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ABSTRAK

Safitri, D. A. 2016. Pemisahan Senyawa Steroid Fraksi Etil Asetat Mikroalga
Chlorella sp. Menggunakan Kromatografi Kolom Cara Basah dan
Kering. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing Il: Ach.
Nasichuddin, M.A; Konsultan: Rachmawati Ningsih, M.Si.

Kata Kunci : Chlorella sp., steroid, kromatografi kolom, FTIR

Senyawa steroid merupakan metabolit sekunder yang memiliki efek
toksisitas serta berpotensi sebagai antioksidan dan antibakteri. Senyawa steroid
yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat dapat diisolasi
melalui metode pemisahan kromatografi kolom. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui profil pemisahan senyawa steroid menggunakan kromatografi kolom
variasi pengisian fase diam cara basah dan cara kering.

Isolasi senyawa steroid mikroalga Chlorella sp. diawali dengan ekstraksi
maserasi dengan pelarut metanol. Ekstrak pekat dihidrolisis dengan HCI 2 N dan
dipartisi dengan pelarut etil asetat. Ekstrak hasil partisi diisolasi senyawa steroid
menggunakan kromatografi kolom dengan fase diam silika gel 60 Fas4 (0,063-
0,200 mm) untuk kolom kromatografi dan fase gerak n-heksana:etil asetat (4:1).
Pemisahan dilakukan berdasarkan dua metode pengisian fase diam, cara basah dan
cara kering. Senyawa steroid hasil kolom baik metode pengisian cara basah
maupun kering dimonitoring secara KLTA. Spot noda yang mempunyai harga Rf
sama dan bercak yang sama dikumpulkan menjadi satu sebagai fraksi yang sama.
Fraksi yang menunjukkan positif steroid diidentifikasi menggunakan FTIR.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemisahan senyawa steroid yang
terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat metode pengisian cara
basah dari 117 vial diperoleh dua kelompok fraksi steroid. Sedangkan metode
pengisian fase diam cara kering dari 107 vial diperoleh satu kelompok fraksi
steroid. Hasil analisis FTIR senyawa steroid baik cara basah maupun cara kering
memberikan informasi adanya gugus —OH, -CH, C=0, C-O stretching, -CH(CHj3),
geminal dimetil dan C-OH alkohol.

Xi



ABSTRACT

Safitri, D. A. 2016. Separation of Steroid Compound Ethyl Acetate Fraction
Microalgae Chlorella sp. Using Column Chromatography Slurry Packing
and Dry Packing Method. Supervisor I: A. Ghanaim Fasya, M.Si;
Supervisor Il: Ach. Nasichuddin, M.A; Consultant: Rachmawati Ningsih,
M.Sc.

Keywords: Chlorella sp., Steroid, column chromatography, FTIR

Steroidal compounds are secondary metabolites that have the effect of
toxicity, potential as an antioxidant and antibacterial. Steroid compounds
contained in microalgae Chlorella sp. fraction of ethyl acetate can be isolated by
column chromatographic methods. This study aimed to determine the profile of
steroid compounds separation using column chromatography stationary phase
variation slurry packing column and dry packing column method.

Isolation of steroid compounds microalgae Chlorella sp. begins with
macerated with methanol solvent extraction. Concentrated extracts hydrolyzed
with 2 N HCI and partitioned with ethyl acetate solvent. Extract the results of
steroid compounds isolated partition chromatography column with the stationary
phase silica gel 60 Fys4 (0.063 to 0.200 mm) for the chromatography column and
mobile phase n-hexane : ethyl acetate (4:1). Separation is done by two methods of
packing the stationary phase, the slurry method and dry method. Steroid
compounds result column packing method of slurry and dry it KLTA monitored.
Spot stain that has the same Rf and patches that were collected into one as the
same fraction. Which showed positive steroid fraction was identified using FTIR.

The results showed that the separation of steroid compounds contained in
microalgae Chlorella sp. ethyl acetate fraction slurry packing column method of
117 vials of steroids fractions obtained by the two groups. While the method of
dry packing column way of 107 vials of steroids fraction obtained by the group.
FTIR analysis results steroid compounds both slurry packing column and dry
packing column method provides information group -OH, -CH, C=0O, C-O
stretching, -CH (CH3), geminal dimethyl and C-OH alcohol.

xii
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah SWT berfirman dalam surat az Zumar (39): 21.

RI0.L ¢Y60000 A Lo 3 OQOL €0+ 2000
O€OEMEROw QAL 98 QAL HOO00Wwa I
o= M &V IAQF Ho I O AA0RzZOO=4
JAS e A\ PAL 6 J7aN}:5) DN O N OB B NG
20 OF IO STelsk Jm fNvom [N s OHNHEIO0S
Of=2DH XX HACORY €O 7000 C&LHONLE0
ONx O RO arGOOIRO ORLINI RPN Ype®
7Y yelim B EO¢O g Lo D, 1@+ @
&Y P CHOOE N BT Do S
“Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa Sesungguhnya Allah SWT
menurunkan air dari langit, Maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi
kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-
macam warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan,
kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai
akal.” (Qs. az Zumar (39): 21).

Firman Allah SWT dalam surat az Zumar ayat 21 menjelaskan bahwa
Allah SWT menurunkan air dari langit, kemudian dengan air tersebut Allah SWT
menumbuhkan tanaman yang bermacam-macam warnanya (Jalaludin, dkk., 2008).
Salah satu tanaman yang diciptakan oleh Allah SWT adalah tanaman hijau
(berklorofil) yang terkandung dalam tumbuh-tumbuhan. Segala sesuatu yang
Allah SWT ciptakan dengan penuh hikmah tidak ada yang sia-sia serta memiliki
manfaat yang besar, mulai dari tumbuhan tingkat tinggi sampai kepada tumbuhan
tingkat rendah tanpa terkecuali mikroalga.

Indonesia memiliki sekitar 25.000 spesies tumbuhan endemik dan 2000

spesies diantaranya sebagai tumbuhan etnobotani. Sekitar 900 spesies tumbuhan



tersebut telah digunakan sebagai obat tradisional untuk berbagai macam penyakit
(Heyne, 1987 dalam Saleh, 2007). Data tersebut menunjukkan bahwa belum
maksimalnya eksplorasi yang dilakukan dalam upaya menelusuri bahan-bahan
kimia (metabolit sekunder) yang terkandung dalam tumbuhan tersebut (Saleh,
2007). Menurut Harlim (1982) bahan baku steroid dapat diperoleh dari bahan
alam yang berasal dari hewan, tumbuhan darat dan tumbuhan laut. Pada hewan
dan jamur steroid yang ditemukan umumnya adalah kolesterol dan ergosterol,
sedangkan  pada  tanaman  adalah  R-sitosterol,  stigmasterol  24-
methylenecholesterol dan kolesterol (Nabil and Cosson, 1996; Robinson 1991
dalam Machado dkk., 2003).

Steroid berpotensi sebagai obat, diantaranya kardiotonik, kontraseptif dan
anti inflamasi (Robbers, dkk., 1996 dalam Lin, dkk., 2010). Beberapa steroid
sintetis dilaporkan berpotensi sebagai antikanker (Banday, dkk., 2010 dalam Lin,
dkk., 2010). Menurut Saleh (2007) ekstrak metanol dari akar tumbuhan S. album
yang mengandung steroid (clionasterol) mempunyai aktivitas hipoglisemik pada
dosis 50 mg/Kg BB yang aktivitasnya setara dengan glibenklamid dosis 1 mg/ Kg
BB. Mikroalga Chlorella sp. yang mengandung steroid memberikan efek
toksisitas terhadap larva udang Artemia selina Leach (LCso fraksi etil asetat
43,3044 ppm) (Desianti, dkk., 2014), aktivitas antioksidan (ECso ekstrak metanol
18,610 ppm) (Bariyyah, dkk., 2013) dan aktivitas antibakteri terhadap bakteri E.
coli (zona hambat ekstrak metanol 16,5 mm) pada konsentrasi 20 % fase stasioner
(Khamidah, dkk., 2014).

Mikroalga adalah organisme perairan yang lebih dikenal dengan

fitoplankton (alga laut bersel tunggal). Chlorella sp. merupakan tumbuhan



ganggang hijau bersel tunggal yang dapat tumbuh di air tawar, air payau, dan air
asin (Sidabutar, 1999). Chlorella sp. dan Dunaliella sp. merupakan dua jenis
mikroalga yang paling sering diteliti dan dimanfaatkan (Chisti, 2008).
Keunggulan dari mikroalga Chlorella sp. adalah dapat berkembang biak dengan
cepat, mudah dalam membudidayakannya (Sidabutar, 1999) karena hidupnya
tidak tergantung musim, tidak memerlukan tempat yang luas, dan tidak
memerlukan waktu yang lama untuk memanennya (Borowitzka dan Lesley,
1988). Menurut Wathnani, dkk., (2012) ekstrak aceton:metanol:dietil eter (5:2:1
v/v) Chlorella vulgaris, positif memiliki aktivitas antimikroba terhadap B. subtilis
dan S. sonnei. Sedangkan menurut Rania dan Taha (2008) dalam Thillairajesekar
dkk., (2009) ekstrak heksana dan ekstrak etil asetat mikroalga Chlorella
pyrenoidosa memiliki aktivitas antibakteri dan antijamur.

Chlorella sp. tumbuh pada media yang mengandung cukup unsur hara,
seperti nitrogen, fosfor, kalium. Medium Ekstrak Tauge (MET) merupakan salah
satu sumber media alami yang dapat digunakan untuk media pertumbuhan
mikroalga (Prihantini, dkk., 2005). Menurut Wulandari, dkk., (2010) penggunaan
MET menghasilkan pertumbuhan mikroalga yang sangat pesat (kelimpahan sel 21
— tak hingga sel) dibandingkan media lain (MAL dan MG). Hasil penelitian
Prihantini, dkk., (2007) menunjukkan bahwa pengaruh konsentrasi MET terhadap
pertumbuhan Scenedesmus isolat Subang diperoleh kerapatan sel tertinggi dalam
kultur MET 4 % (3.981.071 sel/mL). Hasil penelitian Khamidah, dkk., (2013)
juga menunjukkan bahwa Chlorella sp. hasil kultivasi dalam MET 4 % dapat
menghasilkan kelimpahan sel tertinggi sebesar 4.880.000 sel/mL pada fase

stasioner dihari ke-10.



Aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana mikroalga Chlorella sp. hasil
ekstraksi Soxhlet (ECso 123,8 ppm) (Susanti, 2010), sedangkan menurut Bariyyah,
dkk., (2013) aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat Chlorella sp. hasil ekstraksi
maserasi (27,320 ppm). Ekstraksi senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. yang
dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol menghasilkan
ekstrak dengan kandungan metabolit sekunder dengan randemen tertinggi 7 %
(Amaliyah, dkk., 2013).

Di alam, sterol tumbuhan ditemukan dalam keadaan berikatan dengan
glikosida (Khalaf, dkk. 2011). Ekstrak pekat metanol Chlorella sp. dihidrolisis
dengan katalis HCI 2 N untuk mempercepat pemutusan ikatan glikosida antara
senyawa glikon dan aglikon. Asam kuat lebih mudah melepas ion H* secara
sempurna di dalam air (Handoko, 2006). Menurut Afif (2012) ekstrak metanol
alga merah E. contoni hasil hidrolisis menggunakan HCI 2 N dan partisi etil asetat
(LCso 143,43 ppm) lebih bersifat toksik daripada ekstrak sebelum dihidrolisis
(LCso 194,40 ppm). Hasil penelitian Tasic, dkk., (2009) menunjukkan hidrolisis
1:1 (b/v) menggunakan HCI 2 N (konstanta laju reaksi 0,052 min™) dan HCI 1 N
(konstanta laju reaksi 0,036 min™). Hasil penelitian Desianti, dkk., (2014)
menunjukkan bahwa ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. hasil hidrolisis HCI
2 N dan partisi dengan etil asetat mengandung golongan senyawa steroid diduga
memiliki toksisitas (LCso 43,3044 ppm). Sedangkan Utami (2014) mengekstrak
metabolit sekunder dari ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp.
mengandung golongan senyawa steroid memberikan zona hambat terhadap

bakteri S. Aureus tertinggi (4,6 mm pada konsentrasi 2,5 %). Golongan senyawa



aktif yang terdapat dalam fraksi etil asetat (randemen 49,323 %) hasil hidrolisis
mikroalga Chlorella sp. adalah golongan senyawa steroid (Imamah, dkk., 2015).

Menurut Wagner (1996) dalam Marliana (2007) eluen terbaik untuk
identifikasi steroid adalah n-heksan-etil asetat (4:1). Menurut Saleh (2007) salah
satu cara terbaik untuk memisahkan senyawa steroid dari ekstrak metanol fraksi
kloroform akar tumbuhan cendana adalah dengan cara kromatografi kolom.
Pemisahan menggunakan fase diam silica gel 60 (70 — 230 mesh; 66,67 g) dengan
panjang kolom 40 cm, diameter 2,5 cm dan dielusi secara isokratik dengan pelarut
n-heksana:etil asetat (82:18) dengan penampungan 5 mL setiap fraksi
menghasilkan 170 fraksi. Hasil penelitian menunjukkan fraksi ke 52 — 59 positif
steroid terhadap pereaksi Liberman-Burchard (LB). Sedangkan Bogoriani (2008)
melakukan isolasi glikosida steroid menggunakan kromatografi kolom gravitasi
dengan menggunakan fase diam silika gel 60 (70-230 mesh) dan dielusi
menggunakan fase gerak campuran kloroform, metanol, dan air (3:1:0,1). Fraksi
ditampung setiap 3 mL menghasilkan 50 fraksi. Hasil penelitian menunjukkan
tiga kelompok fraksi (A, B, C) dimana fraksi-fraksi B menampakkan satu noda
melalui uji kemurnian dan positif terhadap saponin steroid.

Fraksi-fraksi  hasil pemisahan kromatografi kolom dimonitoring
menggunakan kromatografi lapis tipis untuk melihat noda dengan Rf yang sama.
Mulyani, dkk., (2013) menyatakan bahwa fraksi-fraksi yang memiliki noda dan
nilai Rf (retention factor) yang sama pada kromatografi lapis tipis digabung dan
diuapkan pelarutnya sehingga didapatkan fraksi yang lebih sederhana. Hasil

monitoring secara KLTA dilihat profil pemisahan komponennya pada plat KLT.



Uji steroid dapat dilakukan dengan penambahan pereaksi Liebermann-
Burchard (LB), terbentuk larutan berwarna biru dan hijau menunjukkan reaksi
positif mengandung senyawa steroid (Nohong, 2009). Kandungan steroid dalam
tumbuhan dapat diuji dengan menggunakan metode LB yang memberikan
penampakan warna biru. Uji ini didasarkan pada kemampuan senyawa steroid
membentuk warna oleh adanya H,SO, pekat dalam pelarut asetat glasial sehingga
membentuk warna biru (Marlinda, 2012). Sedangkan menurut Sulastry dan
Kurniawati (2010) senyawa steroid setelah disemprot dengan reagen LB
menghasilkan warna hijau. Hasil penelitian Sriwahyuni (2010) dalam pemisahan
senyawa steroid dari ekstrak etil asetat pada tanaman anting-anting menggunakan
pereaksi LB menghasilkan noda dengan warna hijau kebiruan, hijau kehitaman,
dan warna ungu yang tengahnya warna hijau kebiruan saat dideteksi di bawah
sinar UV A 366 nm.

Imamah, dkk., (2015) telah berhasil mengidentifikasi senyawa steroid dari
fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. menggunakan FTIR dengan informasi
serapan pada daerah bilangan gelombang khas O-H, C-H pada CHs, C-H pada
CH,, C=0, C=C, C-H tekuk, C-O, C-OH alkohol tersier, C-OH alkohol primer, C-
H pada gugus alkena. Tukiran, dkk., (2009) mengidentifikasi senyawa steroid
hasil isolasi kulit batang tumbuhan kedoya (Dysoxylum gaudichaudianum) (A.
Juss.) Mig.) (Maliaceae) menggunakan FTIR dengan informasi serapan pada
daerah bilangan gelombang 3429 cm™ (O-H), 2936-2861 cm™ (C-H alifatik),
1462 cm™ (C=C siklik), 1375 cm™ (-CH(CHj3), geminal dimetil) dan 1056 cm™
(C-0O). Berdasarkan data yang diperoleh, senyawa diduga mempunyai kemiripan

steroid jenis [-sitosterol dan stigmasterol, didukung data-data hasil penentuan



struktur kimia menggunakan spektrometer NMR-'H, NMR-*C, HMQC.
Sedangkan Sapar, dkk. (2004) mengidentifikasi senyawa steroid dari spons
Biemna triraphis menggunakan FTIR, memberikan informasi serapan pada daerah
bilangan gelombang khas O-H, C-H, C=C, dan C-O. Berdasarkan data yang
diperoleh, senyawa diduga mempunyai kemiripan sifat dan karakteristik sama
dengan R-sitosterol yang didukung dengan hasil interpretasi H-NMR dan GC-MS.

Berdasarkan latar belakang tersebut, mengingat pentingnya mengetahui
jenis senyawa steroid apa yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. fraksi
etil asetat yang memiliki banyak manfaat maka penelitian ini perlu dilakukan.
Upaya memisahkan senyawa aktif steroid akan dilakukan menggunakan
kromatografi kolom cara basah dan kering. Dari kedua metode tersebut dapat
diketahui metode mana yang lebih baik dalam memisahkan steroid yang
terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat. Sehingga, eksplorasi
yang dilakukan dalam upaya menelusuri bahan-bahan kimia (metabolit sekunder)

yang terkandung dalam tumbuhan tersebut menjadi maksimal.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, dapat dirumuskan suatu permasalahan
dari penelitian ini adalah:
1. Bagaimana pemisahan senyawa aktif steroid pada fraksi etil asetat mikroalga
Chlorella sp. menggunakan kromatografi kolom cara basah dan cara kering?
2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa aktif steroid hasil pemisahan tersebut

menggunakan FTIR?



1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui pemisahan senyawa aktif steroid dari mikroalga Chlorella
sp. fraksi etil asetat menggunakan kromatografi kolom cara basah dan kering.
2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa steroid fraksi etil asetat hasil

kromatografi kolom dari mikroalga Chlorella sp. menggunakan FTIR.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mikroalga Chlorella sp. yang digunakan adalah mikroalga yang dikultivasi
pada air tawar dengan media tumbuh ekstrak tauge dan diperoleh dari
Laboratorium Ekologi Jurusan Biologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

2. Pemisahan senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. menggunakan metode
kromatografi kolom.

3. Pemisahan dilakukan dengan kromatografi kolom pengisian fase diam cara
basah dan cara kering.

4. ldentifikasi menggunakan FTIR.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah diharapkan dapat memberikan informasi

ilmiah mengenai profil pemisahan hasil kromatografi kolom cara basah dan cara



kering yang dapat digunakan untuk memperoleh senyawa aktif steroid dari

mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tumbuhan dalam Al-Qur’an

Firman Allah SWT dalam surat Thaha (20): 53.
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“Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang
Telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari
langit air hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis
dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.” (QS. Thaha : 53).

Maksud dari ayat tersebut berdasarkan tafsir Al-Maragi adalah Allah
SWT mengeluarkan berbagai jenis tumbuhan dengan berbagai manfaat, warna,
aroma dan bentuk. Sebagiannya cocok untuk manusia sebagian lainnya cocok
untuk hewan (Al-Maragi, 1993). Hal serupa juga disampaikan oleh Ash Shiddieqy
(2000) dalam tafsir Al-Qur’anul Majid An-Nuur bahwa Allah SWT
menumbuhkan beberapa pasangan tanaman dari bermacam jenis dan berlainan
rasa buahnya serta berlainan manfaatnya. Ada yang bermanfaat bagi manusia, dan
ada pula yang hanya bermanfaat bagi hewan. Hal ini kembali ditegaskan dalam
tafsir Al-Mishbah bahwa pada setiap macam tumbuhan yang diciptakan oleh
Allah SWT dengan bermacam-macam jenis bentuk dan rasa semata-mata adalah
untuk kemaslahatan umat manusia, diantaranya sebagai salah satu sumber pangan
bagi manusia dan dapat dipetik hasilnya untuk memenuhi kebutuhan manusia

(Shihab, 2002). Lafal nabatin syatta dalam tafsir Ibnu Katsir adalah berbagai
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macam tumbuh-tumbuhan berupa tanam-tanaman dan buah-buahan, baik yang
asam, manis, maupun pahit, dan berbagai macam lainnya (Abdullah, 2007).
Sedangkan menurut Asy Syanqithi (2007) dalam tafsir Adhwa’ul Bayan, lafal
nabatin syatta adalah jenis yang bermacam-macam bentuk, ukuran, manfaat,

warna, bau dan rasanya.

Ayat lain yang menjelaskan tentang keragaman tumbuh-tumbuhan adalah
surat Lukman (31): 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 memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang. dan kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik. ” (OS. Lugman: 10).

Maksud dari ayat tersebut adalah Allah SWT telah menurunkan hujan dari
langit, yang dengan itu ditumbuhkanlah beberapa pasangan tanaman dari
bermacam jenis dan berlainan rasa buahnya serta berlainan manfaatnya (ada yang

bermanfaat bagi manusia, dan ada pula yang bermanfaat bagi hewan) (Al-Qarni,
2007). @S 733 K Ge dalam tafsir al-maraghi menjelaskan bahwa berbagai
macam tumbuh-tumbuhan yang memiliki banyak manfaat (Al-Maragi, 1993). Hal
ini kembali ditegaskan dalam tafsir al Aisar B gjj dS s menjelaskan bahawa

setiap jenis dari tumbuh-tumbuhan yang indah, bermanfaat dan tidak
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membahayakan (Al Jazairi, 2008). e—us gjj memiliki arti jenis tumbuhan yang

bermanfaat dan indah (Ar Rifa’i, 2008) yang beraneka ragam dengan warna yang
indah dan manfaat yang banyak (DEPAG, 2010). Menurut Shihab (2002) dalam
tafsir al Mishbah menunjukkan bahwa kata 3.8 digunakan untuk menyifati segala
sesuatu yang baik sesuai obyeknya.

Allah SWT berfirman dalam surat al An’am ayat (6): 99.
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“Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuh
kan 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
pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah
buahnya diwaktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah SWT)
bagi orang-orang yang beriman.” (OS. Al An’am (6): 99).

Firman Allah SWT dalam surat al An’am ayat 99 menjelaskan bahwa
Allah SWT menurunkan air hujan dari awan, kemudian dengan air tersebut Allah
SWT mengeluarkan setiap jenis tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam

bentuk, ciri khas serta berbeda-beda tingkahnya, kelebihan dan kekurangannya (al
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Maraghi, 1992). Lafal ghairu mutasyabih dalam tafsir Ibnu Katsir artinya yang
tidak serupa dedaunan, tetapi bentuknya serupa, sebagian darinya serupa dengan
sebagian yang lain, tetapi berbeda dalam buah yang dihasilkannya, baik dari
bentuk, rasa maupun kandungannya. Sementara itu, axiig J*“-" ‘33 °)“-’ B 353:&-"‘
maksudnya adalah Allah SWT menciptakan dari tidak ada menjadi ada, pada
mulanya berupa tumbuh-tumbuhan, lalu menjadi pohon, dan menghasilkan buah,
ada yang menghasilkan anggur, kurma, dan lain sebagainya dari semua jenis
tumbuh-tumbuhan dan pohon-pohonan yang berbeda-beda warna dan bentuknya
serta berbeda-beda rasa dan bau hasil buahnya (Abdullah, 2007).

Beberapa ayat yang menjelaskan tentang pemanfaatan tumbuh-tumbuhan

adalah surat al Mu’minun (23): 20 dan an Nahl (16): 67.
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“Dan pohon kayu keluar dari Thursina (pohon zaitun), yang menghasilkan

minyak, dan pemakan makanan bagi orang-orang yang makan.” (QOS. Al
Mu’minun (23): 20).
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“Dan dari buah korma dan anggur, kamu buat minimuman yang
memabukkan dan rezki yang baik. Sesunggguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat tanda (kebesaran Allah SWT) bagi orang yang memikirkan.” (QS.
An Nahl (16): 67).

Maksud dari kedua ayat tersebut dalam tafsir lbnu Katsir surat al
Mu’minun (23): 20 bahwa buah zaitun itu mengandung berbagai manfaat, darinya

dapat dihasilkan minyak dan juga dapat dijadikan pelezat makanan. Surat an-Nahl
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(16): 67 bahwa rizki yang baik adalah yang dihalalkan dari kedua buah tersebut,
yakni buah yang kering dari keduanya baik dari buah kurma maupun anggur
(kismis), dan segala yang sudah diolah dari kedua buah tersebut baik itu berupa
manisan, cuka, maupun minuman perasan, semuanya adalah halal diminum
sebelum disalah gunakan (Abdullah, 2007). Menurut Fattah (2010) khasiat zaitun
diantaranya adalah sebagai penawar racun, mengurangi kolesterol berbahaya,
mengurangi resiko terjadinya trombosis arteriosklerosis, mencegah kanker,
mengurangi timbulnya tukak lambung, mengurangi peradangan sendi, mengatasi
cacing, memperlambat rambut beruban, menguatkan gusi, menyembuhkan borok,
erysipelas, dan mencegah bau keringat. Buah anggur memiliki khasiat
menggemukkan, serta memberikan nutrisi, sedangkan buah kurma berkhasiat
untuk membersihkan hati dari racun, menguatkan kemampuan seksual,
menyembuhkan radang tenggorokan, membunuh cacing, menutup Iluka,
menyembuhkan hemoptysis, penyakit kuning, menyuburkan badan, serta

merupakan nutrisi yang baik.

Allah SWT menciptakan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang tersebar
luas di muka bumi ini adalah semata-mata demi kepentingan umat manusia. Allah
SWT menciptakan tumbuh-tumbuhan berbagai macam bentuk, ukuran, warna,
bau, rasa dengan penuh hikmah untuk dapat diambil manfaatnya. Banyak tumbuh-
tumbuhan yang bisa dikaji untuk dapat diambil manfaatnya. Semakin Kkita
mengkaji ilmu Allah SWT semakin kita dapat meningkatkan keimanan dan

ketaqwaan kepada Allah SWT.

2.2  Mikroalga Chlorella sp.
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Mikroalga yang digunakan sebagai sampel pada penelitian ini merupakan
mikroalga hasil uji taksonomi yang telah dilakukan oleh Anggraeni, dkk., (2014)
dengan Kklasifikasi familia dari Chlorellaceae, genus Chlorella dan spesies
Chlorella sp. (Lampiran 5). Hasil penelitian Amaliyah (2013) melalui uji
taksonomi (deskripsi sampel) (Lampiran 6) menunjukkan bahwa sampel memiliki
kesamaan umum dengan alga devisi Chlorophyta atau alga hijau yang identik
dengan jenis Chlorella sp.. Adapun ciri-ciri yang ditunjukkan berdasarkan
penelitian adalah 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 karena selnya dominan

mengandung Kklorofil a dan b, di samping karotin dan xantrofil.

Chlorella sp. dan Dunaliella sp. merupakan dua jenis mikroalga yang
paling sering diteliti dan dimanfaatkan (Chisti, 2008). Hasil penelitian Wathnani,
dkk., (2012) menunjukkan bahwa ekstrak aceton:metanol:dietil eter (5:2:1 v/v)
Chlorella vulgaris positif memiliki aktivitas antimikroba terhadap B. subtilis dan
S. sonnei. Menurut Rania dan Taha (2008) dalam Thillairajesekar dkk., (2009)
ekstrak heksana dan ekstrak etil asetat mikroalga Chlorella pyrenoidosa memiliki
aktivitas antibakteri dan antijamur. Sementara itu, hasil penelitian Bariyyah, dkk.,
(2013) menunjukkan bahwa ekstrak metanol Chlorella sp. mengandung senyawa
golongan steroid, tanin dan asam askorbat yang berpotensi sebagai antioksidan.
Menurut Khamidah, dkk., (2013) ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. yang
mengandung golongan senyawa steroid dan tanin memiliki aktivitas antibakteri

terhadap escherichia coli dan staphylococcus aureus. Sedangkan menurut
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Amaliyah, dkk., (2013) ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. memiliki

toksisitas serta berpotensi sebagai antioksidan dan antibakteri.

2.3 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4 %

Medium ekstrak tauge (MET) merupakan salah satu sumber media
alami yang dapat digunakan untuk media pertumbuhan mikroalga. Media tersebut
mengandung unsur makro dan mikro, vitamin, mineral serta asam amino yang
dibutuhkan bagi pertumbuhan mikroalga (Richmond, 1986 dalam Prihantini, dkk.,
2005). Tauge kacang hijau merupakan sayuran yang umum dikonsumsi, mudah
diperoleh, ekonomis dan tidak menghasilkan senyawa yang berefek toksik. MET
mengandung makronutrien seperti K, P, Ca, Mg dan Na dibutuhkan oleh sel
mikroba sebagai komponen penyusun sel. Mikronutrien seperti Fe, Zn, Mn dan
Cu dibutuhkan oleh sel baik sebagai kofaktor enzim maupun komponen
pembentuk klorofil Mn, Zn, Cu, Mo, B, Ti, Cr dan Co yang terdapat dalam media
kultur akan mengefektifkan fotosintesis pada mikroalga. Fotosintesis yang

berlangsung efektif akan mempengaruhi produk (Wulandari, dkk., 2010).

Penggunaan ekstrak tauge sebagai media kultur mikroalga yang disebut
dengan MET telah dilakukan terhadap Chlorella sp. Hasil penelitian Wulandari,
dkk., (2010) menunjukkan bahwa penggunaan Media Ekstrak Tauge (MET)
menghasilkan pertumbuhan mikroalga yang sangat pesat (kelimpahan sel 21 — tak
terhingga) dibandingkan dengan medium lainnya yaitu Medium Air Laut (MAL)
(kelimpahan sel 0-10 sel) dan Medium Guillard (MG) (kelimpahan sel 11 — 20
sel). Prihantini, dkk., (2007) meneliti pengaruh konsentrasi MET terhadap

pertumbuhan Scenedesmus isolat Subang. Rata-rata kerapatan sel oleh kultur
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dalam MET 1% (918.750 sel/mL), MET 2% (1.348.962 sel/mL), MET 3%
(2.396.250 sel/mL), MET 4% (3.981.071 sel/mL), MET 5% (898.750 sel/mL),
MET 6% (660.693 sel/mL). Hasil penelitian Khamidah (2013) juga menunjukkan
bahwa Chlorella sp. yang dikultivasi dalam MET 4 % menghasilkan kelimpahan

sel tertinggi sebesar 4.880.000 sel/mL pada fase stasioner dihari ke-10.

2.2.1 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Mikroalga Chlorella sp.
Pertumbuhan mikroalga dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti salinitas,

cahaya, suhu, derajat keasaman, nitrogen, karbondioksida, dan nutrien (Rostini,

2007). Menurut Dewi dan Gultom (2009), faktor-faktor lingkungan yang

mempengaruhi pertumbuhan populasi Chlorella sp. adalah:

1. Temperatur

Chlorella sp. membutuhkan temperatur yang tinggi untuk pertumbuhannya.

Temperatur optimum untuk pertumbuhan Chlorella sp. adalah 30 °C. Menurut

Borowitzka dan Lesley (1998) kisaran suhu 25 — 30 °C merupakan kondisi umum

bagi pertumbuhan mikroalga.

2. Intensitas Cahaya

Proses fotosintesis Chlorella sp. membutuhkan intensitas cahaya rata-rata 4000 —

3000 lux.

3. pH

Nielsen (1955) menyatakan bahwa pH yang sesuai untuk pertumbuhan Chlorella

sp. berkisar 6,6 — 7,3. Menurut Prihantini, dkk., (2005) dalam penelitiannya

mengetahui pengaruh derajat keasaman (pH) awal MET terhadap kerapatan sel
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mikroalga Chlorella beijerinck dengan menggunakan MET 4 % menghasilkan
kerapatan sel tertinggi (5.677.625 sel/mL) terjadi pada pH awal 7.

4. Oksigen Terlarut

Oksigen diperlukan Chlorella sp. untuk respirasi. Oksigen terlarut pada perairan
berasal dari hasil fotosintesis dan difusi dari udara. Biakan alga di laboratorium
perlu penyediaan oksigen terlarut yang cukup, kadar oksigen terlarut 3 — 5 ppm
kurang produktif, 5 — 7 ppm produktivi tinggi dan diatas 7 ppm sangat tinggi.

5. Unsur Hara

Unsur-unsur yang dibutuhkan untuk pertumbuhan alga terdiri dari unsur mikro
dan unsur makro. Makronutrien yaitu unsur-unsur yang dibutuhkan dalam jumlah
besar, meliputi C, H, O, N, P, K, S, Si, Ca, dan CI. Mikronutrien adalah unsur-
unsur yang dibutuhkan dalam jumlah sedikit dan merupakan koenzim meliputi
Mn, Fe, Zn, Cu dan Mg. Menurut Borowitzka dan Lesley (1988) makronutrien
yang diperlukan untuk pertumbuhan mikroalga terdiri dari karbon, nitrogen,
fosfor, sulfat dan potassium. Sedangkan mikronutrien yang diperlukan meliputi
Co, Mo, Mn, Vitamin B;, dan Thiamin.

6. Karbondioksida

Karbon merupakan salah satu makronutrien yang dibutuhkan untuk pertumbuhan
Chlorella sp. Salah satu sumber karbon diperairan adalah CO, yang secara
langsung digunakan sebagai bahan untuk fotosintesis.

7. Salinitas

Salinitas adalah konsentrasi ion-ion terlarut dalam air yang dinyatakan dalam
permil. Salinitas dapat mempengaruhi kehidupan organisme perairan. Salinitas

berhubungan erat dengan tekanan osmosis air. Tekanan osmotik yang tinggi dapat
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menghambat pertumbuhan Chlorella sp. Menurut Isnansetyo dan Kurniastuti

(1995), salinitas optimum Chlorella sp. adalah 25 — 28 per mil.

2.2.2 Fase Pertumbuhan Mikroalga Chlorella sp.

Kurva pertumbuhan Chlorella sp. dalam MET 4 % menunjukkan fase
eksponensial dimulai pada hari ke-0 sampai hari ke-8. Fase stasioner dimulai pada
hari ke-8 sampai hari ke-11 yang ditandai dengan kelimpahan sel Chlorella sp.
yang cenderung tidak bertambah, sedangkan pada hari ke-11 dan seterusnya
merupakan fase kematian.

Fase eksponensial merupakan fase dimana sel membelah dengan cepat,
sel-sel berada dalam keadaan stabil dan jumlah sel bertambah dengan kecepatan
konstan. Fase stasioner merupakan fase dimana jumlah sel cenderung konstan
yang disebabkan oleh habisnya nutrisi dalam medium sehingga mengakibatkan
pertumbuhan berhenti. Fase kematian menunjukkan jumlah populasi menurun.
Jumlah sel yang mati per satuan waktu perlahan-lahan bertambah dan akhirnya
kecepatan mati dari sel-sel menjadi konstan (Fogg, 1975). Seperti yang

ditunjukkan pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Kurva pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. (Khamidah, dkk., 2013)

Kelimpahan sel Chlorella sp. pada hari ke-0 (400.000 sel/mL), hari ke-1
(672.000 sel/mL), hari ke-2 (912.000 sel/mL), hari ke-3 (1.216.000 sel/mL), hari
ke-4 (1.216.000 sel/mL), hari ke-5 (2.192.000 sel/mL), hari ke-6 (2.656.000
sel/mL), hari ke-7 (3.616.000 sel/mL) hari ke-8 (4.656.000 sel/mL), hari ke-9
(4.784.000 sel/mL), hari ke-10 (4.880.000 sel/mL), hari ke-11 (4.704.000 sel/mL).
Sementara itu aktivitas antibakteri pada fase pertumbuhan mikroalga Chlorella sp.
ditunjukkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Aktivitas antibakteri terhadap fase pertumbuhan mikroalga Chlorella sp.
(Khamidah, dkk., 2013)

Ekstrak Metanol Zona Hambat (mm)
Chlorella sp. E. coli S. aureus
Fase 1/, eksponensial 6,5 3,3
Fase 3/, eksponensial 6,7 8,4
Fase awal stasioner 7,4 10,6
Fase stasioner 9,9 12,0
Fase akhir stasioner 7,3 11,0

2.4 Isolasi Senyawa Steroid Mikroalga Chlorella sp.

2.3.1 Ekstraksi Senyawa Aktif Mikroalga Chlorella sp.
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Pemisahan metabolit sekunder dalam sampel dapat dilakukan dengan cara
ekstraksi senyawa aktif. Metode ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini
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 di dalam
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, 2006).

Aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana mikroalga Chlorella sp. hasil
ekstraksi Soxhlet (ECso 123,8 ppm) (Susanti, 2010), sedangkan menurut Bariyyah,
dkk., (2013) aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat Chlorella sp. hasil ekstraksi
maserasi (27,320 ppm). Ekstraksi senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. dengan
maserasi menggunakan metanol, etil asetat dan n-heksana menghasilkan
randemen berturut-turut 7,001 %, 3,673 % dan 0,004 % (Amaliyah, dkk., 2013).
Hasil penelitian Anggraeni, dkk., (2014) juga menunjukkan bahwa ekstraksi
senyawa aktif mikroalga Chlorella sp. yang dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut methanol p.a menghasilkan randemen sebesar 13,6069 %
berwana hijau tua pekat. Sedangkan Desianti, dkk., (2014) dalam penelitiannya
menyatakan ekstrak metanol yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. yang
memiliki toksisitas terhadap larva udang Artemia selina Leach (LCso 43,3044

ppm) adalah golongan senyawa steroid.

Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan meberikan efektifitas yang

tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam ke dalam pelarut
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tersebut (Soebagio, dkk., 2005). Kepolaran suatu pelarut menunjukkan tingkat
kelarutan terhadap suatu bahan. Suatu bahan yang lebih larut dalam air disebut
memiliki sifat yang polar dan sebaliknya apabila lebih larut dalam pelarut organik

disebut nonpolar (Sudarmadiji, dkk., 2003).

2.3.2 Hidrolisis dan Partisi

Di alam, sterol tumbuhan ditemukan dalam keadaan bebas seperti
glikosida (Khalaf, dkk., 2011). Hidrolisis dilakukan untuk memutus ikatan
glikosida dengan cara penambahan asam. Prinsip hidrolisis asam adalah peruraian
suatu senyawa dengan memutus ikatan glikosida menggunakan air dan katalis
asam (Saifudin, dkk., 2006). Pemilihan asam kuat seperti HCI sebagai Kkatalis
disebabkan karena asam kuat akan lebih mudah melepas proton (H") secara
sempurna di dalam air, sedangkan asam lemah relatif lebih sukar sehingga asam
lemah memiliki kecenderungan terionisasi sebagian dalam pelepasan ion H*.
Semakin banyak proton yang terionisasi dalam air, maka semakin kuat peranan

proton dalam pemutusan ikatan glikosida (Handoko, 2006).

Afif (2012) melakukan hidrolisis menggunakan katalis HCI 2 N dan partisi
ekstrak metanol alga merah E. contoni. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil
hidrolisis menggunakan HCI 2 N dan partisi etil asetat (LCs0143,43 ppm) lebih

bersifat toksik daripada ekstrak sebelum dihidrolisis (LCs0194,40 ppm).

Y% OH VZ
OH H
H H
HCI —0
H
HO e} + HO0 —a W0 oH +
"o O HO oH HO
OH y H

H H

HCI (1) + NaHCOj3 (s) — NaCl (s) + CO, (g) + H.0 (aq)
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Gambar 2.2 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida dan penetralan dengan
natrium bikarbonat (Mardiyah, 2012)

Berdasarkan penelitian Desianti, dkk., (2014) ekstrak metanol mikroalga
Chlorella sp. fraksi etil asetat menunjukkan nilai LCsy 43,3044 ppm dengan
randemen 8,1952 %. Utami (2014) mengekstrak metabolit sekunder dari ekstrak
metanol fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. mengandung golongan senyawa
steroid memberikan zona hambat terhadap bakteri S. Aureus tertinggi (4,6 mm
pada konsentrasi 2,5 %). Sedangkan menurut Imamah, dkk., (2015) randemen
ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. 49,323 %. Menurut
Halimah (2010) senyawa steroid akan mengalami dehidrasi dengan adanya
penambahan asam kuat dan membentuk garam yang memberikan sejumlah reaksi
warna. Ekstrak hasil hidrolisis memiliki tingkat kekentalan (viskositas) yang lebih
kecil dari pada sebelum dihidrolisis. Hal ini dipengaruhi oleh gaya antarmolekul,
semakin kuat gaya antarmolekul, maka zat akan semakin sulit mengalir dan

akibatnya kekentalannya semakin tinggi (Effendy, 2010).

2.5  Steroid

Steroid adalah suatu golongan senyawa triterpenoid yang mengandung inti
1,2-siklopentanaperhidrofenantren yaitu dari 3 cincin sikloheksana dan 1 cincin
siklopentana (Harbone, 1987). Steroid atau stereol biasanya larut dalam pelarut
yang kurang polar (Sirait, 2007). Steroid terdapat dalam setiap makhluk hidup.
Steroid yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut fitostereol, sedangkan

yang ditemukan dalam jaringa hewan disebut kolesterol (Robinson, 1995).
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Reaksi warna yang digunakan untuk uji warna pada steroid adalah dengan
reaksi LB yang menghasilkan warna hijau biru (Burke, dkk., 1974). Hal yang
sama juga diutarakan oleh Sulastry dan Kurniawati (2010) bahwa senyawa steroid

setelah disemprot dengan reagen LB menghasilkan warna hijau.
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Gambar 2.3 Struktur Stophanthidin (Freidman, dkk., 2006)

(0]

NAVAVAVAVAVAVAVAVS

HO

Gambar 2.4 Struktur 17p-estradiol 17-stearate (Vihma and Matti, 2011).
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Gambar 2.5 Struktur 12a-Hydroxy-5p-cholestane-3a-yl benzoate (Freidman, dkk.,
2006).
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HO

Gambar 2.6 Struktur g-sitosterol dari Spong Biemna triraphis (Sapar, dkk., 2004).

HO

Gambar 2.7 Struktur Kolesterol (Sitaula, 2016).

HO

Gambar 2.8 Struktur Antheridiol (Carlile, 1996).

Pemilihan fase gerak yang tepat dapat mendukung keberhasilan dalam
pemisahan senyawa dari komponen campuran. Campuran pelarut n-heksana dan
etil asetat merupakan sistem eluen universal yang sering direkomendasikan
sebagai fase gerak dalam kromatografi karena mudah diuapkan dan mudah
mengatur tingkat kepolaran eluen (Sundari, 2010). Menurut Wagner (1996) dalam
Marliana (2007) eluen terbaik untuk identifikasi steroid adalah n-heksan-etil asetat

(4:1). Imamah, dkk., (2015) mencari eluen terbaik untuk memisahkan steroid
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dengan menggunakan 5 variasi eluen diantaranya yaitu n-heksana:etil asetat
(4,25:0,75), n-heksana:etil asetat (4,5:0,5), n-heksana:etil asetat (4:1), n-
heksana:etil asetat (3,75:1,25), dan n-heksana:etil asetat (3,5:1,5) yang masing-
masing menghasilkan 4 noda, 7 noda, 12 noda, 9 noda dan 9 noda. Spot noda
yang paling banyak (12 noda) dengan pereaksi Lieberman-Buchard dihasilkan
dari eluen n-heksana:etil asetat (4:1) dengan Rf berkisar antara 0,012 — 0,987
(orange, ungu, merah muda, jingga, hijau pada UV 366 nm). Sriwahyuni (2010)
memisahkan senyawa steroid menggunakan eluen sikloheksana-etil asetat (1:1)
dengan pereaksi Lieberman-Buchard menghasilkan 12 noda dengan Rf antara
0.06 — 0,86 (hijau kebiruan, hijau kehitaman dan ungu yang tengahnya berwarna
hijau kebiruan pada UV 366 nm) dari ekstrak etil asetat tanaman anting-anting.
Hayati, dkk., (2012) menyebutkan bahwasannya pemisahan senyawa steroid pada
ekstrak etil asetat tanaman anting-anting (eluen n-heksana : etil asetat (7:3))
dengan pereaksi Lieberman-Buchard menghasilkan 9 noda dengan nilai Rf
berkisar antara 0,06 — 0,82. Noda ke 1,2 dan 8 menunjukkan warna hijau
kebiruan, noda ke 4 menunjukkan warna hijau, noda ke 6 menunjukkan warna
ungu yang tengahnya berwarna biru kehijauan, noda ke 9 menunjukkan warna
hijau kebiruan muda. Senyawa-senyawa tersebut diduga merupakan senyawa
steroid. Hasil ekstrak diuji dengan pereaksi Liebermann-Burchard yang

menghasilkan warna hijau menunjukkan adanya steroid (Lajis, dkk., 1985).

2.6  ldentifikasi Senyawa Steroid Fraksi Etil Asetat dalam Ekstrak

Metanol Mikroalga Chlorella sp.
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Skrining fitokimia pada pengujian senyawa diperlukan untuk mengetahui
bahwa terdapat senyawa steroid didalam sampel mikroalga Chlorella sp.. Analisis
senyawa steroid didasarkan pada kemampuan senyawa tersebut membentuk warna
biru kehijauan ketika bereaksi dengan H,SO, pekat dalam pelarut asam asetat
anhidrat (Ciulei, 1984). Senyawa steroid ketika direaksikan dengan reagen
Lieberman-Burchard akan mengalami perpanjangan konjugasi. Terbentuknya

warna hijau kebiruan saat uji fitokimia akibat dari perpanjangan konjugasi.

Reaksi ini diawali dengan proses asetilasi gugus hidroksil menggunakan
anhidrida asetat. Gugus asetil yang terbentuk pada proses ini merupakan gugus
pergi (leaving group) yang baik sehingga terbentuk ikatan rangkap. Selanjutnya
terjadi pelepasan gugus hidrogen beserta elektronnya yang mengakibatkan ikatan
rangkap berpindah. Senyawa yang terbentuk mengalami resonansi karbokation.
Adanya serangan karbokation menyebabkan adisi elektrofilik dengan diikuti
pelepasan hidrogen. Akibat pelepasan gugus hidrogen ini, senyawa akan
mengalami perpanjangan konjugasi yang akan memunculkan warna. Reaksi

dugaan yang terjadi pada uji steroid ditunjukkan pada gambar 2.9.
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(Siadi, 2012)
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2.7  Kromatografi Kolom

Kromatografi adalah proses pemisahan yang tergantung pada perbedaan
distribusi campuran komponen antara fase gerak dan fase diam. Fase diam dapat
berupa pembentukan kolom dimana fase gerak dibiarkan untuk mengalir
(kromatografi kolom) atau berupa pembentukan lapis tipis dimana fase gerak
dibiarkan untuk naik berdasarkan kapilaritas (kromatografi lapis tipis). Senyawa
yang berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih cepat melalui
sistem kromatografi. Senyawa dengan interaksi yang kuat dengan fase diam akan

bergerak sangat lambat (Christian, 1994; Skoog, 1998).

Solven murni atau sistem solven tunggal dapat digunakan untuk mengelusi
semua komponen. Pada elusi gradien, kepolaran sistem solven ditingkatkan
secara perlahan dengan meningkatkan konsentrasi solven ke yang lebih polar.
Pemilihan solven eluen tergantung pada jenis adsorben yang digunakan dan
kemurnian senyawa yang dipisahkan. Solven harus mempunyai kemurnian yang
tinggi, karena keberadaan pengganggu seperti air, alkohol, atau asam pada solven
yang kurang polar akan mengganggu aktivitas adsorben (Braithwaite and Smith,
1995). Urutan kepolaran eluen dalam mengelusi senyawa pada kromatografi
menurut Noviyanti (2010) air > metanol > etanol > aseton > etil asetat > dietil eter
> kloroform > benzene > karbon tetrakiorida > petroleum eter.

Silika gel adalah fase diam (adsorben) yang paling sering digunakan untuk
pemisahan produk alam (Cannel, 1998). Banyaknya adsorben yang digunakan
bergantung pada tingkat kesulitan pemisahan dari suatu senyawa dan jumlah
sampel yang akan dipisahkan. Secara umum, tiap gram sampel yang dipisahkan

membutuhkan adsorben 30 — 50 gram. Jika pemisahan yang dilakukan cukup
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sulit, jumlah adsorben yang dibutuhkan dapat mencapai 200 gram. Jumlah
adsorben yang dibutuhkan akan lebih sedikit untuk pemisahan senyawa-senyawa
yang perbedaan kepolarannya cukup besar (Kristanti, dkk., 2008). Struktur dasar

silika gel dapat dilihat pada Gambar 2.10.
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Gambar 2.10 Struktur dasar silika gel (Noviyanti, 2010)

Permukaan silika gel mengandung gugus silanol. Gugus hidroksil ini
merupakan pusat aktif dan berpotensi dapat membentuk ikatan hidrogen kuat
dengan senyawa yang dipisahkan. Silika gel membentuk ikatan hidrogen terutama
dengan donor H seperti alkohol, fenol, amina, amida, dan asam karboksilat
(Palleros, 2000). Semakin kuat kemampuan ikatan hidrogen suatu senyawa,
semakin kuat akan tertahan oleh silika gel. Seberapa kuat senyawa tertahan dalam
silika gel tergantung pada kepolaran fase gerak. Semakin kuat kemampuan ikatan
hidrogen suatu solven, semakin baik eluen untuk mengelusi senyawa polar yang
teradsorb pada kolom silika gel (Cannel, 1998). Kepolaran adsorben dalam
kromatografi menurut Noviyanti (2010) alumunium oksida (alumina) > florisil
(magnesium silikat) > asam silika (silica gel) > gula > selulosa.

Pengisian adsorben dalam kolom dapat dilakukan menggunakan dua cara:
1. Pengisian cara basah

Pengisian cara basah dilakukan dengan membuat campuran antara

adsorben dengan eluen yang akan digunakan untuk elusi. Campuran dibuat
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dengan kekentalan tertentu agar dapat dituang dalam kolom. Adsorben
ditambahkan pada pelarut sedikit demi sedikit agar tidak terjadi gumpalan dalam
campuran. Campuran yang terbentuk dimasukkan dalam kolom menggunakan
corong. Selama proses pemasukan adsorben campuran, dinding kolom diketuk-
ketuk agar lapisan yang terbentuk benar-benar mampat dan juga tidak terdapat
gelembung. Kran bagian bawah dari kolom dibuka untuk mengeluarkan pelarut.
Langkah tersebut diulang sampai seluruh adsorben yang akan digunakan untuk
elusi berhasil dimasukkan dalam kolom. Setelah itu, ditunggu cairan yang berada
di atas adsorben sampai jernih (Kristanti, dkk., 2008).
2. Pengisian cara kering

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

batas adsorben (Kristanti, dkk., 2008).

Saleh (2007) memisahkan ekstrak metanol fraksi kloroform dari akar
tumbuhan S. album yang menunjukkan positif steroid dengan cara kromatografi
kolom menggunakan fase diam silica gel 60 (70 — 230 mesh; 66,67 g) dengan
panjang kolom 40 cm, diameter 2,5 cm dan dielusi secara isokratik dengan pelarut
n-heksana:etil asetat (82:18) dengan penampungan 5 mL setiap fraksi
menghasilkan 170 fraksi. Hasil penelitian menunjukkan fraksi ke 52 — 59 positif

steroid terhadap pereaksi Liberman-Burchard (LB). Bogoriani (2008) melakukan
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isolasi glikosida steroid menggunakan kromatografi kolom gravitasi dengan
menggunakan fasa diam silika gel 60 (70-230 mesh) dan dielusi menggunakan
fase gerak campuran kloroform, metanol, dan air (3:1:0,1). Fraksi ditampung
setiap 3 mL menghasilkan 50 fraksi. Hasil penelitian menunjukkan tiga kelompok
fraksi (A, B, C) dimana fraksi-fraksi B menampakkan satu noda melalui uji
kemurnian dan positif terhadap saponin steroid. Sementara itu, (Verma, dkk.,
2013) melakukan isolasi dan pemurnian saponin-steroid dari ekstrak daun
Aspargus racemosus secara kromatografi kolom, menggunakan fase diam silica
gel (230-400 mesh) dan dielusi dengan kloroform:metanol (6:4). Hasil penelitian

menunjukkan senyawa hasil isolasi positif saponin-steroid terhadap LB.

Semua fraksi hasil pemisahan kromatografi kolom selanjutnya dianalisis
menggunakan kromatografi lapis tipis untuk melihat noda dengan Rf yang sama.
Fraksi-fraksi dengan noda yang sama pada kromatografi lapis tipis digabungkan
dan diuapkan pelarutnya (Saleh, 2007). Hal yang sama juga diutarakan oleh
Mulyani, dkk., (2013) yang menyatakan bahwa fraksi yang memiliki noda dan
nilai Rf (retention factor) yang sama digabung sehingga didapatkan fraksi yang
lebih sederhana. Selanjutnya, semua fraksi yang telah didapatkan pada
kromatografi kolom ini diperiksa senyawa metabolit sekundernya dan dilihat juga

pola pemisahan komponennya pada plat KLT.

2.8  ldentifikasi Menggunakan FTIR
Spektrofotometer infra merah merupakan alat untuk mendeteksi gugus
fungsional, mengidentifikasikan senyawa dan menganalisis campuran (Day,

Jr,R.A. dan Underwood, A.L, 1999). Instrumen ini digunakan untuk mengukur



32

radiasi infra merah pada berbagai panjang gelombang (Fessenden, 1982). Daerah
spektra spektroskopi IR dibagi menjadi 3, yaitu IR dekat (antara 0,8-2,5 um atau
12.500-4.000 cm™), IR tengah (antara 2,5-25 um atau 4.000-400 cm™), dan IR
jauh (antara 25-1.000 um atau 400-10 cm™) (Rohman dan Gandjar, 2012).
Imamah, dkk., (2015) berhasil mengidentifikasi senyawa steroid dari fraksi
etil asetat mikroalga Chlorella sp. menggunakan FTIR dengan informasi serapan
pada daerah bilangan gelombang 3450,61 cm™ (O-H), bilangan gelombang
2926,28 cm™ dan 2857,60 cm™ (-C-H), 1737,22 cm™ (C=0), 1638,98 cm™ (C=C),
1465,93 cm™ dan 1387,09 cm™ (C-H tekuk), 1254,92 cm™ (C-0), 1164,47 cm™
(C-OH alkohol tersier), 1064,03 cm™ (C-OH alkohol primer), 752,22 cm™ dan

670,59 cm™ (C-H pada gugus alkena).
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Gambar 2.11 Spektrum IR senyawa steroid hasil isolasi dari isolat fraksi etil asetat
mikroalga Chlorella sp. (Imamah, dkk., 2015).
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Saleh (2007) juga berhasil mengidentifikasi senyawa steroid dari ekstrak
metanol fraksi kloroform akar tumbuhan cendana menggunakan FTIR dengan
informasi serapan melebar pada daerah bilangan gelombang 3417,36 cm™ (O-H),
pita serapan tajam dengan intensitas kuat dan sedang pada daerah bilangan

gelombang 2936,87 cm™ dan 2868,34 cm™ (C-H), bilangan gelombang 1661,53
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cm™ (C=C non konjugasi), 1464,54 cm™ dan (1376,22-1328,67 cm™) (-CH(CHs),
geminal dimetil), 1051,74 cm™ (C-OH alkohol siklik sekunder) dan 956,64 cm™
(=C-H out-of-plane). Berdasarkan data yang diperoleh, senyawa diduga
mempunyai kemiripan steroid jenis clionasterol yang didukung dengan data-data
hasil penentuan struktur kimia menggunakan spektrometer NMR-'H, NMR-C,

DEPT, HMQC, COSY, HMBC dan MS.
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Gambar 2.12 Spektrum IR senyawa steroid hasil isolasi dari akar tumbuhan
cendana (Saleh, 2007).

Tukiran, dkk., (2009) sukses mengidentifikasi senyawa steroid hasil isolasi
kulit batang tumbuhan kedoya (Dysoxylum gaudichaudianum)(A. Juss.) Miq.)
(Maliaceae) menggunakan FTIR dengan informasi serapan pada daerah bilangan
gelombang 3429 cm™ (O-H), 2936-2861 cm™ (-C-H), 1462 cm™ dan 1375 cm™ (-
CH(CH3), geminal dimetil) dan 1056 cm™ (C-OH alkohol primer). Berdasarkan
data yang diperoleh, senyawa diduga mempunyai kemiripan steroid jenis [-
sitosterol dan stigmasterol yang didukung dengan data-data hasil penentuan

struktur kimia menggunakan spectrometer NMR-*H, NMR-*C, HMQC.
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Gambar 2.13Spektrum IR senyawa steroid hasil isolasi dari kulit batang
tumbuhan kedoya (Dysoxylum gaudichaudianum)(A. Juss.) Mig.)

(Maliaceae) (Tukiran, dkk., 2009).
Gibbons dkk., (1968) melakukan identifikasi senyawa 28-isofukosterol
(isomer fukosterol) dari alga hijau Enteromorpha intensitinalis dan Ulva latuca

menggunakan FTIR dengan informasi bilangan gelombang yang hampir

menyerupai bilangan gelombang dari fukosterol.
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Gambar 2.14 Spekra IR (a) fukosterol hasil isolasi Fucus spiralis (b) sterol (28-
isofukosterol) hasil isolasi Enteromorpha intensitinalis (Gibbons,
dkk., 1968).
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Gambar 2.15Spektrum IR senyawa steroid jenis 5-hydroxy-5a-cholestan-6one
(Kasal, dkk., 2010).
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Gambar 2.16 Spektrum IR senyawa steroid jenis 5-hydroxy-5R-cholestan-6-one
(Kasal, dkk., 2010).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1  Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2016 — April 2016 di
Laboratorium Kimia Organik dan Bioteknologi Jurusan Kimia dan Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana

Malik lbrahim Malang.

3.2  Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat-alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan adalah oven, timbangan analitik, hotplate,
heater, cawan penguap, gelas arloji, pengaduk kaca, spatula, desikator, shaker
inkubator, lampu TL 36 watt, bola hisap, pipet tetes, pipet ukur, penjepit, beaker
glass 100 mL, erlenmeyer 1000 mL, 500 mL, dan 100 mL, gelas ukur 500 mL,
labu ukur 10 mL, lemari asam, aluminium foil, corong kaca, corong buchner,
corong pisah 250 mL, kertas saring, rotary evaporator vacum, sentrifuge, plat
KLT, jarum, gunting, cutter, hairdryer, penggaris, bejana pengembang, pipa
kapiler, pinset, chamber, pH universal, plastik wrap, gelas vial, botol vial, kolom

kromatografi, FTIR, lampu UV, senter, statif dan klem.

3.2.2 Bahan-bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan adalah isolat Chlorella sp., tauge kacang

hijau, metanol p.a, etil asetat p.a, n-heksana p.a, aquades, HCI 2 N, natrium

35
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bikarbonat, kloroform, etanol absolute, H,SO, pekat, asam asetat anhidrat, gas No,

silica gel 60 Fas4 (0,063 — 0,200 mm) untuk kolom dan plat KLT Fs4.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di laboratorium.
Sampel yang digunakan adalah isolat Chlorella sp. yang diperoleh dari
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Jurusan Biologi UIN Maulana Malik Ibrahim
Malang. Isolat Chlorella sp. dikultivasi pada Medium Ekstrak Tauge (MET) 4 %
dengan pH netral (tanpa perlakuan) selama 10 hari dengan fotoperiodisitas 14 jam
terang dan 10 jam gelap. Hasil kultivasi dipanen dengan cara disentrifugasi
selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. Biomassa hasil panen dikeringkan
(kering-angin) 48 jam dan diekstraksi komponen aktifnya dengan maserasi.

Ekstraksi komponen aktif pada Chlorella sp. dimaserasi menggunakan
pelarut methanol p.a. dengan perbandingan 1:5 (b/v) selama 24 jam (dishaker £ 5
jam). Ekstrak metanol Chlorella sp. disaring dan residu yang diperoleh diekstraksi
kembali dengan pelarut methanol hingga 3 kali pengulangan (warna ekstrak
pucat) dan filtrat yang diperoleh digabungkan menjadi satu. Filtrat hasil ekstraksi
dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak pekat yang
kemudian dihidrolisis menggunakan HCI 2 N dan dipartisi menggunakan pelarut
etil asetat.

Fraksi etil asetat diuji fitokimia senyawa steroid menggunakan reagen LB.
Fraksi etil asetat yang diduga positif steroid terhadap LB dilakukan pemisahan
senyawa aktif steroid menggunakan kromatografi kolom dengan perbedaan kolom

basah dan kolom kering menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (4:1) dengan
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penampungan 2 mL. Vial-vial hasil isolasi kolom dimonitoring menggunakan
Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) menggunakan fase diam silica gel
Fzs4, eluat yang mempunyai harga Rf yang sama dan bercak yang sama
dikumpulkan menjadi satu sebagai fraksi yang sama. Isolat yang diperoleh

diidentifikasi struktur zat aktif hasil kromatografi kolom menggunakan FTIR.

3.4  Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp.;
a. Sterilisasi alat;
b. Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4 %;
c. Kultivasi mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4 %;
d. Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp.;
2. Preparasi sampel biomassa mikroalga Chlorella sp.;
3. Analisis kadar air biomassa mikroalga Chlorella sp.;
4. Ekstraksi mikroalga Chlorella sp. dengan maserasi;
5. Hidrolisis dan partisi ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp.;
6. ldentifikasi senyawa steroid fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp.;
7. Pemisahan senyawa aktif yaitu steroid dengan kromatografi kolom basah dan
kromatografi kolom kering
8. Monitoring dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) menggunakan
fase diam silica gel Fosqs;
9. Identifikasi struktur senyawa isolat menggunakan FTIR;

10. Analisis data;
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3.5  Prosedur Penelitian
3.5.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
3.5.1.1 Sterilisasi Alat
Sterilisasi alat dilakukan dengan mencuci semua alat-alat yang digunakan

dengan air panas. Alat-alat tersebut ditutup dengan plastik atau alumunium foil.

3.5.1.2 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4 %

Ekstrak tauge dibuat dengan cara tauge kacang hijau 100 g yang telah
dicuci bersih direbus dalam 500 mL aquades yang mendidih selama 1 jam.
Ekstrak tauge 36 mL diambil dan dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 mL yang
berisi 864 mL aquades hingga diperoleh MET dengan konsentrasi 4 % (Prihantini,

dkk., 2005).

3.5.1.3 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4 %

Isolat mikroalga Chlorella sp. sebanyak 150 mL diinokulasikan ke dalam
masing-masing 900 mL MET 4 % (suhu 25 — 27 °C, pH 7) dan ditempatkan pada
rak yang dilengkapi dengan pencahayaan menggunakan lampu TL 36 watt
(intensitas cahaya 1000 — 4000 lux) dan diinkubasi selama 10 hari dengan

fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap (Prihantini, dkk., 2005).

3.5.1.4 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.
Pemanenan biomassa Chlorella sp. dilakukan pada hari ke-10 dengan cara
Chlorella sp. disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit.

Biomassa Chlorella sp. dipisahkan dari supernatannya (Desianti, dkk., 2014).
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3.5.2 Preparasi Sampel Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Biomassa Chlorella sp. diletakkan dalam suatu wadah untuk selanjutnya
dikeringanginkan selama + 48 jam pada suhu ruang (berkisar antara 25 — 30 °C).
Biomassa Chlorella sp. kering dikerok dan ditimbang. Hasil yang diperoleh

dicatat sebagai berat kering mikroalga Chlorella sp. (Imamah, dkk., 2015).

3.5.3 Analisis Kadar Air Mikroalga Chlorella sp. (AOAC, 1984)

Analisis kadar air dilakukan pada sampel kering mikroalga Chlorella sp.
cawan yang akan digunakan sebelumnya dipanaskan terlebih dahulu dalam oven
pada suhu 100 — 105 °C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar
airnya,kemudian cawan disimpan dalam desikator selama 10 menit. Cawan
tersebut kemudian ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama sampai
diperoleh berat cawan yang konstan. Biomassa Chlorella sp. ditimbang sebanyak
0,5 g dimasukkan dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya, kemudian
dikeringkan didalam oven pada suhu 100 — 105 °C selama 30 menit. Selanjutnya
sampel kering didinginkan dalam desikator, ditimbang kemudian dioven kembali
selama 30 menit. Perlakuan ini diulangi sampai diperoleh berat konstan. Kadar air
sampel biomassa mikroalga Chlorella sp. dihitung menggunakan rumus berikut

(AOAC, 1984);

Kadar air = % x 100%

Keterangan : a = berat cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat cawan + sampel setelah dikeringkan
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3.5.4 Maserasi Mikroalga Chlorella sp. (Imamah, dkk., 2015)

Biomassa Chlorella sp. kering dimasukkan ke dalam beaker glass 500 mL
dan ditambahkan pelarut metanol p.a dengan perbandingan 1:5 (b/v), kemudian
ditutup dengan aluminium foil. Maserasi dilakukan dengan pengocokan
menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm selama + 5 jam pada suhu
kamar. Selanjutnya disaring dengan menggunakan corong buchner. Residu yang
diperoleh dimaserasi kembali hingga + 3 kali proses ekstraksi (warna ekstrak
pucat). Filtrat yang diperoleh digabung menjadi satu kemudian dipekatkan dengan
rotary evaporator vacum hingga diperoleh ekstrak pekat metanol mikroalga
Chlorella sp. Ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang kemudian dihitung nilai

rendemen ekstrak yang dihasilkan (Khopkar, 2003):

B O I It
% Rendemen = 251428858 v 100 %

Berat sampel

3.5.5 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Metanol Mikroalga Chlorella sp.
Ekstrak metanol sebanyak 5 g dimasukkan ke dalam beaker glass,
kemudian dihidrolisis dengan 10 mL HCI 2 N dan distirrer menggunakan
magnetic stirrer hot plate selama 1 jam pada suhu ruang (Tensiska, dkk., 2007).
Hidrolisat yang diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat hingga pH
netral. Pelarut metanol dan etil asetat masing-masing ditambahkan sebanyak 25
mL kemudian dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan
organik dan lapisan air. Masing-masing lapisan yang terbentuk kemudian
dipisahkan. Proses partisi dilakukan hingga diperoleh fasa air bening. Lapisan

organik dimasukkan kedalam beaker glass kemudian dipekatkan dengan rotary
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evaporator vacuum lalu dialiri dengan gas N,. Ekstrak pekat yang diperoleh

selanjutnya ditimbang dan dihitung rendemennya (Imamabh, dkk., 2005).

3.5.6 Identifikasi Senyawa Steroid Fraksi Etil Asetat dalam Ekstrak

Metanol Mikroalga Chlorella sp.

Ekstrak mikroalga Chlorella sp. dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kemudian dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan ditambahkan 0,5 mL asam
asetat anhidrat. Selanjutnya ditambahkan 1 — 2 mL H,SO, pekat melalui dinding
tabung tersebut. Terbentuknya warna hijau kebiruan manunjukkan adanya steroid

(Indrayani, et al., 2006).

3.5.7 Pemisahan Senyawa Steroid menggunakan Kromatografi Kolom

Ekstrak hasil partisi fraksi etil asetat 0,1 g dalam 1 mL pelarut n-heksana
dan etil asetat (4:1) dipisahkan secara kromatografi kolom (d : 1,5 cm, p : 50 cm)
menggunakan fasa diam silika gel 60 Fs4 (0,063 — 0,200 mm) dan dielusi secara
isokratik dengan pelarut sebanyak 250 mL dengan penampungan 2 mL setiap
fraksi (kecepatan alir 2 mL/1-2 menit). Pemisahan dilakukan dengan perbedaan
metode yaitu pemisahan menggunakan kromatografi kolom pengisian fase diam
cara basah dan cara kering untuk mengetahui profil pemisahan yang dihasilkan.

a. Pengisian Fase Diam Cara Basah (Kusmiyati, dkk., 2011)

Silika gel 60 F,s4 untuk kolom sebanyak 10 g diaktivasi dengan pemanasan
dalam oven selama 2 jam pada suhu 110 °C, selanjutnya didinginkan dengan
meletakkannya dalam desikator. Pembuatan bubur dilakukan dengan cara silika
gel yang telah diaktivasi dicampur dalam 20 mL pelarut hingga homogen selama

*+ 1 jam. Bubur silika gel dimasukkan dalam kolom yang mula-mula telah terisi
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glasswool pada bagian bawah. Selama penambahan silika, dinding kolom diketuk-
ketuk sampai adsorben yang dihasilkan benar-benar mampat dan dipastikan tidak
ada gelembung udara, kemudian didiamkan selama + 24 jam. Sejumlah cuplikan
(0,1 o/ 1 mL) diimpregnasi pada silika gel lain dan dimasukkan ke dalam kolom
berisi adsorben kemudian ditambahkan sisa silika gel diatasnya. Eluen
ditambahkan untuk proses elusi, dimana posisi eluen harus selalu ada diatas silika
hingga diperoleh fraksi-fraksi. Proses elusi dilakukan secara isokratik membentuk
jalur-jalur serapan dari senyawa dengan posisi kran sedikit dibuka dan ditampung.
b. Pengisian Fase Diam Cara Kering (Ismarti, 2011)

Silika gel 60 Fys4 untuk kolom yang sudah diaktivasi sebanyak 10 g
dengan perbandingan berat sampel dan silika 1:10 dimasukkan dalam kolom.
Pengisian fase diam dilakukan dalam keadaan vakum, agar diperoleh kerapatan
kemasan maksimum. Sejumlah cuplikan (0,1 g/ 1 mL) diimpregnasi pada silika
gel lain dan dimasukkan dalam kolom berisi adsorben kemudian ditambahkan sisa
silika gel diatasnya. Elusi dilakukan secara isokratik hingga membentuk jalur-
jalur serapan dari senyawa. Eluen ditambahkan saat proses elusi, posisi eluen

harus selalu ada diatas silika hingga diperoleh fraksi-fraksi.

3.5.8 Monitoring Senyawa Steroid Secara KLTA

Hasil kromatografi kolom dimonitoring senyawa steroid menggunkan
KLTA. Plat silika Ggo F254 Yang sudah diaktivasi dengan pemanasan dalam oven
pada suhu 110 °C selama 30 menit berukuran 10 x 10 cm. Penotolan dilakukan
pada jarak £ 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler sebanyak 5 kali totolan

yang diselingi dengan pengeringan yang kemudian dielusi dengan fase gerak n-
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heksana : etil asetat (4 :1) (Marliana, 2007). Setelah gerakan fase gerak sampai
pada garis batas, elusi dihentikan. Noda-noda pada permukaan plat hasil
pemisahan dideteksi dengan menyemprotkan LB dan diamati dibawah sinar UV
pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Desianti, dkk.,2014), kemudian
dianalisis terbentuknya warna hijau kebiruan manunjukkan adanya steroid
(Indrayani, dkk., 2006). Eluat yang mempunyai harga Rf yang sama dan bercak
yang sama dikumpulkan menjadi satu sebagai fraksi yang sama. Fraksi yang

menunjukkan hasil positif steroid digabungkan (Utama, dkk., 2013).

3.5.9 Identifikasi dengan FTIR (Sukandana, 2011)

Penentuan struktur molekul isolat senyawa steroid dilakukan
menggunakan FTIR (Fourier Transform Infrared). Ekstrak pekat dicampur
dengan serbuk KBr dan digerus bersamaan menggunakan mortar agate. Hasil
gerusan dibuat pelet dengan tekanan 80 Torr (8 — 20 torr per satuan waktu) selama

10 menit. Pelet yang terbentuk dianalisis menggunakan FTIR.

3.6 Analisis Data

Metode yang digunakan adalah analisa deskriptif. Data yang diperoleh
merupakan fraksi-fraksi hasil partisi dimonitoring dengan Kromatografi Lapis
Tipis Analitik (KLTA) menggunakan fase diam silika gel Fjs Eluat yang
mempunyai harga Rf sama dikumpulkan menjadi satu. Isolat yang diperoleh
diidentifikasi struktur senyawa isolat menggunakan FTIR. Hasil identifikasi
senyawa aktif steroid dalam mikroalga genus Chlorella sp. dipaparkan dalam

bentuk spektra sehingga dapat diinterpretasikan hasilnya.



BAB IV
PEMBAHASAN

4.1  Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.
4.1.1 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4%

Budidaya mikroalga Chlorella sp. menggunakan teknik kultur bergantung
terhadap beberapa parameter penting. Menurut Brown (1991) upaya peningkatkan
produksi biomassa dapat dilakukan dengan memanipulasi faktor lingkungan
seperti cahaya, kadar CO,, suhu, pH, salinitas, bentuk wadah kultur, dan medium.
Salah satu parameter penting yang mendukung pertumbuhan mikroalga Chlorella
sp. adalah medium kultur. Komposisi nutrien yang lengkap dan konsentrasi

nutrien yang tepat dapat menghasilkan pertumbuhan biomassa yang optimum.

Medium yang digunakan dalam penelitian ini untuk menumbuhkan
mikroalga Chlorella sp. adalah MET 4 %. MET mengandung vitamin, mineral
serta asam amino yang dibutuhkan bagi pertumbuhan mikroalga (Richmond,
1986). MET juga mengandung makronutrien (K, P, Ca, Mg dan Na) yang
dibutuhkan oleh mikroba sebagai komponen penyusun sel serta mikronutrien (Fe,
Zn, Mn dan Cu) dibutuhkan oleh sel baik sebagai kofaktor enzim maupun
komponen pembentuk klorofil (Wulandari, dkk., 2010). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa MET 4 % dari hasil air rebusan tauge yang diperoleh
berwarna kekuningan dan sedikit kental. Hal ini diasumsikan kandungan nutrien
dari tauge telah terekstrak dalam air. Ekstrak tauge diencerkan dengan aquades
hingga konsentrasi 4 % sehingga warnanya akan memudar menjadi lebih bening.

Seperti yang ditunjukkan pada Lampiran 4 (L.4.1).
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4.1.2 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4%

Kultivasi mikroalga Cholrella sp. merupakan suatu tahapan untuk
menumbuhkan mikroalga Chlorella sp. dalam MET 4 % sehingga didapatkan
biomassa Chorella sp. dengan pertumbuhan yang lebih pesat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kultivasi mikroalga Chlorella sp. pada medium ekstrak tauge
(MET) 4 % terjadi perubahan warna kultur setiap harinya (hari ke-0 sampai hari
ke-10) yaitu mulai dari warna hijau kekuningan sampai dengan hijau pekat.
Perubahan warna kultur mikroalga Chlorella sp. selama dikultivasi pada MET 4
% ditunjukkan pada Lampiran 4 (L.4.2). Prihantini, dkk., (2007) menyatakan
bahwa gradasi warna hijau kultur menunjukkan peningkatan jumlah sel serta
mengindikasikan kadar klorofil yang terkandung dalam sel. Hal ini menunjukkan
bahwa mikroalga Chlorella sp. dapat tumbuh dengan baik pada MET 4 %.

Pertumbuhan mikroalga Chlorella sp. dapat berlangsung optimum ketika
memperoleh intensitas cahaya yang cukup untuk dapat mengadakan fotosintesis.
Selain intensitas cahaya yang cukup, fotoperiode juga memegang peranan penting
sebagai pendukung pertumbuhan alga (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995).
Sumber cahaya yang digunakan sebagai pengganti sinar matahari untuk dapat
mengadakan fotosintesis adalah lampu TL (Tube Lamp) 36 watt (intensitas cahaya
1000-4000 lux) dengan pengaturan fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam

gelap yang dianalogikan sebagai pengganti siang dan malam.

4.1.3 Pemanenan Biomassa Mikroalga Chlorella sp.
Pemanenan biomassa Chorella sp. bertujuan untuk memperoleh biomassa

Chlorella sp. hasil kultivasi. Pemanenan biomassa mikroalga Chlorella sp.
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dilakukan pada hari ke-10 yang merupakan fase stasioner dari pertumbuhan
mikroalga tersebut. Berdasarkan penelitian Khamidah, dkk., (2013) pada hari ke-
10 mikroalga Chlorella sp. menghasilkan kelimpahan sel tertinggi sebesar
4,88x10° sel/mL serta memiliki aktivitas antibakteri tertinggi dengan zona hambat
9,9 mm terhadap bakteri E.coli dan 12,0 mm terhadap bakteri S.aureus.
Pemanenan mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan cara memisahkan
biomassa dari filtratnya. Hasil kultur mikroalga Chlorella sp. yang telah
diendapkan dalam suatu wadah, disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama
15 menit sehingga terpisah antara biomassa dengan filtratnya. Biomassa yang
diperoleh dari lima kali kultivasi dilakukan berkelompok menghasilkan biomassa
berwarna hijau pekat, sedikit kental serta mengandung cukup air (694,74 Q)
(Fasya, dkk., 2016). Hasil pemanenan biomassa Chlorella sp. ditunjukkan pada

Lampiran 4 (L.4.3).

4.2 Preparasi Sampel Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Preparasi sampel mikroalga Chlorella sp. dilakukan dengan cara
pengeringanginan biomassa mikroalga Chlorella sp. pada suhu ruang selama + 2-
3 hari. Pengeringanginan dimaksudkan untuk menguapkan kandungan air yang
terdapat pada sampel biomassa mikroalga tersebut. Kandungan air yang teruapkan
dari sampel dapat meminimalisir kerusakan akibat degradasi mikroorganisme,
mencegah tumbuhnya jamur serta tidak merusak komposisi kimia didalamnya
sehingga dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama. Pengeringanginan

biomassa Chlorella sp. seperti yang ditunjukkan pada Lampiran 4 (L.4.4).
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Hasil yang diperoleh dari proses sekali pengeringan biomassa Chlorella
sp. dilakukan berkelompok adalah 10,17 g dengan rendemen sebesar 1,4638 %
(Faysa, dkk., 2016). Sampel kering dari tiga kali pengeringan dikumpulkan

menjadi satu untuk digunakan pada proses maserasi.

4.3  Analisis Kadar Air Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

Analisis kadar air dilakukan untuk mengetahui banyaknya kandungan air
yang terdapat dalam sampel biomassa mikroalga Chlorella sp. sehingga dapat
diketahui ketahanan sampel terhadap daya simpannya. Kadar air yang terkandung
kurang dari 11 % maka kestabilan optimum bahan akan dapat tercapai dan
pertumbuhan mikroba dapat dikurangi (Puspita, 2011). Pada proses ini sampel
diusahakan memiliki kadar air seminimal mungkin agar sampel dapat disimpan
dalam jangka waktu yang lebih lama. Berdasarkan hasil pengukuran kadar air
sampel biomassa mikroalga Chlorella sp. kering sebesar 10,33 % dengan waktu

pengeringan * 48 jam.

4.4 Ekstraksi Senyawa Aktif Biomassa Chlorella sp.

Proses ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah maserasi.
Menurut Imamah, dkk., (2015) pelarut yang sesuai yang dapat digunakan untuk
maserasi mikroalga Chlorella sp. adalah pelarut metanol p.a dengan perbandingan
sampel dan pelarut adalah 1:5. Pemilihan pelarut metanol dimaksudkan agar
senyawa dalam mikroalga Chlorella sp. yang memiliki tingkat kepolaran sama
dengan pelarut metanol mudah terekstrak. Senyawa steroid cenderung bersifat non

polar atau semi polar, namun senyawa steroid dapat larut dalam pelarut metanol
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yang bersifat polar. Hal ini diduga senyawa steroid pada ekstrak metanol terikat
pada ikatan glikosida sehingga dapat terekstrak dalam pelarut metanol. Beberapa
persenyawaan steroid yang mengandung banyak gugus —OH sifatnya cenderung
lebih polar (Sriwahyuni, 2010). Berdasarkan prinsip like dissolve like senyawa
aktif akan terekstraksi ke dalam pelarut pada tingkat kepolaran yang sama.

Selain pelarut yang sesuai, waktu perendaman juga memiliki peranan
penting terhadap hasil ekstraksi. Semakin lama waktu perendaman, maka kontak
antara pelarut dengan sampel semakin besar sehingga senyawa yang terekstrak
lebih banyak. Hasil maserasi menunjukkan maserat dari mikroalga Chlorella sp.
yang semula berwarna hijau kehitaman berubah menjadi lebih terang dan sampel
berwarna hijau pucat. Hal ini diasumsikan bahwa senyawa aktif yang terdapat
pada sampel mikroalga Chlorella sp. sudah terekstrak.

Ekstrak hasil maserasi dilakukan berkelompok menghasilkan rendemen
ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. 21,8926 % dengan berat ekstrak 6,5679 g

berwarna hijau tua pekat (Fasya, dkk., 2016).

4.5  Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Metanol

Hidrolisis ekstrak pekat metanol mikroalga Chlorella sp. dengan HCI 2 N
dimanfaatkan sebagai katalis asam untuk mempercepat reaksi pemutusan ikatan
glikosida antara senyawa glikon (gula) dan aglikon (bukan gula). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa sampel sebelum dihidrolisis memiliki tingkat kekentalan
lebih tinggi dari pada setelah dihidrolisis. Hal ini dimungkinkan karena gaya
antarmolekul antara senyawa metabolit sekunder yang masih berikatan dengan

gugus gula. Sedangkan setelah dihidrolisis gaya antarmolekul yang terbentuk
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lebih sedikit karena gugus gula yang terikat oleh metabolit sekunder telah terputus
menjadi glikon (gula) dan aglikon (metabolit sekunder). Reaksi hidrolisis
merupakan reaksi reversible (dapat balik), sehingga apabila tidak dihentikan maka
akan terbentuk kembali ikatan glikosida antara glikon dan aglikon. Penetralan
dengan natrium bikarbonat dilakukan untuk menghentikan reaksi hidrolisis
dengan ditandai terbentuknya gelembung-gelembung yang diduga merupakan gas
CO; hasil reaksi dari HCI dan NaHCOs.

Ekstrak metanol mikroalga Chlorella sp. hasil hidrolisis dipartisi
menggunakan pelarut etil asetat untuk mengekstrak senyawa steroid yang
memiliki tingkat kepolaran yang sama dengan pelarut etil asetat yaitu semi polar.
Hasil pengamatan menunjukkan terbentuk dua lapisan, lapisan atas sebagai fase
organik dan lapisan bawah sebagai fase air. Hal ini terjadi karena perbedaan nilai
densitas antara keduanya, berat jenis etil asetat (0,900 g/mL) lebih kecil
dibandingkan dengan berat jenis air (1 g/mL).

Ekstrak hasil partisi dilakukan berkelompok menghasilkan rendemen
80,95 % dengan berat ekstrak 2,0278 g (0,2 g untuk kolom) berwarna hijau
kehitaman (Fasya, dkk., 2016). Nilai rendemen yang cukup besar menunjukkan
bahwa senyawa yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. kebanyakan

memiliki tingkat kepolaran yang sama dengan pelarut etil asetat.

4.6 ldentifikasi Senyawa Steroid Fraksi Etil Asetat dalam Ekstrak Metanol
Mikroalga Chlorella sp.
Skrining fitokimia dilakukan untuk memberikan gambaran tentang golongan

senyawa yang terkandung dalam ekstrak (Kristanti dkk., 2008). Uji fitokimia
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senyawa steroid dapat dilakukan dengan penambahan pereaksi Liebermann-
Burchard, terbentuk larutan berwarna biru dan hijau menunjukkan reaksi positif
mengandung senyawa steroid (Nohong, 2009). Menurut Halimah (2010) senyawa
steroid akan mengalami dehidrasi dengan adanya penambahan asam kuat yang

memberikan sejumlah reaksi warna.

Hasil identifikasi uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak metanol fraksi
etil asetat mikroalga Chlorella sp. positif mengandung senyawa steroid yang
ditandai dengan terbentuknya warna hijau kebiruan. Hasil penelitian Imamah,
dkk., (2015) menunjukkan bahwa ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga

Chlorella sp. mengandung golongan senyawa steroid.

4.7  Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Kolom dan

Monitoring Secara KLTA

Isolasi senyawa steroid dari ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga
Chlorella sp. pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode kromatografi
kolom. Teknik pemisahan didasarkan pada perbedaan kecepatan perambatan
komponen-komponen dalam suatu media. Pemisahan menggunakan kromatografi
kolom merupakan metode pemisahan yang didasarkan pada distribusi komponen
campuran ke dalam dua fase antara fase gerak dan fase diam. Fase diam akan
menahan komponen campuran sedangkan fase gerak akan melarutkan zat
komponen campuran. Komponen yang lebih cenderung terdistribusi ke dalam fase
diam akan tertahan dan terelusi lebih lama, sedangkan komponen yang lebih

terdistribusi ke fase gerak akan bergerak lebih cepat dan terelusi terlebih dahulu.
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Pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp.
dilakukan dengan variasi metode kromatografi kolom pengisian fase diam cara
basah dan cara kering. Fase diam silika gel 60 Fy4 (0,063-0,200 mm) untuk
kolom kromatografi sebanyak 10 g diaktivasi dalam oven pada suhu 100 °C
selama = 2 jam bertujuan untuk menguapkan kandungan air yang terdapat pada
silika gel sehingga gugus —OH yang terikat pada silika gel menjadi aktif. Adanya
ikatan hidrogen antara gugus —OH dengan molekul air yang terikat pada silika gel
mengakibatkan interaksi antarmolekul gugus —OH (pada silika gel) dengan
senyawa yang akan dipisahkan dari komponen campuran menjadi kurang
maksimal. Ekstrak hasil partisi etil asetat dengan konsentrasi 100.000 ppm (0,1
g/l mL) diimpregnasi dengan silika gel lain (Kusmiyati, dkk., 2011) dan
dipisahkan secara kromatografi kolom (p: 50 cm, d: 1,5 cm) membentuk jalur-

jalur serapan dari senyawa.

Fase gerak yang digunakan pada penelitian ini adalah eluen terbaik hasil
KLT analitik yaitu n-heksana : etil asetat (4:1). Imamah, dkk., (2015) dalam
penelitiannya mengatakan bahwa hasil pemisahan terbaik secara KLT analitik
senyawa steroid fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. adalah menggunakan
eluen n-heksana : etil asetat (4 : 1) menghasilkan 12 noda. Pemilihan fase gerak
yang tepat dapat mendukung keberhasilan dalam pemisahan senyawa dari
komponen campuran. Fase gerak terbaik dipilih berdasarkan kemampuannya
dalam memisahkan senyawa target dari komponen campuran yang ditentukan
melalui profil pemisahannya (bentuk spot yang jelas dan tidak berekor). Fase
gerak akan membawa senyawa-senyawa terpisah dari komponen campuran dan

ditampung setiap 2 mL dalam botol vial untuk meminimalisir terjadinya
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percampuran senyawa satu dengan senyawa lain (Ningsih, dkk., 2006). Istilah
botol vial dimaksudkan sebagai wadah penampungan hasil kolom. Vial-vial yang
ditampung hasil pemisahan kromatografi kolom seperti yang ditunjukkan pada

Lampiran 4 (L.4.9).

4.6.1 Kromatografi Kolom Cara Basah

Pemisahan dengan kromatografi kolom pengisian fase diam cara basah,
fase diamnya berbentuk bubur silika. Bubur silika dalam kolom (t:20,5 cm)
diketuk-ketuk hingga tidak terbentuk gelembung (Kristanti, dkk., 2008) dan
didiamkan selama + 24 jam (t:18 cm) untuk memaksimalkan kerapatan dari fase
diam. Kerapatan fase diam besar pengaruhnya terhadap kemampuan menjerap
suatu komponen. Semakin rapat fase diam yang terbentuk semakin kuat daya
jerap suatu komponen, sehingga pemisahan yang terbentuk menjadi optimal.
Pembuatan bubur silika mengakibatkan kerapatan dari fasa diam yang terbentuk
menjadi maksimal. Hal ini dimungkinkan karena adanya gaya antarmolekul antara
eluen dengan silika. Pergerakan suatu komponen bergantung pada
kecenderungannya terhadap dua fase (fase diam dan fase gerak). Steroid yang
bersifat semipolar-non polar akan terjerap lemah pada fase diam (silika) dan
cenderung bergerak cepat daripada komponen lainnya. Hal ini terjadi karena silika
yang digunakan sebagai fase diam bersifat polar, senyawa yang memiliki tingkat
kepolaran yang sama dengan silika akan terjerap kuat dan cenderung tertahan
lebih lama dalam kolom sedangkan senyawa yang berbeda kepolaran dengan
silika akan terjerap lemah dan cenderung bergerak lebih cepat keluar dari kolom.

Kerapatan fase diam dapat mempengaruhi laju alir, dimana laju alir juga besar
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pengaruhnya terhadap hasil pemisahan. Jika laju alir terlampau cepat ataupun
lambat mengakibatkan interaksi antara senyawa dengan fase diam menjadi kurang

maksimal, akibatnya pemisahan yang terbentuk menjadi kurang optimal (berekor).

Eluen sebanyak 250 mL digunakan mengelusi senyawa steroid dalam
ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. menghasilkan 117 pada
vial-vial penampungan (laju alir 2 mL/2 menit 20 detik). Tiap-tiap vial hasil
kromatografi kolom dianalisis secara KLTA sehingga dapat diamati profil
pemisahannya. Spot noda hasil KLTA diamati dalam lampu UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366. Gandjar dan Rohman (2007) menyatakan bahwa
lempeng KLT akan mengemisikan suatu fluoresensi hijau ketika disinari lampu
UV A 254 nm. Sedangkan pada A 366 nm lempeng KLT berwarna gelap saat
disinari lampu UV dan noda hasil pemisahan berfluoresensi sehingga noda dapat

teramati. Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.1
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Gambar 4.1 Hasil monitoring pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat
mikroalga Chlorella sp. metode kromatografi kolom cara basah
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Spot noda yang mempunyai harga Rf sama dan bercak yang sama

dikumpulkan menjadi satu sebagai fraksi yang sama (Utama, dkk., 2013). Hal ini

menunjukkan bahwa senyawa tersebut merupakan senyawa yang sama. Sementara

itu, hasil isolasi senyawa yang menunjukkan positif steroid (warna hijau atau biru)

digabungkan menjadi satu fraksi (Ismarti, 2011). Istilah fraksi dimaksudkan

sebagai kelompok hasil isolasi senyawa dalam vial-vial penampungan yang

memiliki harga Rf, bentuk spot, dan warna spot yang sama. Tabel monitoring

pemisahan steroid cara basah ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil monitoring pemisahan steroid kromatografi kolom cara basah

Fraksi | Vial ke- | Y-Spot Warna Spot Bentuk Spot Rf

y : . bulat, bulat, | 0,587; 0,487;

B.1 1-8 3 biru, biru, biru bulat 0,075
biru-merah, biru, bulat, bulat, 0,587: 0,487;

B2 B s biru bulat 0,075
biru-merah- berekor, bulat, | 0,550; 0,487;

el | e . hijau, biru, biru bulat 0,075
B4 17 4 hijau, biru, bulat, bulat, 0,537; 0,487;
' merah, biru bulat, bulat 0,387; 0,075
hijau, biru, bulat, bulat, 0,537; 0,487;

2 Y Lol 3 merah bulat 0,387
biru, biru, merah bulat, bulat, 0,587: 0,487;
B.6 21-24 5 kehitaman, berekor, bulat, | 0,400; 0,300;

merah, merah bulat 0,237
B.7 25 2 biru, merah bulat, berekor | 0,487; 0,400
biru, merah, bulat, bulat, 0,487; 0,387;

B.8 30 . merah bulat 0,225

B.9 40 1 merah Bulat 0,225
B.10 50 2 merah, merah bulat, bulat 0,225; 0,125
biru, merah, bulat, bulat, 0,487; 0,125,

B.11 60 3 merah bulat 0,043
. . bulat, bulat, 0,487; 0,125;

B.12 70-85 biru, merah, biru bulat 0,075
B.13 86-117 2 biru, biru bulat, bulat | 0,587; 0,487
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Berdasarkan Tabel 4.1 diperoleh bahwa vial 1-8 dalam fraksi (B.1)
menampakkan tiga noda berwarna biru yang dimungkinkan merupakan golongan
steroid (6,5 mg) dengan rendemen sebesar 6,5 %. Penampakan tiga noda dalam
satu fraksi menunjukkan bahwa dalam fraksi tersebut mengandung campuran dari
tiga senyawa berbeda yang diduga sebagai senyawa target (steroid). Sementara itu
pada vial 86-117 dalam fraksi (B.13) menampakkan dua noda berwarna biru yang
juga dimungkinkan senyawa steroid (6,7 mg) dengan rendemen sebesar 6,7 %.
Penampakan dua noda dalam satu fraksi menunjukkan bahwa dalam fraksi
tersebut mengandung campuran dari dua senyawa berbeda yang diduga sebagai

senyawa target (steroid), sehingga dibedakan dalam fraksi lain.

4.6.2 Kromatografi Kolom Cara Basah Kering

Pemisahan dengan kromatografi kolom pengisian fase diam cara kering,
fase diamnya berbentuk butiran silika kering. Berbeda dengan kromatografi
kolom pengisian fase diam cara basah, kolom pengisian fase diam cara kering
dikemas tanpa mencampurkan fase diam dengan fasa geraknya (Kristanti, dkk.,
2008). Silaka dalam kolom divakum untuk membentuk lapisan fase diam yang
rapat (t: 19,5 cm). Eluen sebanyak 250 mL digunakan untuk mengelusi senyawa
steroid dalam ekstrak metanol fraksi etil asetat mikroalga Chlorelia sp.
menghasilkan 107 pada vial-vial penampungan (laju alir 2 mL/ 1 menit 50 detik).
Sama halnya dengan metode kromatografi kolom cara basah, tiap vial hasil
kromatografi kolom dianalisis secara KLTA sehingga didapatkan profil
pemisahan cara kering. Hasil monitoring pemisahan steroid kromatografi kolom

pengisian fase diam cara kering ditunjukkan pada Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Hasil monitoring pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat
mikroalga Chlorella sp. metode kromatografi kolom cara kering

kering ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel hasil monitoring pemisahan steroid metode kromatografi kolom cara

Tabel 4.2 Hasil monitoring pemisahan steroid kromatografi kolom cara kering

Fraksi | Vial ke- | >-Spot Warna Spot Bentuk Spot Rf
1 - £ - L

K.1 2 2 merah, merah bulat, bulat 0,668; 0,556
K2 3-4 3 merah, merah- bulat, berekor, | 0,668; 0,556;

! hijau merah berekor 0,387
hijau, merah, bulat, berekor, | 0,537; 0,387;

K.3 5-10 3 merah bulat 0,225
K.4 15-20 2 merah, merah, berekor, bulat | 0,387; 0,225
biru, merah, bulat, berekor, | 0,487; 0,225;

K5 U 3 merah bulat 0,125
biru. biru. merah bulat, bulat, 0,587; 0,487;
K.6 40-80 5 n%erah’ biru ' bulat, bulat, 0,225; 0,125;

' bulat 0,075
. . . bulat, bulat, | 0,587; 0,487;

K.7 90-107 3 biru, biru, biru bulat 0,075

Berdasarkan Tabel 4.2 diperoleh bahwa vial 90-107 dalam fraksi (K.7)
menampakkan tiga noda berwarna biru yang dimungkinkan merupakan golongan

steroid (2,5 mg) dengan rendemen 2,5 %. Sama halnya dengan metode
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kromatografi kolom cara basah, dalam satu fraksi menampakkan campuran tiga
senyawa berbeda yang diduga sebagai senyawa target (steroid).

Pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp.
menggunakan metode pengisian fase diam cara basah menghasilkan dua
kelompok fraksi (B.1 dan B.13) sedangkan metode pengisian fase diam cara

kering menghasilkan satu kelompok fraksi steroid (K.7).

4.8 Identifikasi Menggunakan FTIR

Kelompok fraksi (B.13 dan K.7) dari masing-masing metode kolom
kromatografi yang diduga merupakan senyawa steroid diidentifikasi
menggunakan FTIR. Analisis FTIR dilakukan untuk mengetahui gugus-gugus
fungsi, sehingga dapat ditentukan struktur molekul senyawa. Spektra FTIR dari
fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. pemisahan menggunakan kromatografi

kolom cara basah dan kering dapat dilihat pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Spektra hasil Identifikasi FTIR kolom basah dan kering
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Gugus e Bilangan B Bilangan B - B
Fungsi elombang (cm™) | Gelombang ((_:m ) | Referensi (v,cm™)
Kolom Basah Kolom Kering
e 0450 (Socrates, 1904)
-C-H 2925 dan 2854 2925 dan 2854 (Siifgtgg; ,2%20)
(g;?r) o L76g (Su;r;fr%;iln7,320010)
CH(CHy), | 1463 dan 1380 1463 dan 1382 (lsﬁf,aar:‘i‘? 2131814)
C-O 1273 dan 1187 1273 dan 1187 (Solcg;ggé;lf;)g@
(selgj-r:!ler) e WL (Suplrﬁrérl]-.alan,S;OlO)

Hasil analisis FTIR dari fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp. baik

metode cara basah maupun kering berdasarkan Tabel 4.3, menunjukkan adanya

pita serapan gugus —OH, -C-H, C=0, C-O stretching, C-OH alkohol sekunder,

-CH(CHg3), geminal dimetil. Gugus geminal dimetil lazim ditemukan pada

senyawa steroid (Astuti, 2014).

Berdasarkan serapan gugus-gugus fungsi yang muncul diduga kuat

senyawa steroid yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp. fraksi etil asetat

hasil kromatografi

kolom baik menggunakan cara basah maupun Kkering

merupakan senyawa yang sama yaitu senyawa steroid turunan kolesterol.

OH-sekunder

ester

S
Cel

‘u,

Geminal Dimetil

Gambar 4.4 Dugaan struktur senyawa steroid dalam mikroalga Chlorella sp.

fraksi etil asetat.
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4.9  Pemanfaatan Mikroalga Chlorella sp. dalam Perspektif Islam

Al-Qur’an tidak menuntut umat manusia untuk menerima begitu saja apa
yang telah disampaikan. Melainkan memaparkan masalah dan membuktikannya
dengan argumentasi-argumentasi. Firman Allah SWT dalam surat Thaha (20): 53,
menjelaskan bahwasannya Allah SWT menciptakan bermacam-macam (ukuran,
bentuk, warna, rasa, bau) tumbuhan yang ada di muka bumi ini bukan tanpa
alasan, sebab setiap tanaman itu baik dan indah serta memiliki manfaatnya
masing-masing. Mikroalga Chlorella sp. merupakan satu dari banyak contoh
tumbuhan yang Allah SWT ciptakan. Mikroalga Chlorella sp. tergolong
tumbuhan hijau tingkat rendah berukuran 2—8 um, berbentuk bulat seperti cawan
atau lonceng dengan posisi menghadap ke atas (Amaliyah, dkk., 2013).

Segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah SWT tidak ada yang sia-sia dan

penuh hikmah. Sebagaimana firman Allah SWT dalam surat Shaad (38): 27,

7176 AO00 W 3 s €GHORAREE o 6560
o HOULE &0 o 4200 SVIBT Do o0
OxEQ A Fo S OIv¢ HE 0@ § X0 20eH
OxEQ AL W <=r0®dw § BXONOX AR

EX P B O OCwa 3 BN Y B OKOX MK @

“Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara
keduanya tanpa hikmah, yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir,
Maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.”

Maksud dari ayat tersebut dalam tafsir Jalalain adalah (Dan kami tidak
menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada diantara keduanya dengan batil)
dengan main-main. (Yang demikian itu) yakni penciptaan hal tersebut tanpa
hikmah (Jalaludin, dkk., 2008). Menurut tafsir Ibnu Katsir surat al Mu’minun

(23): 20 bahwa buah zaitun itu dapat dijadikan minyak dan juga dapat dijadikan
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pelezat makanan. Sedangkan dalam surat an-Nahl (16): 67 dalam tafsir lbnu
Katsir menjelaskan buah kurma maupun anggur (kismis), dan segala yang sudah
diolah dari kedua buah tersebut baik itu berupa manisan, cuka, maupun minuman
perasan. Hal ini kembali ditegaskan Fattah (2010) bahwa zaitun, kurma, anggur

dan beberapa tumbuhan lainnya berkhasiat sebagai obat.

Petunjuk bahwasannya Allah SWT menciptakan segala sesuatu penuh
hikmah untuk dapat diambil manfaatnya tidak hanya ditujukan pada buah zaitun,
kurma dan anggur saja namun juga tumbuhan lainnya seperti yang ditegaskan
dalam surat Lugman (31): 10 bahwa Allah menumbuhkan segala macam tumbuh-
tumbuhan yang baik tanpa terkecuali mikroalga Chlorella sp.. Berdasarkan
beberapa penelitian senyawa aktif yang terkandung dalam mikroalga Chlorella sp.
memiliki banyak manfaat, diantaranya yaitu steroid memberikan efek toksisitas
terhadap larva udang Artemia selina Leach (LCs fraksi etil asetat 43,3044 ppm)
(Desianti, dkk., 2014), aktivitas antioksidan (ECso ekstrak metanol 18,610 ppm)
(Bariyyah, dkk., 2013) dan aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli (zona
hambat ekstrak metanol 16,5 mm) pada konsentrasi 20 % fase stasioner
(Khamidah, dkk., 2014). Salah satu optimalisasi untuk memperoleh senyawa
tersebut dilakukan metode pemisahan kromatografi kolom cara basah dan cara
kering. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi B.13 (cara basah) dan fraksi
K.7 (cara kering) diduga merupakan senyawa steroid, dengan informasi serapan —
OH, -C-H, C=0, C-O0 stretching, -CH(CH3;), geminal dimetil dan C-OH alkohol

setelah diidentifikasi menggunakan FTIR.
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BAB V

PENUTUP

5.1  Kesimpulan

1. Pemisahan senyawa steroid fraksi etil asetat mikroalga Chlorella sp.
menggunakan kromatografi kolom pengisisan fase diam cara basah diperoleh
dua kelompok fraksi steroid (B.1 dan B.13), sedangkan pada pengisian fase
diam cara kering diperoleh satu kelompok fraksi steroid (K.7).

2. ldentifikasi senyawa steroid hasil kromatografi kolom cara basah dan kering
menggunakan FTIR menghasilkan pita serapan gugus —OH, —CH(CHs),
(geminal dimetil), -C—H, C=0, C-O stretching, C-OH (alkohol) yang diduga

merupakan kelompok steroid turunan kolesterol.

5.2  Saran
Penelitian selanjutnya diharapkan melakukan re-kolom hasil kromatografi
kolom pengisian fase diam cara basah pada isolasi senyawa steroid fraksi etil

asetat mikroalga Chlorella sp. sehingga diperoleh isolat steroid yang lebih murni.
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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian
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Isolat mikroalga Chlorella sp.

A

Kultivasi Chlorella sp. pada MET 4%

A

A

Pemanenan

Preparasi sampel

A\ 4

Analisis

kadar air

h

A

Ekstraksi maserasi

!

Pemekatan dengan rotary evaporator vacum

v

Ekstra

k pekat

A

Hidrolisis asam (HCI 2N) dan partisi dengan etil asetat

A4

Pemisahan menggunakan kromatografi kolom

!

Identifikasi Senyawa Steroid

cara basah

cara kering

Monitoring dengan KLTA

A

Identifikasi menggunakan FTIR

70




71

Lampiran 2. Skema Kerja
L. 2.1 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.

L. 2.1.1 Sterilisasi Alat

Sampel

- ditutup alat-alat yang disterilkan dengan aliminium foil
atau kapas.

- dimasukkan ke dalam autoklaf dan diatur pada suhu
121°C dengan tekanan 15 psi (per square inchi).

- Sterilisasi untuk alat dilakukan selama 15 menit

\
Hasil

L. 2.1.2 Pembuatan Medium Ekstrak Tauge (MET) 4 %

Sampel

- direbus 100 gram tauge dalam 500 mL akuades yang mendidih
selama +1 jam.

- dipisahkan tauge dengan filtratnya.

- diambil ekstrak tauge (filtrat)

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000 mL.

- dilarutkan ke dalam akuades 864 mL hingga diperoleh ekstrak
tauge dengan konsentrasi 4 % (pH 7).

\4
Hasil

L. 2.1.3 Kultivasi Chlorella sp. dalam MET 4 %

Sampel

- diinokulasikan 150 mL kultur Chlorella sp. ke dalam 864 mL
medium ekstrak tauge.

- diletakkan labu kultur ke dalam rak kultur dengan pencahayaan 2
buah lampu TL 36 Watt (Intensitas cahaya 1000- 4000 lux) dan
fotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap

\ 4
Hasil
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L. 2.1.4 Pemanenan Mikroalga Chlorella sp.

Sampel
- dipanen Chlorella sp. yang telah dikultivasi dan mencapai fase
stasioner (10 hari) dengan cara disentrifuse selama 15 menit dengan
kecepatan 3000 rpm sehingga terpisah antara biomassa dengan filtrat

Hasil

L. 2.2 Preparasi sampel

Sampel

- Diambil seluruhnya
- Dikeringanginkan selama 48 jam
pada suhu 25 — 30 °C

\ 4

Hasil

L. 2.3 Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

Sampel Chlorella sp.

L dipanaskan cawan dalam oven pada suhu 100 — 105 °C sekitar 15 menit
- disimpan cawan dalam desikator sekitar 10 menit

- ditimbang hingga diperoleh berat konstan

- ditimbang sampel sebanyak 0,5 gram

- dimasukkan dalam cawan porselen

- dikeringkan dengan oven pada suhu 100-105 °C sekitar + 30 menit

- didinginkan dalam desikator sekitar 10 menit

- ditimbang

- diulangi hingga diperoleh berat konstan

- dihitung kadar air dengan rumus :

Kadar air = g)’:g x 100 %

keterangan:
a = bobot cawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan
¢ = bobot cawan + sampel setelah dikeringkan
100

100 — % kadar air
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi

Faktor koreksi =

\ 4

Hasil




L. 2.4 Ekstraksi Mikroalga Chlorella sp. dengan Maserasi

Sampel

- ditimbang sebanyak 30 gram

- diekstraksi maserasi dengan metanol 150 mL

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

- disaring dengan corong Buchner
v

v K
Ekstrak metanol Ampas

- dipekatkan menggunakan rotary - Dimaserasi kembali
evaporator hingga 5 kali proses

- dialiri ekstrak pekat dengan gas N> y ekstraksi

= Hasil

Ekstrak pekat

ditimbang ekstrak pekat
dihitung rendemen

Hasil

L. 2.5 Hidrolisis dan Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Metanol
Sampel

- dimasukkan ekstrak pekat fraksi metanol 2,5 gram dalam
beaker glass

- ditambahkan 5 mL asam klorida (HCI) 2N dalam ekstrak pekat

- diaduk selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer hot plate
pada suhu ruang

- ditambahkan dengan natrium bikarbonat sampai PH-nya netral

- dipartisi hidrolisat menggunakan 12,5 mL pelarut etil asetat

v dengan dua kali pengulangan.

v

Hasil Partisi Ampas

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator
- dialiri ekstrak pekat dengan gas N2

A 4

Ekstrak pekat

- ditimbang ekstrak pekat

- dihitung rendemen
A 4

Hasil
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L.2.6. Identifikasi senyawa steroid

Ekstrak

- diambil ekstrak dan dimasukkan dalam tabung reaksi

- dilarutkan dengan 0,5 mL kloroform

- ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditambahkan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung

A
Hasil

L. 2.7. Pemisahan Senyawa Steroid Menggunakan Kolom Basah dan Kolom
Kering

a. Kolom Basah

Silica gel 60 Fys4

- ditimbang 10 g
- diaktivasi dengan pemanasan dalam oven * 2 jam (110 °C)

- didinginkan dalam desikator
A 4

Silica gel 60 Fs,4 teraktivasi

- dimasukkan dalam beaker glass 100 mL
- ditambahkan eluen n-heksana : etil asetat (4:1) 20 mL

I distirer hingga homogen
y

98]

ubur Silica gel 60 Fzsy4

- dimasukkan ke dalam kolom yang sudah terdapat glasswool
- didiamkan selama * 24 jam

- dimasukkan 0,1 gr/1 mL sampel yang telah diimpregnasi dengan silica gel
- dibuka kran sedikit

- ditampung eluen tiap 2 mL
- ditambah eluen untuk elusi selanjutnya (pastikan silica gel tidak kering)

v

Fraksi-fraksi
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b. Kolom Kering

Silica gel 60 Fys4

- ditimbang 10 g
- diaktivasi dengan pemanasan dalam oven * 2 jam (110 °C)
- didinginkan dalam desikator

A\ 4
Silica gel 60 Fs4 teraktivasi

- dimasukkan dalam kolom

- divacum

- dimasukkan 0,1 gr/1 mL sampel yang telah diimpregnasi dengan silica gel
- dimasukkan sisa silika

- dibiarka kran terbuka

- dielusi dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1)

s ditampung tiap 2 mL

Fraksi-Fraksi

L. 2.8. Monitoring Senyawa Steroid dengan KL T Analitik

Fraksi hasil kolom

- dipotong masing-masing plat dengan ukuran 10 x10 cm

- ditotolkan sebanyak 5 totol pada jarak + 1 cm dari tepi bawah plat
silika gel F2s4 dengan pipa kapiler

- dikeringkan dan dielusi dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1)
(Marliana, 2007)

- dihentikan setelah gerakan larutan pengembang sampai pada garis
batas elusi dan dikeringkan plat hasil elusi,

- diperiksa permukaan plat dibawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm

- diamati profil pemisahan
A\ 4

Hasil

L. 2.9. Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer FTIR

Eluat hasil KLT Analitik

- dicampur dengan serbuk KBr

- digerus bersamaan menggunakan mortar agate
- dibuat pellet

- dianalisis

Spektra IR




Lampiran 3. Perhitungan

L.3.1 Kultivasi Chlorella sp. dalam MET 4 %

Ketentuan =

a.

10 mL isolat chlorellasp
60 mL MET 4%

Kultivasi dalam Erlenmeyer 1000 mL dengan Memaksimalkan Daya Tampung

= Volume total 70 mL

Erlenmeyer

10 X

60 900 mL MET 4 %
60x = 9000 mL

900 mL
T 6
Volume total = Isolat Chlorella sp. + MET 4%
=150 mL + 900 mL
= 1050 mL

X = 150 mL Isolat Chlorella sp.

Pembuatan MET 4% sebanyak 900 mL
MET = (aquades + ekstrak tauge)

MET 4% = —— x 900 mL
100

= 36 mL ekstrak tauge
Volume Aquades = MET 4% - (Volume ekstrak tauge)
=900 mL — 36 mL
=864 mL

Kultivasi dalam Botol Aqua 1500 mL dengan Memaksimalkan Daya Tampung
Erlenmeyer

10 X

60 1200 mL MET 4 %

60x = 1200 mL

1200 mL
"6
Volume total = Isolat Chlorella sp + MET 4%
= 200mL + 1200mL
= 1400mL

X = 200 mL Isolat Chlorella sp

76
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d. Pembuatan MET 4% sebanyak 1200 mL
MET = (aguades + ekstrak tauge)

MET 4% = — x 1200 mL
100

= 48 mL ekstrak tauge
Volume Aguades = 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 =37%
BM HCI = 36, 42 g/mol
n =1 (jumLah mol ion H")
Normalitas HCI = n X Molaritas HCI

= 19X %&g

_37%x1190 g/L _
36,42 g/mol

12,09 N
Ni x Vi =Ny X V>
12,09 NxV; =2Nx 100 mL

Vi =16,54mL = 16,5mL
Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37 % sebanyak 16,5mL,
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 Asamsulfatpekat =5mL

¢ Anhidridaasetat =5mL

e Etanolabsolut =50 mL
Cara pembuanya adalah diambil 50 mL etanol terlebih dahulu, kemudian
ditambahkan secara hati-hatianhidrida asetat 5 mLdan 5 mL asam sulfat pekat

dalam beaker glass 50 mL (diakukan dalam lemari asam). kemudian didinginkan
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dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah
pembutan (Wagner, 2001).

L.3.4 Data Pengukuran Kadar Air

Berat Cawan Kosong (gr) Rata-Rata
Ulangan Sebelum Berat Konstan
Cawan : P1 P2 P3
dioven (gr)
Al 58,1379 58,1339 58,1328 | 58,1326 58,1331
A2 57,4563 57,4514 57,4521 | 57,4503 57,4512
A3 58,6865 58,6845 58,6825 | 58,6823 58,6831
Berat Cawan + Sampel (gr) Rata-Rata
Ulangan
Sebelum Berat Konstan
Sampel . P1 P2 P3
dioven (gr)
Al 58,6327 | 58,5759 58,5770 58,5759 58,5774
A2 57,9503 | 57,9028 57,9024 57,9013 57,9022
A3 59,1823 | 59,1290 59,1309 59,1328 59,1309
Keterangan: P = perlakuan

1. Kadar air ulangan ke-1

Kadar air = (beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(beratcawan+sampelsetelahdikeringkan)

— x 100 %
(beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(bera #lcawankosong)

_ (58,6327—-58,5774) gr 0
(58,6327—58,1331)gr x 100 %

_ 0,0553 gr 0
= 0,4996 gr x 100 %

=11,06 %
2. Kadar air ulangan ke-2

Kadar air = (beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(berat @awan+sampelsetelahdikeringkan) %100 %
(beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(beratcawankosong)

_ (57,9503—57,9022) gr 0
~ (57,9503—57,4512)gr x 100 %

_ 0,0481 gr
0,4991 gr

x100 %

=9,63%
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3. Kadar air ulangan ke-3

. (beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(beratcawan+sampelsetelahdikeringkan)
Kadar air = i ghan)— i 928 X100 %

(beratcawan+sampelsebelumdikeringkan)—(beratcawankosong)

_ (59,1823-59,1309) gr

= 0,
(59,1823-58,6831)gr x 100 %

_ 0,0514 gr

~0,4991 gr x 100 %

=10,29 %

Kadar air rata-rata pada sampel mikroalga Chlorella sp. adalah:

(} (0 (0 otal (% ata-rata (%
P1 (%) P2 (%) P3 (%) Total (%) R (%)

11,06 9,63 10,29 30,98 10,33

L.3.5 Randemen Preparasi Sampel (Pengeringan Sampel)

o | Bertbet | Goalacp. | BorelChlonla | ere el
basah (g) ' ’

13 150,23 269,29 119,06 2875

e 145,06 280,68 135,62 2,01

3. 150,19 385,15 234,96 2,30

4. 149,44 246,02 96,58 1,29

5. 200,69 309,21 108,52 1,82
Total 694,74 10,17

Berat keri
% Randemen = 22259 v 100 %

Berat basah

10,17 gr

soa7agr < 100% = 1,4638 %
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L.3.6 RandemenHasilMaserasi
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Berat wadah + Berat ekstrak
Ekstrak Berat wadah (gr) ekstrak (gr) oekat (gr)
Cair 65,1469 67,7278 2,5809
Padat 68,1975 72,1845 3,9870
Total 6,5679
_ Berat ekstrak pekat
Randemen = ot X 100 %
_ 6,5679 gr
~ 30,0005 gr x 100 %
= 21,8926 %
L.3.7 RandemenHasilHidrolisisdanPartisi
Berat ekstrak Berat wadah Berat wadah + Berat ekstrak
metanol yang @) ekstrak etil asetat | pekat etil asetat
dihidrolisis (gr) g (ar) (ar)
2,5050 129,5239 B4 550 2,0278
_ Berat ekstrak pekat
Randemen = oy X 100 %
_ 2,0278 gr
= 2,5050 gr x 100 %
=80,95

L.3.8 Perhitungan Nilai Rf Hasil Monitoring

Kromatografi Kolom Cara Basah Kromatografi Kolom Cara Kering
4,7 cm 5,35 cm
- = 0,587 8 om = 0,668
3,9 K1@) 4,45
, 7 cm f
B.1(1-8) — 0,487 T 0,556
8cm 8cm
0,6 cm 535cm
= 0,075 = 0,668
8cm 8cm
4,7 cm 4,45
= 0,587 K.2 (3-4) m _ 0,556
8cm 8cm
3,9cm 3,1cm
B.2 (9-11) = 0,487 = 0,387
8cm 8cm
0,6 cm 43 cm
= 0,075 K.3 (5-10) = 0,537
8cm 8cm
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44 cm E<
= 0,550 31 &m _ 0,387
8cm 8cm
39cm 1,8 cm
B.3 (12-16) = 0,487 = 0,225
8cm 8cm
0,6 cm 3,1cm
8 em = 0,075 8 om = 0,387
K.4 (15-20)
4,3 cm 1,8cm
=) 537 = 0,225
8cm 8cm
3,9cm 3,9cm
T = 0,487 8 om = 0,487
B.4 (17) 31 18
AL @i ,ocMm
= (0), 2137/ K.5 (30) = 0,225
8cm 8cm
0,6 cm lcem
= 0075 = 0,125
8cm 8cm
43 cm 4,7 cm
= 0,537 = 0,587
8cm 8cm
3,9 cm 3,9 cm
B.5 (18-20) = 0,487 = 0,487
8cm 8c
3,1cm 1,8 cm
= 0,387 K.6 (40-80) = 0,225
8cm 8c
4.7 cm 1cm
= 0,587 = 0,125
8cm 8c
3,9 cm 0,6 cm
= 0,487 = 0,075
8cm 8cm
3,2cm 4,7 cm
B.6 (21-24) = 0,400 = 0,587
8cm 8cm
2,4 cm 39cm
8cm 0,300 8cm 0,487
K.7 (90-107)
1,9cm 0,6 cm
= 0237 = 0,075
8cm 8cm
3,9 cm
8o = 0,487
B.7 (25)
3,2cm
= 0,400
8cm
3,9cm
= 0,487
8cm
3,1cm
B.8 (30) = 0,387
8cm
1,8 cm
= 0,225
8cm
1,8 cm
B.9 (40) = 0,225

8cm




B.10 (50)

B.11 (60)

B.12 (70-85)

B.13 (86-117)

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

L.4.1 Pembuatan medium ekstrak tauge (MET 4 %)

g

83

7[

i

Tauge

Perebusan tauge

Ekstrak tauge
pekat

MET 4%

L.4.2 Kultivasi Mikroalga Chlorella sp.

T

Hari ke-0

Hari ke-2

Hari ke-5

Hari ke-6

Hari ke-7

Hari ke-8

Hari ke-9

Hari ke-10

L.4.3 Pemanenan Biomassa Chlorella sp.

T

Biomassa
Chlorella sp.

Biomassa sebelum
disentrifuge

Biomassa setelah
disentrifuge

Biomassa hasil
sentrifuge
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L.4.4 Preparasi Biomassa Mikroalga Chlorella sp.

84

Pengeringanginan
biomassa Chlorella sp.

Biomassa kering setelah
dikumpulkan

L.4. 5 Analisis kadar air

Cawan dalam oven

Cawan kosong dalam
desikator

Cawan berisi sampel
dalam desikator

L.4.6 Ekstraksi Maserasi

Perendaman
sampel dalam
metanol

Pengadukan
menggunakan shaker

Penyaringan
ekstrak

Ekstrak metanol
mikroalga

Chlorella sp.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



L.4.7 Hidrolisis
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Proses Hidrolisis ekstrak
dengan HCI 2 N

Penetralan dengan
NaHC03

pH 7 setelah penetralan

L.4.8 Partisi

LA R

Proses partisi ekstrak hasil
hidrolisis

Pemisahan fase air dengan
fase organic

Ekstrak pekat hasil
partisi

L.4.9 Identifikasi Senyawa Steroid

Ekstrak sebelum ditetesi reagen LB

Ekstrak setelah ditetesi reagen LB

/

L.4.10 Pemisahan Menggunakan Kolom Kromatografi Cara Basah

*

d|

Pembuatan
bubur silika

diam

Preparasi fase

Impregnasi
sampel

Proses elusi

Penampungan
tiap 2 mL
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L.4.11 Pemisahan Menggunakan Kolom Kromatografi Cara Kering

Preparasi fase
diam (vakum)

Impregnasi
sampel

Pemasukan
cuplikan

86

Penampungan

tiap 2 mL

L.4.12 Monitoring

Pengelompokkan fraksi

L.4.13 Hasil Monitoring

B.1

B.13

K.7

1 3 58

Sy

8695 110 117

oo O

90 100 107

B.1

B.13

K.7
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L.4.14 Bagian-Bagian Kolom
Gambar 1. Bagian-Bagian Kromatografi Kolom Cara Basah

Cadangan fase gerak
(pefarut / eluen)
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fase diam

i
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(glass wool)

‘Z !: Panampung
Eluat
| & B E

Gambar 2. Bagian-Bagian Kromatografi Kolom Cara Kering

[

Vacum

Pemegang dasar kolom
Kolom

Lengan pengait
Penyangga

mooOw>
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L.4.15 Spektra FTIR Cara Basah (Fraksi B-13)
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L.4.16 Spektra FTIR Cara Kering (Fraksi K-7)
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LABORATORIUM TAKSONOMI, STRUKTUR DAN
PERKEMBANGAN TUMBUHAN

JURUSAN BIOLOGI, FAKULTAS MIPA
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

JALAN VETERAN, MALANG 65145
Telepon/faks: 0341-575841

KETERANGAN IDENTIFIKASI

No. 0114/Takso. Identifikasi/03/2013

Kepala Laboratorium Taksonomi, Struktur dan Perkembangan Tumbuhan, Jurusan
Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya. menerangkan bahwa spesimen yang
dibawa oleh:

Nama . A. Ghanaim Fasya. M Si

[nstansi . UIN Malang

Berdasarkan deskripsi karakter dan kunci identifikasi pada Algae (Linda E. Graham
& Lee W. Wilcox, 2000), halaman 145, diidentifikasi sebagai:

Familia - : Chlorellaceae
Genus : Chlorella
Species : Chlorella sp.

Demikian surat keterangan identifikasi ini dibuat untuk digunakan seperlunya,

Malang, 2 Oktober 2013

Kepala Laboratorium
Taksonomi, Struktur dan
Perkembangan Tumbuhan,

TAKSCHOMP TIDESH871 98802 2 001
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A KEMENTERIAN AGAMA
2\ UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG
~ FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
JURUSAN BIOLOGI

LABORATORIUM BIOLOGI

J1. Gajayana No. 50 Telp. (0341) 558933, Fax. (0341) 558933 Malang
Malang, 15 Juni 2013

SURAT KETERANGAN
HASIL IDENTIFIKASI SAMPEL
Nama Pengirim : Umi Khamidah
Instansi  Jurusan Kimia F. SAINTEK UIN Maliki Malang
Kode Sampel :5.12
Tanggal Pengiriman : 1 Desember 2012

Lokasi Pengambilan Sampel : Pantai Camplong Kabupaten Sampang Jawa Timur
Deskripsi Sampel

Sel berbentuk bulat, hidup soliter, berukuran 2-8 um. Protoplas tipis dan berbentuk
seperti cawan atau lonceng dengan posisi menghadap ke atas. Pineroid-pineroid stigma dan
vacuola kontraktil tidak ada. Warna hijau pada alga ini diduga disebabkan karena selnya
mengandung klorofil a dan b dalam jumlah yang besar, di samping karotin dan xantofil. Alga
ini mempunyai kesamaan umum dengan alga Divisi Chlorophyta atau alga hijau. Berdasarkan

ciri-ciri tersebut dapat disimpulkan bahwa sampel ini identik dengan marga Chlorella atau

jenis:
‘ Chlorella sp.
| Referensi
v Wehr, J. D. (2002). Freshwater algae of North America: ecology and classification.
Academic Press.

v John, D. M., Whitton, B. A., & Brook, A. J. (2002). The freshwater algal flora of the
British Isles: An identification guide to freshwater and terrestrial algae. Cambridge

University Press.

Mengetahui,
Identifikator Koordinator Laboratorium

NIP. 19810201 200901 1019 NIP. 19751106 009122001
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