukan agar senyawa metabolit sekunder dapat diperoleh, proses ini 

biasa disebut dengan reaksi hidrolisis. Hidrolisis adalah reaksi antara suatu 

senyawa dengan air agar senyawa tersebut dapat terurai (Handoko, 2006). 

Penggunaan air dalam reaksi hidrolisis berjalan dengan sangat lambat, oleh 

karena itu dibutuhkannya katalisator untuk mempercepat reaksi.  

Katalis yang biasa digunakan adalah katalis asam yaitu HCl (asam klorida). 

Penggunaan asam kuat karena memiliki kemampuan yang mudah melepas 

proton (H+) dalam air dengan sempurna, sedangkan asam lemah lebih sukar 

untuk melepas proton (H+). Ion H+ berpengaruh pada cepat lambatnya reaksi 

hidrolisis, semakin besar jumlah ion H+, maka jalannya reaksi semakin cepat dan 

produk hidrolisa yang dihasilkan semakin besar (Handoko, 2006). Penelitian ini 

menggunakan asam sebagai katalis untuk mempercepat proses hidrolisis. Asam 

yang digunakan adalah asam kuat HCl 2N. Berdasarkan penelitian yang 

dilakukan Artati, et al (2012) konsentrasi paling optimum berada pada 



14 

 

 

konsentrasi 2N dengan konstanta reaksi sebesar 0,00660 min-1 jika dibandingkan 

dengan konsentrasi 1N; 1,5N; 2,5N; dan 3N dimana masing-masing konstanta 

reaksinya adalah 0,00209 min-1; 0,00240 min-1; 0,000638 min-1; dan 0,0059  

min-1. Selain itu pemilihan HCl karena dapat membentuk NaCl yang tidak 

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

hidrolisis diberhentikan dengan cara penetralan. Penetralan dilakukan dengan 

menambahkan basa NaHCO3. Penetralan dilakukan karena glikosida bersifat 

stabil pada kondisi netral (Fessenden, 1986). Hasil hidrolisis dapat dipisahkan 

lebih lanjut dengan metode partisi menggunakan pelarut yang berbeda 

kepolarannya.  

Proses partisi berdasarkan pada ekstraksi cair-cair yang merupakan teknik 

pemisahan zat-zat terlarut diantar dua cairan yang berbeda kepolarannya 

(Septiandri, 2016). Desianti (2014) dalam penelitian uji toksisitas ekstrak 

metanol mikroalga Chlorella sp. yang dipartisi secara bertingkat menggunakan 

pelarut berturut-turut yaitu n-Heksana, petroleum eter, kloroform, dan etil asetat. 

Hasil penelitian menunjukkan rendemen masing-masing fraksi hasil partisi 

secara berturut-turut adalah 32,7809%; 12,0582%; 9,3531%; dan 8,1952%. 

Sehingga dapat dikatakan bahwa pelarut n-Heksana memiliki ekstrak rendemen 

tertinggi.  

2.5 Uji Toksisitas Senyawa Metabolit Sekunder dengan Metode BSLT (Brine 

Shrimp Lethality Test) 

Toksisitas merupakan ukuran relatif derajat racun antara satu bahan kimia 

terhadap bahan kimia lain pada organisme yang sama kemampuan racun 

(molekul) untuk menimbulkan kerusakan apabila masuk kedalam tubuh dan 

lokasi organ yang rentan terhadapnya (Soemirat, 2005). Uji toksisitas 
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menggunakan metode BSLT terhadap larva udang Artemia salina Leach 

dianggap memiliki korelasi dengan daya sitotoksik senyawa-senyawa 

antikanker, sehingga sering dilakukan untuk screening awal pencarian senyawa 

antikanker. Beberapa kelebihan dari uji bioaktovitas dengan BSLT adalah 

memiliki waktu yang relatif singkat, prosesnya sederhana, biaya yang murah, 

kelimpahan organisme yang banyak, dan memenuhi kebutuhan validasi statistik 

dengan sedikit sampel (Meyer et al., 1982). 

Kematian hewan uji Artemia salina disebabkan adanya senyawa uji yang 

masuk ke dalam tubuh hewan uji melalui difusi dan transport aktif. Kemudian 

senyawa tersebut akan menyebabkan terjadinya kerusakan pada permeabilitas 

membran sehingga dapat mengacaukan transport ion dan menyebabkan 

penurunan pada produksi ATP (Connel dan Miller, 1995). Senyawa-senyawa 

tersebut menghambat daya makan dengan bertindak sebagai racun perut atau 

stomatch poisoning, yaitu sebuah interaksi penyerangan yang dapat membunuh 

suatu hewan uji dengan menyerang sistem pencernaan, sehingga dapat 

memengaruhi metabolisme larva dan mengganggu reseptor perasa pada mulut 

Artemia salina. Hal ini dapat menyebabkan larva tidak mampu mengenali 

makanannya dan mengakibatkan larva mati kelaparan (Isnansetyo dan 

Kurniastuty, 1995). 

Daya toksisitas senyawa dapat diketahui dengan menghitung jumlah 

kematian larva Artemia salina menggunakan parameter Lethal Concerntration 

50 (LC50). LC50 adalah kadar atau konsentrasi suatu zat yang dinyatakan dalam 

miligram bahan kimia permeter kubik media uji (part per million atau ppm), 

yang mampu menyebabkan 50% kematian pada binatang percobaan yang 
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terpapar dalam waktu tertentu (Cahyono, 2004). Suatu ekstrak dikatakan toksik 

terhadap larva udang apabila memiliki nilai LC50 < 1000 µg/mL. Penentuan 

potensi bioaktif dilakukan dengan membandingkan nilai LC50 suatu ekstrak 

dengan sampel ketentuan (Meyer et al  ., 1982): 

• LC50 ≤ 30 ppm   = sangat toksik 

• LC50 31 ppm ≤ 1000 ppm = toksik 

• LC50 ≥ 1000 ppm   = tidak toksik 

 

Nilai LC50 yang berbeda memiliki potensi yang berbeda juga, seperti yang 

disebutkan dalam surat al-furqan ayat 2 

لهقه كُذ  خه يِكٌْ فِِ المُْلِْْ وه ٗ شَه لهمْ يهكُنْ لَذ ا وذ ً لَه هتذخِذْ وه لهمْ ي الْْهرْضِ وه مٰوٰتِ وه ٗ مُلُْْ السذ يْ لَه ِ ءٍ  الَّذ ْ  شَه

هٗ تهقْدِ  ره يرًْا فهقهدذ  

Artinya : yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak 

ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan-Nya, dan Dia menciptakan segala 

sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.  

Berdasarkan tafsir Kementrian Agama RI (2006) ayat di atas menjelaskan 

bahwa Allah Swt. lah yang menciptakan segala sesuatu, dan menyempurnakan 

ukuran- ukurannya dengan tepat, teliti dan penuh hikmah. Seperti halnya potensi 

ekstrak sebagai senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan sebagai 

antikaker/anti tumor, antibakteri dan pestisida. 

2.6 Analisis Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan Spektrofotometer 

UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis adalah pengukuran panjang gelombang dan 

intensitas sinar ultra violet dan cahaya tampak yang diasorbsi oleh sampel. Sinar 

UV berada pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak berada 

pada panjang gelombang 400-800 nm. Spektrofotometer UV-Vis dapat 

memberikan informasi berupa struktur berdasarkan panjang gelombang 
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maksimal (Dachriyanus, 2004). Prinsip kerja dari spektrofotometer UV-Vis 

yaitu interaksi antara sinar monokromatis berasal dari sumber sinar dengan 

materi berupa molekul (sampel), sebagian cahaya dipantulkan, diserap, dan ada 

pula yang diteruskan. Cahaya yang diserap akan menyebabkan tereksitasinya 

eletron dari keadaan dasar (ground state) menuju keadaan tereksitasi dengan 

tingkat energi yang lebih tinggi. Suatu senyawa yang mengabsorbsi cahaya 

dinamakan gugus kromofor yang dapat menimbulkan pita-pita absorbsi yang 

khas (Triyati, 1985). Bagian molekul yang paling cepat bereaksi dengan sinar 

adalah elektron-elektron ikatan dan elektron-elektron non ikatan. Elektron-

elektron akan mengalami eksitasi ke tingkat energi yang lebih tinggi (Suhartati, 

2014). Analisis ini dapat memberikan informasi dari struktur berdasarkan 

panjang gelombang maksimum suatu senyawa. 

Spektrum khas senyawa Flavonoid memiliki serapan di daerah UV pada dua 

panjang gelombang yaitu berkisar 310-350 nm pada pita I dan 250-280 pada pita 

II (Indarto, 2015). Spektrum khas senyawa Tanin berada pada rentang 600-850 

nm (Ola et al., 2020). Spektrum khas Terpenoid memiliki serapan pada panjang 

gelombang maksimum sebesar 207,03 nm (Atmoko et al., 2018). spektrum khas 

Steroid berada pada panjang gelombang 203,8 nm (Fasya et al., 2020). Spektrum 

khas Saponin diindikasikan berada pada panjang gelombang 211 nm (Rachman 

et al., 2015). Spektrum khas senyawa Alkaloid berada pada rentang 203-230 nm 

(Hammado dan Illing, 2013).  

2.7 Analisis Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan Instrumen         

LC-MS/MS 

Spektroskopi Massa (Mass Spectroscopy) adalah instrumen yang digunakan 

untuk menentukan struktur kimia dari molekul organik berdasarkan perhitungan 
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massa dari molekul tersebut serta pola fragmentasinya. LC-MS/MS adalah salah 

satu instrumen dengan teknik gabungan berdasarkan pemisahan secara fisik 

menggunakan kromatografi cair yang menghasilkan ion dan pemisahan massa 

yang memisahkan ion. Komponen utama tersebut memiliki beberapa jenis. 

Penggunaan komponen pada LC-MS/MS disesuaikan dengan kepolaran 

senyawa yang akan dianalisis dengan kekurangan dan kelebihannya masing-

masing (Fasya, et al., 2020).  

LC-MS/MS memiliki sensitivitas yang lebih tinggi karena memiliki 2 sistem 

detektor massa. Menurut Bowers (1989) LC-MS/MS memiliki beberapa 

kelebihan dibandingkan alat lain yaitu dapat diaplikasikan secara luas tidak 

terbatas untuk molekul volatil, sangat polar, dan persiapan sederhana tanpa 

derivatisasi dengan fleksibilitas yang tinggi dan waktu analisa yang singkat. 

Kemudian, hasil analisa sangat khas dan spesifik dari adanya spektrometer 

massa yang tandem dengan alat kromatografi cair. Keunggulan tandem 

spektrometri massa yang mempunyai selektivitas tinggi karena mampu 

mengenali dua sifat fisik analit yang dianalisa, yaitu rasio m/z dari ion induk dan 

ion produk. Penggabungan dengan kromatografi cair mampu mengidentifikasi 

analit dengan tepat berdasarkan waktu retensi sehingga dapat meningkatkan 

spesifitas. 
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BAB III 

METODOLOGI 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilaksanakan di laboratorium kimia organik dan laboratorium 

instrumen jurusan kimia Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang pada bulan Juni - Oktober 2022. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya neraca analitik, 

gelas arloji, corong pisah, desikator, statif, cawan petri, wadah penetasan, 

aerator, lampu penetasan, pengaduk gelas, spatula, pipet tetes, pipet ukur 1 mL, 

pipet ukur 5 mL, pipet ukur 10 mL, labu ukur 10 mL, penjepit kayu, beaker glass 

1000 mL, erlenmeyer 500 mL, gelas ukur 500 mL, gelas ukur 100 mL, saringan, 

corong buchner, tabung reaksi, rak tabung reaksi, heater, kertas saring, rotary 

evaporator vaccum, gelas, pinset, ultrasonik frekuensi 42 kHz, lampu UV, dan 

seperangkat instrumen UV 

3.2.2 Bahan  

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya mikroalga 

Chlorella sp. (biomassa), tauge kacang hijau, Artemia salina Leach (larva 

udang), metanol p.a, etil asetat p.a, dietil eter, dan n-Heksana p.a, ragi roti, HCl 

pekat, HCl 2N, natrium bikarbonat, asam asetat anhidrat, H2SO4 pekat, reagen 

Dragendorf, reagen Meyer, serbuk Mg, FeCl3, dimetil sulfoksida (DMSO), air 

laut, dan aquades. 

3.3 Rancangan Percobaan 

Penelitian ini diawali dengan kultivasi mikroalga Chlorella sp. 

menggunakan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4% selama 10 hari dengan fase 
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stasioner dengan pencahayaan dilakukan selama dengan fotoperiodisitas 14 jam 

terang 10 jam gelap. Hasil kultivasi dipanen dan disentrifugasi selama 3 menit 

dengan kecepatan 3000 rpm sehingga diperoleh biomassa mikroalga Chlorella 

sp. beserta filtratnya. Biomassa mikroalga Chlorella sp. dikeringkan dengan 

suhu ruang selama ±48 jam. Selanjutnya biomassa mikroalga Chlorella sp. 

diekstraksi menggunakan metode ekstraksi sonikasi menggunakan pelarut 

metanol selama 42 menit, sehingga diperoleh ekstrak metanol.  

Ekstrak metanol Chlorella sp. dihidrolisis menggunakan HCl 2N dilanjutkan 

dengan stirrer menggunakan hotplate stirrer dan ditambahkan natrium 

bikarbonat hingga mencapai pH netral. Ekstrak hasil hidrolisis selanjutnya 

dipartisi menggunakan variasi pelarut etil asetat, dietil eter, dan n-Heksana. Uji 

fitokimia kandungan fraksi senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam 

mikroalga Chlorella sp. menggunakan reagen Liebermen-Burchard. Fraksi 

senyawa metabolit sekunder dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

dan LC-MS/MS  

3.4 Tahapan Penelitian 

1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp. 

a. Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) sebagai media tumbuh 

b. Kultivasi mikroalga Chlorella sp. pada MET 

c. Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp. 

2. Ekstraksi sonikasi senyawa aktif biomassa mikroalga Chlorella sp. 

3. Hidrolisis dan partisi ekstrak pekat menggunakan variasi pelarut dietil 

eter, etil asetat, dan n-Heksana 
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4. Uji toksisitas menggunakan metode Brine Shrimp Lethaly Test 

(BSLT) 

5. Uji fitokimia senyawa metabolit sekunder 

6. Identifikasi senyawa metabolit sekunder menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis 

7. Identifikasi senyawa metabolit sekunder menggunakan LC-MS/MS 

3.5 Cara kerja 

3.5.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.  

3.5.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) Sebagai Media Tumbuh 

MET dibuat dengan cara melarutkan ekstrak tauge menggunakan 

aquades dengan konsentrasi 4% (Prihantini et al., 2005). Pembuatan 

larutan stok ekstrak tauge diawali dengan merebus tauge yang sudah bersih 

sebanyak 100 gram kedalam 500 mL akuades yang sudah mendidih selama 

satu jam. 

3.5.1.2 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam MET 

Mikroalga Chlorella sp. dilakukan inokulasi sebanyak 150 mL dan 

dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 mL. Kemudian ditambahkan 36 

mL MET  4% dan dilarutkan menggunakan akuades sebanyak 864 mL. 

Sampel ditempatkan pada rak yang sudah dilengkapi dengan cahaya 

menggunakan lampu TL 36 watt (intensitas cahaya 1000-4000 lux). 

Selanjutnya kultur diinkubasi selama 10 hari dengan fotoperiodisitas 14 

jam terang dan 10 jam gelap (Prihantini et al., 2005). 

3.5.1.3  Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp. 

Pemanenan biomassa dilakukan pada hari ke-10 dengan cara 

disentrifugasi media kultur Chlorella sp. dengan kecepatan 3000 rpm 
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selama 15 menit. Endapan biomassa Chlorella sp. dipisahkan dari 

filtratnya. Selanjutnya ditimbang dan dicatat beratnya. 

3.5.2 Ekstraksi Sonikasi Senyawa Metabolit Sekunder Biomassa Mikroalga 

Chlorella sp. 

Ekstraksi sonikasi biomassa mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan 

cara biomassa kering sebanyak 8 g dimasukkan kedalam erlenmeyer dan 

dilarutkan menggunakan metanol dengan perbandingan 1:6 g/mL. 

Selanjutnya  dilakukan perendaman dengan rendaman ultrasonik yang 

dioperasikan pada 42 KHz selama 42 menit (Hadiyanto dan Suttrisnorhadi, 

2016). Kemudian ekstrak disaring dan dipekatkan menggunakan corong 

buchner dan rotary evaporator vaccum. Ekstrak yang sudah pekat dihitung 

rendemennya. 

       % rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100%.................................................(3.2) 

3.5.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Mikroalga Chlorella sp. 

Ekstrak metanol dihidrolisis menggunakan katalis HCl 2N yang 

selanjutnya diaduk menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam pada suhu 

ruang. Setelah pengadukan, ditambahkan natrium bikarbonat sampai pH 

mencapai netral. Partisi ekstrak metanol hasil hidrolisis selanjutnya 

dipartisi mennggunakan variasi pelarut etil asetat, dietil eter, dan n-

heksana dengan cara dimasukkan kedalam corong pisah, dikocok, dan 

didiamkan sampai terbentuk dua lapisan, yakni lapisan air dan lapisan 

organik. Lapisan air diambil dan dipartisi kembali dengan pelarut lainnya. 

Hasil partisi dipekatkan dengan rotary evaporator. Selanjutnya ditimbang 

dan dihitung hasil rendemen yang sudah dipekatkan. 
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3.5.4 Uji Toksisitas Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethaly Test (BSLT) 

3.5.4.1 Penetasan Larva Udang Artemia salina Leach 

Penetasan dilakukan dengan memasukkan 250 mL air laut dalam 

wadah penetasan. Selanjutnya dimasukkan telur Artemia salina Leach 

sebanyak 2,5 mg umtuk diaerasi yang selanjutnya akan diberi 

pencahayaan dibawah lampu pijar. Telur akan menetas dalam waktu 

±24 jam. Larva udang yang sudah menetas dibiarkan selama ±48 jam 

dan siap untuk digunakan untuk uji toksisitas. 

3.5.4.2 Uji Toksisitas  

Uji toksisitas mengacu pada penelitian yang dilakukan Ningdyah et 

al (2015) yang sudah divariasikan. Fraksi  dari mikroalga Chlorella 

sp. dibuat larutan masing-masing fraksi dengan konsentrasi 10, 25, 50, 

75, dan 100 ppm. Kontrol yang digunakan adalah kontrol DMSO dan 

kontrol pelarut. Kontrol DMSO dibuat dengan cara dimasukkan 

larutan DMSO sebanyak 100 µL, setetes larutan ragi roti, dan 2 mL 

air laut kedalam masing-masing vial dan dikocok. Selanjutnya 

dimasukkan larva udang sebanyak 10 ekor dan ditambahkan air laut 

hingga mencapai volume 10 mL dan diamati kematian larva udang 

dalam kurun waktu 24 jam. Kontrol pelarut dibuat dengan cara 

dimasukkan 100 µL pelarut kedalam masing-masing botol vial. 

Kemudian diuapkan hingga kering. Larutan ragi roti dimasukkan 

sebanyak 1 tetes dan ditambahkan 2 mL air, selanjutnya dikocok. 

Dimasukkan 10 ekor larva udang, ditambahkan air laut hingga 
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mencapai 10 mL dan diamati kematian larva udang dibawah lampu 

pijar selama 24 jam. 

         % mortalitas = 
𝑘𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛−𝑘𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 
 x 100%......................... (3.3) 

         Mortalitas = % mortalitas x jumlah keseluruhan larva...................(3.4) 

3.5.5 Uji Fitokimia Senyawa Metabolit Sekunder  

Uji fitokimia dilakukan pada semua hasil fraksinasi mikroalga 

Chlorella sp., hasil fraksinasi dilakukan uji pada golongan flavonoid, 

tanin, triterpenoid dan steroid, saponin, dan alkaloid. 

3.5.5.1 Uji Flavonoid 

Fraksi hasil ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi dan ditambahkan 3 mL etanol 70%, selanjutnya 

dikocok. Tabung reaksi dipanaskan, dikocok kembali, dan disaring. 

Filtrat yang diperoleh ditambahkan 0.1 gram serbuk magnesium dan 

HCl 2M  sebanyak 2 tetes. Perubahan warna menjadi merah pada 

lapisan etanol menandakan adanya senyawa flavonoid (Harbone, 

1987). 

3.5.5.2 Uji Tanin 

Fraksi hasil ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dimasukkan 

kedalam tabung reaksi dan ditambahkan FeCl3 sebanyak 2-3 tetes. 

Perubahan warna menjadi hijau biru atau hijau hitam menandakan 

adanya tanin (Harbone, 1987).  

3.5.5.3 Uji Triterpenoid dan Steroid 

Fraksi hasil ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dimasukkan 

kedalam tabung reaksi, dilarutkan kedalam 0,5 mL kloroform, dan 

ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Kemudian ditambahkan 
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H2SO4 pekat sebanyak 1-2 tetes melalui dinding tabung . Perubahan 

warna menjadi cincin kecoklatan atau violet menandakan adanya 

senyawa triterpenoid. Apabila perubahan warna menjadi hijau 

kebiruan menandakan adanya senyawa steroid (Harbone, 1987). 

3.5.5.4 Uji Saponin 

Fraksi hasil ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dimasukkan 

kedalam tabung reaksi dan ditambahkan air panas, selanjutnya 

didinginkan dan dikocok dengan kuat selama 10 detik. Apabila 

terbentuk buih selanjutnya ditambahkan HCl 2N sebanyak 1 tetes, 

adanya buih yang terbentuk dapat bertahan selama cukup lama 

menandakan adanya senyawa saponin (Harbone, 1987).  

3.5.5.5 Uji Alkaloid 

Fraksi hasil ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dimasukkan 

kedalam tabung reaksi, ditambahkan 0,5 mL HCl 2N dan 

dipanaskan. Setelah dipanaskan, ekstrak didinginkan dan dibagi 

dalam 2 tabung reaksi. Tiap tabung ditambahkan reagen Mayer dan 

Dragendorf sebanyak 2-3 tetes. Apabila terbentuk endapan putih 

atau kuning ketika penambahan reagen Mayer, maka ekstrak 

mengandung senyawa alkaloid. Apabila terbentuk endapan jingga 

ketika penambahan reagen Dragendorf, maka ekstrak mengandung 

senyawa alkaloid (Harbone, 1987). 
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3.5.6 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan 

Spektrofotometer UV-Vis 

Fraksi yang diperoleh hasil fraksinasi dianalisis dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Fraksi dimasukkan dalam kuvet dan dianalisis 

pada rentang panjang gelombang 200–800 nm. Spektra yang terbentuk 

diamati, dicatat panjang gelombang dan absorbansinya pada puncak yang 

terbentuk (Fasya, 2019). 

3.5.7 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan Spektrometer 

LC-MS/MS 

Fraksi mikroalga Chlorella sp. yang memiliki tingkat toksisitas yang 

paling baik dianalisis menggunakan LC-MS/MS dengan spesifikasi sebagai 

berikut.  

Nama Spesifikasi 

Kolom  
hypersil gold (50 mm x 2,1 mm x 

1,9 µm). 

UHPLC ACCELLA  

Fase gerak 

0,01% asam asetat dalam air 

(fase A) dan 0,01% asam asetat 

dalam asetonitril (fase B). 

Laju alir 300 µL/menit  

Tipe MS 
MS triple Q (Quadrupole) TSQ 

QUANTUM ACCESS MAX 

Software TSQ Tune 

Kontrol suhu kolom 30ºC 

Volume injeksi 2 µL 

Sumber ionisasi APCI  
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BAB IV   

PEMBAHASAN 

4.1 Kultivasi dan Pemanenan Mikroalga Chlorella sp. 

Kultivasi mikroalga Chlorella sp. bertujuan untuk memperoleh biomassa 

Chlorella sp.. Sel-sel Chlorella sp. mampu beregenerasi dengan adanya media 

tumbuh. Media yang digunakan untuk kultivasi ialah Medium Ekstrak Tauge 

(MET) 4%. Terjadi perubahan warna selama masa kultivasi dihari ke-10 yang 

semula berwarna hijau kekuningan menjadi hijau pekat dan menghasilkan 

endapan (Gambar 4.1). Perubahan warna mengindikasikan adanya peningkatan 

populasi sel Chlorella sp. serta menunjukkan Chlorella sp. mampu tumbuh dan 

berkembang dengan baik menggunakan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4%. 

Pemanenan dilakukan pada hari ke-10 karena pertumbuhan Chlorella sp. sudah 

memasuki fase stasioner yaitu fase dimana laju pertumbuhan sama dengan laju 

kematiannya serta pada fase tersebut terjadi proses pembentukan metabolit 

sekunder yang merupakan keseluruhan proses sintesis dan perombakan 

metabolit primer.  

 
  (a)      (b)       (c)       (d)  

Gambar 4.1 Perubahan Warna Kultur Mikroalga Chlorella sp. pada (a) hari ke-1, 

(b) hari ke-4, (c) hari ke-7, dan (d) hari ke-10 

       

Pemanenan Chlorella sp. dilakukan dengan teknik sentrifugasi yaitu 

memanfaatkan gaya sentripetal untuk memisahkan substansi dengan kepadatan 

yang berbeda, maka diperoleh supernatan yang berwarna bening dan pelet yaitu 
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biomassa Chlorella sp.. Biomassa yang diperoleh selanjutnya dilakukan 

pengeringan pada suhu ruang. Pengeringan sendiri bertujuan untuk mengurangi 

kadar air dan menghindari adanya mikroorganisme yang tumbuh. Pengeringan 

tidak dilakukan menggunakan oven dengan suhu tinggi karena dikhawatirkan 

akan merusak senyawa target yang diinginkan ketika dilakukannya ekstraksi. 

Biomassa yang sudah kering selanjutnya dikerok dan diperoleh biomassa dalam 

bentuk serbuk berwarna hijau tua sebanyak 8 gram. 

4.2 Ekstraksi Sonikasi Senyawa Metabolit Sekunder Biomassa Chlorella sp. 

Ekstraksi senyawa aktif Chlorella sp. menggunakan metode ekstraksi 

sonikasi dimana metode ini memanfaatkan gelombang ultrasonik. Umumnya 

ekstraksi dengan metode ini menggunakan dua macam alat, yaitu waterbath dan 

probe system. Alat yang digunakan untuk ekstraksi kali ini yaitu waterbath. 

Pemilihan waterbath dilakukan untuk menghindari perubahan panas secara 

signifikan yang berpotensi merusak senyawa aktif yang terkandung didalamnya.  

Selama berlangsungnya proses ekstraksi, gelombang-gelombang ultrasonik 

menyebabkan terjadinya proses kavitasi, yaitu proses pembentukan gelumbung-

gelembung kecil akibat adanya transmisi gelombang ultrasonik untuk membantu 

difusi pelarut kedalam dinding sel tanaman. Hal ini dapat menyebabkan 

terjadinya proses pemindahan massa senyawa bioaktif dari sel dalam tumbuhan 

ke pelarut (Ashley et al., 2001). Pelarut yang digunakan selama proses ekstraksi 

adalah metanol. Penggunaan metanol sebagai pelarut dikarenakan metanol 

bersifat polar dan mampu melarutkan senyawa metabolit sekunder yang 

memiliki ikatan glikosidanya. Hal ini sesuai dengan prinsip like dissolve like 

yaitu suatu pelarut cenderung melarutkan senyawa dengan tingkat kepolaran 



29 

 

 

yang serupa. Filtrat selanjutnya diuapkan dan diperoleh rendemen ekstrak 

metanol hasil sonikasi sebesar 13,936%.  

4.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Mikroalga Chlorella sp. 

Senyawa metabolit sekunder pada ekstrak metanol memiliki ikatan glikosida 

yang tersusun atas senyawa glikon dan aglikon. Senyawa glikon dapat larut 

dalam metanol karena memiliki tingkat kepolaran yang serupa. Hidrolisis 

bertujuan untuk memutus ikatan glikosida sehingga senyawa glikon dan aglikon 

dapat terpisah (Fasya et al., 2018).  

Partisi senyawa metabolit sekunder dilakukan dengan berbagai macam 

pelarut. Penggunaan variasi pelarut ini dikarenakan senyawa metabolit sekunder 

dapat bersifat nonpolar, semipolar, maupun polar, sehingga dibutuhkannya 

variasi pelarut saat dilakukannya partisi. Senyawa metabolit sekunder akan larut 

pada tiap-tiap pelarut dengan tingkat kepolarannya yang serupa seperti yang 

diilustrasikan pada Gambar 4.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Skema Partisi 

Terbentuknya dua lapisan yang tidak saling bercampur ketika dilakukannya 

partisi yaitu lapisan atas berupa fasa organik dan lapisan bawah berupa fasa air. 

Pembentukan dua lapisan tersebut dikarenakan adanya perbedaan pada sifat 

Etil asetat 

Fase air Fase organik 

(etil asetat) 

Dietil eter 

Fase air Fase organik 

(dietil eter) 

Ekstrak metanol 

hasil hidrolisis 

Fase organik 

(n-Heksana) 

Fase air 

n-Heksana 
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kepolarannya. Tingkat kepolaran suatu pelarut dapat diketahui dari konstanta 

dielektriknya, semakin tinggi nilai konstanta dielektrik maka kepolaran suatu 

pelarut semakin besar.  

Tabel 4.1 Hasil Partisi dan Rendemen tiap Fraksi 

Pelarut Warna Filtrat Rendemen (%) 

Etil asetat Hijau pekat 42,46 

Dietil eter Hijau pekat 11,16 

n-Heksana Hijau kekuningan 2,907 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, rendemen fraksi etil asetat dan 

dietil eter cenderung lebih besar dibandingkan fraksi n-Heksana. Hal ini 

menunjukkan bahwa diduga senyawa metabolit sekunder yang terkandung 

dalam Chlorella sp. terdistribusi ke pelarut yang memiliki tingkat kepolaran 

yang lebih tinggi.  

4.4 Uji Toksisitas Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Uji toksisitas dilakukan pada fraksi dari masing-masing pelarut terhadap 

larva udang Artemia salina L. Larva udang Artemia salina L. digunakan sebagai 

parameter uji untuk mengetahui aktivitas biologis dari suatu senyawa dengan 

menghitung persen kematian larva udang tersebut. Tujuan dari pengujian ini 

adalah untuk mengetahui efek toksik dari tiap senyawa uji.  

Ekstrak yang sudah kering ditambahkan dimetil sulfoksida (DMSO) sebagai 

surfaktan yang dapat melarutkan sampel dengan air laut karena perbedaan 

tingkat kepolaran antara sampel dengan air laut. DMSO memiliki struktur 

dengan ikatan S=O yang bersifat polar yang mampu melarutkan air laut dan 

memiliki dua alkil CH3 yang bersifat nonpolar yang mampu melarutkan sampel 

dengan pelarut organik.  
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Kematian larva udang diamati setelah 24 jam. Larva udang yang mati dtandai 

dengan tidak bergeraknya larva udang dan keberadaannya berada di dasar vial. 

Data hasil pengamatan kematian larva udang masing-masing fraksi ditunjukkan 

dalam Tabel 4.2, Tabel 4.3, dan Tabel 4.4 

Tabel 4.2 Hasil Uji Toksisitas Fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. 

Konsentrasi 
Jumlah larva udang yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 1 0 1 1 1 1 10 5 

25 2 1 2 2 1 2 20 10 

50 1 2 2 2 2 2 20 10 

75 3 4 3 3 3 3 30 15 

100 5 4 5 3 5 5 50 25 

 

Tabel 4.3 Hasiil Uji Toksisitas Fraksi dietil eter mikroalga Chlorella sp. 

Konsentrasi 
Jumlah larva udang yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 1 1 1 1 1 10 5 

25 1 2 2 1 1 1 10 5 

50 2 2 3 2 1 2 20 10 

75 2 2 1 2 3 2 20 10 

100 3 2 3 3 2 3 30 15 
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Tabel 4.4 Hasil Uji Toksisitas Fraksi n-Heksana mikroalga Chlorella sp. 

Konsentrasi 
Jumlah larva udang yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 1 1 1 2 1 1 10 5 

25 2 2 1 3 2 2 20 10 

50 3 3 2 2 3 3 30 15 

75 2 3 3 4 3 3 30 15 

100 4 3 4 3 4 4 40 20 

 

Berdasarkan perhitungan analisis probit berdasarkan data mortalitas larva 

udang Artemia salina L.dalam larutan sampel fraksi etil asetat, dietil eter,  dan 

n-heksana menggunakan minitab 19, diperoleh kurva mortalitas seperti Gambar 

4.3. 

 

Etil Asetat 



33 

 

 

 
       

 
Gambar 4.3 Kurva Mortalitas Fraksi Etil Asetat, Fraksi Dietil Eter, dan Fraksi     

n-Heksana 

Kurva tersebut menunjukkan perbedaan pengaruh kematian larva udang 

Artemia salina L terhadap berbagai konsentrasi ekstrak mikroalga Chlorella sp.. 

Hasil uji dengan metode BSLT menunjukkan jumlah kematian larva udang 

berbanding lurus dengan semakin tingginya konsentrasi. Hal ini sesuai dengan 

pernyataan Harborne (1997) semakin tinggi konsentrasi suatu ekstrak maka sifat 

Dietil Eter 

n-Heksana 



34 

 

 

tokisknya semakin tinggi. Kematian hewan uji juga dipengaruhi oleh jenis 

ekstrak serta komponen yang terkandung dalam ekstrak.  

 Tabel 4.5 Nilai LC50 Tiap Fraksi 

Sampel LC50 (ppm) 

Etil asetat 107,709 

Dietil eter 163,884 

n-Heksana 123,219 

 

Berdasarkan Tabel 4.5, diperoleh hasil fraksinasi etil asetat (107,709) 

cenderung lebih rendah dibandingkan dua fraksi lainnya. Hal ini menunjukkan 

bahwa fraksi etil asetat bersifat lebih toksik dibandingkan dengan fraksi dietil 

eter dan n-Heksana. Hal ini dibuktikan dari nilai rendemen ketika dilakukannya 

partisi, senyawa metabolit sekunder terdistribusi pada pelarut etil asetat dengan 

presentase rendemen paling tinggi diantara dua fraksi lainnya. Sampel dikatakan 

bersifat toksik jika nilai LC50 <1000 ppm. Ekstrak atau fraksi senyawa dengan 

nilai LC50 <30 ppm berpotensi sebagai antikanker, jika nilai LC50  30-200 ppm 

berpotensi sebagai antibakteri, dan jika nilai LC50 200-1000 ppm berpotensi 

sebagai pestisida (Meyer et al., 1982). Oleh karena itu, ketiga fraksi tergolong 

bersifat toksik.  

4.5 Uji Fitokimia Senyawa Metabolit Sekunder 

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif untuk mengetahui golongan senyawa 

metabolit sekunder yang terkandung dalam tiap fraksi mikroalga Chlorella sp.. 

pengujian yang dilakukan dalam penelitian ini diantaranya senyawa flavonid, tanin, 

steroid, saponin, dan alkaloid. Hasil pengujian fitokimia tiap fraksi mikroalga 

Chlorella sp. dapat dilihat pada Tabel 4.6 
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Tabel 4.6 Hasil Fitokimia Tiap Fraksi Mikroalga Chlorella sp. 

Golongan 

senyawa 

Hasil Pengujian Tiap Fraksi 

Etil asetat Dietil eter n-Heksana 

Flavonoid - - - 

Tanin - - - 

Steroid + + + 

Saponin - - - 

Alkaloid - - - 

Keterangan : + : terdeteksi mengandung senyawa 

 - : tidak terdeteksi mengandung senyawa 

Identifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung dapat diketahui 

secara kualitatif dengan melakukan uji fitokimia. Metode Lieberman-Buchard 

dilakukan untuk mengetahui kandungan triterpenoid dan steroid yang terkandung 

dalam mikroalga Chlorella sp.. Ekstrak yang mengandung senyawa steroid akan 

ditunjukkan dengan adanya perubahan larutan menjadi hijau kebiruan. Sedangkan  

ekstrak yang mengandung senyawa triterpenoid akan menghasilkan cincin 

kecoklatan (Harborne, 1987). Reagen Lieberman Buchard dapat dibuat dengan 

menambahkan kloroform sebagai pelarut yang tidak mengandung air, asam asetat 

anhidrat yang berperan dalam proses asetilasi gugus hidroksil dan membentuk 

turunan asetil, dan asam sulfat pekat yang berfungsi untuk mendehidrasi senyawa 

steroid dan membentuk garam kolestadiene yang terkonjugasi dan menghasilkan 

warna hijau.  

Reagen LB yang terdiri dari kloroform, asam asetat, dan asam sulfat dapat 

mengubah kolestrol menjadi senyawa turunan asetat dan sulfatnya, dan diikuti 

terbentuknya sejumlah kecil i-steroid, kolesta-3,5-diena, serta senyawa tak jenuh 

lainnya. Jenis yang dominan perlahan berubah menjadi asam sulfonat tak jenuh 

tunggal, tak jenuh ganda, dan tak jenuh jamak dari proses penataan ulang melalui 

sulfonoasi atau desaturasi, selanjutnya kembali tertata ulang dengan membentuk 

senyawa steroid aromatis (Xiong et al., 2007). 



36 

 

 

Uji fitokimia yang dilakukan pada penelitian ini menunjukkan bahwa adanya 

senyawa steroid yang terkandung dalam tiap fraksi. Terjadi pembentukan cincin 

berwarna hijau kebiruan ketika ditambahkan reagen LB. Hal ini sesuai dengan 

penelitian sebelumnya yang dilakukan Mahbubi (2020) bahwa terjadi pembentukan 

cincin berwarna hijau kebiruan yang menandakan adanya senyawa steroid yang 

terkandung dalam sampel. Hartini (2021) melaporkan dalam jurnalnya bahwa 

mikroalga Chlorella sp.  mengandung beberapa jenis senyawa metabolit sekunder 

diantaranya alkaloid, flavonoid, saponin, steroid, kuinon, dan terpenoid. Perbedaan 

hasil uji fitokimia dengan penelitian ini disebabkan oleh beberapa faktor 

diantaranya perbedaan habitat, perbedaan media tumbuh, dan perbedaan variasi 

pencahayaan ketika dilakukannya kultivasi. 

4.6 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan Instrumen 

Spektrofotometer UV-Vis 

Hasil fraksinasi ekstrak metanol dari masing-masing pelarut diidentifikasi 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 200-800 nm. 

Berdasarkan hasil identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis diperoleh 

serapan panjang gelombang yang ditunjukkan pada Gambar 4.4  
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Gambar 4.4 Hasil UV-Vis: Fraksi Etil Astat, Fraksi Dietil Eter, dan Fraksi       

n-Heksana 
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 Tabel 4.7 Serapan UV-Vis tiap fraksi 

Panjang gelombang Transisi 

electron 
Gugus fungsi 

Etil asetat Dietil eter n-Heksana 

203 203 203 
π → π* 

 

C=C tidak 

terkonjugasi 

Hasil identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada fraksi etil 

asetat, dietil eter dan n-heksana diperoleh panjang gelombang maksimum steroid 

pada panjang gelombang 203 nm (Lampiran 5). Adanya transisi elektron π → π* 

dari ikatan C=C yang tidak terkonjugasi pada panjang gelombang 203 nm. 

Berdasarkan uji fitokimia diketahui senyawa metabolit sekunder yang terdeteksi 

ialah senyawa steroid, sehingga dugaan senyawa steroid yang juga memiliki 

serapan UV pada λ max 203 nm adalah steroid yang memiliki gugus sterol. Oleh 

karena itu, pada analisis selanjutnya menggunakan LC-MS/MS senyawa steroid 

yang ditargetkan adalah kampesterol, stigmasterol, β-sitosterol, brassicasterol, 

kolesterol, cycloartenol, dan lupeol.  

4.7 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan Instrumen   

LC-MS/MS 

Identifikasi menggunakan LC-MS/MS dilakukan pada fraksi dengan nilai LC50 

paling rendah yakni fraksi etil asetat. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui 

jenis senyawa steroid yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak metanol 

mikroalga Chlorella sp., beberapa jenis senyawa steroid yang ditargetkan 

diantaranya kampesterol, stigmasterol, β-sitosterol, brassicasterol, kolesterol, 

cycloartenol, dan lupeol. Tabel 4.8 menunjukkan senyawa target yang akan diuji. 

http://web.chem.ucla.edu/~harding/IGOC/W/wavelength.html
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Gambar 4.5 Hasil Identifikasi fraksi etil asetat menggunakan LC-MS/MS 
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Tabel 4.8 Senyawa steroid berdasarkan literatur 

Jenis steroid Parent mass (m/z) Daughter mass (m/z) 

Kolesterolb 369 161 

Brassicasterola 381 297 

Campesterola 383 161 

Stigmasterola 395 297 

β-sitosterola 397 161 

Cycloartenola 409 191 

Lupeola  409 137 

a Mo et al., 2013 

b Fu dan Joseph, 2012 

 

Tabel 4.9 Hasil identifikasi senyawa steroid 

Jenis steroid 

Waktu 

retensi 

(menit) 

Parent 

mass 

(m/z) 

Daughter 

mass 

(m/z) 

Luas 

area 

NL 

(Neutral 

loss) 

Kolesterol 6,08 369 161 2820 9,84.102 

Stigmasterol 4,24 395 297 279 1,98.102 

Brassicasterol 1,35 381 297 65,6 8,09.101 

Campesterol 4,59 383 161 31,89 4,05.101 

Cycloartenol 8,96 409 191 17,97 3,26.101 

β-sitosterol 2,6 397 161 6,32 1,83.101 

 

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa dalam fraksi etil asetat mengandung 

senyawa steroid jenis kolesterol, brassicasterol, campesterol, β-sitosterol, 

stigmasterol, dan cycloartenol (Tabel 4.9). Kelimpahan jenis senyawa steroid dapat 

dilihat dari luas areanya (Ambundance Area) semakin besar luas areanya maka 

kelimpahan semakin banyak. Jenis senyawa steroid dengan kelimpahan yang paling 

besar adalah kolesterol dengan luas areanya sebesar 2820. Gambar 4.6 

menunjukkan pola fragmentasi dari senyawa kolesterol. 

 

Gambar 4.6 Fragmentasi Senyawa Kolesterol (Munger et al., 2018) 
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4.8 Pembahasan Penelitian dalam Perspektif Islam 

Allah menciptakan langit dan bumi beserta isinya dengan begitu sempurna. 

Segala sesuatu yang diciptakan-Nya memiliki manfaat dan hikmahnya masing-

masing.  Manusia diciptakan dengan tujuan menjadi khalifah di bumi yang diberi 

bekal berupa akal untuk berfikir. Sebagaimana yang disebutkan dalam surah Al-

Baqarah ayat 30  

 وَإِذْ قاَلَ رَبُّكَ للِْمَلََئِكَةِ إِنّ ِ جَاعِلٌ فِ الَْرْضِ خَلِيفَة  
Artinya : Dan ketika Tuhanmu berkata kepada para malaikat, “Aku akan 

menciptkan di bumi ini seorang Khalifah” 

Salah satu ikhtiar kita dalam berfikir ialah dengan memikirkan dan mengungkap 

manfaat dan keistimewaan salah satu ciptaan-Nya salah satunya adalah tumbuh-

tumbuhan. Allah SWT berfirman dalam surat al-An’am ayat 99 yang berbunyi  

له مِنه السذ  يْْٓ اهنزْه ِ هُوه الَّذ رجُِ مِنهُْ  وه ْ ا نُّخ ضًِِ جْنها مِنهُْ خه ءٍ فهاهخْره ْ هبهاته كُلِ شَه جْنها بِهٖ ن اۤءًًۚ فهاهخْره اۤءِ مه مه

الرخ  يتُْوْنه وه الزذ نْ اهعْنهابٍ وذ نلٰتٍ مِل جه انِيهةٌ وذ انٌ ده لْعِهها قِنوْه مِنه النذخْلِ مِنْ طه اكِبًاًۚ وه ه تَه بًّا مخ انه مُشْتهبِِاً  حه مذ

غهيْه  خؤْمِنوُْنه  وذ لقهوْمٍ ي يٰٰتٍ لِ هنْعِهٖ ٍۗاِنذ فِِْ ذٰلِكُُْ لْه ي ره وه ْٓا اهثْمه رِهْٖٓ اِذه ا اِلٰٰ ثهمه ابِهٍٍۗ اُنظُْرُوْْٓ مُتهشه  

Artinya : “Dan Dialah yang menurunkan air dari langit, lalu Kami tumbuhkan 

dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan dari 

tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau, Kami keluarkan dari tanaman 

yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma, mengurai 

tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan 

pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah 

buahnya pada waktu berbuah, dan menjadi masak. Sungguh, pada yang 

demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang 

beriman” 

Ayat ini menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan air dari langit (hujan) dan 

dari air tersebut Allah SWT mengeluarkan beragam jenis tumbuhan dengan bentuk, 

ciri khas, serta manfaatnya yang berbeda-beda. Chlorella sp. merupakan salah satu 

tumbuhan yang memiliki ukuran yang sangat kecil (mikro) dengan berbagai 

manfaat yang ada didalamnya seperti bahan makanan, bahan dalam pembuatan 
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obat-obatan, dan lain sebagainya. Sungguh maha besar Allah dengan segala 

ciptaan-Nya. Salah satu bukti untuk menunjukkan rasa syukur kita atas ciptaan-Nya 

dengan mengkaji manfaat tujuan penciptaannya.  

Sebagaimana yang dilakukan dalam penelitian ini yang mengkaji senyawa 

metabolit sekunder yang terkandung dalam tumbuhan mikroalga Chlorella sp.. 

Senyawa metabolit sekunder yang diekstrak memiliki bioaktivitas seperti 

antikanker, antibakteri, antioksidan, dan masih banyak lainnya. Sebagaimana 

firman Allah SWT dalam surat asy Syu’ara ayat 80 : 

هشْفِيِْ  رضِْتُ فهوُه ي ا مه  واِذه

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan Aku” 

Ayat ini menjelaskan bahwa segala penyakit pasti ada obatnya bagi mereka 

yang mau mencarinya. Penelitian ini mengkaji senyawa metabolit sekunder hasil 

ekstraksi Chlorella sp. dimana senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh 

mikroalga Chlorella sp. ini dapat dimanfaatkan sebagai obat-obatan dan berbagai 

boaktivitas seperti antikanker, antiinflamasi, antioksidan, antikbakteri, dan masih 

banyak yang lainnya.  

Pemanfaatan mikroalga Chlorella sp. diawali dengan mengekstrak senyawa 

yang ada didalamnya menggunakan metode sonikasi dimana metode ini 

memanfaatkan gelombang ultrasonik. Salah satu kelebihan dari ekstraksi sonikasi 

ialah limbah yang dihasilkan lebih sedikit daripada ekstraksi konvensional lainnya, 

sehingga penggunaan metode ini lebih ramah lingkungan sebagaimana yang 

disebutkan dalam surat al-A’raf ayat 56  
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نه   ِ قهريِبٌ ملِ للَّذ
 
حْْهته ٱ نذ ره

ِ
عًا ًۚ ا مه طه وْفاً وه دْعُوهُ خه

 
ٱ صْلهٰ حِهها وه

ِ
هعْده ا لَْْرْضِ ب

 
لْه تفُْسِدُوا۟ فِِ ٱ وه

نيِه  لمُْحْس ِ
 
 ٱ

Artinya : Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah) 

memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan 

diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah amat dekat 

kepada orang-orang yang berbuat baik. 

Tafsir Ibnu Katsir “dan janganlah kamu membuat kerusakan“ menjelaskan 

bahwa Allah melarang perbuatan yang dapat menimbulkan kerusakan di muka 

bumi dan segala hal yang dapat mengganggu kelestariannya, karena perbuatan 

tersebut dapat membuat terjadinya perubahan pada keseimbangan alam. Akibatnya 

alam menjadi rusak dan kelestarian ekosistem yang ada di dalamnya menjadi 

terganggu. 

Fraksi etil asetat menunjukkan nilai LC50 terendah yaitu 107,709. Hal ini 

menunjukkan bahwa fraksi etil asetat bersifat toksik terhadap larva udang Artemia 

salina. Hasil daripada penelitian ini adalah bukti bahwa segala sesuatu yang 

diciptakan oleh Allah SWT tidak ada yang sia-sia dan setiap apa yang diciptakan 

memiliki berbagai macam manfaat. Seperti yang sudah dijelaskan dalam Qs. Ali 

Imron ayat 191  

 

عهلٰٰ  قُعُوْدًا وذ ه قِيهامًا وذ هذْكُرُوْنه اللَّلٰ ينْه ي ِ ذنها  الَّذ ب الْْهرْضًِۚ ره مٰوٰتِ وه لْقِ السذ هتهفهكذرُوْنه فِِْ خه ي مْ وه جُنوُْبِِِ

ابه النذارِ  بْحٰنهكه فهقِنها عهذه طِلًًًۚ س ُ ا بَه لهقْته هٰذه ا خه  مه
Artinya : “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk 

atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan 

langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau 

menciptakan semua ini sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab 

neraka.” 

Tafsir Kementrian Agama RI menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan 

segala sesuatu pasti memiliki hikmah dan berbagai manfaat yang ada didalamnya. 

Oleh sebab itu kita sebagai manusia yang ditugaskan sebagai khalifah dengan akal 
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dan kecerdasan yang diberikan oleh-Nya dapat merenungi tanda-tanda kebesaran 

Allah serta mengambil hikmah dan manfaat yang terbentang di jagat raya ini. Maha 

besar Allah sang “Rahman dan Rahiim” dengan segala ciptaan-Nya yang memiliki 

beragam macam manfaat sehingga mengharuskan kita untuk selalu bersyukur atas 

kebesaran-Nya. 

Adanya penelitian ini kita mengetahui bahwa makhluk sekecil mikroalga 

memiliki banyak manfaat yang bisa kita ambil, dengan ini kita sudah menjalankan 

salah satu kewajiban kita sebagai seorang khalifah di bumi yang diberikan bekal 

berupa akal untuk berfikir dan mengungkap kebesaran-kebesaran Allah. Akal 

bukan ditujukkan untuk mengetahui segalanya, tapi akal ditujukan untuk mengakui 

yang punya segalanya.  

 

  



 

44 

 

BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa : 

1. Hasil uji toksisitas mikroalga Chllorella sp. ekstrak metanol fraksi etil asetat, 

dietil eter, dan n-Heksana memiliki nilai LC50 berturut-turut sebesar 107,709 

ppm, 163,884 ppm, dan 123,219 ppm dimana fraksi etil asetat memiliki tingkat 

toksisitas yang lebih tinggi dibandingkan dua fraksi lainnya. 

2. Hasil uji fitokimia mikroalga Chllorella sp. ekstrak metanol fraksi etil asetat, 

dietil eter, dan n-heksana mengandung senyawa steroid. Hasil uji fitokimia 

didukung dengan spektrofotometer UV-Vis yang menunjukkan adanya 

senyawa steroid yang berada pada panjang gelombang 203 nm dengan transisi 

elektron π → π* dari ikatan C=C yang tidak terkonjugasi. Hasil LC-MS/MS 

menunjukkan senyawa steroid yang terkandung dalam fraksi etil asetat 

diantaranya kolesterol, stigmasterol, β-sitosterol, brassicasterol, campesterol, 

dan cycloartenol. 

5.2 Saran  

Hasil uji fitokimia menunjukkan setiap fraksi mengandung senyawa steroid, 

maka perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut seperti isolasi senyawa steroid dari 

beberapa fraksi untuk mengetahui potensi bioaktivitas dari senyawa steroid 

mikroalga Chlorella sp.. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kultivasi mikroalga 

Chlorella sp. pada MET 4 % 

Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp. 

Preparasi sampel 

Ekstraksi sonikasi 

dengan metanol p.a 

Hidrolisis dengan pelarut 

HCl 2N 

Partisi dengan 3 macam pelarut 

Uji fitokimia 

Uji toksisitas dengan BSLT 

Mikroalga mikroalga 

Chlorella sp. 

Dietil Eter Etil Asetat n-Heksana 

Identifikasi Dengan Uv-Vis 
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Lampiran 2. Skema Kerja 

L.2.1 Kultivasi mikroalga Chlorella sp. 

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

 

 

- direbus tauge sebanyak 100 gram dalam 500 mL akuades mendidih 

selama 1 jam 

- dipisahakn tauge dengan filtratnya 

- diambil ekstrak tauge sebanyak 36 mL  

- dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 mL 

- dilarutkan dalam akuades 864 mL hingga diperoleh ekstrak tauge 

dengan konsentrasi 4%  

 

 

 

L.2.1.2 Kultivasi Chlorella sp. dalam MET 4% 

 

 

- diinokulasi 10 mL kultur Chlorella sp. kedalam 150 mL MET 

- diletakkan wadah kultur dengan pencahayaan menggunakan 2 buah 

lampu TL 36 Watt dan fotoperiodisitias 14 jam terang 10 jam gelap  

 

 

 

L.2.1.3 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp. 

 

 

- Chlorella sp. yang sudah mencapai fase stasioner (hari ke-10) 

dipanen dengan cara disentrifugasi selama 15 menit dengan 

kecepatan 3000 rpm sampai terpisah antara biomassa dengan 

filtratnya 

- dikeringkan selama 48 jam 

- ditimbang  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel  

Hasil   

Sampel  

Hasil   

Sampel  

Hasil   
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L.2.3 Ekstraksi Mikroalga Chlorella sp. dengan Sonikasi 

 

 

- ditimbang sebanyak 10 gram 

- diekstraksi sonikasi dengan pelarut metanol p.a 70 

mL 

- disaring dengan corong buchner 

 

 

 

 

- digabungkan filtrat hasil 3 kali pengulangan 

- dipekatkan dengan rotary evaporator vaccum 

 

 

- ditimbang ekstrak pekat  

- dihitung rendemen 

% rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100% 

 

 

 

L.2.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Mikroalga Chlorella sp. 

L.2.4.1 Hidrolisis 

 

 

- dimasukkan ekstrak pekat metanol sebanyak 2,5 gram 

kedalam beaker glass 

- ditambahkan HCl 2N dengan perbandingan 1:2 dalam 

ekstrak pekat 

- diaduk menggunakan magnetic stirrer hot plate selama 1 

jam pada suhu ruang 

- ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH mencapai 

netral 

- didinginkan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel  

Ekstrak metanol  Ampas   

Ekstrak Pekat  

Hasil   

Ekstrak Pekat  

Hasil   
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L.2.4.2 Partisi  

 

 

- diambil 25 mL 

- dimasukkan kedalam corong pisah 

- ditambahkan pelarut etil asetat  

- dikocok lalu didiamkan 

 

 

 

- pelarut diuapkan dalam  - dimasukkan kedalam corong pisah 

lemari asam   - ditambahkan 25 mL dietil eter 

- dikocok dan didiamkan 

 

 

 

              

 

 

 

   - dimasukkan kedalam                    - diuapkan dalam lemari asam 

                           - corong pisah 

   - ditambahkan 25 mL  

   - n-heksana 

       - Dikocok dan didiamkan 

 

 

 

 - diuapkan dengan rotary   - diuapkan dalam lemari asam 

- evaporator vaccum     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Hasil Hidrolisis  

Lapisan organik  Lapisan air  

Ekstrak 

Chlorella sp. 

fraksi etil asetat 

Lapisan air  Lapisan organik  

Lapisan air  Lapisan organik  

Ekstrak 

Chlorella sp. 

fraksi dietil eter 

Ekstrak 

Chlorella sp. 

fraksi n-heksana 

Ekstrak 

Chlorella sp. 

fraksi fasa air 
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L.2.5 Uji Fitokimia 

L.2.5.1 Flavonoid  

 

 

- daimbil ekstrak secukupnya dan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi 

- ditambahkan 3 mL etanol 70% 

- dikocok 

- dipanaskan 

- dikocok kembali 

- disaring  

 

 

 

- ditambahkan serbuk magnesium 0,1 gr 

- ditambahkan HCl 2M sebanyak 2 tetes 

 

 

 

L.2.5.2 Tanin 

 

 

 

- diambil ekstrak secukupnya dan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi 

- ditambahkan 2-3 tetes pereaksi FeCl3 

 

 

 

L.2.5.3 Triterpenoid dan Steroid 

 

 

 

- diambil ekstrak secukupnya dan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi 

- dilarutkan dengan kloroform sebanyak 0,5 mL 

- ditambahkan asam asetat anhidrat 0,5 mL 

- ditambahkan H2SO4 pekat sebanyak 1-2 mL melalui dinding 

tabung 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak dari masing-masing 

fraksi 

Filtrat  Residu   

Hasil   

Ekstrak dari masing-masing 

fraksi 

Hasil   

Ekstrak dari masing-masing 

fraksi 

Hasil   
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L.2.5.4 Saponin 

 

 

 

- diambil ekstrak secukupnya dan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi 

- ditambahkan 10 mL air  

- dipanaskan selama 2-3 menit 

- didinginkan dan dikocok selama 10 detik 

- ditambahkan HCl 1M sebanyak 12 tetes bila terbentuk busa 

 

 

L.2.5.5 Alkaloid 

 

 

 

- diambil ekstrak secukupnya dan dimasukkan kedalam tabung 

reaksi 

- ditambahkan 0,5 mL HCL 2% 

- dibagi menjadi 2 tabung 

 

 

 

    - ditambahkan 2-3 tetes reagen  - ditambahkan 2-3 tetes reagen Meyer 

    - Dragendorf  

 

 

 

 

L.2.6 Uji Toksisitas Senyawa Metabolit Sekunder terhadap Larva Udang 

Artemia salina Leach 

L.2.6.1 Penetasan Larva Udang Artemia salina Leach 

 

 

- dimasukkan air laut dalam wadah sebanyak 250 mL 

- diaerasi 

- ditunggu hingga telur menetas dalam waktu ±48 jam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Telur Larva Udang 

Hasil   

Ekstrak dari masing-masing 

fraksi 

Hasil   

Ekstrak dari masing-masing 

fraksi 

Tabung 1  

Hasil   

Tabung 2  

Hasil   
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L.2.6.2 Uji Toksisitas  

 

 

- dilarutkan fraksi Chlorella sp. sebanyak 2,5 mg kedalam eluen sampai 

5 mL 

- dipipet larutan stok 1000 ppm sebanyak 0,1; 0,25; 0,5; 1 ; 2,5 dan 5 

mL 

- dimasukkan kedalam botol vial  

- diuapkan pelarutnya 

- ditambahkan 50 µL larutan DMSO 

- ditambahkan larutan ragi sebanyak 1 tetes 

- ditambahkan air laut sebanyak 2 mL 

- dikocok 

- dimasukkan larva udang Artemia salina Leach sebanyak 10 ekor 

- ditambahkan air laut hingga mencapai 5 mL 

- diamati dibawah lampu pijar selama 24 jam 

 

 

 

a. Kontrol DMSO 

 

 

- dimasukkan 50 µL kedalam botol vial  

- ditambahkan larutan ragi sebanyak 1 tetes 

- ditambahkan air laut sebanyak 2 mL 

- dikocok 

- dimasukkan larva udang Artemia salina Leach sebanyak 10 ekor 

- ditambahkan air laut hingga mencapai 5 mL 

- diamati dibawah lampu pijar selama 24 jam 

 

 

 

b. Kontrol Pelarut 

 

 

- dimasukkan 50 µL kedalam botol vial  

- ditambahkan larutan ragi sebanyak 1 tetes 

- ditambahkan air laut sebanyak 2 mL 

- dikocok 

- dimasukkan larva udang Artemia salina Leach sebanyak 10 ekor 

- ditambahkan air laut hingga mencapai 5 mL 

- diamati dibawah lampu pijar selama 24 jam 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Hasil   

DMSO 

Hasil   

Pelarut  

Hasil   
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L.2.7 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

 

 

- dilarutkan dengan 9 mL metanol dan divortex 

- dimasukkan ke dalam kuet sampai sepertiga kuvet 

- dianalisis dengan rentang panjang gelombang 200-400 cm 

 

 

 

 

Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan 

L.3.1 Kultivasi Chlorella sp. dalam MET 4% 

  

 Ketentuan = 
10 mL isolat 𝐶ℎ𝑙𝑜𝑟𝑒𝑙𝑙𝑎 𝑠𝑝.

60 mL MET 4%
 = volume total 70 mL 

 

L.3.1.1 Kultivasi dalam Botol Minuman 1500 mL  

 

  
10

60
  = 

x

900 mL MET 4%
   

 

  60 x  = 9000 mL  

 

       x = 
9000 mL

60
 

 

   = 150 mL isolat Chlorella sp. 

 

 Volume total  = isolat Chlorella sp. + MET 4% 

    = 150 mL + 900 mL 

    = 1050 mL 

 

L.3.1.2 Pembuatan MET 4% sebanyak 900 mL 

 MET = (aquades + ekstrak tauge) 

 MET 4% = 
4

100
 × 900 mL = 36 mL ekstrak tauge 

 Volume akuades = MET 4% - (volume ekstrak tauge) 

       = 900 mL – 35 mL 

       = 864 mL 

L.3.2 Pembuatan Larutan HCl 2N 

 Berat jenis HCL pekat = 1,19 g/mL = 1190 g/L 

 Konsentrasi   = 37% 

 Berat molekul HCl = 36,42 g/mol 

 n   = 1 

Sampel Hasil Fraksi 

Hasil   
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 mol   = 
g HCl

Mr HCl
 = 

37 g

36,5 g/mol
 = 1,014 mol 

 konversi ke mL = 
berat larutan 

berat jenis HCl pekat
 = 

100 g

1,267 g/mL
 = 78,9 mL  

 M    = 
𝑚𝑜𝑙

𝐿
 = 

1,014 𝑚𝑜𝑙

0,0789 𝐿
 = 12,85 M 

N HCl   = n x Molaritas HCl  

N   = 1 x 12,85 N = 12,85 N  

N1 x V2  = N2 x V2  

12,85 N x V1  = 2N x 100 ml  

V1   = 15,6 mL 

Cara pembuatannya dengan cara diambil larutan HCl pekat 37% sebanyak 

15,6 mL, dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL yang sudah diisi dengan aquades 

sebanyak ±15 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades hingga mencapai tanda batas 

dan dikocok sampai homogen.  

L.3.3 Perhitungan Uji Toksisitas 

• Pembuatan larutan stok 1000 ppm 

x mg

L
= 1000 ppm  

x mg

0,01 L
= 1000 ppm  

x = 10 mg  

larutan stok 1000 ppm dibuat dengan melarutkan 10 mg ekstrak sampel 

kedalam 10 mL pelarutnya 

• Pembuatan larutan ekstrak 10 ppm 

V1 x ppm1   = V2 x ppm2 

V1 x 1000 ppm  = 10 mL x 10 ppm 

V1   = 
100 mL x ppm

1000 ppm
 

V1    = 0,1 mL 

Untuk pembuatan larutan ektrak larutan 10 ppm dengan memipet larutan 

stok 0,1 mL 
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• Pembuatan larutan ekstrak 25 ppm 

V1 x ppm1   = V2 x ppm2 

V1 x 1000 ppm  = 10 mL x 25 ppm 

V1   = 
250 mL x ppm

1000 ppm
 

V1    = 0,25 mL 

Untuk pembuatan larutan ektrak larutan 25 ppm dengan memipet larutan 

stok 0,25 mL 

• Pembuatan larutan ekstrak 50 ppm 

V1 x ppm1   = V2 x ppm2 

V1 x 1000 ppm  = 10 mL x 50 ppm 

V1   = 
500 mL x ppm

1000 ppm
 

V1    = 0,5 mL 

Untuk pembuatan larutan ektrak larutan 50 ppm dengan memipet larutan 

stok 0,5 mL 

• Pembuatan larutan ekstrak 75 ppm 

V1 x ppm1   = V2 x ppm2 

V1 x 1000 ppm  = 10 mL x 50 ppm 

V1   = 
500 mL x ppm

1000 ppm
 

V1    = 0,75 mL 

Untuk pembuatan larutan ektrak larutan 75 ppm dengan memipet larutan 

stok 0,75 mL 

• Pembuatan larutan ekstrak 100 ppm 

V1 x ppm1   = V2 x ppm2 

V1 x 1000 ppm  = 10 mL x 100 ppm 

V1   = 
1000 mL x ppm

1000 ppm
 

V1    = 1 mL 

Untuk pembuatan larutan ektrak larutan 100 ppm dengan memipet larutan 

stok 1 Ml 
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Lampiran 4 Data pengamatan dan Hasil Perhitungan 

L.4.1 Rendemen Ekstraksi Sonikasi 

% rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100% 

% rendemen = 
1,114 𝑔

8 𝑔 
 x 100% 

% rendemen = 13,936 % 

L.4.2 Rendemen Fraksinasi 

1. Rendemen Fraksi Etil Asetat 

% rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100% 

% rendemen = 
0,4191 𝑔

0,987 𝑔 
 x 100% 

% rendemen = 42,46 % 

2. Rendemen Fraksi Dietil Eter 

% rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100% 

% rendemen = 
0,1102 𝑔

0,987 𝑔 
 x 100% 

% rendemen = 11,165 % 

3. Rendemen Fraksi n-Heksana 

% rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 
 x 100% 

% rendemen = 
0,0287 𝑔

0,987 𝑔 
 x 100% 

% rendemen = 2,907 % 

L.4.3 Uji Toksisitas Mikroalga Chlorella sp. 

 

% mortalitas  = 
𝑘𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 (10) 
 x 100% 

Mortalitas  = % mortalitas x jumlah larva keseluruhan (50) 
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L.4.3.1 Hasil Uji Toksisitas Fraksi Etil Asetat 

Konsentrasi 
Jumlah larva udang yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 1 0 1 1 1 1 10 5 

25 2 1 2 2 1 2 20 10 

50 1 2 2 2 2 2 20 10 

75 3 4 3 3 3 3 30 15 

100 5 4 5 3 5 5 50 25 

ETIL ASETAT 

Probit Analysis: mortalitas; jumlah hewan uji versus 

konsentrasi 

Distribution:   Normal 

Response Information 
Variable Value Count 

mortalitas Event 65 

  Non-event 185 

jumlah hewan uji Total 250 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -1.34404 0.183178 -7.34 0.000 

konsentrasi 0.0124784 0.0027526 4.53 0.000 

Natural         

Response 0       

Log-Likelihood = -132.488 

 

Goodness-of-Fit Tests 

Method Chi-Square DF P 

Pearson 2.03499 3 0.565 

Deviance 1.98659 3 0.575 

Tolerance Distribution 

Parameter Estimates 
  Standard 

Error 

95.0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 107.709 13.0148 82.2009 133.218 

StDev 80.1388 17.6775 52.0091 123.483 

Table of Percentiles 
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  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 

1 -78.7212 31.0371 -184.660 -35.7606 

2 -56.8755 26.3690 -146.474 -20.2108 

3 -43.0151 23.4388 -122.310 -10.2817 

4 -32.5884 21.2582 -104.179 -2.76481 

5 -24.1071 19.5047 -89.4724 3.39051 

6 -16.8882 18.0308 -76.9925 8.66750 

7 -10.5587 16.7563 -66.0866 13.3309 

8 -4.89129 15.6329 -56.3581 17.5429 

9 0.262955 14.6289 -47.5476 21.4107 

10 5.00745 13.7232 -39.4760 25.0095 

20 40.2629 8.13150 17.9749 54.2792 

30 65.6846 7.28417 51.4681 83.3177 

40 87.4065 9.57738 72.2387 115.978 

50 107.709 13.0148 88.5906 149.567 

60 128.012 16.9457 103.876 184.222 

70 149.734 21.3911 119.734 221.795 

80 175.156 26.7459 137.984 266.077 

90 210.411 34.3060 163.026 327.755 

91 215.156 35.3306 166.382 336.070 

92 220.310 36.4451 170.025 345.105 

93 225.977 37.6721 174.027 355.044 

94 232.307 39.0442 178.493 366.146 

95 239.526 40.6111 183.584 378.813 

96 248.007 42.4544 189.559 393.700 

97 258.434 44.7237 196.899 412.007 

98 272.294 47.7448 206.647 436.353 

99 294.140 52.5150 221.994 474.741 
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L.4.3.2 Hasil Uji Toksisitas Fraksi Dietil Eter 

Konsentrasi 
Jumlah larva udang yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 1 1 1 1 1 10 5 

25 1 2 2 1 1 1 10 5 

50 2 2 3 2 1 2 20 10 

75 2 2 1 2 3 2 20 10 

100 3 2 3 3 2 3 30 15 

DIETIL ETER 

Probit Analysis: mortalitas; jumlah hewan uji versus 

konsentrasi 

Distribution:   Normal 

Response Information 
Variable Value Count 

mortalitas Event 45 

  Non-event 205 

jumlah hewan uji Total 250 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -1.39226 0.194206 -7.17 0.000 

konsentrasi 0.0084954 0.0029104 2.92 0.004 

Natural         

Response 0       

Log-Likelihood = -113.476 

Goodness-of-Fit Tests 
Method Chi-Square DF P 

Pearson 0.774644 3 0.856 

Deviance 0.768839 3 0.857 

Tolerance Distribution 

Parameter Estimates 
  Standard 

Error 

95.0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 163.883 37.8280 89.7419 238.025 

StDev 117.711 40.3258 60.1461 230.369 

Table of Percentiles 
  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 
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1 -109.952 58.7097 -455.952 -40.2659 

2 -77.8646 47.9604 -358.771 -20.5838 

3 -57.5059 41.2070 -297.248 -7.96063 

4 -42.1909 36.1821 -251.081 1.64932 

5 -29.7333 32.1469 -213.637 9.57570 

6 -19.1299 28.7653 -181.879 16.4351 

7 -9.83280 25.8564 -154.156 22.5716 

8 -1.50837 23.3131 -129.470 28.2031 

9 6.06237 21.0688 -107.178 33.4834 

10 13.0312 19.0814 -86.8461 38.5322 

20 64.8157 11.3240 39.7218 100.562 

30 102.156 18.6745 77.0299 199.247 

40 134.062 28.2214 99.0928 293.384 

50 163.883 37.8280 118.181 382.906 

60 193.705 47.6887 136.737 472.960 

70 225.611 58.3743 156.313 569.585 

80 262.951 70.9746 179.033 682.857 

90 314.736 88.5402 210.360 840.128 

91 321.704 90.9093 214.565 861.303 

92 329.275 93.4840 219.132 884.309 

93 337.600 96.3162 224.151 909.608 

94 346.897 99.4807 229.753 937.865 

95 357.500 103.091 236.140 970.095 

96 369.958 107.335 243.640 1007.97 

97 385.273 112.555 252.856 1054.53 

98 405.631 119.498 265.099 1116.43 

99 437.719 130.447 284.382 1214.01 
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L.4.3.3 Uji Toksisitas Fraksi n-Heksana 

Konsentrasi 
Jumlah larva yang mati 

%mortalitas mortalitas 
I II III IV V modus 

Kontrol 

pelarut 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Kontrol 

DMSO 
0 0 0 0 0 0 0 0 

10 1 1 1 2 1 1 10 5 

25 2 2 1 3 2 2 20 10 

50 3 3 2 2 3 3 30 15 

75 2 3 3 4 3 3 30 15 

100 4 3 4 3 4 4 40 20 

N HEKSANA 

Probit Analysis: mortalitas; jumlah hewan uji versus 

konsentrasi 

Distribution:   Normal 

Response Information 
Variable Value Count 

mortalitas Event 65 

  Non-event 185 

jumlah hewan uji Total 250 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -1.16662 0.177234 -6.58 0.000 

konsentrasi 0.0094678 0.0027086 3.50 0.000 

Natural         

Response 0       

Log-Likelihood = -136.989 

Goodness-of-Fit Tests 
Method Chi-Square DF P 

Pearson 1.92882 3 0.587 

Deviance 1.95572 3 0.582 

Tolerance Distribution 

Parameter Estimates 
  Standard 

Error 

95.0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 123.219 21.0798 81.9039 164.535 

StDev 105.621 30.2161 60.2888 185.039 

Table of Percentiles 
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  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 

1 -122.491 52.1564 -353.145 -56.4105 

2 -93.6993 44.0732 -287.907 -37.6584 

3 -75.4316 38.9781 -246.582 -25.6941 

4 -61.6895 35.1705 -215.546 -16.6428 

5 -50.5114 32.0954 -190.345 -9.23567 

6 -40.9971 29.4985 -168.937 -2.88911 

7 -32.6549 27.2417 -150.208 2.71685 

8 -25.1854 25.2412 -133.480 7.77827 

9 -18.3923 23.4428 -118.310 12.4251 

10 -12.1391 21.8093 -104.393 16.7491 

20 34.3267 11.2631 -4.65684 52.5595 

30 67.8318 9.72867 49.2581 96.3834 

40 96.4607 14.5845 75.5901 153.565 

50 123.219 21.0798 95.1850 212.029 

60 149.978 28.1639 113.491 271.782 

70 178.607 36.0030 132.537 336.251 

80 212.112 45.3352 154.507 412.019 

90 258.578 58.4131 184.704 517.369 

91 264.831 60.1802 188.753 531.561 

92 271.624 62.1014 193.150 546.981 

93 279.094 64.2154 197.981 563.939 

94 287.436 66.5781 203.373 582.882 

95 296.950 69.2748 209.518 604.491 

96 308.128 72.4455 216.734 629.883 

97 321.870 76.3465 225.599 661.106 

98 340.138 81.5368 237.374 702.620 

99 368.930 89.7257 255.916 768.068 
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Lampiran 5 Data Hasil Uv-Vis 

L.5.1 Hasil Spektrofotometer Fraksi Etil Asetat 

Lamdha Maks Fraksi EA Chlorella 

Tanggal Analisa : 31 Oktober 2022 

Scan Analysis Report  

Report Time : Mon 31 Oct 10:33:11 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Zaki Imam\Lamdha Maks Fraksi EA Chlorella (31-10-

2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

Sample Name: Fraksi EA Chlorella 
Collection Time                   10/31/2022 10:33:38 AM                                               

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             799.9nm to 200.0nm                                                   

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     667.0              0.062    

     406.0              0.195    

     248.0              3.553    

     243.9              3.631    

     240.0              3.400    

     235.0              3.363    

     229.1              4.166    

     227.0              3.933    

     225.0              3.854    

     220.0              3.427    

     214.9              3.400    

     213.1              3.334    

     209.9              3.429    

     208.0              3.297    

     205.1              3.755    

     203.0              3.326    
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L.5.1 Hasil Spektrofotometer Fraksi Dietil Eter 

Lamdha Maks Fraksi Dietil Eter Chlorella 

Tanggal Analisa : 31 Oktober 2022 

Scan Analysis Report  

Report Time : Mon 31 Oct 10:52:06 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Zaki Imam\Lamdha Maks Fraksi Dietil Eter Chlorella 

(31-10-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

Sample Name: Fraksi Dietil Eter Chlorella 
Collection Time                   10/31/2022 10:52:35 AM                                               

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             799.9nm to 200.0nm                                                   

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     664.9              0.039    

     222.9              3.501    

     221.1              3.704    

     219.0              3.468    

     214.9              3.445    

     212.0              3.549    

     209.9              3.555    

     206.9              3.651    

     205.1              3.556    

     203.0              3.575    

     201.0              3.357    
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L.5.1 Hasil Spektrofotometer Fraksi n-Heksana 

Lamdha Maks Fraksi n-Heksana Chlorella 

Tanggal Analisa : 25 Oktober 2022 

Scan Analysis Report  
Report Time : Tue 25 Oct 02:58:07 PM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Zaki Imam\Lamdha Maks Fraksi n-Heksana Chlorella (25-

10-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

Sample Name: Fraksi n-heksana Chlorella 
Collection Time                   10/25/2022 2:58:18 PM                                                

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.1nm to 200.1nm                                                   

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     671.0              0.087    

     406.1              0.235    

     215.0              3.329    

     212.9              3.330    

     209.0              3.509    

     206.0              3.392    

     203.0              3.368    
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Lampiran 6 Dokumentasi Penelitian 

L.6.1 Kultivasi mikroalga Chlorella sp. 

 

 

Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. 

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

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

L.6.2 Pemanenan Biomassa 

    

Biomassa Cair 

Biomassa 

Sebelum 

disentrifugasi 

Biomassa setelah 

disentrifugasi 
Biomassa pekat 
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L.6.3 Pengeringan biomassa 

  

Pengeringan biomassa Biomassa kering 

 

L.6.4 Ekstraksi sonikasi mikroalga Chlorella sp 

   

Ekstraksi sonikasi selama 

42 menit menggunakan 

pelarut metanol 

Penyaringan sampel 

dengan buchner 
Ekstrak metanol 

 

L.6.5 Partisi ekstrak metanol  

L.6.5.1 Partisi dengan etil asetat 

  
Lapisan atas : fraksi etil asetat 

Lapisan bawah : fasa air 
Fraksi etil asetat 

L.6.5.2 Partisi dengan dietil eter 

  
Lapisan atas : fraksi dietil eter 

Lapisan bawah : fasa air 
Fraksi dietil eter 
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L.6.5.3 Partisi dengan N-Heksana 

  
Lapisan atas : fraksi N-heksana 

Lapisan bawah : fasa air 
Fraksi N-Heksana 

 

L.6.6 Uji toksisitas 

  
Penetasan larva udang Pengamatan kematian larva udang 

 

L.6.7 Uji fitokimia 

L.6.7.1 Ekstrak N-Heksana 

     

Flavonoid Tanin 
Triterpenoid 

dan steroid 
Saponin Alkaloid 

 

L.6.7.2 Ekstrak dietil eter 

     

Flavonoid Tanin 
Triterpenoid 

dan steroid 
Saponin Alkaloid 
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L.6.7.3 Ekstrak etil asetat 

     

Flavonoid Tanin 
Triterpenoid 

dan steroid 
Saponin Alkaloid 
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