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ABSTRAK
Rahmawati, L.M. 2016. Uji Aktivitas Antioksidan dan ldentifikasi Senyawa
Steroid Isolat Hasil KLTP Fraksi Petroleum Eter Mikroalga
Chlorella sp. Menggunakan UV-Vis.
Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing II: Ach.

Nasichuddin, M.A; Konsultan: Ahmad Hanapi, M.Sc

Kata Kunci: Steroid, Chlorella sp., Fraksi Petroleum Eter, Kromatografi Lapis
Tipis (KLT), Aktivitas Antioksidan

Chlorella sp. merupakan salah satu jenis mikroalga yang bermanfaat dan
memiliki senyawa aktif yang dapat berpotensi sebagai antioksidan, sebagaimana firman
Allah Swt. dalam Alquran surat Lugman ayat 10 bahwa Allah menciptakan berbagai
macam tumbuh-tumbuhan yang bermanfaat. Senyawa aktif yang terkandung dalam
Chlorella sp. yaitu senyawa steroid. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan senyawa steroid fraksi petroleum eter hasil KLTP serta identifikasi senyawa
steroid menggunakan spektrofotometer UV-Vis dari mikroalga Chlorella sp..

Pengembangbiakan mikroalga Chlorella sp. menggunakan medium ekstrak tauge
(MET) 4 % dan pemanenan dilakukan pada hari ke-10. Biomassa yang diperoleh
dimaserasi menggunakan pelarut metanol dan dihidrolisis dengan HCI 2 N. Kemudian
dilakukan partisi menggunakan pelarut petroleum eter. Fraksi PE mikroalga Chlorella sp.
selanjutnya diidentifikasi senyawa steroidnya menggunakan KLT preparatif untuk
memperoleh isolat steroid yang lebih murni. Aktivitas antioksidan isolat KLTP dilakukan
dengan metode DPPH secara spektrofotometer UV-Vis. Identifikasi senyawa steroid
dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa randemen ekstrak metanol mikroalga
Chlorella sp. sebesar 21,8926 %, sedangkan randemen ekstrak hasil hidrolisis dan partisi
sebesar 50,6299 %. Fraksi PE hasil hidrolisis diidentifikasi dengan KLT preparatif dan
menghasilkan 15 noda. Noda ke-4 pada Rf 0,7777 berwarna hijau kebiruan yang diduga
senyawa steroid. Isolat hasil KLTP memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ECsg
sebesar 73,82 ppm. ldentifikasi senyawa steroid dengan spektrofotometer UV-Vis yang
dihasilkan menunjukkan bahwa isolat yang diduga merupakan senyawa steroid memiliki
panjang gelombang maksimum sebesar 276 nm.

Xiii



ABSTRACT
Rahmawati, L.M. 2016. Antioxidant Activity Test and Identification of
Steroids Compounds from PTLC Isolates of Microalgae
Chlorella sp. Petroleum Eter Fraction Using UV-Vis.
Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Supervisor II: Ach.
Nasichuddin, M.A; Consultor: Ahmad Hanapi, M.Sc

Key words: steroids, chlorella sp., petroleum ether fraction, thin layer chromatography
(TLC), antioxidant activity

Chlorella sp. is one of microalgae types that is beneficial and having active
compounds that is potentially as an antioxidant , as God said in the Quran surah Lugman
ayah 10 that God had created various kinds of herbs that are useful. The active
compounds in Chlorella sp. is known as steroid compounds . This research is conducted
to determine the antioxidant activity of TLC result steroid compounds with Petroleum
Ether fraction and to identifie steroid compounds using UV-Vis spectrophotometer from
microalgae Chlorella sp.

The breeding of microalgae Chlorella sp. uses bean sprouts extract medium
(MET) 4 % and it is harvested on day 10. The biomass is macerated using methanol and
hydrolyzed with 2 N HCI. Then the partition is done using petroleum ether. The
extraction of microalgae Chlorella sp. followed by identification of steroid compounds
with preparative TLC to obtain purer steroid isolates. The antioxidant activity of TLC
isolates uses DPPH method with UV-Vis spectrophotometer. ldentification of steroid
compounds is done by UV-Vis spectrophotometer .

The results showed that the yield of the methanol extract of microalgae Chlorella
sp. is 21.8926 % while the yield of hydrolysis and partition extract 50.6299 %.
Hydrolysis extract is identified by preparative TLC and show 15 spots. The 4" spot
observed at 0.7777 Rf with bluish green color and it is alleged as steroid compounds.
Isolates of TLC result has antioxidant activity with ECs, 73.82 ppm. Identification of
steroid compounds with UV-Vis spectrophotometer shows that isolate is alleged as
steroid compound with maximum wavelength of 276 nm.
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BAB |

PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Keanekaragaman hayati di daerah tropis seperti Indonesia sangat
melimpah dari yang berukuran mikro hingga makro. Tumbuhan merupakan salah
satu makhluk hidup ciptaan Allah SWT yang memiliki banyak sekali manfaat.
Tumbuh-tumbuhan memiliki beberapa zat yang dapat dimanfaatkan oleh makhluk
hidup lainnya, misalnya mulai beberapa vitamin-vitamin, minyak, komponen
bioaktif dan masih banyak lainnya. Dalam firman-Nya Allah SWT menjelaskan

QS al An’am ayat 99 :

\Jm;é.\a\.\;ﬁ\&;«u_udsg_\u‘umﬁb cucw\wd}\gﬂ\ﬁj

uh‘:\wuq;_jﬂ\_\d\du\jﬁwwdﬂ\w} L\S\’N L\AMC‘)A.\
&) Sty 5all 1305 58 )13kl Sais e e dlas (aAN5 G535
[39] O3test aal cuY oS00
“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbubhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang beriman”(QS al An’am: 99).

Berdasarkan surat al An’am ayat 99 Allah SWT telah menciptakan bumi
beserta isinya, diantaranya adalah tumbuh-tumbuhan yang baik dan bermanfaat.
Tumbuhan merupakan salah satu makhluk hidup ciptaan Allah SWT yang

memiliki banyak sekali manfaat. Berdasarkan tafsir ash-Shiddieqy (2000), Allah

telah menurunkan air dari awan, lalu dengan air hujan itulah dijadikan segala



macam tumbuhan-tumbuhan, akan tetapi bentuk dan rasa buah-buahan atau
tanaman berbeda-beda. Allah mengeluarkan dari bibit itu batang yang hijau atau
daun yang hijau. Allah mengeluarkan dari tumbuh-tumbuhan yang hijau itu
kebun-kebun anggur serta buah zaitun dan buah delima. Ada diantaranya yang
manis, ada yang masam dan ada yang pahit. Tumbuh-tumbuhan memiliki
beberapa zat yang dapat dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainnya, misalnya
mengandung beberapa vitamin-vitamin, minyak, komponen bioaktif dan masih
banyak lainnya tak terkecuali mikroalga. Manusia dianjurkan untuk memikirkan,
mempelajari dan mengkaji apa-apa yang diciptakan-Nya dan salah satu bentuknya
yaitu dengan melakukan penelitian untuk mencari obat dari bahan-bahan alam,
seperti mikroalga.

Mikroalga adalah mikroorganisme fotosintetik dengan morfologi sel yang
bervariasi, baik uniseluler maupun multiseluler (membentuk koloni kecil)
(Becker, 1994). Salah satu jenis mikroalga tersebut adalah Chlorella sp.
Chlorella sp. merupakan tumbuhan alga bersel tunggal dari golongan alga hijau
(chloreophyta) yang telah dimanfaatkan secara komersial karena nilai gizinya
yang tinggi (Srihati dan Carolina, 1995). Chlorella sp. memiliki beberapa
keunggulan diantaranya berkembang biak dengan cepat serta mudah dalam
membudidayakannya (Sidabutar, E.A. 1999). Dibandingkan dengan golongan
makroalga dan tumbuhan tingkat tinggi pertumbuhan Chlorella sp. tidak
tergantung dengan musim, tidak memerlukan tempat yang luas dan tidak
memerlukan waktu yang lama untuk memanennya (Borowitzka, M. dan Lesley,

J., 1988).



Kultivasi mikroalga Chlorella sp. dapat dilakukan dalam Medium Ekstrak
Tauge (MET) karena MET merupakan salah satu sumber media alami yang dapat
digunakan untuk media pertumbuhan mikroalga. MET mengandung nutrient
organik seperti karbohidrat, protein, vitamin, dan lemak yang dibutuhkan sebagai
sumber energi bagi pertumbuhan mikroalga. MET juga memberikan pertumbuhan
yang pesat terhadap mikroalga dibandingkan pada MAL (Medium Air Laut) dan
MG (Medium Guillard) (Wulandari, A., dkk., 2010). Chlorella sp. dikultur dalam
MET selama 10 hari dengan foto periodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap
(Bariyyah, S., dkk., 2013). Pemanenan Chlorella sp. dilakukan pada fase stasioner
yaitu pada hari ke-10. Hal ini dikarenakan pada hari tersebut, pertumbuhan
Chlorella sp. mencapai kepadatan sel tertinggi yang ditandai dengan kultur yang
berwarna hijau tua dengan jumlah sel 4,6 x 10° sel/mL (Volshak, A., 1990).
Menurut hasil penelitian Khamidah, U., dkk (2013), fase stasioner terjadi pada
hari ke-8 sampai hari ke-11 ditandai dengan laju pertumbuhan Chlorella sp. yang
cenderung konstan. fase awal stasioner terjadi pada hari ke-8 dengan kelimpahan
sel 4.656.000 sel/mL. Hari ke-10 merupakan fase stasioner dengan kelimpahan sel
4.880.000 sel/mL. Hari ke 11 merupakan sudah memasuki fase akhir stasioner
dengan kelimpahan sel 4.704.000 sel/mL.

Penelitian mengenai mikroalga Chlorella sp. cukup banyak menarik minat
beberapa peneliti mengingat potensinya baik sebagai bahan makanan pelengkap
nutrisi, bahan makanan alternatif, komponen bioaktif dan kegunaan lainnya.
Beberapa penelitian melaporkan bahwa Chlorella sp. merupakan salah satu
mikroalga yang memiliki beberapa bioaktivitas sebagai antikanker (Luo, Xuan., et

al., 2015), antibakteri (Khamidah, S., dkk., 2013), toksisitas (Amaliyah, S., dkk.,



2013) dan antioksidan (Anggraeni, O., dkk., 2014). Khamidah, S., dkk. (2013)
melaporkan bahwa ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. mempunyai aktivitas
antibakteri tertinggi pada fase stasioner dengan zona hambat 9,9 mm terhadap
bakteri E.Coli dan 12,0 mm terhadap S.aureus. Anggraeni, O., dkk. (2014) juga
melaporkan bahwa hasil ekstraksi senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. secara
maserasi menggunakan metanol yang dilanjutkan dengan reaksi hidrolisis untuk
pemutusan ikatan glikosida dan dilakukan proses partisi dengan fraksi petroleum
eter, memiliki persen (%) aktivitas antioksidan yang paling tinggi (64,8839 %)
dibandingkan dengan ekstrak kasar (2,0957 %). Persen (%) aktivitas antioksidan
pada konsentrasi 30 ppm lebih tinggi dibandingkan senyawa pembanding BHT
(Butylated Hydroxytoluene) tetapi lebih kecil daripada vitamin C karena hasil
ekstrak fraksi petroleum eter menunjukkan nilai ECs terkecil (27,26 ppm). Hasil
aktivitas tersebut berhubungan dengan senyawa aktif yang terkandung di
dalamnya.

Ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. mengandung senyawa aktif
golongan steroid karena ekstrak metanol Chlorella sp. menunjukkan adanya
perubahan warna dari hijau kekuningan menjadi hijau kebiruan setelah
penambahan asam sulfat pekat (Khamidah, 2014). Steroid adalah suatu golongan
senyawa triterpenoid yang mengandung inti siklopentana perhidrofenantren yaitu
terdiri dari tiga cincin sikloheksana dan sebuah cincin siklopentana. Steroid yang
ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut fitosterol, sedangkan yang
ditemukan dalam jaringan hewan disebut kolesterol. Beberapa senyawa ini jika
terdapat dalam tumbuhan akan dapat berperan menjadi pelindung. Senyawa

steroid dapat teridentifikasi dengan menghasilkan warna hijau kebiruan ketika



senyawa tersebut ditetesi asam sulfat pekat melalui dinding tabung reaksi
(Harborne, 1987; Robinson, 1995).

Pemisahan senyawa aktif steroid salah satunya dapat dilakukan dengan
metode KLT. Menurut Marliana, E. (2007) penggunaan metode KLT dengan fase
gerak terbaik n-heksana dan etilasetat (4:1) memberikan hasil positif dalam
pemisahan senyawa aktif steroid dengan ditandai timbulnya noda warna ungu
hitam (Rf = 0,06), ungu merah (Rf = 0,16), ungu gelap (RF = 0,24), ungu (Rf =
0,37 ; 0,34) (Marliana, 2007). Hidayah, H., dkk. (2015) juga melaporkan hasil
KLTA senyawa steroid pada mikroalga Chlorella sp. menggunakan eluen n-
heksana : etil asetat dengan perbandingan 8 : 2 menghasilkan spot lebih banyak
yaitu 13 spot sedangkan 7:3 hanya menghasilkan 10 spot. Ke-13 spot tersebut
diperoleh 8 spot yang tergolong senyawa steroid setelah disemprot dengan reagen
Lieberman-Burchard diantaranya berwarna pink (Rf 0,06), Hijau kecoklatan (Rf
0,11), Ungu (0,14), pink (0,16), pink (0,25), ungu (0,74), ungu kebiruan (0,80)
dan Hijau terang (0,91).

Penelitian ini merupakan penelitian lanjutan dari penelitian sebelumnya
yang telah melakukan uji aktivitas antibakteri (Khamidah, S., dkk., 2013),
toksisitas (Amaliyah, S., dkk., 2013) dan antioksidan (Anggraeni, O., dkk., 2014)
dengan dugaan identifikasi senyawa aktif dari golongan steroid. Pada penelitian
ini akan ditekankan untuk identifikasi senyawa steroid yang terdapat dalam
mikroalga Chlorella sp. dengan KLTP (Kromatografi Lapis Tipis Preparatif)
untuk pemisahan senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan. Kemudian

dilanjutkan dengan identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk



membuktikan adanya senyawa aktif golongan steroid dari spektrum dan panjang

gelombang maksimum.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana aktivitas antioksidan senyawa steroid hasil pemisahan
menggunakan KLTP pada fraksi petroleum eter mikroalga Chlorella sp.?

2. Bagaimana hasil identifikasi isolat senyawa steroid hasil KLTP

menggunakan spektrofotometer UV-Vis?

1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan senyawa steroid hasil pemisahan
menggunakan KLTP pada fraksi petroleum eter mikroalga Chlorella sp.

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi isolat senyawa steroid hasil KLTP

menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

1.4 Batasan Masalah
1. Sampel berupa bibit mikroalga Chlorella sp. yang diperolen dari
Laboratorium Biologi UIN Maliki Malang.
2. Sampel yang digunakan adalah hasil kultivasi Chlorella sp. dalam MET.
3. Identifikasi senyawa aktif steroid hasil hidrolisis ekstrak metanol mikroalga
Chlorella sp. menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
4. Uji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH  (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazil) dan dinyatakan dalam nilai ECsy.



1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi tentang senyawa
aktif yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. dan meningkatkan ilmu
pengetahuan untuk perkembangan penelitian tentang bahan alam dari
mikroorganisme fotosintetik baik uniseluler maupun multiseluler sehingga dapat

bermanfaat dibidang industri farmasi.
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2.1 Mikroalga Chlorella sp.

Mikroalga merupakan kelompok tumbuhan berukuran renik yang
termasuk dalam kelas alga, diameternya antara 3 — 30 um, baik sel tunggal
maupun koloni yang hidup di seluruh wilayah perairan tawar maupun laut, yang
lazim disebut fitoplankton (Romimohtarto, K., 2004). Mikroalga dapat melakukan
fotosintesis dan hidup dari nutrien anorganik serta menghasilkan zat-zat organik
dari CO; oleh fotosintesis. Mikroalga mempunyai zat warna hijau daun (pigmen)
klorofil yang berperan pada proses fotosintesis dengan bantuan H,O, CO, dan
sinar matahari untuk menghasilkan energi. Energi ini digunakan untuk biosintesis
sel, pertumbuhan dan pertambahan sel, bergerak atau berpindah dan reproduksi
(Pranayogi, D., 2003).

Chlorella berasal dari zat bewarna hijau (chlorophyll) yang juga berfungsi
sebagai katalisator dalam proses fotosintesis. (Steenblock, D., 2000 dalam Zahara,
2003). Chlorella sp. oleh Bold, H. dan Wynne, M. (1985) dikategorikan ke dalam
kelompok alga hijau yang memiliki jumlah genera sekitar 450 dan jumlah spesies
lebih dari 7500. Nama alga hijau diberikan karena kandungan zat hijau
(chlorophyll) yang dimilikinya sangat tinggi, bahkan melebihi jumlah yang
dimiliki oleh beberapa tumbuhan tingkat tinggi.

Proses reproduksi Chlorella dapat dibagi menjadi 4 tahap (Kumar dan
Singh, 1979 dalam Zahara, 2003) yaitu:

1. Tahap pertumbuhan, pada tahap ini sel Chlorella tumbuh membesar.



2. Tahap pemasakan awal saat terjadi peningkatan aktivitas sintesa yang
merupakan persiapan awal pembentukan autospora.

3. Tahap pemasakan akhir, pada tahap ini autospora terbentuk.

4. Tahap pelepasan autospora, dinding sel induk akan pecah dan diikuti oleh

pelepasan autospora yang akan tumbuh menjadi sel induk muda.

i o o Lall
Gambar 2.1. Bentuk Umum Chlorella sp. (Prabowo, 2009)

Chlorella sp. yang digunakan dalam penelitian ini merupakan bibit
Chlorella sp. yang diperoleh dari penelitian sebelumnya. Anggraeni, O., dkk.
(2014) telah melakukan uji taksonomi terhadap sampel mikroalga dan hasil

klasifikasi Chlorella sp. yaitu:

Familia : Chlorellaceae
Genus : Chlorella
Spesies : Chlorella sp.

Amaliyah, S., dkk. (2013) melakukan uji taksonomi mengenai ciri-ciri mikroalga
Chlorella sp. dan hasilnya menunjukkan bahwa sel Chlorella sp. berbentuk bulat
seperti cawan atau lonceng dengan posisi menghadap ke atas. Chlorella sp. hidup

secara soliter dan berukuran 2 — 8 um. Warna hijau pada Chlorella sp. disebabkan
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karena selnya dominan mengandung klorofil a dan b, disamping karotin dan

xantrofil.

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

Menurut Bold, H. dan Wynne, M. (1985), faktor utama pertumbuhan
Chlorella sp. dalam kultur adalah medium. Medium dalam kultivasi mikroalga
Chlorella sp. yang digunakan dalam penelitan ini adalah Medium Ekstrak tauge.
Medium Ekstrak Tauge merupakan medium alami yang umum digunakan bagi
pertumbuhan mikroalga. Medium tersebut mengandung unsur makro dan mikro,
vitamin, mineral, dan asam amino yang dibutuhkan bagi pertumbuhan mikroalga
(Prihantini, N., dkk., 2005).

Hasil penelitian Wulandari, A., dkk. (2010) menunjukkan bahwa
penggunaan Medium Ekstrak Tauge (MET) menghasilkan pertumbuhan
mikroalga yang sangat pesat dibandingkan dengan medium lainnya yaitu Medium
Air Laut (MAL) dan Medium Guillard (MG). Prihantini, N., dkk. (2007)
menyebutkan bahwa konsentrasi Medium Ekstrak Tauge (MET) optimum bagi
mikroalga Schenedesmus selama 10 hari pengamatan adalah MET 4 %. Media
perlakuan tersebut menghasilkan kerapatan sel tertinggi (87.096 sel/mL).
Khamidah, U., dkk. (2013) hasil penelitian juga menunjukkan bahwa Chlorella
sp. yang dikultivasi dalam Medium Ektrak Tauge (MET) 4 % dapat menghasilkan
kelimpahan sel tertimggi sebesar 4.880.000 sel/mL pada fase stasioner dihari ke-
10.

Menurut Isnansetyo, A. dan Kurniastuty (1995), selain faktor medium

terdapat faktor lingkungan yang berpengaruh terhadap pertumbuhan mikroalga



11

antara lain cahaya, temperatur, dan pH air. Oh-hama dan Miyachi (1988)
menyatakan bahwa intensitas cahaya satu rasi untuk Chlorella berada pada
intensitas 4000 lux. Penelitian Prihartini, N., dkk. (2005), kultur mikroalga
Chlorella sp. menggunakan pencahayaan 2 buah lampu TL 36 watt (intensitas
cahaya 1000 — 4000 lux) dan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap.

Kisaran pH media kultur yang sesuai bagi Chlorella sp. bergantung pada
jenis media (Prihantini, N., dkk., 2005). Nilai pH yang terlalu tinggi akan
mengurangi aktifitas fotosintesis mikroalga (De LaNoue dan De Pauw, 1988).
Namun menurut Oh-hama dan Miyachi (1988), pada umumnya strain Chlorella
mampu bertoleransi terhadap kisaran salinitas dan pH yang cukup lebar. Nielsan
(1955) dalam Prihantini, N., dkk. (2005) menyatakan bahwa pH yang sesuai untuk
pertumbuhan Chlorella berkisar antara 4,5 — 9,3.

Kisaran temperatur optimal bagi pertumbuhan Chlorella adalah antara 25 —
30 °C (Isnansetyo, A. dan Kurniastuty, 1995). Menurut Taw, N. (1990) untuk
kultur Chlorella diperlukan temperatur antara 25 — 35 °C. Penelitian lain
menunjukkan bahwa untuk jenis Chlorella vulgaris dapat beradaptasi pada media
kultur dengan temperatur serendah 5 °C (Maxwell et al., 1994). Temperatur
mempengaruhi proses-proses fisika, kimia, biologi yang berlangsung dalam sel
mikroalga. Peningkatan temperatur hingga batas tertentu akan merangsang
aktifitas molekul, meningkatnya laju difusi dan laju fotosintesis (Sachlan, M.,
1982).

Pertumbuhan mikroalga dalam medium kultur dapat diamati dengan
melihat pertambahan jumlah sel dalam satuan tertentu atau perubahan warna

inokulum. Prihantini, dkk (2007) menyatakan bahwa gradiasi warna hijau selain
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menunjukkan peningkatan jumlah sel, juga mengindikasikan kadar klorofil yang
terkandung dalam sel. Menurut Volesky (1970) dalam Rostini (2007)
menyebutkan bahwa warna hijau pada Chlorella sp. ditimbulkan oleh pigmen
yang terkandung di dalam sel Chlorella sp. Sel Chlorella sp. mengandung pigmen
berupa karoten, xanthofil, serta kolorofil a dan b dalam jumlah yang besar.Cara
kedua menghitung kelimpahan atau kepadatan sel mikroalga dari waktu ke waktu.
Menurut Isnansetyo, A. dan Kurniastuty (1995) ada dua cara penghitungan
kepadatan mikroalga yaitu menggunakan sedgwich rafter dan menggunakan
haemocytometer. Penggunaan haemocytometer untuk menghitung kepadatan sel
mikroalga lebih sering digunakan dibandingkan sedgwich rafter karena faktor
kemudahannya.

Menurut penelitian (Khamidah, U., dkk., 2013), penentuan hari panen
didasarkan pada kurva pertumbuhan yang diperoleh pada saat kultivasi selama 15

hari. Mikroalga Chlorella sp. memiliki kurva pertumbuhan seperti yang nampak

pada Gambar 2.2.
Kurva Pertumbuhan Chlorella sp.
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Gambar 2.2. Kurva Pertumbuhan Chlorella sp. (Khamidah, U., dkk., 2013)
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Kelimpahan sel pada hari ke-8 adalah 4.656.000 sel/mL sehingga pada hari ke-8
merupakan fase awal stasioner karena jumlah selnya tidak mengalami peningkatan
yang signifikan dibandingkan hari ke-7. Kelimpahan sel pada hari ke-10
merupakan fase stasioner adalah 4.880.000 sel/mL sehingga hari ke-10
merupakan fase stasioner. Kurangnya ketersediaan nutrien juga menyebabkan
kelimpahan sel cenderung berkurang pada hari ke-11 yaitu 4.704.000 sel/mL,

sehingga pada hari ke-11 sudah memasuki fase akhir stasioner.

2.3 Manfaat Chlorella sp.

Mikroalga Chlorella sp. memiliki potensi sebagai pakan alami, pakan
ternak, suplemen, penghasil komponen bioaktif, bahan farmasi dan kedokteran.
Hal tersebut disebabkan Chlorella sp. mengandung berbagai nutrien seperti
protein, karbohidrat, asam lemak tak jenuh, vitamin, klorofil, enzim dan serat
yang tinggi (Kawaroe, M., dkk., 2010). Chlorella sp mempunyai pigmen warna
hijau dan kaya dengan warna biru yang disenut Phycocyanin merupakan protein
kompleks. Phycocyanin merupakan pembentuk darah putih didalam tubuh
manusia dan merupakan antibodi atau pembentuk imunitas dari serangan racun
kimia dan radiasi.

Warna hijau dari klorofil pada Chlorella sp. disebut darah hijau
(greenblood) mempunyai kandungan zat besi pembentuk kemoglobin yang
berfungsi sebagai penambah makanan bagi penyandang anemia. Pada Chlorella
sp. terdapat warna kuning orange merupakan kandungan karoten terdiri dari
xanthopill, myxoxanthopill, zeaxathin, cryptoxanthin, echinenone, fucoxanthin,

violaxanthin, dan asiaxanthin. Total karotin yang terdapat pada Chlorella sp. per
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10 g yaitu 0,37 % (Pranayogi, D., 2003). Karoten mempunyai khasiat pada
manusia sebagai antioksidan.

Hasil penelitian Bariyyah, S., dkk. (2013) tentang uji aktivitas antioksidan
dan identifikasi golongan senyawa aktif dalam Chlorella sp. menunjukkan bahwa
ekstrak kasar Chlorella sp. mengandung senyawa golongan steroid, tanin dan
asam askorbat yang berperan sebagai antioksidan. Khamidah, U., dkk. (2013)
dalam penelitiannya tentang uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol mikroalga
Chlorella sp. terhadap escherichia coli dan staphylococcus aureus mendapatkan
hasil bahwa dalam ekstrak kasar Chlorella sp. mengandung senyawa golongan
steroid dan tanin yang bersifat sebagai antibakteri. Amaliyah, S., dkk. (2013)
melakukan uji toksisitas terhadap ekstrak Chlorella sp. dengan hasil bahwa
ekstrak methanol Chlorella sp. berpotensi sebagai anti kanker dan ekstrak etil
asetat Chlorella sp. sebagai antimikroba. Kusmiati, N., dkk. (2010) melakukan
ekstraksi dan purifikasi senyawa lutein dari mikroalga Chlorella pyrenoidosa
Galur Lokal Ink dimana lutein ini merupakan kartenoid alami yang berfungsi

sebagai antioksidan.

2.4 Antioksidan

Radikal bebas adalah atom atau gugus atom yang memiliki satu atau lebih
elektron tak berpasangan. Adanya elektron tidak berpasangan menyebabkan
senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan. Radikal ini akan merebut
elektron dari molekul lain yang ada di sekitarnya untuk menstabilkan diri
(Fessenden, R. dan Fessenden, J., 1986). Radikal bebas dalam jumlah berlebih di

dalam tubuh sangat berbahaya karena menyebabkan kerusakan sel. Cara mengikat



15

radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif dibutuhkan senyawa antioksidan
yang mampu menghambat reaksi oksidasi sehingga kerusakan sel dapat dicegah
(Winarsi, H., 2007).

Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan sebagai senyawa pemberi elektron (elektron
donor) atau reduktan/reduktor yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya kerusakan oksidatif dalam tubuh. Tubuh manusia mempunyai sistem
antioksidan yang diproduksi secara kontinue untuk menangkal atau meredam
radikal bebas, seperti enzim superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation
peroksidase. Bila jumlah senyawa radikal bebas melebihi jumlah antioksidan
alami dalam tubuh maka radikal bebas akan menyerang komponen lipid, protein
dan DNA. Sehingga tubuh kita membutuhkan asupan antioksidan yang mampu
melindungi tubuh dari serangan radikal bebas tersebut (Prakash, A., 2001,
Winarsi, H., 2007; Hapsari, F., 2008).

Komponen kimia yang berperan sebagai antioksidan adalah senyawa
golongan fenolik dan polifenolik. Senyawa-senyawa golongan tersebut banyak
terdapat di alam, terutama pada tumbuh-tumbuhan, dan memiliki kemampuan
untuk menangkap radikal bebas (Ramle et al., 2008). Senyawa fenol ialah
senyawa yang memiliki cincin aromatik yang mengandung satu atau dua gugus
hidroksi. Senyawa fenol merupakan senyawa yang mudah larut dalam air karena
umumnya sering kali berikatan dengan glikosida (Harborne, 1987). Senyawa
golongan fenol diketahui sangat berperan terhadap aktivitas antioksidan, semakin
besar kandungan senyawa golongan fenolnya maka semakin besar aktivitas

antioksidannya (Kristanti, A., dkk., 2008).
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2.5 Uji Aktivitas Antioksidan

Aktifitas antioksidan senyawa fitosterol yang didapat dari mikroalga
sangat langka. Namun, fitosterol yang berasal dari sumber daya lainnya telah
dilaporkan menunjukkan hasil positif. Salah satunya yaitu fukosterol yang telah
ditemukan di beberapa spesies mikroalga seperti Chrysodema sp., Chrysomeris,
dan Giraudyopsis, walaupun tidak ada penelitian yang dapat ditemukan secara
khusus menganalisis aktivitas fukosterol dari mikroalga. Ekstrak lemak dari
beberapa spesies mikroalga telah diidentifikasi aktivitas antioksidannya, seperti
Schizochytrium aggregatum, namun senyawa penting yang terkandung masih
belum ditentukan.

Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan adalah menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil
(DPPH). Pengukuran antioksidan dengan metode DPPH merupakan metode
pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan banyak
reagen seperti halnya metode lain. Hasil pengukuran dengan metode DPPH
menunjukkan kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar jenis
radikal yang dihambat (Juniarti, D. dan Yuhernita, 2009). Pada metode lain selain
DPPH membutuhkan reagen kimia yang cukup banyak, waktu analisis yang lama,
biaya yang mahal dan tidak selalu dapat diaplikasikan pada semua sampel
(Badarinath, A., et al., 2010). DPPH merupakan radikal bebas yang stabil pada
suhu kamar dan sering digunakan untuk uji aktivitas antioksidan beberapa
senyawa atau ekstrak bahan alam (Molyneux, P., 2003).

Larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan bereaksi dengan

senyawa antioksidan sehingga DPPH akan berubah menjadi bentuk tereduksi 1,1-
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diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazin akan ditandai dengan berubahnya warna ungu tua
menjadi warna merah muda atau kuning pucat dan dapat diamati menggunakan
spektrofotometer sehingga aktivitas peredaman radikal bebas oleh sampel dapat

ditentukan (Molyneux, P., 2004).

Q- Q -

N—K NO, + AH —> N—N No, + A
o O -
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazin

Gambar 2.3. Reaksi DPPH dengan Antioksidan (Prakash, A., 2001)

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan
prinsip spektrofotometri. Senyawa DPPH dalam metanol berwarna ungu tua
terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515 — 517 nm. Parameter
untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah dengan nilai ECs
(Inhibitor Concentration). ECsy merupakan konsentrasi larutan substrat atau
sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50 %. Semakin kecil nilai
ECso berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan (Molyneux, P., 2004).

Panjang gelombang maksimum (Amax) Yang digunakan dalam pengukuran
uji aktivitas antioksidan sampel uji sangat bervariasi. Panjang gelombang
maksimum yang digunakan dalam pengukuran absorbansi yaitu 515 nm

(Kuntorini, E. dan Astuti, 2010; Hanani, E., dkk., 2005), 516 nm (Julyasih, S.,
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dkk., 2009), 517 nm (Yudiati, E., dkk., 2011), 518 nm (Bariyyah, S., dkk., 2013).
Pada prakteknya, hasil pengukuran panjang gelombang yang memberikan serapan
maksimum yaitu sekitar panjang gelombang yang disebutkan diatas. Nilai
absorbansi yang beragam dari penelitian satu dengan penelitian lainnya adalah
dikarenakan panjang gelombang dapat diatur untuk memberikan absorbansi
maksimum sesuai dengan alat yang digunakan (Molyneux, P., 2003).

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

berikut (Molyneux, P., 2003):

— A (absorbansi kontrol-absorbansi sampel)
% Aktivitas Antoiksidan = - x100%
absorbansi kontrol

Niali 0 % berarti sampel tidak mempunyai aktivitas antioksidan,
sedangkan nilai 100 % berarti pengujian aktivitas antioksidan perlu dilanjutkan
dengan pengenceran sampel untuk mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya.
Suatu bahan dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan bila presentase aktivitas
antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata, 1., dkk., 2009).

Nilai ECsp dihitung dalam persamaan y = ax + b yang diperoleh dari kurva
regresi linear dari hubungan persen aktivitas antioksidan dan konsentrasi
(Yuhernita dan Juniarti, 2011). Untuk menentukan ECs, diperlukan persamaan
kurva standar dari % aktivitas antioksidan sebagai sumbu y dan konsentrasi fraksi
antioksidan sebagai sumbu x. ECs, dihitung dengan cara memasukkan nilai 50%
ke dalam persamaan kurva standar sebagai sumbu y kemudian dihitung nilai x

sebagai konsentrasi ECsy.
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Aktivitas antioksidan hasil penelitian Bariyyah, S., (2013) ekstrak
mikroalga Chlorella sp. menggunakan pelarut metanol dan etil asetat memiliki
potensi antioksidan yang kuat, walaupun lebih rendah jika dibandingkan dengan
antioksidan asam askorbat dan BHT. Sedangkan hasil penelitian Anggraeni, O.,
dkk. (2014) ekstrak Chlorella sp. menggunakan pelarut metanol yang dilanjutkan
dengan fraksi petroleum eter memiliki nilai ECs terkecil dibandingkan dengan
fraksi yang lainnya. Nilai ECsg ekstrak petroleum eter adalah 27,26 ppm. Hasil ini
juga menunjukkan bahwa ekstrak Chlorella sp. setelah dihidrolisis dan dipartisi
dengan petroleum eter memiliki potensi antioksidan yang lebih kuat dibandingkan
dengan ekstrak sebelum dihidrolisis (ekstrak metanol). Hal ini terlihat dari nilai
ECso ekstrak petroleum eter lebih kecil dibandingkan dengan ECs, ekstrak
metanol (1335 ppm).

Senyawa pembanding yang digunakan adalah asam askorbat dan BHT.
Asam askorbat mampu mereduksi radikal bebas DPPH dengan mendonorkan 1
atom hidrogen sehingga menghasilkan produk radikal L-asam askorbat dan
DPPH-H. Radikal L-asam askorbat akan mendonorkan 1 atom hidrogen pada
radikal DPPH dan membentuk radikal L-askorbil dan DPPH-H. Radikal L-
askorbil bersifat stabil dengan mengubah dirinya menjadi dehidro-L-asam
askorbat, selain itu pada Gambar 4.10 reaksi antara asam askorbat dengan radikal
DPPH dengan satu molekul asam askorbat dapat meredam 2 molekul radikal
DPPH. Mekanisme radikal DPPH dengan asam askorbat ditunjukkan pada

Gambar 2.4 dan 2.5.
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Gambar 2.4 Reaksi asam askorbat dengan DPPH (Nishizawa, 2005 dalam
Arindah, 2010)
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Gambar 2.5 Produk akhir reaksi asam askorbat dengan DPPH (Nishizawa, 2005
dalam Arindah, 2010)

BHT bereaksi dengan radikal DPPH menghasilkan DPPH-H dan radikal
fenoksi dengan mendonorkan 1 atom hidrogennya pada gugus hidroksil kepada
DPPH sehingga radikal DPPH tereduksi menjadi DPPH-H. BHT yang menjadi
radikal fenoksi dapat stabil karena radikal fenoksi dapat mendelokasikan
elektronnya (Husnah, 2009). Adapun reaksi DPPH dengan BHT ditunjukkan pada

Gambar 2.6.
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(HsC)sC C(CHa)s "
Gambar 2.6 Reaksi BHT dengan DPPH (Brand dan William, 1995 dalam Husnah,
2009)
2.6 Steroid

Steroid adalah suatu golongan senyawa triterpenoid yang mengandung inti
siklopentana perhidrofenantren yaitu terdiri dari tiga cincin sikloheksana dan
sebuah cincin siklopentana (Harborne, J., 1987; Robinson, T., 1995). Steroid yang
paling banyak adalah sterol yang merupakan steroid alkohol. Kolesterol
merupakan sterol utama pada jaringan hewan. Kolesterol dan senyawa turunan
esternya, dengan lemaknya yang berantai panjang adalah komponen penting dari
plasma lipoprotein dan dari membran sel sebelah luar. Membran sel tumbuhan
mengandung jenis sterol lain terutama stigmasterol yang berbeda dari kolesterol
hanya dalam ikatan ganda di antara karbon 22 dan 23 (Lehninger, A., 1982; Bhat,
S., et al.,, 2009). Steroid yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut
fitosterol yang dapat berperan menjadi pelindung. Senyawa ini tidak hanya
bekerja menolak beberapa serangga tetapi juga menarik beberapa serangga lain

(Robinson, T., 1995).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Tabel 2.1 Interpretasi spektra IR steroid hasil kromatografi kolom (Handoko,

2016)
No Bilangan Range Pustaka Jenis Vibrasi Intensitas
Gelombang (cm™) | (Socrates, 1994) Refrensi

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

2. | 2927 3000 — 2800 Csp — H (stretching) | m-s
CH,

3. | 2856 2870 — 2840 Csp° — H (stretching) M
CHj3

4. | 1738 1720-1749 C=0 (stretching) m-s

5. | 1647 1600 — 1450 C = C (stretching) w-m

6. | 1463 1480 — 1440 —CH pada CH, w
(bending)

7. 11383 1395 -1365 |-CHpadaCHs M
(bending)

8. | 1172 1205 - 1125 C — OH (bending) M
alkohol tersier

9. | 804 995 - 650 =C — H siklik w
(bending)

Keterangan: s= strong; m= medium; w= weak
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Tabel 2.2 Fungsi dan sumber fitosterol pada alga (Luo, Xuan., et al., 2015)

Mikroalga yang

Struktur fitosterol Asal spesies Bioaktivitas memiliki sterol
sama
Macroalgae Pelvetia Antioksidan | Chrysoderma sp.
siliquosa Antidiabetes Chrysomeris
Brown alga Turbinaria Antikanker | Chrysowaernella
conoides Giraudyopsis
Macroalgae Himanthalia Olisthodiscus
elongate, Undaria luteus
pinnatifida, Phorphyra
sp., Chondus crispus,
Cystoseira sp. and Ulva
sp.
Butea monosperma Thyroid- Porphyridium
Parkia speciosa seeds inhibitory cruentum
Antioxidant
Hypoglycaemic

Brown algae Fucus Antioxidant Myxophyceae
vesiculosus Lipase- Chlorophyceae
Green algae Ulva inhibitory Chattonella
lactuca Precursor of marina
Marine sponge Petrosia antiviral
weinbergi orthoesterol

A°-Avenasterol

2.7 Ekstraksi Steroid dengan Metode Maserasi

Berdasarkan penelitian Anggraeni, O., dkk. (2014) semua ekstrak

Chlorella sp. memberikan warna hijau kebiruan pada uji golongan senyawa

steroid yang menunjukkan bahwa ekstrak tersebut mengandung golongan

senyawa steroid. Senyawa steroid cenderung bersifat non polar atau semi polar,

namun dapat terekstrak dalam pelarut metanol yang bersifat polar. Hal ini diduga

karena steroid masih terikat pada glikosidanya sehingga ikut terekstrak dalam

pelarut metanol yang bersifat polar. Beberapa senyawaan steroid mengandung
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gugus —OH yang sering disebut dengan sterol, sehingga sifatnya cenderung lebih
polar.

Fitosterol merupakan salah satu jenis steroid yang bersifat amphipilik
karena gugus hidroksil polar (OH) di C3 cincin A dan selebihnya struktur non-
polar (Luo, Xuan., et al., 2015). Steroid juga merupakan golongan senyawa yang
sebagian besar bersifat nonpolar maka ekstraksinya biasanya juga menggunakan
pelarut nonpolar misalnya n-heksana atau petroleum eter. Dapat juga digunakan
pelarut metanol atau etanol terlebih dahulu sebagai pelarut universal karena
steroid sering ditemukan sebagai glikosida atau sebagai glikon dan aglikon
kemudian setelah diperoleh ekstrak metanol dilanjutkan dengan ekstraksi partisi
menggunakan pelarut nonpolar (Kristanti, A., dkk., 2008).

Salah satu metode yang digunakan untuk ekstraksi bahan alam adalah
maserasi. Maserasi merupakan proses perendaman sampel pelarut organik yang
digunakan pada temperatur ruangan. Proses ini sangat menguntungkan dalam
isolasi bahan alam karena dengan perendaman sampel akan terjadi pemecahan
dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut organik dan ekstraksi senyawa dapat sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan (Lenny,S., 2006).

Saksony, A. (2011) melaporkan bahwa metode ekstraksi terhadap
Tetraselmis chuii pernah dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol, etanol, dan aseton. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstraksi
terbaik dengan rendemen tertinggi menggunakan pelarut metanol. Bariyyah, S.,

dkk. (2013) juga melaporkan ekstraksi terhadap Chlorella sp. menggunakan
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metode maserasi dengan pelarut metanol yang bersifat polar menghasilkan
randemen lebih besar daripada pelarut etil asetat yang bersifat semipolar. Hal ini
menyebabkan maserasi dengan pelarut metanol akan menghasilkan ekstrak

dengan kandungan metabolit sekunder lebih banyak dan beragam.

2.8 Hidrolisis dan Partisi

Pemilihan asam kuat seperti HCI sebagai katalis disebabkan karena asam
kuat akan lebih mudah melepas proton (H") secara sempurna didalam air,
sedangkan asam lemah relatif lebih sukar sehingga asam lemah memiliki
kecenderungan terionisasi sebagian dalam pelepasan ion H*. Semakin banyak
proton yang terionisasi dalam air, maka semakin kuat peranan proton dalam
pemutusan ikatan glikosida (Handoko, D., 2006).

Berdasarkan penelitian Anggraeni, O., dkk. (2014) hasil partisi
menggunakan pelarut n-heksan dan petroleum eter memiliki randemen ektrak
tertinggi dibandingkan dengan pelarut yang lain. Namun, hasil partisi yang
memiliki kemampuan antioksidan terbesar pada konsentrasi 30 ppm adalah
ekstrak petroleum eter. Hidayah, H., dkk. (2015) juga melaporkan hasil partisi
ekstrak metanol dengan hidrolisis HCI 2N mikroalga Chlorella sp. menggunakan
pelarut petroleum eter menghasilkan randemen lebih tinggi (78,0548 %) daripada
hasil penelitian Imamah, N., dkk. (2014) yang melakukan partisi mikroalga

Chlorella sp. menggunakan pelarut etil asetat (49,32 %).
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2.9 Pemisahan Ekstrak Steroid dengan KLT

Marliana, E. (2007) dalam penelitiannya menyatakan Identifikasi steroid
memberikan hasil positif setelah disemprot dengan pereaksi Lieberman-Burchard
yang ditandai dengan timbulnya noda berwarna ungu hitam (Rf = 0,06), ungu
merah (Rf = 0,16), ungu gelap (Rf = 0,24), ungu (Rf = 0,37; 0,74) dengan
menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (4 : 1). Hidayah, H., dkk. (2015) juga
melaporkan hasil KLTA senyawa steroid pada mikroalga Chlorella sp.
menggunakan eluen n-heksana : etil asetat dengan perbandingan 8 : 2
menghasilkan spot lebih banyak yaitu 13 spot, sedangkan 7:3 hanya menghasilka
10 spot. ke-13 spot tersebut diperoleh 8 spot yang tergolong senyawa steroid
setelah disemprot dengan reagen Lieberman-Burchard diantaranya berwarna pink
(Rf 0,06), Hijau kecoklatan (Rf 0,11), Ungu (0,14), pink (0,16), pink (0,25), ungu

(0,74), ungu kebiruan (0,80) dan Hijau terang (0,91).

Tabel 2.3 Sitasi warna senyawa pada lampu UV

No Warna gt Literatur
Senyawa
1 | Hijau Steroid Heftman, E. (1976)
2 | Hijau kebiruan Sterod Babu, Jhonson dan Patric (2015)
3 | Merah muda - merah | Triterpenoid | Farnsworth (1996)
4 | Jingga — kuning Alkaloid Svendsen dan Verpoorte (1983)
5 | Lembayung (ungu) Tanin Harborne (1987)
6 | Biru muda, coklat, Flavonoid Harborne (1987)
kuning
7 | Merah lembayung / Antosianin Hajnos, Joseph dan Teresa
merah (2008)
8 |Jingga flavonoid Markham, K.R. (1988)
golongan
flavonol
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2.10 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri ultraviolet merupakan suatu analisis yang berdasarkan
atas pengukuran resapan suatu larutan yang dilalui radiasi monokromatis.
Penyerapan cahaya oleh molekul dalam daerah spektrum ultraviolet tergantung
pada struktur elektronik dari molekul. Spektrum ultraviolet dari senyawa-senyawa
organik berkaitan erat dengan transisi-transisi diantara tingkatan-tingkatan tenaga
elektronik (Sastrohamidjojo, H., 1998). Menurut Creswell, C. (1982) Spektrum
ultraviolet merupakan suatu gambar antara panjang gelombang atau frekuensi
serapan lawan intensitas serapan (transmisi atau absorbansi).

Molekul yang memerlukan energi yang lebih sedikit akan menyerap pada
panjang gelombang yang lebih panjang. Suatu spektrofotometer UV-Vis dapat
mengukur dan merekam spektrum serapan senyawa tumbuhan dalam bentuk
larutan. Spektrum tampak terentang panjang dari 400 nm (ungu) sampai 750 nm
(merah), sedangkan spektrum ultraviolet terentang dari 100 nm sampai 400 nm
(Fessenden, R. dan Fessenden, J., 1995; Noerdin, 1985).

Berdasarkan Oliveira, N., et al. (2015), identifikasi metabolit sekunder
golongan steroid menggunakan spektrofotometer UV-Vis dari ekstrak P.
boergesenii dan S. stenophyllum menunjukkan pita serapan UV-Vis yaitu Amax 290
— 310 nm. Jenis steroid yang teridentifikasi adalah fukosterol dengan panjang
gelombang tersebut.

Isolasi senyawa steroid dari alga merah Gracilaria edulis telah dilaporkan
Dast, B. dan Srinivas, K. (1991) bahwa ekstraksi alga merah menggunakan
pelarut heksana menunjukkan senyawa steroid 3p3-hidroksiporifera-5-en-7-on dan

poriferasta-3,5-dien-7-on. Karakterisasi senyawa steroid teridentifikasi dengan
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menggunakan instrumen UV dengan panjang gelombang maksimum 238 nm pada
sterol 3p-hidroksiporifera-5-en-7-on dan panjang gelombang maksimum 278 pada
poriferasta-3,5-dien-7-on.

Berdasarkan penelitian Aradjo, L., dkk. (2013) spektra UV yang tampak
pada larutan standar (3-sitosterol, obat dan ekstrak A. hispidum diperoleh setelah
bereaksi dengan Lieberman-Burchard dan semua larutan menunjukkan titik yang

sama dengan panjang gelombang maksimum 625 nm.

5 e S . B4 625 nm
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Gambar 2.8 Spektrum UV hasil reaksi dengan Lieberman-Burchard (400-900

nm): larutan standart (p-sitosterol), obat alami dan ekstrak akar

Acanthospermum hispidum

Spektrum UV senyawa steroid penelitian Susilawati, dkk. (2010) dari hasil
isolasi daun rimbang (Gambar 2.9) mempunyai serapan maksimum pada panjang
gelombang 197 nm, 271 nm dan 281 nm. Maksimum pada panjang gelombang
197 nm berarti senyawa steroid hasil isolasi ini mempunyai ikatan rangkap yang
tidak terkonjugasi dan pada panjang gelombang 271 nm dan 281 nm memiliki
ikatan rangkap yang terkonjugasi hal ini sesuai dengan kaidah Woodward untuk
meramalkan serapan maksimum untuk sistem diena menggunakan harga dasar

214 nm untuk ikatan rangkap terkonjugasi.
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Gambar 2.9 Spektrum UV senyawa hasil isolasi steroid dari daun rimbang

Berdasarkan penelitian Jhonson, M., et al. (2012) ekstraksi senyawa
metabolit sekunder dari L. obtusa menunjukkan hasil positif terdapat adanya
senyawa steroid pada pelarut petroleum eter. Hasil spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan panjang gelombang maksimum pada pelarut petroleum eter dengan

panjang gelombang 360 dan 670 nm.

Gambar 2.10 Spektrum UV-Vis fraksi petroleum eter
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Berdasarkan penelitian Hasil pengukuran spectra ultraviolet (UV) senyawa
hasil isolasi menunjukkan puncak serapan maksimum pada panjang gelombang
203 nm seperti yang disajikan pada Gambar 2.11. Berdasarkan hasil pengukuran
spectrum UVVis dengan munculnya puncak pada Amak 203 nm menunjukkan
bahwa terdapat ikatan C=C tidak terkonjugasi akibat adanya transisi electron
n—7*. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada isolat yang dari bagian
daun tumbuhan paku Christella arida diduga merupakan senyawa steroid yaitu

kampesterol dan - sitosterol.
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Gambar 2.11 Spektrum UV-Vis isolat tumbuhan paku Chriistella arida

2.11 Manfaat Tumbuhan dalam al-Quran

Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu dibumi ini dengan
manfaatnya masing-masing. Manusia sebagai khalifah dibumi mempunyai tugas
untuk berfikir, mengkaji dan meneliti hasil ciptaan Allah. Firman Allah dalam al-

Quran surat Ali Imron ayat 191:
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“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan
bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan
sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka” (Ali Imron,
191).

al-Jazair (2009) surat Ali Imron ayat 190 menjelaskan sifat-sifat orang-
orang yang berakal yaitu mereka yang selalu berfikir tentang kebesaran
penciptaan langit dan bumi, sehingga mereka mendapatkan jalan petunjuk untuk
mengenal Allah Ta’ala. Mereka memikirkan keberadaan langit dan bumi, tentang
keindahan dan kebesaran penciptaannya. Segala bentuk penciptaan Allah ini
tidaklah sia-sia yakni tanpa adanya hikmah yang bisa dijadikan pelajaran dan
tanpa ada tujuannya. Salah satu jenis ciptaan Allah adalah tumbuhan. Tumbuhan
diciptakan dengan berbagai manfaat. Firman Allah SWT dalam surat Lugman
ayat 10:
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“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia meletakkan
gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan
kamu; dan memperkembangbiakkan padanya segala macam jenis binatang. Dan
Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala
macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (Lugman, 10).

Tafsir al Misbah menjelaskan bahwa Allah telah menciptakan langit yang
demikian tinggi dan besar tanpa tiang. Dia meletakkan gunung-gunung sangat
kukuh di permukaan bumi yang merupakan hunian kamu yang tertancap kuat
sehingga bumi itu tidak goncang bersama kamu. Dia mengembangbiakan disana

segala jenis binatang yang berakal, menyusui, bertelur, melata dan lain-lain, dan

Kami turunkan air hujan dari langit baik yang cair maupun yang membeku, lalu
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Kami tumbuhkan padanya setelah percampuran tanah dengan air yang turun itu
segala macam pasangan tumbuh-tumbuhan yang baik (Shihab, M., 2002).
Menurut Savitri (2008) tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang
bermanfaat bagi makhluk hidup termasuk tumbuhan yang dapat digunakan dalam
pengobatan.

Berdasarkan tafsir Al-Aisar jilid 5 menjelaskan salah satu tanda kekuasaan,
ilmu, dan kebijaksanaan Allah yang harus diimani yaitu air hujan yang diturunkan
Allah untuk menumbuhkan segala macam tumbuh-tumbuhan yang bermanfaat
dan baik untuk manusia (Al-Jazairy, S., 2008). Sedangkan menurut tafsir al-
Maraghiy diantara bukti kekuasaan Allah yang pertama ialah penciptaan langit
berlapis tujuh tanpa tiang yang menyangganya, menjadikan gunung-gunung diatas
permukaan bumi yang kokoh dan lautan yang ada menutupi sebagian besar
permukaan bumi. Kedua yaitu mengembangbiakan berbagai jenis hewan yang
tiada seorang pun dapat mengetahui jumlah, bentuk dan warnanya selain Allah.
Kemudian yang ketiga yaitu menurunkan air dari langit, yakni air hujan yang
dengan adanya air hujan tersebut tumbuhlah berbagai macam tumbuh-tumbuhan
yang banyak manfaatnya.

Firman Allah surat al-Anam ayat 99:
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“Dan Dialah yang menurunkan air hujan 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 korma mengurai
tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan
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pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah
buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang beriman”(QS al An’am: 99).

Berdasarkan tafsir ash-Shiddieqy (2000), Allah telah menurunkan air dari
awan, lalu dengan air hujan itulah dijadikan segala macam tumbuhan-tumbuhan,
akan tetapi bentuk dan rasa buah-buahan atau tanaman berbeda-beda. Allah
mengeluarkan dari bibit itu batang yang hijau atau daun yang hijau. Allah
mengeluarkan dari tumbuh-tumbuhan yang hijau itu kebun-kebun anggur serta
buah zaitun dan buah delima. Ada diantaranya yang manis, ada yang masam dan
ada yang pahit.

Berbagai macam tumbuhan di dunia dapat dimanfaatkan oleh manusia.
Karena adanya perbedaan letak geografis dari lingkungan hidup setiap tumbuhan,
menyebabkan tumbuhan mempunyai manfaat sendiri-sendiri. Sesuai dalam tafsir
Nurul Quran alasan Al-quran menekankan buah-buahan seperti zaitun, kurma, dan
anggur bukan karena menunjang tumbuhnya buah tersebut di lingkungan turunnya
wahyu Al-quran. Akan tetapi, kenyataan bahwa Al-quran bersifat universal dan
mengandung penafsiran yang mendalam, bahwa masalah yang dibahasnya jauh
melampaui batas redaksi kata-katanya (Imani, A., 2008).

Para ahli gizi mengatakan bahwa hanya ada sedikit buah-buahan yang
keutamaannya mampu menandingi jenis buah-buahan yang disebutkan dalam ayat
diatas. Mereka juga mengatakan bahwa minyak zaitun dapat menghasilkan jumlah
kalori yang sangat besar dan sangat banyak dalam memberikan energi. Sedangkan
buah kurma banyak terkandung kalsium yang merupakan faktor utama dalam

memperkuat tulang dan fosforus yang merupakan sumber dan unsur utama
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pembentukan otak dan mencegah kelemahan syaraf dan gejala keletihan. Buah
anggur sangat efektif dalam obat alamiah yang mampu menetralisir racun dan
sebagai vitamin untuk memperkuat syaraf dan tubuh (Imani, A., 2008). Adapun
buah delima mengandung senyawa fitokimia dan polifenol antioksidan yang
terbukti sebagai obat kanker. Selain itu, terdapat buah Tin yang mengandung
senyawa flavonoid dan polyphenol yang berfungsi sebagai zat antioksidan bagi

tubuh.



BAB Il

METODOLOGI

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik,
Laboratorium Kimia Organik, Bioteknologi Jurusan Kimia dan Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana

Malik Ibrahim Malang pada bulan Februari — Juli 2016.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah labu kultur 1000 mL,
lampu 36 Watt, timer, hot plate, neraca analitik, seperangkat alat gelas, corong
buchner, desikator, pengaduk, gelas arloji, tabung reaksi, shaker, kertas whatman
no. 42, alumunium foil, tisu, penggaris, plat KLT silika GFs4, Oven, statif, corong
pisah 250 mL, spatula, gunting, corong gelas, tabung reaksi, pipet ukur, pipet
volume, bola hisap, labu ukur, lemari asam, hairdryer, gelas vial, pipet tetes, pipa
kapiler, cutter, jarum, penggaris, chamber, lampu UV, cawan, porselen, shaker,
rotary evaporator vacuam, kuvet, aluminium foil, sentrifuse, dan
spektrofotometer UV-Vis Varian Carry.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah isolat mikroalga Chlorella sp. yang
diperoleh dari Laboratorium Fisiologi Tumbuhan jurusan Biologi UIN Maulana

Malik Ibrahim Malang. Bahan-bahan lain yang digunakan adalah metanol p.a, n-
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heksana, etil asetat p.a, petroleum eter, tauge (kacang hijau), natrium bikarbonat,
larutan DPPH 0,2 mM, HCI 2 N, asetat anhidrida, asam sulfat pekat, HCI 37 %,
HCI 2 %, etanol 95 %, reagen Liebermann-Buchard, vitamin C, BHT dan

akuades.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian experimental di laboratorium.
Sampel yang diambil adalah mikroalga Chlorella sp., sampel dikultivasi
kemudian dipanen dan dikeringkan selama 48 jam. Selanjutnya sampel dimaserasi
senyawa steroidnya menggunakan pelarut metanol p.a dengan perbandingan 1:5
(b/v) selama 24 jam dan dishaker selama 5 jam. Ekstrak yang diperoleh
selanjutnya dihidrolisis dan dipartisi menggunakan pelarut petroleum eter
sehingga diperoleh ekstrak pekat. Hasil partisi tersebut dipisahkan senyawa
setroidnya menggunakan KLTP dengan eluen terbaik n-heksana dan etil asetat
(4:1). Selanjutnya hasil KLTP diidentifikasi di bawah sinar lampu UV 254 dan
366 nm sehingga akan muncul spot dari senyawa steroid. Spot yang dihasilkan
dikerok serta dilarutkan dan dipekatkan kembali dengan sentrifuse. Selanjutnya
isolat diuji aktivitas antioksidannya dengan berbagai variasi konsentrasi untuk
mengetahui tingkat potensi antioksidan mikroalga Chlorella sp. melalui nilai
ECso. Uji antioksidan dilakukan dengan variasi konsentrasi isolat (ppm) yang
terdiri dari 5 variasi yaitu 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm. Perlakuan ini
dilakukan dengan pengulangan sebanyak 4 kali. Identifikasi senyawa steroid

dilakukan dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.
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3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut :
1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp.
a) Pembuatan Media Ekstrak Tauge
b) Kultivasi Chlorella sp.
c) Pemanenan biomassa Chlorella sp.
2. Penentuan kadar air.
3. Ekstraksi Biomassa Chlorella sp.
a) Ekstraksi senyawa steroid pada mikroalga Chlorella sp. dengan
metode maserasi
b) Hidrolisis dan partisi ekstrak pekat metanol mikroalga Chlorella sp.
menggunakan fraksi petroleum eter.
4. Pemisahan senyawa steroid dengan KLTP
a) Dikerok spot steroid dan dilarutkan
b) Disentrifuse atau dipekatkan
5. Uji aktivitas antioksidan dengan variasi konsentrasi
6. Identifikasi senyawa steroid menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.

7. Analisis data

3.5 Cara Kerja
3.5.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
3.5.1.1 Pembuatan Media Ekstrak Tauge 4%
Pembuatan medium ekstrak tauge diawali dengan pembuatan larutan stok

MET vyaitu 100 gram tauge direbus dalam 500 mL akuades yang mendidih selama
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1 jam hingga volume ekstrak 200 mL. Medium ekstrak tauge 4 % (v/v) sebanyak
900 mL dibuat dengan cara melarutkan 36 mL ekstrak tauge kedalam akuades 864
mL dalam erlenmeyer 1000 mL, tanpa perlakuan PH (Prihantini, N., dkk., 2005).
3.5.1.2 Kultivasi Chlorella sp.

Sebanyak 150 ml isolat Chlorella sp. diinokulasikan kedalam masing-
masing 900 mL MET dalam erlenmeyer 1000 mL yang ditempatkan pada rak
yang telah dilengkapi dengan pencahayaan menggunakan lampu 36 watt
(intensitas cahaya 1000 — 4000 lux) dan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam
gelap selama 10 hari (Prihantini, N., dkk., 2005).
3.5.1.3 Pemanenan Biomassa Chlorella sp.

Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10
kultivasi dengan cara media kultur Chlorella sp. disentrifugasi dengan kecepatan
3000 rpm selama 15 menit. Biomassa Chlorella sp. yang dihasilkan kemudian
dipisahkan dari cairannya selanjutnya dilakukan penimbangan dan dicatat sebagai
berat basah (Desianti, N., dkk., 2014).

Sampel biomassa Chlorella sp. diambil seluruhnya kemudian
dikeringanginkan pada suhu ruang 25 — 30 °C selama 48 jam. Hasil yang
diperoleh selanjutnya dicatat sebagai berat kering mikroalga Chlorella sp.
(Desianti, N., dkk., 2014).

3.5.2 Analisis Kadar Air Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Analisis kadar air dilakukan pada sampel kering mikroalga Chlorella sp.
dengan cara sampel ditimbang sebanyak 0,5 g, dimasukkan dalam cawan yang
sebelumnya telah dihitung berat konstannya, kemudian dikeringkan didalam oven

pada suhu 100 — 105 °C selama 1 jam. Selanjutnya sampel didinginkan dalam
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desikator, ditimbang, kemudian dioven kembali. Perlakuan ini diulangi sampai
diperoleh berat konstan. Kadar air sampel biomassa mikroalga Chlorella sp.

dihitung menggunakan rumus berikut (AOAC, 1984):

C
Kadar air= — x 100%
b-a

Dimana :
a = bobot cawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dipanaskan
¢ = bobot cawan + sampel setelah dipanaskan
3.5.3 Ekstraksi Senyawa Steroid Mikroalga Chlorella sp.

Biomassa Chlorella sp. kering 30 g dimasukkan dalam erlenmeyer
kemudian direndam dengan pelarut metanol p.a 150 mL selama 24 jam dan
dishaker selama 5 jam dengan kecepatan 120 rpm. Maserasi diulangi sebanyak
lima kali. Setelah itu dipisahkan antara filtrat dengan residu dan dipekatkan
dengan rotary evaporator vacuum hingga diperoleh ekstrak pekat metanol
mikroalga Chlorella sp. (Imamah, N., dkk., 2015), dihitung randemennya dengan
rumus (Khopkar, S., 2003):

Berat ekstrak kasar yang diperoleh
Randemen = _ X 100 %
Berat sampel yang digunakan

3.5.4 Hidrolisis Ekstrak Pekat Metanol Mikroalga Chlorella sp.

Ekstrak pekat metanol sebanyak 2,5 g dihidrolisis dengan katalis HCI 2 N
sebanyak 5 mL dan distirer selama 1 jam menggunakan hot plate stirrer.
Selanjutnya ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH-nya netral (Imamah, N.,

dkk., 2015),
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3.5.5 Partisi Ekstrak Pekat Metanol Mikroalga Chlorella sp.

Partisi ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan pelarut
petroleum eter. Ekstrak ditambahkan pelarut petroleum eter sebanyak 12,5 mL
kemudian dikocok dan didiamkan sehingga terbentuk dua lapisan organik dan
lapisan air. Hasil partisi dipekatkan dengan rotary evaporator vacum dan dialiri
gas Nj. Ekstrak pekat yang diperoleh kemudian ditimbang dan dihitung
randemennya (Hidayah, H., dkk., 2015).

3.5.6 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLTP

Pemisahan senyawa steroid dilakukan pada ekstrak hasil partisi fraksi
petroleum eter menggunkan KLTP. Pemisahan dengan KLTP menggunakan plat
silika GgoFoss berukuran 20x10 cm? yang telah diaktivasi dengan pemanasan
dalam oven pada suhu 100 °C selama 30 menit. Pemisahan senyawa steroid
dilakukan dengan cara ekstrak mikroalga Chlorella sp. ditotolkan pada jarak = 1
cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler sebanyak 7 kali totolan yang diselingi
dengan pengeringanginan. Kemudian dielusi menggunakan eluen n-heksan : etil
asetat (4:1) (Marliana, E., 2007). Noda/bercak hasil pemisahan selanjutnya
diamati dibawah sinar UV pada panjang gelmbang 254 nm dan 366 nm (Desianti,
N., dkk., 2014).

3.5.7 Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH
3.5.7.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Etanol 95 % dipipet sebanyak 4,5 mL kemudian ditambahkan larutan
DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL, dimasukkan kedalam kuvet hingga penuh.
Selanjutnya dicari Amax DPPH dan dicatat hasil pengukuran Amax untuk digunakan

pada tahap selanjutnya (Hanani, E., dkk., 2005).
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3.5.7.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel

Masing-masing isolat dilarutkan dalam pelarut etanol 95 % dengan
konsentrasi 50 ppm dan diuji aktivitas antioksidannya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada Amax Yang telah didapatkan. Selanjutnya hasil uji
aktivitas antioksidan yang terbaik divariasi konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm.
Ekstrak masing-masing konsentrasi dipipet 4,5 mL dan ditambahkan 1,5 mL
DPPH 0,2 mM kemudian diinkubasi dengan suhu 37 °C selama 90 menit,
kemudian diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
Amax Yang telah didapatkan. Data absorbansinya yang diperoleh dari tiap
konsentrasi masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas

antioksidannya (Arindah, D., dkk., 2010):

A kontrol — A sampel
A kontrol

Aktivitas Antioksidan = ( ) % 100 %

Selanjutnya dihitung nilai ECso nya dengan memperoleh persamaan regresi
menggunakan program “GraphPad prism5 software, Regression for analyzing
doseresponse data”.

Nilai ECsg juga dihitung dalam persamaan y = ax + b yang diperoleh dari
kurva regresi linear dari hubungan persen aktivitas antioksidan dan konsentrasi
ekstrak fraksi antioksidan. ECsy dihitung dengan cara memasukkan nilai 50% ke
dalam persamaan kurva standar sebagai sumbu y kemudian dihitung nilai X
sebagai konsentrasi ECso. Kontrol yang digunakan yaitu larutan DPPH 0,2 mM

dalam etanol 95 %.
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3.5.8 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
Sampel murni yang diperoleh dari pemisahan dan pemurnian secara
kromatografi kemudian dilarutkan dengan pelarut etanol hingga 9 mL.
Selanjutnya dimasukkan kedalam kuvet hingoa sepertiganya dan dianalisis pada
panjang rentang gelombang 200 — 800 nm menggunakan spektrofotometer UV-

Vis, sehingga akan diperoleh spektrum dan panjang gelombang maksimum.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa grafik dan angka yang kemudian
dideskripsikan hasilnya. Hasil aktivitas antioksidan berupa data angka yang
dinyatakan dalam ECsp. lIdentifikasi senyawa steroid dapat diketahui dengan
melakukan analisis hasil uji KLT dari pengukuran jarak migrasi dan bentuk
bercak noda senyawa pada dua fasa yang berbeda menggunakan parameter nilai
Rf dan memperhatikan profil hasil pemisahan dari KLTP. Hasil Identifikasi juga
diperoleh dari spektrofotometer UV-Vis Dberupa spektra UV yang kemudian
dibandingkan menggunakan literatur dan dihitung panjang gelombangnya

berdasarkan woodward-fischer.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah Chlorella sp. hasil
kultivasi dengan MET 4%. Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan,
diantaranya adalah (1) kultivasi mikroalga Chlorella sp.; (2) pemanenan
mikroalga Chlorella sp. dan preparasi sampel; (3) penentuan kadar air mikroalga
Chlorella sp.; (4) ekstraksi senyawa steroid mikroalga Chlorella sp.; (5) hidrolisis
asam dilanjutkan partisi ekstrak pekat metanol dengan pelarut petroleum eter; (6)
pemisahan senyawa steroid dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) preparatif; (7) uji aktivitas antioksidan hasil isolasi dengan KLTP dan (8)

Identifikasi UV-Vis.

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

Teknik penumbuhan mikroalga Chlorella sp. menggunakan Medium
Ekstrak Tauge (MET) ini berfungsi sebagai makanan bagi mikroalga Chlorella sp.
Medium Ekstrak Tauge didapat dari hasil rebusan tauge dalam aquades
menggunakan perbandingan 1:5 yang berwarna kekuningan keruh. Hal ini
menunjukkan kandungan yang ada dalam tauge telah terekstrak ke dalam air yang
kemudian diencerkan dengan aquades sehingga didapatkan ekstrak yang lebih
encer dengan konsentrasi MET 4% (v/v) dan menghasilkan warna yang lebih

bening.
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4.1.2 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge
Kultivasi mikroalga Chlorella sp. dilakukan selama 10 hari untuk
menumbuhkan Chlorella sp. dalam Medium Ekstrak Tauge (MET) sehingga
diperoleh biomassa yang lebih banyak. Hasil penelitian dari hari ke-0 hingga hari
ke-10 menunjukkan terjadinya perubahan warna pada inokulum. Warna inokulum
pada hari ke-0 yaitu hijau kekuningan, setelah beberapa hari hingga hari ke-10
menjadi hijau pekat dan terbentuk endapan hijau tua. Hal ini menunjukkan bahwa
mikroalga Chlorella sp. dapat tumbuh dengan baik dalam medium ekstrak tauge
dan jumlah kepadatan sel Chlorella sp. mengalami perubahan. Selain itu
perubahan warna yang terjadi mengindikasikan bahwa terdapat peningkatan kadar
klorofil pada mikrolaga dimana klorofil tersebut pigmen utama dari mikroalga
tersebut. Hasil pengamatan perubahan warna mikroalga Chlorella sp. selama

kultivasi ditunjukkan pada Lampiran 7.

4.1.3 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Pemanenan mikrolaga Chlorella sp. dilakukan dengan tujuan mendapatkan
biomassa yang akan digunakan dalam penelitian lebih lanjut yaitu identifikasi
senyawa aktif yang terdapat dalam mikroalga serta uji aktivitasnya. Pemanenan
dilakukan di hari ke-10 yang merupakan fase stasioner dari fase pertumbuhan
mikroalga Chlorella sp.. Proses pemanenan dilakukan dengan mengumpulkan
endapan / biomassa yang berwarna hijau pekat yang dihasilkan. Campuran filtrat
dan biomassa hasil pemanenan dipisahkan menggunakan sentrifuge yang

kemudian filtrat dan biomassa dapat dipisahkan. Hasil yang diperoleh berupa
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biomassa dengan tekstur yang lebih pekat dan masih mengandung sedikit air di
dalamnya.

Biomassa mikroalga Chlorella sp. yang didapat dikeringanginkan pada
suhu ruang selama £ 2 — 3 hari. Hal ini bertujuan untuk mengurangi kadar air
yang terkandung dalam biomassa mikroalga Chlorella sp. sehingga tidak akan
mengganggu proses ekstraksi. Proses pengeringan biomassa tidak boleh langsung
kontak dengan sinar matahari. Hal ini karena panas matahari dapat merusak
komposisi senyawa aktif seperti terjadinya oksidasi senyawa aktif (Robinson,
1995). Selain itu, pengeringan juga bertujuan untuk mencegah tumbuhnya jamur
saat penyimpanan sampel sehingga senyawa aktif yang ada di dalam sampel tidak
terkontaminasi. Biomassa yang telah kering dikerok dan ditutup rapat dengan
alumunium foil untuk mencegah terjadinya kontaminasi sampel oleh bakteri yang
tidak diinginkan, sehingga diperoleh mikroalga berbentuk serbuk kering berwarna

hijau tua dengan randemen sebesar 1,5705 %.

4.2 Analisis Kadar Air Mikroalga Chlorella sp.

Penentuan kadar air dilakukan untuk mengetahui kadar air yang
terkandung dalam sampel mikroalga Chlorella sp. setelah dikeringkan. Hal ini
dilakukan untuk mengetahui ketahanan sampel terhadap penyimpanan. Sampel
yang kadar airnya rendah akan cenderung tidak mudah ditumbuhi
mikroorganisme saat penyimpanan sampel. Selain itu pentingnya analisis kadar
air karena kandungan air dalam sampel mikroalga Chlorella sp. dapat

mempengaruhi proses ekstraksi. Hal ini dikarenakan semakin rendah kadar air
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pada sampel maka metabolit sekunder yang ada dalam sampel akan mudah
terakstrak oleh pelarut (Nurmilla, 2009).

Setyowati (2009) dalam Nurmillah (2009) menyatakan bahwa dalam
proses ekstraksi, maksimum kadar air yang disyaratkan agar proses ekstraksi
dapat berlangsung maksimal yaitu sebesar 11%. Analisis kadar air mikroalga
Chlorella sp. dinyatakan dalam persen selisih berat sampel sebelum dan setelah
dikeringkan. Analisis kadar air dilakukan pada biomassa Chlorella sp. kering
untuk mengetahui kadar air sampel yang akan diekstraksi. Hasil analisis kadar air
mikroalga Chlorella sp. kering diperoleh sebesar 10,25%. Hal ini menunjukkan
bahwa proses pengeringan dengan diangin-anginkan cukup efektif untuk
menurunkan kadar air dalam biomassa Chlorella sp. Serta proses pengeringan ini

juga tidak merusak kandungan senyawa yang ada dalam sampel.

4.3 Ekstraksi Senyawa Steroid Mikroalga Chlorella sp.

Ekstraksi maserasi bertujuan untuk memisahkan senyawa aktif yang
terdapat di dalam mikroalga Chlorella sp. dengan cara perendaman menggunakan
pelarut metanol p.a. Pemilihan pelarut metanol dikarenakan kebanyakan senyawa
steroid di alam masih berada dalam bentuk glikosidanya sehingga digunakan
pelarut yang bersifat polar seperti metanol. Proses maserasi dilakukan hingga 5
kali ekstraksi untuk memaksimalkan ekstrak yang akan didapatkan karena
dimungkinkan masih terdapat senyawa-senyawa aktif dalam residu sehingga dapat
memperbesar nilai randemen. Warna filtrat yaitu hijau kehitaman dan filtrat yang
diperoleh tersebut dikumpulkan menjadi satu untuk dipekatkan menggunakan

rotary evaporator vacuum.
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Hasil pemekatan dengan rotary evaporator vacuum kemudian dialiri gas
N, untuk menghilangkan sisa pelarut dalam ekstrak. Hasil ekstrak tersebut
diperoleh dalam bentuk padatan pekat berwarna hijau tua karena diduga
kandungan klorofil yang terdapat pada mikroalga Chlorella sp. bersifat tidak larut
dalam air melainkan larut dalam pelarut organik, sehingga saat maserasi klorofil
kontak dengan metanol dan ikut tertarik sehingga ekstrak berwarna hijau
(Dwidjoseputro,D., 1994). Ekstrak pekat selanjutnya ditimbang untuk diketahui
berat randemennya. Adapun nilai rendemen hasil ekstrak metanol pada penelitian

ini sebesar 21,8926 % dari 30,0005 gram diperoleh 6,5679 gram.

4.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Hidrolisis dilakukan dengan menggunakan HCI berair untuk memutuskan
ikatan glikosida antara glikon dan aglikon. HCI merupakan asam kuat yang
mudah melepas ion H* dalam air, konsentrasi ion H" inilah yang mempengaruhi
kecepatan proses pemutusan ikatan glikosida. Pemilihan HCI sebagai katalis
karena sifat garam yang terbentuk pada penetralan (NaCl) tidak menimbulkan
gangguan. Penetralan bertujuan menghentikan reaksi hidrolisis yang merupakan
reaksi reversible (bolak-balik), sehingga apabila tidak dihentikan maka akan
terbentuk kembali ikatan glikosida antara glikon dan aglikon. Dugaan reaksi

pemutusan glikosida ditunjukkan pada Gambar 4.1.

/ HOH /
HOH HCI H/o on +
= . +H,0 = T\ .
HO r—‘« OH ! "
[

Glikosida Fukosterol Glikon  Aglikon (Fukosterol)
Gambar 4.1 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida (Mardiyah, 2012).
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Hasil hidrolisis ditambahkan dengan natrium bikarbonat untuk
menetralkan HCI sisa hidrolisis hingga pH netral. Pengecekan kenetralan larutan
diamati pada perubahan fisik larutan yaitu sampai gelembung-gelumbung (gas
CO,) pada larutan menghilang dan penggunaan pH universal. Reaksi penetralan

yang terjadi saat penambahan natrium bikarbonat ditunjukkan pada Gambar 4.2.

HCI + NaHCO3; — NaCl + CO, T + H,0

Gambar 4.2 Reaksi HCI dan Natruim bikarbonat (Mardiyah, 2012)

Hasil hidrolisis kemudian dipartisi menggunakan pelarut petroleum eter.
Ekstraksi cair-cair (partisi) bertujuan untuk memisahkan metabolit sekunder yang
telah terlepas ikatannya dari gugus gula akibat proses hidrolisis. Proses partisi
perlu didiamkan sampai terjadi pemisahan sempurna dan terbentuk dua lapisan
fase cair, dan komponen kimia akan terpisah ke dalam kedua fase tersebut sesuai
dengan tingkat kepolarannya dengan perbandingan konsentrasi yang tetap.

Hasil partisi ini terbentuk dua lapisan yang tidak saling bercampur yaitu
lapisan fase air yang bersifat polar dan lapisan fase organik yang bersifat semi
polar atau non polar. Fase air mengandung sisa-sisa pelarut metanol, NaCl, dan
komponen gula (glikon) sedangkan fase organik mengandung metabolit sekunder
(aglikon) yang terdistribusi dalam pelarut petroleum eter dan telah terpisah
dengan komponen gulanya. Lapisan atas merupakan fase organik yang berwarna
hijau tua sedangkan lapisan bawah merupakan fase air yang berwarna hijau pucat
karena densitas petroleum eter (0,77 g/mL) lebih kecil daripada densitas air (1

g/mL). Proses partisi dilakukan 5 kali pengulangan sampai lapisan bawah
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berwarna bening. Fraksi hasil partisi dipekatkan dengan diuapkan lalu dialiri
dengan gas N, untuk menghilangkan sisa-sisa pelarut.

Warna fraksi PE yang dihasilkan yaitu hijau kehitaman dengan randemen
hasil fraksi petroleum eter pada penelitian ini sebesar 50,6299 %. Hasil randemen
yang diperoleh lebih sedikit dibandingkan penelitian sebelumnya (Hanif, 2015)
yang mencapai 78,0548 %. Perbedaan hasil fraksi dikarenakan kadar air yang
terdapat pada penelitian tersebut lebih kecil dibandingkan dengan kadar air

penelitian ini yaitu 9,5503% dan lama waktu pengeringan sampel 5 — 7 hari.

4.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLT-Preparatif

KLT Preparatif digunakan untuk memisahkan senyawa steroid dari sampel
fraksi petroleum eter. Fraksi petroleum eter ditotolkan di sepanjang plat sebanyak
7 totolan di titik yang sama menggunakan pipa kapiler. Sebelum dilakukan
pengelusian, eluen campuran n-heksana dan etil asetat (fase gerak) dilakukan
penjenuhan terlebih dahulu. Hal ini bertujuan untuk menjenuhkan uap eluen
dalam bejana agar campuran eluen dapat mengelusi sampel dengan baik dan dapat
mempercepat pemisahan senyawa hingga terbentuk pemisahan noda yang baik.
Setelah terelusi hingga batas atas, noda-noda pada permukaan plat diperiksa di
bawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm. Hasil pemisahan senyawa
steroid fraksi petroleum eter dengan KLT preparatif ditunjukkan pada Gambar

4.3.
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|

Gambar 4.3 Hasil KLT Preparatif fraksi petroleum eter Chlorella sp. dengan
eluen n-heksana dan etil asetat (4:1)

Berdasarkan Gambar 4.3 pemisahan senyawa pada fraksi petroleum eter
mikroalga Chlorella sp. dengan eluen n-heksana dan etil asetat (8:2)
menghasilkan 15 noda. Hasil noda ke-4 diduga merupakan senyawa steroid
dimana noda tersebut menghasilkan warna hijau kebiruan ketika dideteksi di
bawah lampu UV 366 nm (Babu, dkk., 2015) (Sulastry dan Kurniawati, 2010)
(Aprelia, 2013) (Astuti, 2014). Warna yang dihasilkan jelas dan memiliki jarak
dengan noda lainnya sehingga mudah untuk dikerok. Penampakan noda hijau
kebiruan pada sinar UV 366 nm disebabkan karena adanya interaksi antara sinar
UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom yang terdapat pada noda
tersebut sehingga noda akan berflouresensi. Flouresensi warna yang tampak
tersebut merupakan emisi cahaya yang dipancarkan oleh komponen tersebut
ketika elektron yang tereksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat energi tinggi.

Perbedaan energi emisi yang dipancarkan pada saat kembali ke energi dasar inilah

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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yang menyebabkan perbedaan flouresensi warna yang dihasilkan oleh tiap noda

(Rohman dan Gandjar, 2007).

Tabel 4.1 Hasil KLT preparatif senyawa steroid fraksi petroleum eter mikroalga
Chlorella sp. pada eluen n-heksana:etil asetat (8:2) dideteksi dibawah

lampu UV A 366 nm

No | Warna noda di bawah sinar | Nilai Rf | Dugaan
UV pada A 366 nm Senyawa

1 |Jingga 0,9638 -

2 | Merah muda 0,8944 -

3 | Merah muda 0,8388 -

4 | Hijau kebiruan 0,7777 Steroid

5 | Merah muda 0,7388 -

6 | Merah muda menyala 0,6777 -

7 | Merah hitam 0,6333 -

8 | Merah muda menyala Uib555 -

9 | Merah hitam 0,4777 -

10 | Merah muda menyala 0,3194 -

11 | Merah muda 0,2888 -

12 | Merah muda 0,2222 -

13 | Coklat 0,1388 -

14 | Merah muda menyala 0,0972 -

15 | Merah muda 0,0583 -

Senyawa yang memiliki Rf rendah bersifat lebih polar karena tertahan oleh

fase diamnya yang merupakan silika gel yang bersifat polar dari eluen. Sedangkan

noda yang memiliki Rf yang lebih tinggi bersifat kurang polar karena cenderung

terikat pada fase geraknya sebagaimana prinsip like dissolve like. Senyawa steroid

ditunjukkan pada noda ke-4 yang bersifat non polar karena lebih tertarik pada

eluen yang bersifat kurang polar dari fase diamnya.

Isolat yang digunakan pada tahap selanjutnya adalah isolat nomer 4

dengan dugaan senyawa steroid yang berwarna hijau kebiruan. Isolat tersebut

dikerok dan dilarutkan dengan pelarutnya vyaitu petroleum eter kemudian

disentrifuge hingga silika berwarna putih yang menandakan bahwa senyawa yang
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ada telah larut dalam pelarutnya. Filtrat yang diperoleh didekantasi dan diuapkan
hingga pelarut benar-benar telah menguap habis didalam botol vial. Kemudian
dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat. Hasil yang diperoleh dari

pemisahan menggunakan KLTP sebesar 2 mg.

4.6 Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH
4.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH
Panjang gelombang maksimum larutan DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada

Gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Amas DPPH 0,2 mM

16.0,0.540
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Pengujian aktivitas antioksidan terhadap isolat hasil KLTP fraksi
petroleum eter mikroalga Chlorella sp. diawali dengan penentuan panjang
gelombang maksimum (Amas) larutan DPPH 0,2 mM. Tujuan dilakukannya
pengukuran panjang gelombang maksimum adalah untuk mengetahui panjang
gelombang yang memiliki serapan tertinggi pada 515,0 nm dengan absorbansi
sebesar 0,540. Panjang gelombang maksimum yang didapat akan digunakan untuk
uji aktivitas antioksidan pada isolat hasil KLTP mikroalga Chlorella sp.. DPPH

memiliki warna komplementer ungu karena memiliki elektron yang tidak
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berpasangan dan absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515-520 nm

(Mardiyah, 2012) (Kuntorini, 2010).

4.6.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Isolat Steroid

Pengujian aktivitas antioksidan ini dilakukan pada fraksi petroleum eter
dan isolat senyawa steroid hasil KLTP dengan variasi konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5
ppm, selanjutnya diukur serapannya pada panjang gelombang 515 nm.
Pengukuran aktivitas antioksidan pada isolat menggunakan larutan kontrol 0,2
mM. Untuk menghindari terjadinya perubahan nilai yang signifikan maka dalam
hal ini penggunaan larutan DPPH selalu dalam keadaan baru (fresh).

Absorbansi kontrol dan absorbansi isolat yang diperoleh selanjutnya
digunakan untuk menentukan persen (%) aktivitas antioksidan. Persen aktivitas
antioksidan menunjukkan kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat
radikal bebas (dalam bentuk %). Persen aktivitas antioksidan menunjukkan
banyaknya atom hidrogen dari senyawa antioksidan yang menangkap radikal
DPPH sehingga tereduksi menjadi DPPH-H (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyn)
(Rahayu et al., 2010). Hasil pengukuran aktivitas antioksidan yang dilakukan
tidak memberikan perubahan warna kuning akan tetapi memberikan gradasi warna
menjadi ungu muda (memudar).

Parameter yang digunakan dalam penentuan aktivitas antioksidan adalah
persen aktivitas antioksidan dan nilai ECsy. Persen (%) aktivitas antioksidan yang
diperoleh dianalisis menggunakan persamaan regresi non linier dengan GraphPad
prism5 software, Regression for analyzing doseresponse data, sehingga

didapatkan nilai ECso dari masing-masing isolat. ECso merupakan konsentrasi
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larutan substrat atau sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50
%. Semakin kecil nilai ECsy berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan

(Molyneux, 2004). Data nilai ECs, ditunjukkan pada Gambar 4.5.

160 . 1523

SN—r
100 73,82

40 EC50
20 SW7377; 4,3

Niali EC, (p
3

Fraksi PE Isolat Vit. C BHT
steroid

Ekstrak

Gambar 4.5 Nilai ECs aktivitas antioksidan dan pembanding

Nilai ECsy pada Gambar 4.5 menunjukkan bahwa fraksi PE merupakan
hasil hidrolisis asam yang dilanjutkan dengan partisi menggunakan pelarut
petroleum eter. Sedangkan isolat senyawa steroid merupakan hasil pemisahan
senyawa yang diduga steroid dari fraksi PE menggunakan metode KLTP. Isolat
senyawa steroid memiliki nilai ECsp lebih kecil dibandingkan dengan fraksi PE.
Hasil ini menunjukkan bahwa isolat senyawa steroid setelah dipartisi
menggunakan pelarut petroleum eter yang kemudian dipisahkan dengan KLTP
memiliki potensi aktivitas antioksidan yang lebih kuat dibandingkan dengan
ekstrak sebelum dipisahkan dengan KLTP. Suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan sangat kuat jika nilai ECso bernilai kurang dari 50 ppm, kuat jika
bernilai 50 — 100 ppm, sedang jika bernilai 100 — 150 ppm dan lemah jika bernilai

150 — 200 ppm (Hidajat, 2005). Isolat senyawa steroid termasuk dalam
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antioksidan yang kuat yaitu dengan penambahan antioksidan dari isolat sebanyak
73,82 ppm larutan uji akan menangkap radikal bebas sebanyak 50 % dari total
radikal bebas. Sedangkan fraksi PE termasuk dalam antioksidan lemah karena
memiliki ECsp 152,3 ppm. Hal ini menunjukkan adanya senyawa lain yang diduga
bekerja secara antagonis dalam fraksi PE karena efek antagonis suatu senyawa
tersebut dapat menyebabkan penurunan aktivitas senyawa lainnya sehingga

aktivitas antioksidan fraksi PE menjadi lemah.

4.7 Identifikasi Senyawa Steroid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Uji yang digunakan untuk mengidentifikasi adanya golongan senyawa
steroid pada mikroalga Chlorella sp. yaitu menggunakan instrumen UV-Vis.
Spektra UV-Vis dari isolat KLTP fraksi petroleum eter mikroalga Chlorella sp.

dapat dilihat pada Gambar 4.6.

0w 0.6 2761, 0573

200 300 400 500 600 700 800
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Gambar 4.6 Hasil spektra UV-Vis isolat senyawa steroid mikroalga Chlorella sp.

Hasil analisis pola serapan panjang gelombang maksimum yang dihasilkan
dari isolat senyawa steroid fraksi petroleum eter mikroalga Chlorella sp.

menunjukkan panjang gelombang maksimum 276 nm dengan absorbansi
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maksimum sebesar 0,573. Panjang gelombang maksimum tersebut menunjukkan
bahwa hasil penelitian ini sesuai dengan milik Susilawati (2010) bahwa spot
warna hijau kebiruan hasil isolasi dengan KLT memberikan serapan panjang
gelombang 271 nm dengan dugaan senyawa steroid. Selain itu, isolasi senyawa
steroid juga teridentifikasi pada alga merah Gracilaria edulis oleh Dast, B. dan
Srinivas, K. (1992) yang menunjukkan panjang gelombang maksimum 278 nm
pada senyawa steroid poriferasta-3,5-dien-7-on. Hal ini menunjukkan bahwa pada
serapan 276 nm memiliki ikatan rangkap terkonjugasi yang sesuai dengan kaidah
Woodward-Fieser dalam meramalkan serapan maksimum untuk sistem diena
menggunakan harga dasar 214 nm dan didapat panjang gelombang berdasarkan
perhitungan Woodward-Fieser sebesar 279 nm (Lampiran 6).

Hasil panjang gelombang tersebut didukung dengan analisis FTIR
mikroalga Chlorella sp. oleh Handoko, S. (2016) yang menunjukkan adanya
ikatan C=C dengan pita serapan 1647,70 cm™ dan rentangan C=0 pada daerah
serapan 1738 cm™. Selain itu, pita serapan 2927,49 cm™ dan 2856,61 cm™
menunjukkan kemungkinan adanya gugus metil (CH3) dan metilen (CH,). Dugaan
ini diperkuat dengan adanya vibrasi C-H tekuk pada pita serapan 1463,42 cm™ dan
1383,73 cm™. Adanya vibrasi C-H tekuk pada spektra inframerah
mengindikasikan adanya gugus gem dimetil yang lazim ditemukan pada senyawa
steroid. Berdasarkan hasil tersebut maka isolat senyawa steroid hasil KLTP pada
penelitian ini diduga merupakan senyawa steroid dengan dugaan struktur seperti

Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Dugaan senyawa steroid poriferasta-3,5-dien-7-on (Dast dan Srinivas,

1992)

4.8 Pemanfaatan Mikroalga Chlorella sp. dalam Prespektif Islam

Nikmat Allah yang diberikan kepada manusia salah satunya yaitu
tumbuhan. Allah menciptakan berbagai macam tumbuhan yang banyak
manfaatnya. Oleh karena itu, Allah menyuruh Kita untuk terus mempelajarinya
hingga muncullah berbagai eksperimen untuk mengetahui potensi dan manfaat
yang telah diciptakan. Dalam Alqur’an terdapat banyak ayat yang menjelaskan
tentang macam-macam tumbuhan dan manfaatnya. Salah satu ayat Alquran yang
menjelaskan tentang tumbuhan terdapat dalam surat Lugman ayat 10.

Firman Allah SWT dalam surat Lugman ayat 10:

c G W - .’~°.E, ~ - AN N I (28028 aze °% - & iz
Lo 3 a5 i () (ol 30 a3 (8 1 5 a5 00 aae e il slald) Bl
o g 0% wre ° PR LI R S < % Ees o owmi e

[\ '] @}EJJQSQ@LG_.@@,\M;IAQM\u@u}\j;:__;-a;\_j \adsu,g
“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia meletakkan
gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan
kamu; dan memperkembangbiakkan padanya segala macam jenis binatang. Dan
Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala
macam tumbuh-tumbuhan yang baik ” (Lugman, 10).
Sebagaimana beberapa para ahli tafsir menjelaskan bahwa Allah telah
menurunkan air hujan sebagai zat-zat yang dibutuhkan tumbuhan dan
menciptakan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang memiliki manfaat, yang

kemudian segala sesuatu tumbuhan tersebut tumbuh subur dan menghasilkan apa

yang diharapkan dari penanamannya.
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Tumbuh-tumbuhan yang baik dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat-
obatan yang dapat dikembangkan dalam ilmu farmasi. Proses memanfaatkan
tumbuhan sebagai obat merupakan salah satu sarana untuk mengambil pelajaran
dan memikirkan tentang kekuasaan Allah dan meneladani cara pengobatan
Rasulullah SAW. Salah satu tumbuhan ciptaan Allah SWT yang memiliki
manfaat sebagai tumbuhan obat adalah mikroalga Chlorella sp.

Manusia diperintahkan untuk memahami bahwa sesungguhnya Allah
menciptakan penyakit tentu disertai dengan obatnya. Salah satunya menemukan
obat-obatan untuk menyembuhkan penyakit dengan cara pemanfaatan mikroalga
Chlorella sp. sebagai tumbuhan obat. Hasil pemanfaatan mikroalga Chlorella sp.
dibuktikan dengan penelitian pengambilan senyawa aktif hasil penggunaan
kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP) yaitu senyawa steroid dari fraksi
petroleum eter. Senyawa steroid ini ditunjukkan dengan noda tunggal yang
berwarna hijau sehingga dapat diasumsikan bahwa isolat steroid tersebut sudah
murni dengan menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (4 : 1) dan hasil
identifikasi menggunkan spektrofotometer UV-Vis menunjukkan panjang
gelombang maksimum 276 nm.

Berdasarkan penelitian, mikroalga Chlorella sp. mengandung senyawa
steroid yang dapat berpotensi sebagai senyawa antibakteri (Khamidah, 2013) dan
sebagai antioksidan (Anggraeni, 2013). Hasil ECs uji aktivitas antioksidan pada
penelitian ini sebesar 73,82 ppm sehingga dengan memisahkan senyawa murni
dari mikroalga Chlorella sp. masih dapat berpotensi sebagai antioksidan yang
cukup baik. Hal ini membuktikan bahwa tanda kebesaran Allah bagi manusia

yang mau berpikir, selain itu membuktikan bahwa mikroalga Chlorella sp.
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merupakan salah satu tumbuhan yang diciptakan Allah untuk memberikan

manfaat yang besar bagi manusia.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
1. Aktivitas antioksidan isolat senyawa steroid hasil pemisahan menggunakan
KLTP pada fraksi petroleum eter mikroalga Chlorella sp. memiliki nilai
ECso sebesar 73,82 ppm.
2. ldentifikasi isolat steroid hasil pemisahan dengan KLTP menggunakan
spektrofotometer UV-Vis menunjukkan bahwa isolat diduga merupakan
senyawa steroid yang memiliki panjang gelombang maksimum sebesar 276

nm.

5.2 Saran

Adapun saran dari penelitian ini yaitu pemisahan senyawa steroid
dilakukan dengan menggunakan metode kolom agar mendapatkan hasil isolat
yang lebih banyak. Kemudian dilanjutkan dengan identifikasi struktur

menggunakan alat instrumen yang lain seperti LC-MS, H-NMR dan C-NMR.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Bibit mikroalga
Chlorella sp.

\ 4

Kultivasi Chlorella sp.
Pada MET 4%

A 4

Pemanenan dan Preparasi Sampel

\4
Analisis kadar air

!

Ekstraksi maserasi

A\ 4
Dipekatkan dengan rotary
evaporator vacuum

h 4

Ekstrak pekat

\ 4

Dihidrolisis asam (HCI 2N) dan
partisi dengan Petroleum Eter

:

Pemisahan dengan KLTP

l

Uji Aktivitas Antioksidan

v

Identifikasi UV-Vis
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Lampiran 2. Skema Kerja

L.2.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
1. Pembuatan Media Ekstrak Tauge

Tauge

— ditimbang 100 gram tauge

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

— dibuat Medium Ekstrak Tauge 4 % (v/v) sebanyak 900 mL dengan cara

melarutkan 36 mL ekstrak tauge kedalam akuades 864 mL dalam

erlenmeyer 1000 mL, tanpa perlakuan PH.

Hasil

2. Kultivasi Chlorella sp.

Bibit Chlorella sp.

— diambil sebanyak 150 ml isolat Chlorella sp.

— diinokulasikan kedalam masing-masing 600 mL MET dalam erlenmeyer
1000 mL

— ditempatkan pada rak yang telah dilengkapi dengan pencahayaan
menggunakan lampu TL 36 watt (intensitas cahaya 1000 — 4000 lux) dan
fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap selama 10 hari.

Hasil

3. Pemanenan Biomassa Chlorella sp.

Chlorella sp.

— disentrifugasi media kultur Chlorella sp. selama 15 menit dengan
kecepatan 3000 rpm.

— dipisahkan biomassa Chlorella sp. dari supernatannya.

Hasil
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L.2.2 Preparasi Sampel dan Penentuan Kadar Air

Biomassa Chlorella sp.

diambil

Chlorella sp. seluruhnya

sampel  biomassa
dikeringanginkan pada suhu
ruang 25-30 °C selama 48 jam.

ditimbang 0,5 g biomassa

Cawan

dipanaskan dalam oven suhu
100-105 °C selama 15 menit
disimpan dalam desikator 10
menit

ditimbang

dilakukan perlakuan yang sama
hingga diperoleh berat cawan

yang konstan.

— dimasukkan biomassa Chlorella sp. kedalam cawan

— dikeringkan didalam oven suhu 100-105°C selama 30

— ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama hingga
diperoleh berat cawan yang konstan.

— dihitung kadar air menggunakan rumus :

Chlorella sp.
menit
— dimasukkan dalam desikator
Kadar air = @ ©) x 100 %
b—a
Hasil
Dimana :

A=bobot cawan kosong

B=bobot sampel + cawan sebelum dipanaskan

C=bobot cawan + sampel setelah dipanaskan
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L.2.4 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp.

Sampel

- ditimbang sebanyak 30 gram

- dimaserasi dengan metanol 150 mL

- dilakukan pengocokan menggunakan shaker kecepatan
120 rpm selama + 5 jam pada suhu kamar

- disaring dengan corong Buchner

Ekstrak metanol Ampas
- dipekatkan menggunakan rotary - dimaserasi kembali hingga 3
evaporator kali proses ekstraksi
- dialiri ekstrak pekat dengan gas N>

Ekstrak pekat Hasil

- ditimbang ekstrak pekat

- dihitung randemen

Hasil

L.2.5 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol Mikroalga Chlorella sp.

Sampel

— diambil sebanyak 1 gram ekstrak pekat metanol.

— dihidrolisis dengan katalis HCI 2 N sebanayak 2 mL.
— distirer selama 1 jam dengan hot plate stirrer.

— ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH-nya netral.
— dipartisi dengan pelarut petroleum eter.

— dipekatkan dengan rotary evaporator vacum

— dialiri gas Na.

— dihitung randemennya dengan rumus :

Berat ekstrak kasar yang diperoleh

Randemen = X 100 %

Berat sampel yang digunakan

Hasil




L.2.6 Pemisahan senyawa steroid dengan KLTP

Plat KLT Bejana

— diaktifkan plat silika gel Foss — disiapkan eluen KLTP
dengan pemanasan dalam oven yaitu n-heksana dan
pada suhu 60-80°C selama 30 etil asetat (4:1)

menit (ukuran 10x20 cm?).

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

— dielusi dengan memasukkan plat KLTP dalam bejana
— diamati di bawah lampu UV 254 dan 366 nm

Hasil

L.2.7 Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH

1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Etanol

— dipipet etanol 95 % sebanyak 4,5 mL
— ditambahkan larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL
— dimasukkan kedalam kuvet hingga penuh.

— dicari Amay larutan

— dicatat hasil pengukuran Amax Untuk digunakan pada tahap selanjutnya.
Hasil
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2. Pengukuran Potensi Antioksidan Pada Sampel

Isolat

— dilarutkan sampel ekstrak dalam  pelarutnya yaitu etanol dengan
konsentrasi 1,2,3,4 dan 5 ppm

— dipipet ekstrak masing-masing konsentrasi 4,5 mL

— ditambahkan 1,5 mL DPPH 0,2 mM

— diinkubasi dengan suhu 37°C selama 90 menit

— diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum yang telah didapat.

— dihitung data absorbansinya yang diperoleh dari tiap konsentrasi masing-

masing ekstrak nilai persen (%) aktivitas antioksidannya:

A kontrol—A sampel
A kontrol

Aktivitas antioksidan = ( ) X 100 %

— dihitung nilai ECsp nya dengan memperoleh persamaan regresi
menggunkan program “GraphPad prism5 software, Regression for

analyzing doseresponse data”.

Hasil

L.2.8 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat

— dilarutkan dengan 9 mL pelarut etanol pa.

— dimasukkan kedalam kuvet hingga sepertiga dari kuvet

— diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 200 — 800 nm

Hasil




Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Reagen dan Larutan

L.3.1 Kultivasi Chlorella sp. dalam MET

10 ml isolat chlorella sp

0 I MET 4% = Volume total 70 mL
0

Ketentuan =

a. Kultivasi dalam Erlenmeyer 1000 ml dengan Memaksimalkan Daya
Tampung Erlenmeyer

10 # X
60 900 ml MET 4%

60x = 9000 mL

X = 9006m1 = 150 mL Isolat Chlorella sp.

Volume total = Isolat Chlorella sp + MET 4%
=150 mL + 900 mL

=1050 mL

b. Pembuatan MET 4% sebanyak 900 mi

MET = (aquades + ekstrak tauge)
MET 4% = — x 900 mL
= 36 mL ekstrak tauge
Volume Aquades = MET 4% - (Volume ekstrak tauge)

=900 mL — 36 mL

=864 mL
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c. Kultivasi dalam Botol 1500 mL dengan Memaksimalkan Daya Tampung
Erlenmeyer

10 _ X
60 1200 mL MET 40%

60x = 1200 mL

__ 1200 ml

= 200 mL Isolat Chlorella sp

Volume total = Isolat Chlorella sp + MET 4%
=200 mL + 1200 mL

= 1400 mL

d. Pembuatan MET 4% sebanyak 1200 ml

MET = (aquades + ekstrak tauge)
MET 4% = — x 1200 mL
100

= 48 mL ekstrak tauge
Volume Aquades = MET 4% - (Volume ekstrak tauge)

=1200 mL — 48 mL

=1152 mL

L.3.2 Pembuatan larutan HCI 2 N

BJ HCI pekat =1,19 g/mL = 1190 g/L
Konsentrasi =37T%
BM HCI = 36, 42 g/mol

n =1 (jumlah mol ion H")
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Normalitas HCI =n x Molaritas HCI

37 % x BJ HCl

=1x BM HCI pekat

_37%x 1190 g/L
36,42 g/mol

=12,09N
N; X Vi =Ny xV;,
12,09 NxV; =2Nx100 mL
V; =16,54 mL=16,5mL
Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37 % sebanyak 16,5 mL,
kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 mL yang berisi £ 15 mL aquades.

Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.3 Pembuatan reagen Lieberman-Burchard

e Asam sulfat pekat =5 mL

e Anhidrida asetat =5mL

e FEtanol absolut  =50mL
Cara pembuatannya adalah asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrida asetat 5 mL
dicampur ke dalam etanol absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari
pendingin. Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan

(Wagner, 2001).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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L.3.4 Pembuatan larutan DPPH 0,2 mM
Volume =50mL=0,05L

BM DPPH = 394,33 g/mol = 394,33 mg/mmol

massa DPPH = Volume x BM DPPH x Konsentrasi

= 0,05 L x 394,33 mg/mmol x 0,2 mmol/L

=3,9433 mg
Cara pembuatannya adalah ditimbang serbuk DPPH sebanyak 3,9 mg, kemudian
dilarutkan dengan etanol + 10 mL dan dimasukkan dalam labu ukur 50 mL.

Selanjutnya ditambahkan etanol sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L.3.5 Pembuatan larutan stok 400 ppm

ppm ==
400 ppm = o,:(l)i =
mg =2mg

Jadi untuk membuat larutan stok 400 ppm yaitu sebanyak 2 mg isolat dilarutkan

dalam 0,005 L /5 ml etanol. Kemudian di vortex hingga homogen.

L.3.6 Pembuatan larutan sampel uji aktivitas antioksidan 1,2,3,4 dan 5 ppm
a. 1 ppm

ppm; X Vi = ppmz X V;

400 ppm x V7 =1ppmx5mL

Vi =0,0125 mL = 12,5 pl
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Jadi untuk membuat larutan 1 ppm vyaitu diambil sebanyak 12,5 ul dari larutan
400 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan diencerkan dengan

pelarut etanol hingga tanda batas.

b. 2 ppm

ppmi X V1 =ppm; X V;

400 ppm x Vi =2 ppm X 5 mL

A = 0,025 mL = 25 pl

Jadi untuk membuat larutan 1 ppm yaitu diambil sebanyak 25 ul dari larutan 400
ppm kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan diencerkan dengan

pelarut etanol hingga tanda batas.

c. 3 ppm

ppmy X V4 = ppm; X V2

400 ppm x Vi =3 ppm x5 mL

A =0,0375 mL = 37,5 pl

Jadi untuk membuat larutan 1 ppm vyaitu diambil sebanyak 37,5 ul dari larutan
400 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan diencerkan dengan

pelarut etanol hingga tanda batas.

d. 4 ppm
ppmi X V1 =ppm2 X V,
400 ppm x V1 =4 ppmx5mL

Vi = 0,05 mL =50 pl
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Jadi untuk membuat larutan 1 ppm yaitu diambil sebanyak 50 pl dari larutan 400
ppm kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 mL dan diencerkan dengan

pelarut etanol hingga tanda batas.

e. 5 ppm

ppmy X V1 = ppmz X V>

400 ppm x Vi =5ppmx5mL

Vi =0,0625 mL = 62,5 pl

Jadi untuk membuat larutan 1 ppm vyaitu diambil sebanyak 62,5 ul dari larutan
400 ppm kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 mL dan diencerkan dengan

pelarut etanol hingga tanda batas.



Lampiran 4. Perhitungan Randemen, Kadar Air dan Nilai Rf

L.4.1 Perhitungan Randemen Hasil Pengeringan

Berat Botol + Berat
No. E;;g;g(zgor; Chlorella sp. Bsi)raéfszlhozsga Chlorella sp.
basah (gr) ' kering (gr)
1. 150,23 269,29 119,06
2. 200,69 309,21 108,52
3. 145,06 280,68 135,62 8,3
4, 202,31 367,59 165,28
Total 528,48
Randemen = ZE74LkeTng o 10
Berat basah
=_239"_+100%
528,48 gr

=0,029473 x 100 %

=1,5705%

L.4.2 Perhitungan Kadar Air

1. Sampel Kering

Pengulangan ke-

Kadar Air Kering (%0)

Rata-rata (%0o)

1 11,08 %
2 9,63 %
3 10,05 %

10,25 %

Kadar air:f;_;z x 100%

Keterangan : a = berat konstan cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

» Pengulangan 1

Berat cawan + Berat cawan +
Berat cawan
No. Kosong (q) sampel sebelum | sampel setelah
919 dioven (Q) dioven (Q)
1 57,6887 58,1326
2 57,6889 58,1319
3 57,6871 58,1871 58,1309
rata-rata 57,6882 58,1318
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Kadar air

=b7¢ « 100%
b—a

_ 58,1871 g-58,1318¢g
58,1871 g—57,6882 g

_ 005539
" 0,4989 g

=11,08 %

X 100%

» Pengulangan 2

81

B Berat cawan + Berat cawan +
erat cawan
No. kosong (q) sampel sebelum | sampel setelah
dioven (Q) dioven ()
1 57,4519 57,9028
2 57,4514 57,9024
3 57,4503 L2303 57,9013
rata-rata 57,4512 57,9022
. b-c
Kadar air =— X 100%
b—a

_ 57.9503g-5790228
57,9503 g—57,4512 g

_00481g
"~ 0,4991g

=9,63 %

X 100%

» Pengulangan 3

Berat cawan + Berat cawan +
Berat cawan
No. Kosong (q) sampel sebelum | sampel setelah
dioven (g) dioven (g)
i} 53,7919 54,2409
2 53,7927 54,2421
3 53,7912 s 54,2400
rata-rata 53,7919 54,2410
Kadar air = E x 100%
_ 542912 g-542410¢g % 100%
54,2912 g—53,7919 g
_0.0502 g
= 04993 g X 100%

=10,05%
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L.4.3 Perhitungan Randemen Hasil Maserasi

Berat sampel Berat wadah Berat wadah + Berat ekstrak
(gr) (ar) ekstrak pekat (gr) pekat (gr)
30,0005 68,1975 72,5202 3,984
Randemen = Berat ekstrak pekat % 100 %

Berat sampel

_ 3984gr

=————x 100 %
30,0005 gr

=0,132797 x 100 %

= 13,2797 %

L.4.4 Perhitungan Randemen Hasil Partisi

Berat ekstrak
metanol yang
dihidrolisis (gr)

Berat wadah Berat wadah +
(gr) fraksi (gr)

Berat fraksi
(gr)

2,4922 114,0527 115,3145

1,2618

Berat ekstrak pekat
Randemen = P

x 100 %

Berat sampel
_ 1,2618 gr
2,4922 gr

=0,506299 x 100 %
=50,6299 %

x 100 %

L.4.5 Perhitungan berat senyawa steroid hasil KLTP

Berat vial Berat vial + | Berat senyawa
kosong (gr) senyawa (gr) (gr)
10,4296 10,4316 0,0020

Berat Senyawa
=10,4316 - 10,4296
=0,0020 gr =2 mg

= (Berat vial + senyawa) — Berat vial kosong




L.4.6 Perhitungan Nilai Rf KLT Preparatif

Harga Rf =

Jarak yang ditempuh noda

Jarak yang ditempuh eluen

1. Eluen terbaik n-Heksana : Etil asetat (4:1)

17,35cm

Rf noda 1 =
18 cm

Rf noda 2 =

Rf noda 3 =

Rf noda 4 =

Rf noda 5 =

Rf noda 6 =

Rf noda 7 =

Rf noda 8 =

16,1cm
18 cm

15,1 cm
18 cm

14 cm

18 cm
13,3 cm
18 cm
12,2 cm
18 cm
11,4 cm
18 cm

10 cm
18 cm

=0,9638

=0,8944

=0,8388

=0,7777

=0,7388

=0,6777

=0,6333

=0,5555

2. Eluen terbaik n-Heksana : Etil asetat (4:1)

Rf noda 1 =

Rf noda 2 =

Rf noda 3 =

Rf noda 4 =

Rf noda 5 =

Rf noda 6 =

Rfnoda 7 =

Rf noda 8 =

16,85cm
17,7 cm

15,5cm
17,7cm

14,4 cm
17,7cm

13,3 cm
17,7cm

12,65 cm
17,7cm

11,7 cm
17,7cm

10,85 cm
17,7cm

9,2cm
17,7cm

=0,9519

=0,8757

=0,8135

=0,7514

=0,7146

=0,6610

=0,6129

=0,5197
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Rf noda 9 = ocm
18 cm
5,75
Rf noda 10 = 75cm
18 cm
51
Rf noda 11 = g8
18 cm
4 cm
Rf noda 12 =
18 cm
2,5
Rf noda 13 = £
18 cm
75
Rf noda 14 = 758
18 cm
1,05
Rf noda 15 = at
18 cm
8,1
Rfnoda9 = el
17,7cm
5;
Rf noda 10 = 2 cm
17,7cm
6
Rf noda 11 = A
17,7cm
3,
Rf noda 12 = o
17,7cm
2,25
Rf noda 13 = 2>
17,7cm
1,5
Rf noda 14 = cm
17,7cm
0,9
Rf noda 15 = o
17,7cm

=0,4777

=0,3194

=0,2888

=0,2222

=0,1388

=0,0972

=0,0583

=0,4576

=0,2994

=0,2598

=0,1920

=0,1271

=0,0847

=0,0508
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3. Eluen terbaik n-Heksana : Etil asetat (4:1)

Rfnoda 1= —" -0.9604
17,7 cm

Rfnoda 2 = —™  _ 9039
17,7cm

Rfnoda 3 = 28M  _ 8361
17,7cm

Rfnoda 4 = =2 _ 7966
17,7cm

Rfnoda 5= 22 _ g 6949
17,7cm

Rfnoda 6 = 2™ _ 6045
17,7cm

Rfnoda7 = 2™ — 05423
17,7cm

Rf noda 8 = -

6,5 cm

Rfnoda 9 =
17,7cm

4. Eluen terbaik n-Heksana : Etil asetat (4:1)

Rfnoda 1= 27 _ 9542
17,5 cm

Rf noda 2 = 222 _  gg57
17,5cm

Rfnoda3 =2 _ 7714
17,5cm

Rfnoda 4 = 22 _ 7254
17,5cm

Rfnoda5 =22 _ 46171
17,5cm

Rfnoda 6 = -2 = 05428
17,5cm

Rfnoda7 =22 _ 04914
17,5cm

Rf noda 8 = -

5
Rf noda 10 = ——
17,7cm
41
Rf noda 11 = o
17,7cm
3,2
Rf noda 12 = e
17,7cm
2,25
Rf noda 13 = =
17,7cm
1,9
Rf noda 14 = —
17,7cm
Rf noda 15 = L em
17,7cm
5,9
Rfnoda 9 = —
17,5cm
Rf noda 10 = 26cm
17,5cm
Rf noda 11 = A IO
17,5cm
2,25
Rf noda 12 = L
17,5cm
1,2
Rf noda 13 = s
17,5cm
Rf noda 14 = il
17,5cm
0,5
Rf noda 15 = cm
17,5cm

=0,3672

=0,2824

=0,2316

=0,1807

=0,1073

=0,0819

= 0,0564

=0,3371

=0,2057

=0,1885

=0,1285

=0,0685

=0,0571

=0,0285
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Lampiran 5. Data Uji Aktivitas Antioksidan

Ekstrak Nilai ECs, (ppm)
Fraksi PE 152,3
Isolat 73,82
Vitamin C 3,737
BHT 43

1. Data Hasil Analisis Kapasitas Antioksidan lIsolat Hasil KLTP

Konsentrasi Ulangan Absorbansi Akt'V'FaS
(ppm) (absorbansi sampel) Rerata | Log [] Kontrol Antioksidan
1 2 3 (%)
1 0,2650 | 0,2657 | 0,2654 | 0,2654 | 0,0000 | 0,2674 0,7479
2 0,2683 | 0,2680 | 0,2680 | 0,2681 | 0,3010 | 0,2703 0,8139
3 0,2657 | 0,2656 | 0,2658 | 0,2657 | 0,4771 | 0,2727 2,5669
4 0,2649 | 0,2649 | 0,2650 | 0,2649 | 0,6020 | 0,2734 3,1089
5 0,2668 | 0,2669 | 0,2670 | 0,2669 | 0,6989 | 0,2773 3,7504

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan =

Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel

Absorbansi kontrol

X 100%

Nilai ECsp dihitung menggunakan program “GraphPad prism5 software,

Regression for analyzing doseresponse data” dengan konsentrasi ekstrak 1-5

ppm.

[Isolat] - S
(ppm) Log [Isolat] (ppm) Aktivitas antioksidan (%)

1 0,0000 0,7479

2 0,3010 0,8139

3 0,4771 2,5669

4 0,6020 3,1089

5 0,6989 3,7504

Sehingga diperoleh persamaan:

Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+107((LogEC50-X)*HillSlope))

Y = 0,0 + (100-0,0) / (1+10 @279 0 2544)
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Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

LogEC50 different for each data
set

Best-fit values

Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

EC50

Span

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50 same for all data sets
Best-fit values
Bottom

Top

LogEC50
HillSlope
EC50

Span

Std. Error
LogEC50
HillSlope
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%AKktivitas
Antioksidan Global (shared)
Can't calculate
LogEC50 different for each data set
LogEC50 same for all data sets

Models have the same DF
LogEC50 different for each data set

=0,0
=100,0
1,868
1,190
73,82
=100,0

0,2717
0,2544

1,003 to 2,733
0,3806 to 2,000
10,08 to 540,7

3
0,9326
0,4986
0,4077

Bottom = 0,0
Top =100,0

=0,0
=100,0
1,868 1,868
1,190
73,82 73,82
=100,0

0,2717 0,2717
0,2544



95% Confidence Intervals
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LogEC50 1,003 to 2,733 1,003 to 2,733
HillSlope 0,3806 to 2,000
EC50 10,08 to 540,7 10,08 to 540,7
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3
R square 0,9326 0,9326
Absolute Sum of Squares 0,4986 0,4986
Sy.x 0,4077
Constraints
Bottom Bottom = 0,0
Top Top =100,0
LogEC50 LogECH50 is shared
Number of points
Analyzed )
EC50 Shift Isolat
o4
g 5
< [ ]
g 2-
0 T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Log konsentrasi (ppm)
Gambar L.5.1. Grafik isolat hasil KLTP
2. Data Hasil Analisis Kapasitas Antioksidan Fraksi PE
Konsentrasi Ulangan Absorbansi Alft'V'FaS
(PpM) (absorbansi sampel) Rerata | Log[] Kontrol Antioksidan
1 2 3 (%)
1 0,4643 | 0,4642 | 0,4644 | 0,4643 | 0,0000 0,4652 0,1934
2 0,4672 | 0,4674 | 0,4672 | 0,4673 | 0,3010 0,4674 0,0213
3 0,4615 | 0,4618 | 0,4618 | 0,4617 | 0,4771 0,4640 0,4956
4 0,4601 | 0,4605 | 0,4601 | 0,4602 | 0,6020 0,4635 0,7197
5 0,4629 | 0,4627 | 0,4629 | 0,4629 | 0,6989 0,4665 0,7717

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:
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Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel

% Aktivitas antioksidan = X 100%

Absorbansi kontrol

Nilai ECsp dihitung menggunakan program “GraphPad prism5 software,

Regression for analyzing doseresponse data” dengan konsentrasi ekstrak 1-5

ppm.
[l(:pr;irﬁ)l] Log [Fraksi] (ppm) Aktivitas antioksidan (%)

1 0,0000 01934

2 0,3010 00213

3 0,4771 04956

4 0,6020 07197

5 0,6989 07717

Sehingga diperoleh persamaan:
Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))

Y = 0,0 + (100-0,0) / (1+10 ©612°X (0 5462)

%Aktivitas

Antioksidan Global (shared)
Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis LogEC50 different for each data set
Alternative hypothesis LogEC50 same for all data sets
P value
Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model LogEC50 different for each data set
F (DFn, DFd)
LogECH50 different for each data
set
Best-fit values
Bottom =0,0
Top =100,0
LogEC50 2,183
HillSlope 1,396
EC50 152,3
Span =100,0

Std. Error



LogECS50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50 same for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

EC50

Span

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50

Number of points
Analyzed

0,6129
0,5462

0,2322 10 4,133
-0,3422 to 3,134
1,707 to 13588

3
0,8169
0,07828
0,1615

Bottom = 0,0
Top =100,0

=00
=100,0
2,183
1,396
L5255
=100,0

0,6129
0,5462

0,2322 t0 4,133
-0,3422 to 3,134
1,707 to 13588

0,8169
0,07828

Bottom = 0,0
Top =100,0

LogECH50 is shared
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2,183

152,3

0,6129

0,2322t0 4,133
1,707 to 13588

3
0,8169
0,07828
0,1615



1.019

0.8 1

0.6 1

0.4+

% Aktivitas Antioksidan

EC50 Shift Fraksi

0.0
0.0

0.2

0.4

0.6

Log konsentrasi (ppm)

0.8

Gambar. L.5.2. Grafik fraksi petroleum eter

3. Data Hasil Analisis Kapasitas Antioksidan Vitamin C
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Konsentrasi Ulangan Absorbansi A‘ft“’i?as
(ppm) (absorbansi sampel) Rerata | Log ] Kontrol Antioksidan
1 2 3 (%)
1 0,3699 | 0,3697 | 0,3697 | 0,3697 | 0,0000 0,4097 9,7632
2 0,3194 | 0,3187 | 0,3185 | 0,3189 | 0,3010 0,4076 21,7615
3 0,2595 | 0,2594 | 0,2595 | 0,2595 | 0,4771 0,4155 37,5451
4 0,2036 | 0,2036 | 0,2034 | 0,2035 | 0,6020 0,4091 50,2566
5 0,1301 | 0,1300 | 0,1291 | 0,1297 | 0,6989 0,4100 68,3658

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan =

Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel

Absorban

si kontrol

X 100%

Nilai ECsy dihitung menggunakan program “GraphPad prism5 software,

Regression for analyzing doseresponse data” dengan konsentrasi ekstrak 1-5

ppm.
[EF/JIFt).m (i] Log [Vit. C] (ppm) Aktivitas antioksidan (%)
1 0,0000 9,7632
> 0,3010 21,7615
3 0,4771 37,5451
4 0,6020 50,2566
5 0,6989 68,3658

Sehingga diperoleh persamaan:
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Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+107((LogEC50-X)*HillSlope))

Y = 0,0 + (100-0,0) / (1+10 @076 g 2388)

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

LogEC50 different for each data

set

Best-fit values
Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

EC50

Span

Std. Error
LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50 same for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LogEC50
HillSlope
EC50

%Aktivitas
Antioksidan Global (shared)
Can't calculate
LogECH0 different for each data set
LogEC50 same for all data sets

Models have the same DF
LogECH0 different for each data set

=0,0
=100,0
0,5725
2,053
SN Sl
=100,0

0,01760
0,2388

0,5165 to 0,6285
1,293 to 2,813
3,28510 4,251

3
0,9812
40,15
3,658

Bottom = 0,0
Top =100,0

=0,0

=100,0
0,5725 0,5725

2,053
3,737 3,737



Span

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50

Number of points
Analyzed

80

% Aktivitas Antioksidan

=100,0

0,01760
0,2388

0,5165 to 0,6285
1,293 to 2,813
3,285 10 4,251

0,9812
40,15

Bottom = 0,0
Top = 100,0

LogEC50 is shared

E/C4510 §SHhyi FH*\IIRC,

Gambar L.5.3. Grafik vitamin C

0.2

0.4 0.6

Log konsentrasi (ppm)

0.8
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0,01760

0,5165 to 0,6285
3,28510 4,251

3
0,9812
40,15
3,658
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4. Data Hasil Analisis Kapasitas Antioksidan BHT

Konsentrasi Ulangan Absorbansi AlftiviFas
(ppm) (absorbansi sampel) Rerata | Log [] Kontrol Antioksidan
1 2 3 (%)
1 0,3178 | 0,3179 | 0,3183 | 0,3180 | 0,0000 0,4168 23,7044
2 0,2820 | 0,2822 | 0,2820 | 0,2821 | 0,3010 0,4094 31,0942
3 0,2411 | 0,2432 | 0,2411 | 0,2418 | 0,4771 0,4184 42,2084
4 0,2186 | 0,2186 | 0,2186 | 0,2186 | 0,6020 0,4164 47,5024
5 0,1901 | 0,1899 | 0,1902 | 0,1901 | 0,6989 0,4224 54,9952

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel

% Aktivitas antioksidan = X 100%

Absorbansi kontrol

Nilai ECsp dihitung menggunakan program “GraphPad prism5 software,

Regression for analyzing doseresponse data” dengan konsentrasi ekstrak 1-5

ppm.
[(ISpHrI)] Log [BHT] (ppm) Aktivitas antioksidan (%)

1 0,0000 23 7044

2 0,3010 31,0942

S 04771 42,2084

3 0,6020 47,5024

E 0,6989 549952

Sehingga diperoleh persamaan:
Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))

Y =0,0 + (100-0,0) / (1+10 ©2678X) 0 08837)

%AKktivitas

Antioksidan Global (shared)
Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis LogEC50 different for each data set
Alternative hypothesis LogEC50 same for all data sets
P value
Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model LogECH50 different for each data set

F (DFn, DFd)



LogEC50 different for each data
set

Best-fit values

Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

EC50

Span

Std. Error

LogECS50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50 same for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

EC50

Span

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogEC50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

=0,0
=100,0
0,6335
0,8834
4,300
=100,0

0,02678
0,08837

0,5483 t0 0,7187
0,6022 to 1,165
3,534 10 5,233

3

| 4¢7ds
14,99
‘4 Kl

Bottom = 0,0
Top = 100,0

=0,0
=100,0
0,6335
0,8834
4,300
=100,0

0,02678
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0,6335

4,300

0,02678

0,5483 to 0,7187
3,534 10 5,233
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Constraints
Bottom
Top
LogEC50

Number of points
Analyzed

% Aktivitas Antioksidan

60 A

404

209

95

Bottom = 0,0
Top =100,0
LogECH50 is shared

EC50 Shift BHT

0.0

0.2 0.4 0.6 0.8

Log konsentrasi (ppm)

Gambar L.5.4. Grafik BHT
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Lampiran 6. Perhitungan Woodward-Fieser

N

1, ",

O
senyawa steroid poriferasta-3,5-dien-7-on (Dast dan Srinivas, 1992)

Harga dasar enon siklik lingkar 6 =214 nm
Gugus alkil B = 12nm
Gugus alkil 6 = 18nm
Exosiklis = 5nm
Perpanjangan konjugasi = 30 nm +
279 nm

96

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian
1. Pembuatan Medium Ekstrak Tauge

Medium Ekstrak Tauge
(MET)

\

Hari ke-0 Hari ke-2

O

Hari ke-8  Hari ke-10

3. Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Biomassa sebelum Hasil pemisahan dengan
disentrifuge sentrifuge
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4. Preparasi Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Pengeringan biomassa Mikroalga Chlorella sp. hasil
Mikroalga Chlorella sp. pengeringan dan pengerokan

5. Analisis Kadar Air Biomassa Chlorella sp.

98

Proses analisis kadar air mikroalga Chlorella sp.

6. Ekstraksi Maserasi
i B

Penyaringan dengan corong

Proses Maserasi
Buchner
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7. Hidrolisis

Pengadukan ekstrak dalam Penetralan ekstrak denagan
HCI dengan magnetik stirrer  menambahkan natrium bikarbonat

8. Partisi ekstrak methanol Chlorella sp.

4 4
i Qb Tl -
| . | ot -
[ 4 A .
- P 1
% . o
: B ool

Proses partisi Hasil Partisi

9. ldentifikasi Senyawa Steroid Fraksi Petroleum Eter dengan KLT
Preparatif

KLTP 1 KLTP 2 KLTP 3 KLTP 4



10. Uji Aktivitas Antioksidan

TR

Isolat hasil KLTP dengan larutan
DPPH 0,2 mM

mM
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Pembanding BHT dengan larutan
DPPH 0,2 mM

Pembanding Vitamin C dengan
larutan DPPH 0,2 mM
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