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ABSTRAK

Lailah, N. 2014. Uji Aktivitas Antioksidan dan Fitokimia Fraksi Etil Asetat,
Kloroform, dan n-Heksana Ekstrak Metanol Alga Coklat
Sargassum  cristaefolium. Pembimbing [ Ahmad Hanapi,
M.Sc.;Pembimbing II: Ahmad Abtokhi, M.Pd.; Konsultan: A. Ghanaim
Fasya, M.Si.

Kata kunci : Aktivitas antioksidan, Fitokimia, Fraksi Etil Asetat, Kloroform,
n-Heksana, Ekstrak Metanol, Alga Coklat (Sargassum
cristaefolium).

Sumber daya alam laut yang sangat beranekaragam merupakan salah satu
kekayaan alam yang memiliki peluang besar untuk dimanfaatkan. Sebagaimana
yang telah disebutkan dalam QS. ar Rahman; 06, QS. al An’am; 99, QS.
Ali‘Imran; 190 — 191, QS.as Syuara; 07. Segala ciptaan Allah SWT diperuntukkan
kepada manusia sebagai makanan, obat dan lain-lain, salah satunya adalah alga
coklat Sargassum cristaefolium. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
ekstrak alga coklat Sargassum cristaefolium yang memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi serta mengidentifikasi golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak
yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi.

Ekstraksi senyawa aktif dilakukan dengan metode maserasi menggunakan
pelarut metanol. Ekstrak pekat metanol kemudian dibagi menjadi 4 bagian
masing-masing sebanyak 3 g. Kemudian ekstrak pekat metanol dihidrolisis
dengan HCIl 2 N dan dinetralkan dengan NaHCO3, hidrolisat diekstraksi cair-cair
menggunakan variasi pelarut yaitu etil asetat, kloroform, dan n-heksana. Uji
aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
dengan variasi konsentrasi. Identifikasi golongan senyawa dilakukan pada ekstrak
yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan penambahan reagen dan
diamati secara kualitatif kemudian dipisahkan golongan senyawa menggunakan
KLTA.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa alga coklat Sargassum cristaefolium
fraksi kloroform merupakan fraksi yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
dengan Effective concentration (ECsy) 9,245 ppm, diikuti oleh ekstrak metanol
ECsy 16,37 ppm, etil asetat ECsy 53,08 ppm dan n-heksana ECsy 84,87 ppm. Hasil
identifikasi fitokimia menujukkan bahwa fraksi kloroform mengandung golongan
senyawa steroid. Hasil pemisahan menggunakan KLTA menunjukkan bahwa
eluen terbaik dalam pemisahan senyawa steroid adalah n-heksana:aseton (7:3)
yang menghasilkan 12 spot dengan nilai Rf 0,01—0,98 dan 7 spot positif sebagai
senyawa steroid ditandai dengan warna spot biru, ungu, dan coklat.

xvil



ABSTRACT

Lailah, N. 2014. Antioxidant Activities and Phytochemicals of Ethyl Acetate,
Chloroform, n-Hexane fractions of Brown Algae Sargassum
cristaefolium Methanol Extracts. Supervisor I: Ahmad Hanapi, M.Sc.;
Supervisor 1I: Ahmad Abtokhi, M.Pd.; Consultant: A. Ghanaim Fasya,
M.Si.

Keywords: Antioxidant Activity, Phytochemicals, Ethyl Acetate Fraction,
Chloroform, n-Hexane, Methanol Extracts, Brown Algae Sargassum
cristaefolium

Diverse of marine natural resources is one the opportunities to be
exploited. As mentioned in the QS. ar Rohman; 06, QS. al An’am; 99, QS. Ali
'Imran; 190-191, QS. as Syuara; 07. All of his creations are destined to humans as
medicine. One of his creations is a brown alga Sargassum cristaefolium. The
purpose of this study was to determine the Sargassum cristaefolium brown algae
extract which has the highest antioxidant activity and identify the classes of
compounds contained in the extract that has the highest antioxidant activity.

Extraction of active compounds is done by maceration method using
methanol solvent. The concentrated methanol extract was divided into 4 sections,
each as much as 3 g. Concentrated methanol extract is hydrolyzed with 2 N HCl
and neutralized with NaHCOs;. The hydrolyzate is extracted using liquid-liquid
solvent variation: ethyl acetate, chloroform, and n-hexane. Antioxidant activity
test used [, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) method with various
concentrations. The identification of compound groups are done with the addition
of reagents. Compound groups are observed qualitatively then separated using
analytical thin-layer chromatography.

The results showed that the chloroform fraction of brown alga Sargassum
cristaefolium has the highest antioxidant activity with Effective Concentration
(ECsp): 9,245 ppm, followed by methanol extract: 16,37 ppm, ethyl acetate: 53,08
ppm and n-hexane: 84,87 ppm,. The results showed that the identification of
phytochemical chloroform fractions contains group of steroid compounds. The
results indicated that the best eluent of the separation using analytical thin-layer
chromatography in the separation of steroid compounds are n-hexane: acetone
(7:3) whose result is 12 spots with Rf values 0,01 to 0,98 and 7 positive spots as
steroid compounds and marked in blue, purple, and brown.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara bahari dengan keanekaragaman hayati laut
terbesar di dunia yang memiliki total luas perairan Nusantara seluas 2,8 juta Km?
dan laut teritorial seluas 0,3 juta Km®. Indonesia mempunyai luas daratan sekitar
1,9 juta Km®, panjang garis pantai lebih dari 81.000 Km dan jumlah pulau lebih
dari 18.000 pulau. Laut beserta kawasan pesisir Indonesia mempunyai manfaat
dan potensi ekonomi (pembangunan) yang sangat besar dan beraneka ragam
(Kusumastanto, 2011), seperti tumbuhan, hewan maupun barang-barang tambang
yang terdapat di dalamnya.

Segala macam potensi alam baik yang terdapat di laut maupun di darat
merupakan salah satu respon untuk berbagai kebutuhan makhluk hidup yang tidak
ternilai harganya. Salah satunya adalah tumbuh-tumbuhan dan pohon-pohonan
yang dapat dimanfaatkan sebagai obat, sebagaimana firman Allah dalam surat ar

Rahman juz 27 ayat 06:
R /ﬂ’/}/f,a/},g.o/

“Dan  tumbuh-tumbuhan dan pohon-pohonan kedua-duanya tunduk
kepada-Nya.”(QS. 55:06)

Dari ayat di atas tersirat makna bahwa segala apa yang diciptakan Allah
SWT di bumi ini termasuk tumbuh-tumbuhan dan pohon-pohonan akan selalu

sujud, taat dan tunduk kepada-Nya. Hal ini memberikan kesadaran kepada



manusia untuk tunduk dan patuh kepadaNya. Salah satunya dengan cara
bersyukur dan memanfaatkan tumbuh-tumbuhan dan pepohonan tersebut untuk
kemaslahatan umat manusia, misalnya dimanfaatkan sebagai obat.

Salah satu karunia Allah SWT dan merupakan tumbuhan (sumber daya
hayati) kelautan yang melimpah di Indonesia adalah alga. Kelimpahan alga dapat
diketahui dengan jumlah jenis alga yang sudah ditemukan (Moosa, 1999). Alga
makro atau dikenal dalam perdagangan sebagai rumput laut merupakan salah satu
potensi biota laut perairan Indonesia. Saat ini sudah ditemukan 555 jenis alga
yang berdasarkan kandungan pigmennya dikelompokkan menjadi 4 kelas, yakni :
Rhodophyceae, Phacophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae (Anggadiredja, et
al., 2006).

Alga, baik yang liar maupun yang telah dibudidayakan secara tradisional
digunakan sebagai obat diet (Wibowo, 2001), bahan makanan dan obat-obatan,
karena kaya akan protein, lipid, vitamin dan mineral yang sangat penting bagi
manusia. Temuan terakhir membuktikan bahwa rumput laut (alga) berpotensi
sebagai antivirus (Manilal, et al, 2009), antibakteri (Izzati, 2007), antijamur
(Khazanda, et al., 2007), antitumor (Zandji, et al., 2010) dan antioksidan (Lestario,
et al., 2008).

Phaeophyta disebut juga alga coklat, warna ini disebabkan xantofil yang
dihasilkan melebihi karoten dan klorofil. Alga ini mempunyai pigmen fotosintetik
yang terdiri atas klorofil a dan c, karoten, fukoxantin dan xantofil. Komponen
utama dari alga coklat adalah karbohidrat sedangkan komponen lainnya yaitu

protein, lemak, abu (sodium dan potasium) dan air 80-90 % (Chapman, 1970).



Salah satu jenis alga coklat adalah Sargassum sp yang dikenal di Indonesia
ada sekitar 12 spesies, yaitu : Sargassum duplicatum, S. histrix, S. echinocarpum,
S. gracilimun, S. obtusifolium, S. binderi, S. policvstum, S. cristaefolium, S.
microphylum, S. aquofilum, S. vulgare, dan S. polyceratium (Rachmat, 1999).
Salah satu jenis Sargassum sp adalah Sargassum cristaefolium merupakan salah
satu jenis alga coklat yang banyak dibudidayakan di Indonesia, dimana genus ini
mempunyai mempunyai thalli bulat pada batang utama dan agak gepeng pada
percabangan, permukaan halus atau licin. Percabangan dichotomous dengan daun
bulat lonjong, pinggir bergerigi, tebal dan duplikasi (double edged). Vesicle
melekat pada batang daun, bulat telur atau elip, bentuk bladder bulat lonjong
(Ajisaka, 20006).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kandungan senyawa antioksidan
pada rumput laut terutama berupa senyawa antioksidatif polifenol yang dapat
menghambat oksidasi radikal bebas. Mawaddah (2012) melakukan penelitian
mengenai aktivitas antioksidan dan antimikroba ekstrak Sargassum polycystum.
Penelitian ini menggunakan ekstraksi maserasi tunggal dengan pelarut yang
berbeda yaitu metanol (polar), etil asetat (semipolar) dan n-heksana (nonpolar).
Hasil rendemen ekstrak metanol, etil asetat, dan n-heksana berturut-turut adalah
17,93, 1, dan 0,57 %. Senyawa fitokimia yang terkandung pada S. polycystum
adalah steroid, flavonoid, dan fenol hidroquinon. Kandungan total fenol tertinggi
diperoleh dari ekstrak kasar metanol yaitu sebesar 35,37 mg GAE/100 g sampel
sedangkan ekstrak kasar etil asetat dan n-heksana berturut-turut adalah 18,00 mg

GAE/100 g sampel dan 3,08 mg GAE/100 g sampel. Komponen fitokimia dan



total fenol memiliki korelasi positif tehadap aktivitas antioksidan. Berdasarkan
hasil pengujian antioksidan dengan metode DPPH, aktivitas antioksidan yang
masuk dalam kategori sedang terdapat pada ekstrak metanol dengan nilai 1Cs
sebesar 109,4 ppm dan ekstrak etil asetat nilai ICs¢ sebesar 129,4 ppm diikuti oleh
n-heksana dalam kategori lemah dengan nilai ICsy sebesar 1174,98 ppm.

Lailiyah (2013) melakukan uji kapasitas antioksidan dan kandungan total
senyawa fenolik total estrak kasar alga coklat jenis Sargassum cristaefolium dari
pantai Sumenep Madura. Ekstraksi alga coklat dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan dua variasi pelarut yakni metanol dan n-heksana. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstak kasar metanol memiliki kandungan fenolik total
sebesar 74,63 mg GAE/g sampel lebih tinggi daripada ekstrak kasar n-heksana
35,85 mg GAE/g. Sedangkan kapasitas antioksidan ekstrak kasar metanol sebesar
80,785 % lebih besar dibandingkan dengan ekstrak n-heksana 74,98 %. Kedua
ekstrak tersebut memiliki kapasitas antioksidan yang tergolong sedang jika
dibandingkan dengan antioksidan kuat, asam askorbat 99,26 % dan BHT 99,09 %.
Identifikasi golongan senyawa dengan menggunakan uji reagen ekstrak kasar
metanol pada alga coklat menunjukkan keberadaan senyawa golongan steroid.

Yan, et al. (1998) menyebutkan bahwa antioksidan memiliki peranan
penting dalam mencegah oksidasi radikal bebas yang dapat menyebabkan
berbagai penyakit seperti karsinogenik dan penuaan. Radikal bebas adalah
molekul yang memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan di orbital
terluar. Banyak dari radikal bebas adalah dalam bentuk oksigen dan nitrogen

reaktif (Wong, 2000). Saat ini antioksidan yang umum digunakan merupakan



antioksidan sintetik diantaranya butil hidroksianisol (BHA), butil hidroksitoluena
(BHT), propylgallate (PG) dan tetrabutilhidroksitoluena (TBHQ) (Sherwin,
1990). Akan tetapi, senyawa tersebut dicurigai dapat menyebabkan kerusakan hati
dan karsinogenik pada hewan uji (Wichi, 1988; Grice, 1986). Oleh karena itu,
pengembangan serta pemanfaatan antioksidan yang lebih efektif dan berasal dari
alam sangat penting untuk dilakukan (Oktay, et al., 2003).

Perbandingan penelitian hasil pengujian aktivitas antioksidan dari alga
merah Eucheuma Spinosum antara metode ekstraksi disertai dengan hidrolisis dan
tanpa disertai dengan hidrolisis dapat dilihat dalam penelitian Kutsiyah (2013) dan
Mardiyah (2012). Kutsiyah (2013) mengekstrak E. spinosum dengan n-heksana
dengan tanpa hidrolisis. Nilai ECsy yang diperoleh sebesar 131,7 ppm. Mardiyah
(2012) juga mengekstrak E. spinosum dengan metanol yang disertai hidrolisis dan
partisi menggunakan pelarut n-heksana. Nilai ECsy yang diperoleh sebesar 80,32
ppm. Hal ini menunjukkan bahwa nilai ECs dari ekstrak yang disertai dengan
hidrolisis dan partisi lebih berpotensi sebagai antioksidan daripada ekstrak yang
tidak disertai dengan hidrolisis.

Penelitian Lailiyah (2013) yang menggunakan metode ektraksi tanpa
hidrolisis masih memiliki tingkat aktivitas antioksidan yang sedang. Penggunaan
metode ekstraksi disertai dengan hidrolisis diharapkan menghasilkan rendemen
metabolit skunder lebih besar. Hal ini dikarenakan pada umumnya metabolit
sekunder di alam berupa glikosida (mengandung komponen gula dan bukan gula),

komponen gula dikenal sebagai glikon dan komponen bukan gula sebagai aglikon.



Pemisahan antara glikon dan aglikon dapat dilakukan dengan metode
hidrolisis. Pada metode hidrolisis, glikosida akan terurai kembali atas komponen-
komponennya menghasilkan gula dan aglikon yang sebanding, penguraian
komponennya tersebut dapat dilakukan dengan cara mendidihkannya bersama
asam dan menggunakan enzim yang terdapat dalam jaringan tumbuhan yang
sama. Proses partisi pada ekstrak dilakukan dengan beberapa pelarut yang
kepolarannya lebih rendah dari metanol seperti 1-butanol, etil asetat, kloroform,
petroleum eter dan n-heksana. Dengan adanya hidrolisis senyawa metabolit yang
bebas dan yang terikat dengan glikon akan bergabung sehingga diharapkan
aktivitasnya akan meningkat.

Berdasarkan beberapa alasan di atas maka akan dilakukan suatu penelitian
dengan judul Uji Aktivitas Antioksidan dan Fitokimia Fraksi Etil Asetat,
Kloroform, dan n-Heksana Ekstrak Metanol Alga Coklat Sargassum

cristaefolium.

1.2 Rumusan Masalah
1. Fraksi hidrolisis alga coklat S. cristaefolium manakah yang memiliki
potensi antioksidan tertinggi yang didapatkan pada variasi pelarut?
2. Golongan senyawa apa yang terdapat pada fraksi hidrolisis alga coklat S.

cristaefolium pada identifikasi fitokimia?

1.3 Tujuan
1. Mengetahui fraksi hidrolisis alga coklat S. cristaefolium yang memiliki

potensi antioksidan tertinggi yang didapatkan pada variasi pelarut.



2.

Mengetahui golongan senyawa yang terdapat pada fraksi hidrolisis alga

coklat S. cristaefolium dari hasil identifikasi fitokimia.

1.4 Batasan Masalah

1.

Sampel yang digunakan adalah alga coklat S. cristaefolium yang diperoleh
dari perairan Sumenep Madura.

Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi, hidrolisis,
dan ekstraksi cair-cair (partisi).

Pelarut yang digunakan adalah metanol, etil asetat, kloroform, dan n-
heksana.

Metode pengujian aktivitas antioksidan yaitu metode DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil).

Golongan senyawa yang diidentifikasi meliputi triterpenoid, steroid,
flavonoid, alkaloid dan asam askorbat.

Uji senyawa aktif dengan KLTA.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada

masyarakat atau kalangan akademik mengenai manfaat alga coklat Sargassum

cristaefolium bagi kesehatan yaitu sebagai antioksidan.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga (Rumput Laut)

Secara morfologi alga tidak dapat dibedakan antara akar, batang dan daun.
Alga mempunyai thallus dengan bentuk bermacam-macam. 7hallus ini ada yang
uniseluler dan multiseluler. Sifat substansi thallus beraneka ragam, ada yang
lunak seperti gelatin (gelatinous), atau mengandung zat kapur (calcareous), lunak
seperti tulang rawan (cartilagenous), berserabut (spongious) dan sebagainya
(Aslan, 1995). Alga memiliki kemampuan penyerapan dan penyimpanan air yang
berbeda dengan tanaman lain yang tumbuh di darat (Haryanti, et al., 2008).
Berdasarkan kandungan pigmennya, alga dikelompokkan menjadi 4 kelas
(Anggadiredja, et al., 2006) yaitu: Rhodophyceae (alga merah), Phaeophyceae
(alga coklat), Chlorophyceae (alga hijau), Cyanophyceae (alga biru hijau).

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa alga selain banyak mengandung
zat gizi utama seperti karbohidrat, protein dan lemak juga mengandung zat gizi
spesifik seperti mineral. Karbohidrat yang terkandung pada alga banyak
mengandung selulosa dan hemisolulosa yang merupakan gizi yang tidak dapat
dicerna seluruhnya oleh enzim dalam tubuh (Haryanti, et al., 2008).

Keanekaragaman tumbuhan yang dimiliki Indonesia merupakan salah satu
nikmat yang diberikan oleh Allah SWT sehingga kita patut bersyukur dan
memanfaatkanya dengan baik. Dalam firman-Nya, Allah SWT telah menjelaskan

dalam surat al An’am ayat 99 :
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"Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan. Maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak dan dari mayang kurma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur. (Kami
keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda
(kekuasaan Allah)bagi orang-orang yang beriman (QS. al-An’am/6: 99).”

Allah SWT menciptakan alam dan isinya seperti hewan dan tumbuhan
dengan hikmah yang amat besar, semuanya tidak ada yang sia-sia dalam ciptaan-
Nya. Manusia diberi kesempatan seluas-luasnya untuk mengambil manfaat dari
hewan dan tumbuhan. Allah SWT telah menumbuhkan dari bermacam-macam
tumbuhan yang baik untuk makhluk-Nya yaitu tumbuhan yang bermanfaat.
Manfaat tumbuhan salah satunya digunakan sebagai tanaman obat, seperti halnya

sabda Nabi Muhammad SAW dalam HR. Ibnu Majah di bawah ini (Farooqi,

2005):
Has 4l 05y 215 40 35 L

"Allah tidak menciptakan suatu penyakit tanpa menciptakan pula obat untuknya
(HR. Ibnu Majah)”.
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Terjemahan hadits di atas menunjukkan bahwa betapa adilnya Allah SWT
yang memberikan suatu penyakit beserta penawarnya (obat). Pengetahuan yang
akan menuntun manusia untuk menemukan obat-obatan yang telah tersedia dari
tanaman. Jika manusia tidak mengembangkan ilmu pengetahuan, maka tidak akan
pernah tahu adanya obat yang berasal dari tanaman yang biasanya dihiraukan
(Savitri, 2008), tidak terkecuali tanaman yang tumbuh di laut bisa diteliti seperti
alga coklat yang berkhasiat sebagai tanaman obat. Oleh karena itu, perlu adanya

penelitian lebih lanjut sebagai pendukung akan potensinya sebagai tanaman obat.

2.2 Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Phaeophyta disebut juga alga coklat, warna ini disebabkan xantofil yang
dihasilkan melebihi karoten dan klorofil. Alga ini mempunyai pigmen fotosintetik
yang terdiri atas klorofil a dan c, karoten, fukoxantin dan xantofil. Cadangan
makanan di dalam selnya berupa laminarin dan manitol, dengan dinding sel
tersusun dari selulosa, asam alginat, dan mukopolisakarida sulfat. Anggota alga
ini yang banyak hidup di laut adalah genera Sargassum, Macrocystis, Nereocystis,
dan Laminaria (Ajisaka, 2006).

Morfologi dari Sargassum cristaefolium C. Agardh dapat dilihat pada

Gambar 2.1 berikut ini:

Gambar 2.1 Gambar alga coklat S. cristaefolium.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Sargassum cristaefolium mempunyai taksonomi sebagai berikut (Silva, et

al., 1996) :

Divisio : Ochropyta

Kelas : Phaeophyceae

Bangsa : Fucales

Suku : Sargassaceae

Marga : Sargassum

Jenis . Sargassum cristaefolium

S. cristaefolium merupakan salah satu marga Sargassum yang dijumpai di
daerah perairan tropis, subtropis dan daerah bermusim dingin (Nizamuddin dalam
Fahri, 2010). Habitat alga S. cristaefolium tumbuh diperairan pada kedalaman
0,5-10 m, ada arus dan ombak melekat pada substrat dasar perairan. Di daerah
tubir tumbuh membentuk rumpun besar, panjang thalli utama mencapai 0,5-3 m
dengan untaian cabang thalli terdapat kantong udara (bladder), berfungsi untuk
menopang cabang-cabang thalli yang terapung ke arah permukaan air dalam
mendapatkan intensitas cahaya matahari. Kandungan nilai nutrisi alga coklat S.

cristaefolium terdapat dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi nilai nutrisi alga coklat Sargassum sp.

Komponen Jumlah
Kadar air (%) 19,6
Karbohidrat (%) 5,53
Protein (%) 0,74
Lemak (%) 11,71
Serat kasar (%) 34,57
Abu (%) 28,39

Sumber : Subagya, 1987

Tabel 2.1 menunjukkan bahwa dalam Sargassum sp. memiliki nilai

komposisi nutrisi yang cukup banyak dalam membantu perkembangan sel dalam
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tubuh, selain itu juga alga coklat banyak menghasilkan alginate. Alginat banyak
digunakan untuk kosmetik, industry tekstil, menurunkan kolesterol, pengobatan

kanker dan sebagainya (Winarno, 1990).

2.3 Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dalam pelarut organik
yang digunakan pada temperatur ruangan. Penekanan utama dalam maserasi
adalah tersedianya waktu kontak yang cukup antara pelarut dan jaringan yang
diekstraksi (Guenther, 1987). 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 di luar sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut organik. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan
diganti oleh cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa
tersebut berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar
sel dan di dalam sel (Voight, 1995).

Kelebihan dari metode maserasi adalah sederhana, relatif murah, tidak
memerlukan peralatan yang rumit, terjadi kontak antara sampel dan pelarut yang
cukup lama dan dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak
tahan panas. Kelemahan metode ini adalah membutuhkan waktu yang cukup lama
dan menggunakan jumlah pelarut yang banyak (Voight, 1995).

Salamah, et al. (2008) menyebutkan bahwasanya dalam mengekstrak

komponen bioaktif dari kijing Taiwan (Anodonta woodiana Lea.) sebagai
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senyawa antioksidan dilakukan dengan ekstraksi maserasi menggunakan pelarut
n-heksana, etil asetat, dan metanol dengan waktu maserasi selama 24, 48 dan 72
jam, dan didapatkan efek antioksidan tertinggi diperoleh dari ekstrak metanol
dengan waktu maserasi selama 72 jam. Konstanta dielektrikum beberapa pelarut

ditunjukkan pada Tabel 2.2 (Sax, 1998).

Tabel 2.2 Konstanta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut

Jenis pelarut Konstanta Tingkat kelarutan Titik didih
dielektrikum dalam air (°O)
Heksana 1,9 TL 68,7
Petroleum eter 2,28 TL 60
Benzene 2,38 TL 80,1
Toluene 4,81 TL 111
Kloroform 4,81 S 61,3
Etil asetat 6,02 S 77,1
Metil asetat 6,68 S 57
Metil klorida 9,08 S 39,75
Butanol 15,80 S 117,2
Propanol 20,1 1L/ 97,22
Aseton 20,70 L 56,2
Etanol 24,30 L 78,5
Metanol 33,60 L 64
Air 78,4 Iy 100

Keterangan: TL = tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi
Sumber: Sax (1998), HAM (2006), Fesenden dan Fesenden (1997), dan Mulyono
(2006)
2.4 Hidrolisis Glikosida

Hidrolisis adalah reaksi peruraian senyawa dengan air (Saifudin et al.,
2006). Reaksi hidrolisis dilakukan untuk memutus ikatan glikosida pada senyawa

organik yang berbentuk glikosida. Glikosida merupakan senyawa yang terdiri dari

gabungan bagian gula (glikon) yang bersifat polar dan bagian bukan gula
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(aglikon) yang dapat bersifat polar, semipolar maupun non polar (senyawa
metabolit sekunder) (Gunawan, 2004).

Adanya perubahan struktur suatu senyawa ke bentuk glikosida,
menyebabkan senyawa tersebut mengalami perubahan sifat fisika, kimia dan
aktivitas biologi. Apabila suatu senyawa terdapat banyak ikatan glikosidanya
maka senyawa tersebut cenderung bersifat lebih polar. Sehingga pada proses
ekstraksi, senyawa metabolit sekunder akan lebih terekstrak pada pelarut-pelarut
polar, senyawa yang bekerja kurang spesifik karena terikat dengan gugus gula dan
pada proses pemisahan senyawa dengan KLT akan cenderung tertahan pada fase
diamnya (Saifudin et al., 2006). Fungsi glikosida dalam tanaman adalah sebagai
cadangan gula temporer, menjaga diri terhadap pengaruh luar yang mengganggu
dan sebagai petunjuk sistemik (Gunawan, 2004).

Reaksi hidrolisis yang menggunakan air berlangsung sangat lambat
sehingga memerlukan bantuan katalisator (seperti asam). Katalisator asam yang
sering digunakan dalam industri adalah asam klorida (HCl) karena garam yang
terbentuk tidak berbahaya (NaCl). Hasil penelitian Kaur and Murphy (2012)
menyebutkan bahwa melalui proses hidrolisis asam (HCI 2 N) dapat
meningkatkan kandungan isoflavon (daidzein dan genistein) dari tanaman Vigna
unguiculata 1. yang ditunjukkan dengan meningkatnya peak/puncak daidzein dan
genistein  ketika dianalisis dengan HPLC. Reaksi pemutusan ikatan glikosida

dengan HCl dan penetralan membentuk garam adalah:
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Gambar 2.2 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida (Mardiyah, 2012)
HCl + NaHCO; —  NaCl + CO, + H;0O

Gambar 2.3 Reaksi antara HCI dan natrium bikarbonat (Mardiyah, 2012)

2.5 Partisi (Ekstraksi Cair-Cair)

Ekstraksi cair-cair merupakan metode ekstraksi yang didasarkan pada sifat
kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, yakni sebagian komponen larut pada fase pertama dan sebagian larut
pada fase kedua. Syarat pelarut untuk ekstraksi cair-cair adalah memiliki
kepolaran yang sesuai dengan bahan yang diekstraksi dan harus terpisah secara
pengocokan yang ditandai dengan terbentuknya dua lapisan yang tidak saling
campur (Khopkar, 2008). Kelebihan dari metode partisi adalah dapat memperoleh
komponen bioaktif yang lebih spesifik dan waktunya ujinya cepat (waktu total
ekstraksi pendek) (Dewi et al., 2010).

Lenny (2006) mengatakan bahwa pelarut-pelarut golongan alkohol
merupakan pelarut yang paling banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa
organik bahan alam, karena dapat melarutkan senyawa metabolit sekunder secara

maksimal. Salah satu pelarut alkohol yang digunakan untuk ekstraksi maserasi
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adalah metanol. Metanol mempunyai beberapa kelebihan sebagai pelarut ekstraksi
karena termasuk pelarut universal, tidak menyebabkan pembengkakan sel,
menghambat kerja enzim, memperbaiki stabilitas bahan obat terlarut,
mengendapkan protein, dan melarutkan hampir semua senyawa organik (baik
polar, semi polar maupun non polar), sehingga menghasilkan bahan aktif yang

optimal (Arifin et al., 2006).

2.6 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (elektron donor) atau
reduktan. Senyawa antioksidan memiliki berat molekul kecil, tetapi mampu
menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi dengan cara mencegah
terbentuknya radikal. Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat
menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang
sangat reaktif (Winarsi, 2007).

Penggunaan senyawa antioksidan juga antiradikal saat ini semakin meluas
seiring dengan semakin besarnya pemahaman masyarakat tentang peranannya
dalam menghambat penyakit degeneratif seperti penyakit jantung, arteriosclerosis,
kanker, serta gejala penuaan. Masalah-masalah ini berkaitan dengan kemampuan
antioksidan untuk bekerja sebagai inhibitor (penghambat) reaksi oksidasi oleh
radikal bebas reaktif yang menjadi salah satu pencetus penyakit-penyakit di atas
(Tahir, et al., 2003).

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua

kelompok, yaitu antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesa



17

reaksi kimia) dan antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami).
Beberapa contoh antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya untuk
makanan dan penggunaannya telah sering digunakan, yaitu BHT, PG, TBHQ dan
tokoferol. Adapun struktur molekul dari BHT dapat dilihat pada Gambar 2.4

(Cahyadi, 2006).
OH

(H3C)5C C(CH3)s

CHs

Gambar 2.4 Butylated hydroxytoluene (BHT) (Cahyadi, 2006)

Antioksidan alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan
lebih mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan sintesis (Madhavi, et al,.
1996). Antioksidan sintetik BHA, BHT, PG dan TBHQ sering digunakan untuk
mengontrol terjadinya oksidasi, tetapi tidak menutup kemungkinan antioksidan
tersebut menyebabkan efek karsinogenik. Oleh karena itu penelitian dan
pengembangan antioksidan yang berasal dari alam kini sedang giat-giatnya
dilakukan sebagai alternatif pengganti antioksidan sintetik (Shahidi, ez al., 1995).

Penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas
antioksidatif lebih tinggi daripada antioksidan sintetik, karena itu, antioksidan
alami mulai meningkat penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintetis

(Paiva, et al., 1999).
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2.7 Radikal Bebas

Menurut Soematmaji (1998), yang dimaksud radikal bebas (free radical)
adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau lebih elektron
tidak berpasangan pada orbital luarnya. Adanya elektron yang tidak berpasangan
menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan, dengan cara
menyerang dan mengikat elektron molekul yang berada di sekitarnya. Radikal
bebas tersebut dapat mengoksidasi asam nukleat, protein, lemak, bahkan DNA sel
dan menginisiasi timbulnya penyakit degeneratif (Leong dan Shui, 2001).

Radikal bebas memiliki dua sifat, yaitu (Suryohudoyo, 1993):

1. Reaktivitas tinggi, karena kecenderungan menarik elektron.
2. Dapat mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal.

Sifat radikal bebas yang mirip dengan oksidan terletak pada
kecenderungannya untuk menarik elektron. Jadi sama halnya dengan oksidan,
radikal bebas adalah penerima elektron. Itulah sebabnya dalam kepustakaan
kedokteran, radikal bebas digolongkan dalam oksidan. Namun perlu diingat
bahwa radikal bebas adalah oksidan tetapi tidak setiap oksidan adalah radikal
bebas (Suryohudoyo, 1993).

Keseimbangan antara kandungan antioksidan dan radikal bebas di dalam
tubuh merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kesehatan tubuh. Apabila
jumlah radikal bebas terus bertambah sedangkan antioksidan endogen jumlahnya
tetap, maka kelebihan radikal bebas tidak dapat dinetralkan. Akibatnya radikal
bebas akan bereaksi dengan komponen-komponen sel dan menimbulkan

kerusakan sel (Arnelia, 2002). Dampak reaktifitas senyawa radikal bebas
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bermacam-macam, mulai dari kerusakan sel atau jaringan, penyakit autoimun,
penyakit degeneratif seperti kanker, asterosklerosis, penyakit jantung koroner
(PJK), dan diabetes mellitus.

Secara umum sumber radikal bebas dapat dibedakan menjadi dua, yaitu
endogen dan eksogen. Radikal bebas endogen dapat terbentuk melalui autoksidasi,
oksidasi enzimatik, fagositosis dalam respirasi, transfor elektron di mitokondria
dan oksidasi ion-ion ologam transisi. Sedangkan radikal bebas eksogen berasal
dari luar sistem tubuh, misalnya sinar UV. Di samping itu, radikal bebas eksogen
dapat berasal dari aktifitas lingkungan. Menurut Supari (1996), aktifitas
lingkungan yang dapat memunculkan radikal bebas antara lain radiasi, polusi,

asap rokok, makanan, minuman, ozon dan pestisida.

2.8 Mekanisme Antioksidatif

Menurut Gordon (1990), antioksidan mempunyai dua fungsi berdasarkan
mekanisme kerjanya adalah sebagai berikut:

Pertama, fungsi utama antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen.
Antioksidan (AH) tersebut disebut juga sebagai antioksidan primer. Senyawa ini
dapat memberikan atom hidrogen secara cepat ke radikal lipid (R®, ROO®) atau
mengubahnya ke bentuk lebih stabil, sementara hasil reaksi radikal antioksidan
(A®) tersebut memiliki keadaan lebih stabil dibanding dengan radikal lipid.

Kedua, fungsi kedua antioksidan merupakan antioksidan sekunder, yaitu

berfungsi untuk memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme
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pemutusan rantai oksidasi di luar mekanisme pemutusan rantai autooksidasi,
dimana hal itu melalui pengubahan radikal ke bentuk yang lebih stabil.
Terbentuknya senyawa radikal, baik radikal bebas endogen maupun
eksogen terjadi melalui sederetan reaksi. Mula-mula terjadi pembentukan awal
radikal bebas (inisiasi), lalu perambatan atau terbentuknya radikal baru
(propagasi), dan tahap terakhir yaitu pemusnahan atau pengubahan senyawa
radikal menjadi non radikal (terminasi). Deretan reaksi tersebut dapat berlangsung

seperti berikut (Mark, 2013) :

Inisiasi :ROOH  “®€"_ RO+ OH®
Propagasi : ROO®* + RH — ROOH + R°®
Terminasi : 2R®* —» R —R

ROO®*+R* —>»ROOR

2RO0O®* — Produk non-radikal

Gambar 2.5 Reaksi penghambatan antioksidan terhadap radikal bebas

Antioksidan berperan dalam menetralkan radikal bebas dengan cara
memberikan satu elektronnya kepada radikal bebas, sehingga menjadi non radikal.
Mekanisme pemberian satu elektron oleh antioksidan ini dapat berlangsung
sebagai berikut (Rohmatussolihat, 2009).

Z*+ AH — ZH + A°®

Keterangan :
7Z°® =radikal bebas, AH = non radikal, ZH = non radikal, A® = radikal baru bersifat lebih
stabil
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N02 @ " @
o H [ ]
NO, N—N, + AH —» NOZ—QN—N + A

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyn
Gambar 2.6 Reaksi penetralan DPPH® menjadi DPPH-H

2.9 Uji Aktivitas Antioksidan

Terdapat beberapa metode uji aktivitas antioksidan secara in-vitro di
antaranya metode DPPH, aktivitas peredaman radikal superoksida, aktivitas
penghambat radikal hidroksil, metode kekuatan pereduksi, metode ABTS,
kapasitas serapan radikal oksigen, metode FRAP, lipid peroksidasi mikrosomal
atau uji asam tobarbiturat (Febriany, 2012).

Salah satu metode uji aktivitas antioksidan yang sering digunakan adalah
metode DPPH. Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dipilih karena
sederhana, mudah, cepat dan peka serta hanya memerlukan sedikit sampel.
Beberapa metode lain terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang
digunakan dalam analisa. Metode DPPH mengukur semua komponen antioksidan,
baik yang larut dalam lemak (non polar) atau pun dalam air (polar) (Prakash, et
al., 2001). Senyawa antioksidan akan bereaksi dengan radikal DPPH melalui
mekanisme donasi atom hidrogen dan menyebabkan terjadinya peluruhan warna
DPPH dari ungu ke kuning yang diukur pada panjang gelombang 517 nm
(Hanani, 2005).

Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan dengan jumlah

elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen. Pengurangan intensitas warna
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mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal
bebas. Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen
tidak stabil dan berwarna ungu gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa
antiradikal maka DPPH tersebut akan tereduksi dan warnanya akan berubah
menjadi kuning. Perubahan warna tersebut disebabkan karena berkurangnya
ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH karena adanya penangkapan satu elektron
oleh zat antiradikal yang menyebabkan tidak adanya kesempatan elektron tersebut
untuk beresonansi dimana perubahan ini dapat diukur dan dicatat dengan
spektrofotometer (Asih, et al., 2012). Mekanisme resonansi DPPH dapat dilihat

pada Gambar 2.7.

| N i
N:) — N<> «—> IU]
0,N NO
(5N~ii: _NO, ? \T:i:r/ ‘ O,N NO2
NO,
NO, NO,

Gambar 2.7 Resonansi DPPH

OO OO

02N N02 02N N02

+R*

NO, NO,

Ungu Kuning

Gambar 2.8 Reaksi antara DPPH dengan atom H yang berasal dari antioksidan
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Dengan kata lain, aktivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung
jumlah pengurangan intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan
pengurangan konsentrasi larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan uji
(Prakash, et al., 2001).

DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk
tereduksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal antioksidan (Prakash, et al.,

2001). Reaksi antara asam askorbat dengan molekul DPPH dapat dilihat pada

Gambar 2.9.

OH ON OH
Q O,N HO. O 0 H HO. o O
. Q N—N NO,
N—N NO; 1 o s
d ot HO  OH d ON O  OH
DPPH L- Asam Askorbat DPPH-H Radikal L- Asam Askorbat

OH OH

q ON HO 0 0] Q O,N HO ) 0

. H
N—N NO, - —— N—N NO, 4
+ ) —
O,N o} OH 2N o e}
DPPH Radikal L- Asam Askorbat DPPH-H Radikal L- Asam Askorbil

OH o OH

Q . % HO O 0 H HO 0. __0

N—N@*NOZ i B8 N—N NO,
+ — e +
d o °© 0 o o ©
DPPH-H Radikal L- Asam Askorbil DPPH-H Dehidro L- Asam Askorbat

Gambar 2.9 Reaksi asam askorbat dengan DPPH (Nishizawa, 2005 dalam
Arindah, 2010)
Radikal bebas DPPH yang memiliki elektron tidak berpasangan
memberikan warna ungu dan menghasilkan absorbansi maksimum pada panjang

gelombang 517 nm. Warna akan berubah menjadi kuning saat elektron
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berpasangan. Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan dengan
jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen.

Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan
persen (%) aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan Persamaan 2.1
(Molyneux, 2003).

(absorbansi kontrol - absorbansi sampel)

% Aktivitas antioksidan = x 100 %....... (2.1

Absorbansi kontrol

Nilai 0 % berarti sampel tidak mempunyai aktivitas antioksidan,
sedangkan nilai 100 % berarti pengujian aktivitas antioksidan perlu dilanjutkan
dengan pengenceran sampel untuk mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya.
Suatu bahan dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan bila presentase aktivitas
antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata, et al., 2009). Absorbansi
kontrol yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah absorbansi DPPH
sebelum ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk mengkonfirmasi
kestabilan sistem pengukuran. Nilai absorbansi kontrol dapat berkurang dari hari
ke hari dikarenakan kehilangan aktivitasnya saat dalam stok larutan DPPH, tetapi
nilai absorbansi kontrol tetap dapat memberikan batasan untuk pengukuran saat
itu. Kontrol juga berfungsi menjaga kekonstanan total konsentrasi DPPH dalam
serangkaian pengukuran (Molyneux, 2003).

Dalam metode DPPH terdapat parameter ECso. Parameter ECso merupakan
parameter yang menunjukkan konsentrasi ekstrak uji yang mampu menangkap

radikal bebas sebanyak 50 % yang diperoleh melalui persamaan regresi. Semakin
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kecil ECso suatu senyawa uji maka senyawa tersebut semakin efektif sebagai
penangkal radikal bebas (Rohman, et al., 2005).

Mardawati (2008) menyebutkan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak
kulit manggis menggunakan DPPH pada fraksi metanol memberikan nilai ECsg
sebesar 8,00 mg/L. Secara spesifik, ketentuan kekuatan antioksidan ditunjukkan

pada Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Ketentuan kekuatan antioksidan

Nilai ECs Kekuatan
<50 ppm Sangat kuat
50 — 100 ppm Kuat

100 — 150 ppm Sedang

150 — 200 ppm Lemah

> 200 ppm Sangat lemah

Sumber: Hidajat (2005)

Faten, et al. (2009) menyebutkan bahwa dalam pengujian aktivitas
antioksidan ekstrak alga merah Gracilaria verucosa dengan metode DPPH, dan
didapatkan hasil untuk ekstrak kasar etanol memiliki nilai 1Csp 85 mg/L,
sedangkan untuk ekstrak petroleum eter dan etil asetat memberikan nilai ICsy 130
mg/L dan 135 mg/L, dan untuk ekstrak air dan n-butanol memberikan nilai ICsg

180 mg/L dan 190 mg/L.

2.10 Identifikasi Golongan Senyawa Aktif
Tanaman menghasilkan beragam senyawa organik yang tampaknya tidak
memiliki fungsi langsung dalam pertumbuhan dan pembangunan. Zat-zat ini

dikenal sebagai metabolit sekunder, produk sekunder, atau produk alami.
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Metabolit sekunder tidak diakui secara umum memiliki peran langsung dalam
proses fotosintesis, respirasi, transport solute, translokasi, sintesis protein,
asimilasi gizi, diferensiasi, atau pembentukan karbohidrat, protein, dan lipid.
Metabolit sekunder tertentu sering ditemukan hanya pada satu jenis tumbuhan
atau kelompok spesies, sedangkan metabolit primer ditemukan pada seluruh
tanaman.

Terdapat banyak penelitian yang menyebutkan tentang kandungan
metabolit sekunder pada semua jenis alga. Bhadury, et al. (2004) mengisolasi
senyawa aktif dalam beberapa alga laut baik mikro maupun makro yang berfungsi
sebagai antifoulant, dan didapatkan bahwasanya dalam alga laut tersebut
mengandung asam lemak, alkaloid, terpenoid, lakton dan steroid.

Meenakshi dan Gnanambigai (2009) melakukan pengukuran total
flavonoid pada dua jenis alga, Ulva lactuca yang tergolong alga hijau dan
Sargassum wighti yang tergolong alga coklat, dan didapatkan total flavonoid
untuk U. lactuca dan S.wightii masing-masing 2,02 + 0,07 mg GAE/g dan 1,35 +
0,04 mg GAE/g. Selain itu Elsie et al. (2011) melakukan uji fitokimia terhadap
alga merah Geledium acerosa yang terbukti mengandung berbagai macam
metabolit sekunder seperti alkaloid, saponin, fitosterol, flavonoid dan tanin.

2.10.1 Golongan Senyawa Steroid

Steroid atau sterol adalah triterpenoid yang mempunyai bentuk dasar

siklopentana perhidrofenantren yang biasanya larut dalam pelarut yang kurang

polar (Febriany, 2004).
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Gambar 2.10 Struktur dasar golongan senyawa steroid

Semua sterol diduga hanya pada binatang, namun sekarang telah diketahui
bahwa steroljuga terdapat dalam tumbuhan (fitosterol). Fitosterol ini berbeda
secara struktural dengan sterol binatang. Perbedaanya terutama pada subtitusi
gugus metil dan etil (Febriany, 2004). Tiga senyawa yang biasa disebut
fitosterolterdapat pada hampir setiap tumbuhan tinggi yaitu: sitosterol,

stigmasterol, dan kampesterol (Harborne, 1987; Robinson, 1995).

Gambar 2.11 Struktur Sitosterol
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Gambar 2.12 Dugaan reaksi senyawa steroid dengan radikal DPPH
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Reaksi warna yang digunakan untuk uji warna pada steroid adalah reaksi
Lieberman-Burchad yang menghasilkan warna hijau biru. Reaksi warna yang lain
pada steroid dilakukan dengan Brieskorn dan Briner (asam klorosulfonat dan
Sesolvan NK) mengahasilkan warna coklat (Robinson, 1995).

Pemisahan senyawa steroid dapat dilakukan dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis dengan pereaksi Lieberman-Buchard sebagai penampak
noda. Syamsudin, et al., (2007) dengan menggunakan eluen yaitu n-
heksana:aseton (7:3) untuk memisahkan senyawa steroid dari ekstrak n-heksana
kulit batang asam kandis. Setelah disemprot dengan pereaksi Lieberman-Buchard
menghasilkan enam bercak yang berwarna biru, ungu sampai coklat yang diduga
merupakan senyawa steroid/triterpenoid.

Sulastry dan Kurniawati (2010) menyatakan bahwa senyawa steroid
setelah disemprot dengan reagen Liebermann-Buchard menghasilkan warna hijau.
Sriwahyuni (2010) memisahkan senyawa steroid, menggunakan eluen
sikloheksana-etil asetat (1:1) dengan pereaksi LB menghasilkan 12 noda (hijau
kebiruan, hijau kehitaman, dan berwarna ungu yang tengahnya berwarna hijau
kebiruan pada UV 366 nm) dari ekstrak etil asetat tanaman Anting-anting.

Hayati, et al., (2012) menyebutkan bahwasanya pemisahan senyawa
steroid pada ekstrak etil asetat tanaman anting-anting eluen n-heksana:etil asetat
(7:3) dengan pereaksi Liebermann-Buchard menghasilkan 9 noda menunjukkan
warna hijau kebiruan, hijau, ungu yang tengahnya berwarna biru kehijauan, hijau

kebiruan muda. Senyawa-senyawa tersebut diduga merupakan senyawa steroid.
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2.10.2 Golongan Senyawa Triterpenoid

Triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau dan
dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri.
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan
isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Csy asiklik yaitu
skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol,
aldehida, atau asam karboksilat (Harborne, 1987). Senyawa ini paling umum
ditemukan pada tumbuhan berbiji, bebas dan sebagai glikosida. Triterpenoid yang
paling penting dan paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik (Robinson,

1995).

HC

(a) (b)
Gambar 2.13 (a) Skualena (Struktur dasar golongan senyawa triterpenoid)
(Robinson, 1995) dan (b) senyawa Lanosterol (senyawa triterpenoid tetrasiklik)
Triterpenoid biasanya terdapat dalam daun dan buah, seperti apel dan per,
yang berfungsi sebagai pelindung untuk menolak serangga dan serangan mikroba.
Triterpenoid juga terdapat dalam damar, kulit batang dan getah. Triterpenoid

tertentu  dikenal karena rasanya, terutama kepahitannya. Senyawa
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triterpenoid/steroid dapat mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat
dan membentuk garam yang memberikan sejumlah reaksi warna (Robinson,
1995).
2.10.3. Golongan Senyawa Flavonoid

Flavonoid mempunyai kerangka dasar 15 atom karbon yang terdiri dari
dua cincin benzen (Cg) terikat pada suatu rantai propana (C;) sehingga
membentuk suatu susunan Cg-C3-Cs. Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis
senyawa flavonoid, yaitu: Flavonoid atau 1,3-diaril propana, Isoflavonoid atau

1,2-diarilpropana dan Neoflavonoid atau 1,1-diaril propana (Lenny, 2006).

1,3-diaril propana 1,2-diarilpropana 1,1-diaril propana

Gambar 2.14 Struktur dasar senyawa flavonoid

Senyawa-senyawa flavonoid terdiri dari beberapa jenis tergantung pada
tingkat oksidasi rantai propana dari sistem 1,3-diaril propana. Flavon, flavonol
dan antosianidin adalah jenis yang banyak ditemukan di alam sehingga sering
disebut sebagai flavonoid utama (Lenny, 2006). Perlu diperhatikan bahwa cincin
A selalu memiliki gugus hidroksil yang letaknya sedemikian hingga memberikan
kemungkinan untuk terbentuknya cincin heterosiklis dalam senyawa trisiklis

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.11. Flavonoid dapat digolongkan sebagai
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fenol karena biasanya cincin A dan B mengandung gugus hidroksil
(Sastrohamidjojo, 1996).

Sebagian besar senyawa flavonoid di alam ditemukan dalam bentuk
glikosida, di mana unit flavonoid terikat pada suatu gula. Glikosida adalah
kombinasi antara suatu gula dan suatu alkohol yang saling berikatan melalui
ikatan glikosida (Lenny, 2006). Flavonoid memiliki kemampuan sebagai
antioksidan yang mampu mentransfer sebuah elektron atau sebuah atom hidrogen
ke senyawa radikal bebas, sehingga dapat menghambat peroksidasi lipid, menekan
kerusakan jaringan oleh radikal bebas dan menghambat beberapa enzim.
Senyawa-senyawa flavonoid termasuk didalamnya adalah resveratrol,
anthocyanin, quercetin, hesperidin, tangeritin, kaemferol, myricetin, dan
apigenin.

OH
OH

HO 0}

OH

OH 0
Gambar 2.15 Struktur Kuersetin

Flavonoid dapat ditemukan sebagai mono-, di- atau triglikosida, yaitu
satu, dua atau tiga gugus hidroksil dalam molekul flavonoid terikat oleh gula
(Lenny, 2006). Flavonoid memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang mampu

mentransfer sebuah elektron atau sebuah atom hidrogen ke senyawa radikal bebas,



32

sehingga dapat menghambat peroksidasi lipid, menekan kerusakan jaringan oleh

radikal bebas dan menghambat beberapa enzim (Kandaswami & Middleton,

1997).
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Gambar 2.16 Reaksi senyawa flavonoid dengan radikal DPPH (Wanasundara &
Shahidi, 2005)

Flavonoid terutama berupa senyawa yang larut dalam air dapat diekstraksi
dengan etanol 70 % dan tetap ada pada lapisan air setelah ekstrak ini dikocok
dengan eter minyak bumi (Harborne, 1987). Flavonoid dapat direduksi dengan
magnesium dan asam klorida pekat menghasilkan warna merah, kuning atau

jingga (Sastrohamidjojo, 1996).
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2.10.4 Golongan Senyawa Alkaloid

Semua alkaloid mengandung paling sedikit sebuah nitrogen yang biasanya
bersifat basa dan dalam sebagian besar atom nitrogen ini merupakan bagian dari
cincin heterosiklik (Achmad dalam Widodo, 2007). Alkaloid biasanya tanpa
warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan berbentuk kristal dan hanya
sedikit yang berbentuk cairan pada suhu kamar, contohnya pada nikotina.
Senyawa-senyawa golongan alkaloid misalnya caffeine, theobromine, dan

theophyline (Sirait, 2007).

N
H

Gambar 2.17 Struktur Inti Alkaloid (Robinson, 1995)

HO

Gambar 2.18 Struktur Solanidina (Robinson, 1995)

Dugaan reaksi yang terjadi antara senyawa alkaloid dengan DPPH yang

berfungsi untuk meredam radikal adalah sebagai berikut (Husnah, 2008).
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Gambar 2.19 Dugaan reaksi senyawa alkaloid dengan DPPH

Pereaksi Mayer (kalium tetraiodomerkurat) paling banyak untuk
mendeteksi alkoloid karena pereaksi ini mengendapkan hampir semua alkoloid.
Pereaksi lain yang sering digunakan untuk uji alkoloid adalah pereaksi Wagner
(iodium dalam kalium iodida), asam silikotungstat 5 %, asam tanat 5 %, pereaksi
Dragendrof (kalium tetraiodobismutat). Hasil positif alkoloid dengan
menggunakan reagen Dragendroff ditandai dengan terbentuknya endapan
berwarna jingga.

Kebanyakan alkaloid tidak larut dalam petroleum eter. Namun demikian
ekstrak harus selalu dicek untuk mengetahui adanya alkaloid dengan
menggunakan salah satu pereaksi pengendap alkaloid. Pereaksi sering didasarkan
pada kesanggupan alkaloid untuk bergabung dengan logam yang memiliki berat
atom tinggi seperti merkuri, bismut, tungsten, atau iod. Pereaksi Mayer

mengandung kalium iodida dan merkuri klorida. Pereaksi Dragendorff
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mengandung bismut nitrat dan merkuri klorida dalam asam nitrit berair
(Sastrohamidjojo, 1996).
2.10.5 Asam Askorbat

Vitamin C (L-asam askorbat) merupakan suatu antioksidan penting yang
larut dalam air. Reaksi reversibel dari oksidasi asam askorbat ditunjukkan pada
Gambar 2.20. Vitamin C secara efektif menangkap radikal-radikal O,°, OH®,
ROO?® dan juga berperan dalam regenerasi vitamin E. Vitamin C dapat melindungi
membran biologis dan LDL (Low Density Lipid) dari kerusakan prooksidatif
dengan cara mengikat radikal peroksil dalam fase berair dari plasma atau sitosol
(Silalahi, 2006).

OH

HO

HO OH
L- Asam Askorbat
Gambar 2.20 Asam Askorbat (Vitamin C)

2.11 Identifikasi Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik

(KLTA)

Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan yang pertama kali digunakan
untuk memisahkan zat-zat warna tanaman yang didasarkan atas istilah yang
digunakan yaitu kroma yang berarti zat warna. Metode pemisahan kromatografi

didasarkan pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen dalam dua fasa

yaitu fasa diam dan fasa gerak yang berbeda tingkat kepolarannya. Apabila
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molekul-molekul komponen berinteraksi secara lemah dengan fasa diam maka
komponen tersebut akan bergerak lebih cepat meninggalkan fasa diam.
Keberhasilan pemisahan kromaotografi bergantung pada daya interaksi
komponen-komponen campuran dengan fasa diam dan fasa gerak (Hendayana,
2006).

Gritter (1991) menyatakan bahwa kromatografi lapis tipis (KLT) pada
hakikatnya melibatkan dua peubah yaitu sifat fasa diam atau sifat lapisan dan sifat
fasa gerak atau campuran pelarut pengembang. Fasa diam dapat berupa serbuk
halus yang berfungsi sebagai permukaan penjerap atau berfungsi sebagai
penyangga atau lapisan zat cair. Pada penelitian ini digunakan fasa diam dari
silika gel yang mampu menjerap senyawa yang akan dipisahkan. Fasa gerak dapat
berupa hampir segala macam pelarut atau campuran pelarut sebagaimana dalam
penelitian ini digunakan campuran pelarut yang efektif untuk memisahkan
masing-masing komponen senyawanya yang memiliki tingkat kepolaran yang
berbeda.

Lapisan tipis seperti pada plat silika gel F,s4 yang digunakan dalam
penelitian ini mengandung indikator flouresensi yang ditambahkan untuk
membantu penampakan bercak warna pada lapisan yang telah dikembangkan.
Indicator flouresensi adalah senyawa yang memancarkan sinar, seperti dengan
lampu UV (Gritter, 1991).

Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan tipis

menggunakan harga Rf. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut:

arak senyawa yang digerakkan dari titik asal
Harga Rf = 1 Y e e, (2.2)

Jarak pelarut yang digerakkan dari titik asal
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Harga-harga Rf untuk senyawa-senyawa murni dapat dibandingkan dengan harga-
harga standart. Harga Rf dapat dipengaruhi oleh faktor-faktor yang mempengaruhi
gerakan noda dalm KLT diantaranya adalah struktur kimia dari senyawa yang
sedang dipisahkan, sifat dari penyerap danderajat aktivitasnya, jenis eluennya,
serta jumlah cuplikan yang digunakan tidak terlalu berlebihan (Sastrohamidjojo,
1991).

KLT analitik ini digunakan untuk mengetahui berapa noda yang terpisah
dari hasil eluen terbaik. Eluen yang baik adalah eluen yang dapat memisahkan
senyawa yang ditandai dengan munculnya noda yang tidak berekor dan jarak
antara noda yang muncul sangat jelas. Noda yang dihasilkan akan dideteksi
dengan pereaksi yang sesuai dengan golongan senyawa yang dipisahkan. Pereaksi
ini akan memberikan sebuah kepekaan dan perubahan warna yang ada kaitannya
dengan struktur senyawa yang bersangkutan, jika senyawa diamati dibawah lampu

UV (Harborne, 1987).



BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik dan
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN)

Maulana Malik Ibrahim Malang bulan Januari sampai April 2014.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat
gelas, neraca analitik, bola hisap, mortar, pisau, kertas saring, corong buchner
vacum, inkubator, rotary evaporator vacum, shaker, vortex, corong pisah,
desikator, oven, hot plate, stirer, botol larutan, bejana pengembang, plat silika
gel Fas4 spektronik 20+, dan spektrofotometer UV-Vis Varian Carry.
3.2.2 Bahan

Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga coklat jenis
(Sargassum cristaefolium) berasal dari pantai Sumenep Madura.

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah aquades, metanol p.a, etil
asetat p.a, kloroform p.a, n-heksana, DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) p.a,
KMnO4 0,1 %, BHT(Butylated hydroxytoluene) p.a, standar vitamin C, gas Ny,

HCI 37 %, HCI1 2 N, etanol 95 %, H,SO4 pekat, natrium bikarbonat (NaHCOs),

38
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asam asetat anhidrida, amonia, aseton, pereaksi Mayer, Dragendorff, dan serbuk

logam Mg.

3.3 Rancangan Penelitian

Pertama-tama dilakukan wuji taksonomi terhadap sampel yang akan
digunakan. Kemudian sampel diambil dari seluruh bagian alga coklat lalu
dikeringkan menggunakan oven lalu dihaluskan. Sampel yang sudah dihaluskan
ditentukan kadar airnya. Kemudian dilanjutkan dengan proses ekstraksi maserasi
selama 24 jam dengan dishaker menggunakan pelarut metanol selanjutnya ekstrak
yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan dialiri gas N.
Ekstrak pekat fraksi metanol dihitung rendemennya, kemudian ekstrak pekat
metanol sebanyak 12 gram dibagi menjadi 4 bagian (A, B, C dan D) yang masing-
masing sebanyak 3 gram, lalu bagian B, C dan D masing-masing dihidrolisis
dengan asam klorida (HCI) 2 N lalu dipartisi menggunakan etil asetat, kloroform,
dan n-heksana. Masing-masing ekstrak hasil partisi dipekatkan menggunakan
rotary evaporator dan dialiri gas Ny lalu dihitung nilai rendemen.

Ekstrak dari hasil maserasi dan partisi, begitu pula untuk pembanding
BHT dan asam askorbat (vitamin C) diuji aktivitas antioksidannya pada
konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm, kemudian dihitung persen
aktivitas antioksidannya dan ditentukan nilai ECsy (effective concentration)
menggunakan persamaan regresi, lalu diidentifikasi golongan senyawa dalam
masing-masing ekstrak secara fitokimia dengan penambahan reagen, kemudian

dilakukan uji senyawa aktif dengan menggunakan KLTA.
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3.4 Tahapan Penelitian

I
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Pada penelitian ini dilakukan melalui tahapan-tahapan berikut:

Uji Taksonomi alga coklat Sargassum cristaefolium,

Preparasi sampel,

Penentuan kadar air,

Ekstraksi alga coklat Sargassum cristaefolium menggunakan metode
maserasi dilanjutkan dengan proses hidrolisis kemudian diekstraksi
kembali dengan metode partisi,

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH pada konsentrasi 1, 5, 25,
50, 100, 150 dan 200 ppm,

Identifikasi golongan senyawa aktif dalam ekstrak yang memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi dengan penambahan reagen,

Uji senyawa aktif dengan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA),

Analisis data.

3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Uji Taksonomi

Uji taksonomi alga coklat Sargassum cristaefolium dilakukan secara

kualitatif di Laboratorium Taksonomi, Struktur dan Perkembangan Tumbuhan,

Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang.
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3.5.2 Preparasi Sampel

Alga coklat Sargassum cristaefolium sebanyak 4 Kg dicuci dengan air,
kemudian diiris kecil-kecil lalu dikeringanginkan selama 4 hari pada ruangan
terbuka yang terlindung dari sinar matahari pada suhu 25-27 °C dan dihaluskan
menggunakan blender hingga halus. Serbuk alga coklat (S. cristaefolium) diayak
menggunakan ayakan yang berukuran 60 — 120 mesh.

3.5.3 Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

Pada penentuan kadar air, disiapkan cawan porselen terlebih dahulu, lalu
dipanaskan dalam oven pada suhu 105 °C sekitar 15 menit untuk menghilangkan
kadar airnya. Cawan disimpan dalam desikator sekitar 10 menit, lalu ditimbang
dan dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan.
Setelah itu, sebanyak 5 gram sampel dimasukkan dalam cawan porselen,
kemudian dimasukkan dalam oven dan dikeringkan pada suhu 105 °C selama 15
menit, kemudian sampel disimpan dalam desikator sekitar £10 menit dan
ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven =15 menit,
didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi
sampai berat konstan. Kadar air dalam alga coklat S.cristaefolium dihitung

menggunakan persamaan (3.1) (AOAC, 1984):

Kadar air = gj :ix 100 % (AOAC, 1984) c.ovooooeoeeeoeeoeeeeeeeeeeeeee, (3.1)

Dimana : a = bobot cawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan
¢ = bobot cawan + sampel setelah dikeringkan
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3.5.4 Ekstraksi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Ekstraksi komponen senyawa aktif dilakukan dengan cara ekstraksi
maserasi atau perendaman. Alga coklat yang telah dikeringkan ditimbang
sebanyak 300 gram, dimana pada tahapan ini sampel di bagi menjadi tiga. Proses
maserasi yang pertama, sampel sebanyak 100 gram diekstraksi secara maserasi
menggunakan pelarut metanol sebanyak 300 mL selama 24 jam kemudian
dilakukan pengocokan menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm (rotation
per minutes) selama 3 jam. Selanjutnya maserasi yang ke-2 dan ke-3 dilakukan
dengan perlakuan yang sama. Setelah itu, dilakukan penyaringan menggunakan
corong Buchner. Ampas yang diperoleh dimaserasi kembali menggunakan
pelarut yang sama sebanyak 3 kali pengulangan dengan perlakuan yang sama
sampai filtrat yang didapatkan bening. Setelah itu, dilakukan penyaringan. Filtrat
yang diperoleh digabung menjadi satu. Lalu dipekatkan menggunakan rotary
evaporator setelah itu dialiri gas N, Ekstrak pekat ditimbang lalu dihitung
rendemennya dengan Persamaan 3.2.

Berat ekstrak
% Rendemen = ———— 00 e ... (3.2)

Berat sampel

3.5.5 Hidrolisis dan Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Metanol
Ekstrak pekat fraksi metanol sebanyak 12 gram dibagi menjadi 4 bagian
(A, B, C dan D), dimana masing-masing bagian sebanyak 3 gram. Kemudian
bagian A langsung dilakukan pengujian aktivitas antioksidan. Sedangkan bagian
B, C dan D masing-masing dimasukan ke dalam beaker glass, kemudian

dihidrolisis dengan menambahkan 6 mL asam klorida (HCI) 2 N ke dalam ekstrak
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pekat dengan perbandingan (1:2). Hidrolisis dilakukan selama 1 jam
menggunakan magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang (Tensiska, et al., 2007).

Masing-masing hidrolisat yang diperoleh ditambahkan dengan natrium
bikarbonat (NaHCO;) sampai pH-nya netral, lalu masing-masing hidrolisat
dipartisi, bagian B dipartisi dengan 25 mL pelarut etil asetat, bagian C dipartisi
dengan 25 mL pelarut kloroform dan bagian D dipartisi dengan 25 mL pelarut »-
heksana. Proses partisi dilakukan dengan dua kali pengulangan. Masing-masing
ekstrak hasil partisi dipekatkan dengan rotary evaporator lalu dialiri dengan gas
N», ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung rendemennya, setelah
didapatkan rendemen untuk masing-masing ekstrak dilanjutkan dengan pengujian
aktivitas antioksidan dengan DPPH.
3.5.6 Uji Antioksidan dengan DPPH
3.5.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, ditambah 4,5 mL etanol lalu didiamkam = 10 menit. Kemudian
dimasukkan ke dalam kuvet. Dicari Amaks larutan dan dicatat hasil pengukuran
Amaks untuk digunakan pada tahap selanjutnya (Rahayu, et al., 2010).
3.5.6.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak 200 ppm dibuat sebanyak 25 mL, kemudian diambil
sebanyak 4,5 mL. Ditambahkan 0,2 mM larutan DPPH sebanyak 1,5 mL. Larutan
yang diperoleh dipipet ke dalam kuvet, kemudian dicari waktu kestabilan setelah
inkubasi dan sebelum inkubasi dalam rentangan waktu 5 — 120 menit dengan

interval 5 menit pada suhu 37 °C, kemudian dicari waktu kestabilan. Sampel
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diukur menggunakan spektronik 20+ pada A yang telah diketahui pada tahap

sebelumnya.

3.5.6.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

a)

b)

Absorbansi kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,2 mM diambil
sebanyak 1,5 mL, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan
pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL, kemudian ditutup
tabung reaksi dengan tissue, lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu
kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya, setelah itu larutan
dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya dengan
Amaks Yang didapatkan.

Sampel dari masing-masing fraksi dilarutkan dalam pelarutnya dengan
konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm. Disiapkan tabung reaksi untuk
masing-masing konsentrasi, kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5
mL ekstrak dan ditambahkan DPPH sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan
DPPH : ekstrak yang dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan
tersebut diulangi sebanyak tiga kali. Setelah itu diinkubasi dengan suhu 37 °C
pada waktu kestabilan yang didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian
dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh untuk mengukur absorbansinya
pada Amas. Data absorbansinya yang diperoleh dari tiap konsentrasi masing-
masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai

tersebut diperoleh dengan Persamaan 3.3 (Arindah, 2010).

% Aktivitas _ Absorbansi kontrol — absorbansi sampel x 100 %....(3.3)
antioksidan

Absorbansi kontrol
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Setelah didapatkan persen (%) aktivitas antioksidan, selanjutnya masing-
masing ekstrak dihitung nilai ECsy nya dengan memperoleh persamaan regresi
menggunakan program “GraphPad prism5 software, Regression for analyzing
dose-response data”.

d) Pembanding BHT dan asam askorbat (Vitamin C): diperlakukan seperti
sampel akan tetapi sampel diganti dengan larutan BHT dan asam askorbat
(vitamin C).

3.5.7 Identifikasi Golongan Senyawa Antioksidan dengan Uji Fitokimia

3.5.7.1 Identifikasi Steroid/Terpenoid

Ekstrak alga coklat S. cristaefolium sebanyak 1 mL dimasukkan dalam

tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL

asam asetat anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan 1 —2 mL H,SO4

pekat melalui dinding tabung. Jika hasil yang diperoleh berupa cincin kecoklatan
atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya triterpenoid,
sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid

(Hayati, 2010).

3.5.7.2 Identifikasi Flavonoid

Sebanyak 0,5 gram ekstrak alga coklat S. cristaefolium dimasukkan dalam
tabung reaksi kemudian dilarutkan dalam 1-2 mL metanol 50 %. Setelah itu
ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCI pekat. Larutan berwarna merah atau jingga

yang terbentuk menunjukkan adanya flavonoid (Hayati, 2010).
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3.5.7.3 1dentifikasi Alkaloid

Ekstrak alga coklat S. cristaefolium sebanyak 3 mL dimasukkan dalam
tabung reaksi, ditambah 1 mL HCI 1 % dan larutan dibagi dalam dua tabung.
Tabung 1 ditambah 2—-3 tetes reagen Dragendroff, tabung II ditambah 2—-3 tetes
reagen Mayer. Jika tabung 1 terbentuk endapan jingga dan tabung II terbentuk
endapan kekuning-kuningan menunjukkan adanya alkaloid (Hayati, 2010).
3.5.7.4 Identifikasi Asam Askorbat

Ekstrak kasar diambil 5 mg dilarutkan dalam aquadest 5 mL, kemudian
ditambahkan 10 mL larutan KMnO4 0,1 %. Jika terbentuk warna coklat maka
menunjukkan adanya asam askorbat (Auterhoft, et al., 1987).
3.5.8 Uji Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KL TA)

Uji fitokimia dengan KLT dilakukan terhadap golongan senyawa yang
positif dari hasil uji fitokimia dengan uji fitokimia dengan uji reagen. Identifikasi
dengan KLTA digunakan plat silika gel F,s4 yang sudah diaktifkan dengan
pemanasan dalam oven pada suhu 60-70 °C selama 10 menit. Masing-masing
plat dengan ukuran 1x10 cm®. Ekstrak sampel ditotolkan sebanyak 5-20 totolan
pada jarak = 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler kemudian dikeringkan
dan dielusi dengan masing-masing fase gerak golongan golongan senyawanya.
Setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Noda-noda
pada permukaan plat diperiksa dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254
nm dan 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya. Adapun
yang dilakukakan uji KLTA adalah pada fraksi kloroform yang positif

mengandung golongan senyawa steroid. Pengembang dan reagen golongan
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senyawa steroid adalah sebagai berikut : digunakan pengembang n-heksana:etil
asetat (6:4) (Reveny, 2011), heksana-etil asetat (8:2) (Reveny, 2011), heksana-
etil asetat (7:3) (Handayani, 2008), heksana-etil asetat (1:1) (Sriwahyuni, 2010),
dan n-heksana-aseton (7:3) (Syamsudin, 2007) dengan penampak noda

Lieberman Buchard akan terbentuk noda berwarna biru, ungu sampai coklat.

3.6 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung persen (%)
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi dari masing-masing
ekstrak kasar dan pembanding asam askorbat dan BHT pada konsentrasi 1, 5, 25,
50, 100, 150 dan 200 ppm. Setelah didapatkan data persen (%) aktivitas
antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel dan pembanding, kemudian
dilakukan perhitungan nilai ECsy dengan menggunakan persamaan regresi yang
menyatakan hubungan antara log konsentrasi ekstrak (x) dengan persen (%)
aktivitas antioksidan (y). Dibandingkan nilai ECsy pada masing-masing sampel.
Sampel yang mempunyai nilai ECsy terendah menunjukkan bahwa sampel
tersebut memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi. Selanjutnya,
membandingkan nilai ECsyp pada masing-masing sampel dengan pembanding
untuk mengetahui aktivitas antioksidan alami dengan antioksidan sintetik.
Identifikasi golongan senyawa aktif ekstrak alga coklat Sargassum cristaefolium
dilakukan secara kualitatif melalui uji reagen dan Kromatografi Lapis Tipis

Analitik (KLTA).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian dan pembahasan ini disusun berdasarkan tahapan
penelitian yang telah dilakukan yaitu: Pertama, Uji Taksonomi alga coklat
Sargassum cristaefolium. Kedua, Preparasi sampel. Ketiga, Penentuan kadar air.
Keempat, Penentuan kadar garam. Kelima, Ekstraksi alga coklat Sargassum
cristaefolium menggunakan metode maserasi dilanjutkan dengan proses hidrolisis
kemudian diekstraksi kembali dengan metode partisi. Keenam, Uji aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH pada konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200
ppm. Ketujuh, Identifikasi golongan senyawa aktif dalam ekstrak yang memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi dengan penambahan reagen. Kedelapan, Uji

senyawa aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA).

4.1 Uji Taksonomi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Uji taksonomi alga coklat Sargassum cristaefolium yang berasal dari
pantai Sumenep Madura dilakukan secara kualitatif di Laboratorium Biologi
Fakultas MIPA Universitas Brawijaya (UB) Malang. Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan alga
coklat Sargassum cristaefolium. Adapun ciri-ciri Alga Coklat Sargassum
cristaefolium: Thalli bulat pada batang utama dan agak gepeng pada percabangan,
permukaan halus atau licin. Percabangan dichotomous dengan daun bulat lonjong,

pinggir bergerigi, tebal dan duplikasi (double edged), Vesicle melekat pada batang
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daun, bulat telur atau elip, bentuk blader bulat lonjong (Ajisaka et al., 1997).

Bukti hasil uji taksonomi dapat dilihat pada Lampiran 6.

4.2 Preparasi Sampel

Sampel alga coklat Sargassum cristaefolium yang segar ditimbang
sebanyak 4 kg kemudian dicuci dengan air bersih untuk menghilangkan kotoran
yang berupa kerak lumut atau pengotor lainnya yang dapat mengganggu dalam
proses ekstraksi. Sampel diiris kecil-kecil untuk memperluas permukaan sehingga
dapat mempercepat proses pengeringan dan mempermudah penggilingan sampel
menjadi serbuk.

Selanjutnya sampel dikeringanginkan selama 4 hari pada ruangan terbuka
yang terlindung dari sinar matahari. Proses pengeringan bertujuan untuk
menurunkan kadar air dalam sampel alga coklat Sargassum cristaefolium
sehingga tidak mudah ditumbuhi kapang, bakteri, jamur, menghilangkan aktivitas
enzim yang bisa menguraikan lebih lanjut kandungan zat aktif sehingga dapat
disimpan lebih lama dan komposisi kimianya tidak mengalami perubahan. Selain
itu, dengan adanya pengeringan yang terlindung dari sinar matahari dapat
menghindari kerusakan bahan aktif yang terkandung dalam sampel. Menurut
Rusli dan Darmawan (1988) bahwa pengeringan suatu bahan yang terlalu lama
dan suhunya yang terlalu tinggi dapat menurunkan mutu karena dapat merusak
komponen-komponen yang terdapat di dalamnya.

Sampel yang sudah dikeringkan kemudian dihaluskan dengan
menggunakan blender dan diayak menggunakan saringan 60 — 120 mesh sehingga

didapatkan serbuk sampel halus sebesar 200 g. Semakin kecil ukuran serbuk
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sampel maka semakin besar luas permukaannya sehingga interaksi antara pelarut
dengan sampel akan semakin besar dan senyawa aktif yang terekstrak semakin

banyak serta proses ekstraksi akan semakin efektif (Baraja, 2008).

4.3 Penentuan Kadar Air

Penetuan kadar air dilakukan pada sampel basah dan kering. Kadar air
menentukan kesegaran dan daya tahan suatu sampel (Winarno, 2002). Sampel
divapakan dalam cawan penguap dengan pemanasan menggunakan oven pada
suhu 105 °C. Penggunaan suhu ini dikarenakan untuk menguapkan air murni
diperlukan suhu 100 °C sehingga untuk menguapkan air yang terkandung dalam
sampel harus menggunakan suhu di atas 100 °C. Selanjutnya cawan yang berisi
sampel ditaruh dalam desikator agar air yang masih tersisa teruapkan secara
sempurna. Proses penguapan bertujuan untuk meminimalisir tumbuhnya jamur
atau mikroba pada sampel yang nantinya dapat mempengaruhi hasil ekstraksi.
Kemudian sampel ditimbang. Perlakuan sampel tersebut diulang-ulang sampai
diperoleh berat konstan. Selisih berat sampel sebelum dan sesudah pengeringan
menunjukkan banyaknya air yang telah diuapkan. Kadar air alga coklat
Sargassum cristaefolium dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Kadar air alga coklat Sargassum cristaefolium
Alga coklat Sargassum Warna Alga coklat

1 0
cristaefolium Sargassum cristaefolium Kadar air (% b/b)
Sampel basah Coklat kekuningan 89,5 %
Sampel kering Coklat kehitaman 8,398 %

Berdasarkan hasil pengukuran kadar air sampel kering sebesar 8,398 %,

hal ini menunjukkan bahwa sampel yang dianalisis mempunyai kadar air cukup
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baik untuk dilakukan proses ekstraksi. Menurut Kumala (2007) semakin kecil
kadar air suatu sampel, maka semakin mudah pelarut untuk mengekstrak
komponen senyawa aktif, sehingga akan diperoleh rendemen yang semakin besar.
Apabila kadar air yang terkandung dalam suatu bahan kurang dari 10 % maka
kestabilan optimum bahan akan dapat dicapai, pertumbuhan mikroba dapat

dikurangi dan proses ekstraksi dapat berjalan lancar (Puspita, 2009).

4.4 Ekstraksi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi maserasi.
Pada prinsipnya metode maserasi adalah diperlukan waktu kontak yang cukup
antara pelarut dengan bahan yang diekstrak dan adanya distribusi pelarut organik
yang secara terus menerus ke dalam sel tumbuhan yang mengakibatkan
pemecahan dinding dan membran sel sehingga senyawa aktif metabolit sekunder
yang berada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik (Djarwis,
2004).

Menurut Yustina (2008), kelebihan metode maserasi adalah pengerjaannya
cukup sederhana, murah, mudah dilakukan dan tidak menggunakan suhu tinggi
yang dimungkinkan dapat merusak senyawa-senyawa kimia yang terdapat dalam
sampel. Sedangkan kerugiannya adalah waktu pengerjaannya lama dan ekstraksi
kurang sempurna (Ahmad, 2006). Proses ekstraksi ini tidak dilakukan dengan
metode soxhlet karena dikhawatirkan terdapatnya golongan senyawa aktif
metabolit sekunder yang tidak tahan panas dalam sampel alga coklat Sargassum

cristaefolium.
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Maserasi pada penelitian ini menggunakan pelarut metanol. Kelebihan dari
metanol adalah bersifat inert, memiliki titik didih yang cukup rendah sehingga
mudah divapkan tanpa menggunakan suhu yang tinggi (Guenther, 2006). Sampel
yang dimaserasi sebanyak 100 g yang dilarutkan dengan metanol sebanyak 300
mL selama 24 jam kemudian dilakukan pengadukan menggunakan shaker dengan
kecepatan 150 rpm (rotation per minutes) selama 3 jam.

Pengadukan (pengocokan) dengan menggunakan shaker diperlukan untuk
meratakan konsentrasi larutan di luar serbuk sampel sehingga tetap terjaga adanya
derajat perbedaan konsentrasi yang sekecil-kecilnya antara larutan di dalam dan di
luar sel (Baraja, 2008). Setelah itu, dilakukan penyaringan menggunakan corong
Buchner. untuk memisahkan filtrat dan ampas. Penyaringan menggunakan corong
Buchner dapat membantu mempercepat proses penyaringan karena dilengkapi
dengan pipa vakum sehingga tekanan di dalam corong lebih besar daripada
tekanan di luar dan menyebabkan filtrat tertarik lebih kuat dan cepat.

Proses maserasi dilakukan sampai diperoleh filtrat yang berwarna bening
(pucat), dengan harapan senyawa-senyawa yang memiliki kepolaran yang sesuai
dengan pelarutnya dapat terekstrak secara maksimal pada pelarutnya. Maserasi
dilakukan sebanyak 4 kali pengulangan dengan perlakuan yang sama. Perubahan
filtrat yang diperoleh untuk sampel alga coklat Sargassum cristaefolium adalah
dari warna hijau tua pekat hingga berwarna hijau pucat.

Filtrat yang diperoleh dari hasil maserasi selanjutnya diuapkan pelarutnya
dengan rotary evaporator vaccum untuk mendapatkan ekstrak pekat yang akan

digunakan untuk pengujian selanjutnya. Prinsip utama alat ini terletak pada
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penurunan tekanan sehingga pelarut dapat menguap pada suhu di bawah titik
didihnya.

Penguapan pelarut metanol dengan rotary evaporator vaccum dilakukan
pada suhu 50 °C. Penguapan dihentikan sampai diperoleh ekstrak yang cukup
pekat yang ditandai dengan berhentinya penetesan pelarut pada labu penampung.
Selanjutnya pelarut yang masih bersisa dalam ekstrak diuapkan dengan dialiri gas
N,. Hasil maserasi serbuk alga coklat Sargassum cristaefolium ditunjukkan pada

Tabel 4.2 dengan perhitungan rendemen berat ekstrak pekat pada Lampiran 3.

Tabel 4.2 Hasil maserasi serbuk alga coklat Sargassum cristaefolium

Warna Serbuk Berat
Pelarut Perubahan kstrak (g)+pelarut | ekstrak | Rendemen
clard warna filtrat ‘N (mL) pekat (%) (b/b)
pekat
(4]
Hijau tua Coklat 200 g o
izl kecoklatan pekat +2400 mL T

Keterangan :Maserasi dilakukan 2 x 100 g

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui bahwa rendemen ekstrak pekat
metanol alga coklat Sargassum cristaefolium sebesar 15,298 %. Ekstrak pekat
metanol sebanyak 12 g dibagi menjadi 4 bagian (A, B, C dan D), dimana masing-
masing bagian sebanyak 3 g. Kemudian bagian A langsung dilakukan pengujian
aktivitas antioksidan. Bagian B, C dan D masing-masing dimasukan ke dalam
beaker glass, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 6 mL asam klorida
(HCI) 2N ke dalam ekstrak pekat dengan perbandingan (1:2).

Tujuan penambahan HCl 2 N (asam kuat) adalah sebagai katalis untuk
mempercepat pemutusan ikatan glikosida antara senyawa glikon (gula) dan

aglikon (bukan gula). Reaksi hidrolisis merupakan reaksi reversible (dapat balik),
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sehingga apabila tidak dihentikan maka akan terbentuk kembali ikatan glikosida
antara glikon dan aglikon (Handoko, 2006). Hidrolisat yang di peroleh dinetralkan
dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) jenuh. Dugaan reaksi pemutusan ikatan
glikosida yang terjadi ketika penambahan larutan HCI dan penetralan dengan

natrium bikarbonat ditunjukkan pada Gambar 4.1 dan Gambar 4.2.
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Gambar 4.1 Dugaan mekanisme reaksi hidrolisis glikosida.
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HCl(aq) + NaHCO3(aq) T NaCl(S) + COz(g) + HzO(l)

Gambar 4.2 Reaksi antara HCI dan natrium bikarbonat (Mardiyah, 2012)

Proses selanjutnya adalah partisi dengan variasi pelarut dengan tingkat
kepolaran yang berbeda yaitu etil asetat, kloroform dan n-heksana. Proses partisi
dilakukan dengan dua kali pengulangan. Pemilihan pelarut ini dimaksudkan agar
senyawa-senyawa yang memiliki kepolaran berbeda dapat terekstrak ke dalam
pelarut yang sesuai (Voight, 1994), dalam proses ini terdapat dua lapisan yang
tidak saling bercampur. Lapisan yang bersifat polar (fase air) mengekstrak
komponen gula (glikon) sedangkan pelarut semi polar maupun non polar (fase
organik) mengekstrak metabolit sekunder (aglikon).

Fraksi hasil partisi dari masing-masing pelarut dipekatkan menggunakan
rotary evaporator hingga pelarut hampir teruapkan semua, kemudian dihitung
rendemen masing-masing fraksi pekat. Rendemen yang diperoleh merupakan hasil
dari 3 g berat ekstrak pekat metanol. Nilai rendemen masing-masing pelarut

disajikan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil partisi ekstrak metanol dengan variasi pelarut

Pelarut Warna filtrat Warna ekstrak pekat | Rendemen
(%) (b/b)
Etil asetat Hijau kecoklatan Hitam 3,33 %
Kloroform Hijau kecoklatan Hijau kehitaman 3,83 %
n-heksana Hijau tua kehitaman Hitam pekat 4,43 %

Nilai rendemen ekstrak pekat fraksi etil asetat dan kloroform lebih kecil
dibandingkan ekstrak pekat fraksi n-heksana. Diduga kebanyakan senyawa

metabolit sekunder yang ada dalam Sargassum cristaefolium lebih banyak bersifat
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non polar terutama dalam bentuk aglikon. Selanjutnya ekstrak pekat metanol dan
ketiga fraksi yang diperoleh dilakukan pengujian aktivitas antioksidan dengan
DPPH.

4.5 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pengujian aktivitas antioksidan alga coklat Sargassum cristaefolium
dengan metode DPPH diawali dengan penentuan panjang gelombang maksimum
(Amaks). Tujuan penentuan Amaks adalah untuk mengetahui A yang memiliki
serapan tertinggi. Menurut Gandjar dan Rohman (2007), pada panjang gelombang
maksimum kepekaannya juga maksimal karena pada panjang gelombang tersebut
perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar. Di
sekitar panjang gelombang maksimum, bentuk kurva absorbansi datar dan pada
kondisi tersebut hukum Lambert-Beer terpenuhi.

Radikal DPPH yang memiliki elektron tidak berpasangan memiliki warna
komplementer dan menghasilkan absorbansi maksimum pada panjang gelombang
515 — 520 nm (Prakash, 2007). Hasil penentuan panjang gelombang DPPH 0,2
mM diperoleh Amaks sebesar 516,1 nm. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
Waulansari (2011) tentang penentuan Amaks DPPH sebesar 516 nm. Hasil spektra

UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada Gambar 4.3.

1.0+
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» 0.6 16.1, 0618
-
< 0.4+
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Gambar 4.3 Spektra UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM



57

4.5.2 Penentuan Waktu Kestabilan

Penentuan waktu kestabilan ini dilakukan untuk mengetahui waktu di
mana sampel dan DPPH sudah bereaksi secara stabil yakni sempurnanya reaksi
antara sampel dengan DPPH yang ditunjukkan dengan tidak adanya lagi
penurunan absorbansi (Lu, et al, 2000). Setiap senyawa memiliki waktu
kestabilan yang berbeda untuk bereaksi secara sempurna (Brand-William, ef al.,
2001). Pengukuran waktu kestabilan dilakukan dengan 2 cara yaitu menggunakan
inkubasi dengan suhu 37 °C dan tanpa inkubasi (25 — 27) °C. Hasil penentuan

waktu kestabilan dari masing-masing fraksi ditunjukkan pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Waktu kestabilam masing-masing sampel

Setmel Waktu kestabilan (menit)
Inkubasi Tanpa inkubasi

Vitamin C 20-50 2535
BHT 80— 120 85 -100
Ekstrak Metanol 35-70 25-40
Fraksi Etil Asetat 45 — 80 80 —95
Fraksi Kloroform 95115 45 — 55
Fraksi n-Heksana 65— 100 75 —-95

Berdasarkan Tabel 4.4 hasil penentuan waktu kestabilan masing-masing
sampel menunjukkan bahwa perlakuan inkubasi memberikan waktu kestabilan
yang lebih lama dan signifikan dibanding perlakuan tanpa inkubasi. Hal ini sesuai
degan penelitian yang dilakukan oleh Suroso (2011) bahwa sampel yang
diinkubasi akan lebih stabil dan memiliki penurunan absorbansi yang lebih
signifikan daripada sampel yang tanpa diinkubasi.

Pengujian antioksidan sangat baik jika dinkubasi pada suhu 37 °C karena

suhu ini merupakan suhu yang telah terkondisikan sehingga reaksi antara radikal
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DPPH dengan senyawa metabolit sekunder akan berlangsung lebih cepat dan
optimal. Hal ini ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang diperoleh stabil. Selain
itu, senyawa radikal DPPH akan tereduksi menjadi DPPH-H yang ditandai dengan
penurunan intensitas warna dari warna ungu menjadi jingga sampai kuning.

Menurut Gandjar dan Rohman (2007), pada saat awal terjadi reaksi
absorbansi senyawa yang berwarna meningkat sampai waktu tertentu hingga
diperoleh waktu yang stabil. Semakin lama waktu pengukuran, maka ada
kemungkinan senyawa yang berwarna tersebut menjadi rusak atau terurai
sehingga intensitas warnanya turun akibatnya absorbansinya juga turun. Oleh
karena itu, sangat penting dilakukan pengukuran senyawa berwarna (hasil suatu
reaksi kimia) pada waktu kestabilannya.

Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan dengan jumlah
elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen. Radikal DPPH adalah suatu
senyawa organik yang mengandung nitrogen tidak stabil dan berwarna ungu
gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa antiradikal maka DPPH tersebut akan
tereduksi dan warnanya akan berubah menjadi kuning. Perubahan warna tersebut
disebabkan karena berkurangnya ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH. Adanya
penangkapan satu elektron oleh zat antiradikal yang menyebabkan tidak adanya
kesempatan elektron tersebut untuk beresonansi dimana perubahan ini dapat
diukur dan dicatat dengan spektrofotometer (Asih, et al., 2012).

Perubahan warna DPPH dari ungu menjadi kuning juga disebabkan karena
atom N yang memiliki elektron tidak berpasangan menyebabkan terjadinya

transisi n-n. Keadaan dasar pada transisi ini lebih bersifat polar dibandingkan
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keadaan tereksitasi sehingga ketika DPPH direaksikan dengan senyawa
antioksidan maka akan membentuk ikatan hidrogen antara elektron dari atom N
dan atom H dari antioksidan. Tkatan hidrogen pada transisi n-n akan mempunyai
energi yang lebih besar sehingga menyebabkan pergeseran ke arah panjang
gelombang yang lebih pendek (pergeseran hipsokromik). Hal ini meyebabkan
warna DPPH yang awalnya berwarna ungu menjadi DPPH-H yang berwarna
kuning. Warna kuning memiliki panjang gelombang 450-480 nm yaitu merupakan
perbatasan antara panjang gelombang sinar ultraviolet dan sinar tampak (Gandjar

dan Rohman, 2007).

4.5.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel dengan Metode DPPH

Pengukuran potensi antioksidan dilakukan pada masing-masing sampel.
Setiap sampel dibuat dalam berbagai variasi konsentrasi yakni 1, 5, 25, 50, 100,
150, dan 200 ppm, kemudian diukur potensi antioksidannya dengan metode
DPPH menggunakan UV-Vis pada serapan panjang gelombang 516,1 nm dengan
waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya. Penggunaan
kontrol larutan DPPH 0,2 mM pada pengukuran potensi aktivitas antioksidan
sangat diperlukan karena larutan kontrol berguna sebagai pembanding dalam
menetukan potensi antioksidan sampel (Arindah, 2010).

Persen (%) aktivitas antioksidan merupakan salah satu parameter yang
menunjukkan kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat radikal bebas.
Semakin tinggi persen (%) antioksidan menunjukkan banyaknya atom hidrogen
yang diberikan oleh senyawa aktif kepada radikal DPPH sehingga DPPH

tereduksi menjadi DPPH-H (Rahayu, et al., 2010).
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Ekstrak Sargassum cristaefolium mengalami perubahan warna setelah
diinkubasi. Hasil pengukuran masing-masing sampel ketika ditambahkan larutan
DPPH mengalami perubahan warna dari ungu tua menjadi ungu pudar sampai
kuning. Perubahan warna ini menandakan bahwa masing-masing ekstrak memiliki
kemampuan sebagai antioksidan. Pengurangan intensitas warna yang terjadi
berhubungan dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen dari
senyawa antioksidan. Pengurangan intensitas warna ungu tua (DPPH)
mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal

bebas (Prakash, 2001).

Perbandingan % aktivitas antioksidan
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Gambar 4.4 Persen (%) aktivitas antioksidan pada sampel alga coklat Sargassum
cristaefolium

Pengujian antioksidan pada ekstrak alga coklat Sargassum cristaefolium
dibandingkan dengan antioksidan yang sudah ada yaitu BHT dan asam askorbat.

Tujuannya adalah untuk mengetahui seberapa kuat potensi antioksidan yang ada
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pada ekstrak alga coklat Sargassum cristaefolium. Apabila % aktivitas antioksidan
sampel sama atau mendekati nilai aktivitas antioksidan pembanding maka dapat
dikatakan bahwa sampel berpotensi sebagai salah satu alternatif antioksidan
(Yuliani, 2010). Data persen (%) aktivitas antioksidan pada sampel alga coklat
Sargassum cristaefolium ditunjukkan pada Gambar 4.4.

Berdasarkan grafik diketahui bahwa persen (%) aktivitas antioksidan
tertinggi pada sampel adalah fraksi kloroform kemudian ekstrak metanol, fraksi
etil asetat, dan fraksi n-heksana. Aktivitas antioksidan pada fraksi kloroform
meningkat pada konsentrasi 1-200 ppm. Persen (%) aktivitas antioksidan yang
diperoleh sebesar 50 %. Meskipun demikian, pembanding Vitaimin C dan BHT
memiliki persen (%) aktivitas antioksidan yang lebih bagus dibandingkan sampel.
Hasil persen (%) aktivitas antioksidan dapat digunakan untuk mengetahui potensi
antioksidan dalam sampel yang ditunjukkan dengan nilai ECsy (effective
concentration). ECsy merupakan parameter yang menunjukkan konsentrasi
ekstrak uji yang mampu menangkap radikal bebas sebanyak 50 %. Semakin kecil
nilai ECso, maka aktivitas antioksidannya semakin tinggi (Molyneux, 2004).

Nilai ECsy diperoleh dengan mengolah data persen aktivitas antioksidan
dan dianalisis menggunakan persamaan regresi non linear dengan menggunakan
“GraphPad prism5 software, Regression for analyzing dose-response data”. Data

hasil nilai ECs ditunjukkan pada Tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Nilai ECso pada sampel alga coklat Sargassum cristaefolium dan
pembanding asam askorbat dan BHT

No Sampel ECso (ppm)
1 BHT 4,656 ppm
2 Vit C 3,594 ppm
3 Ekstrak Metanol 16,37 ppm
4 Fraksi Etil asetat 53,08 ppm
5 Fraksi Kloroform 9,245 ppm
6 Fraksi n-Heksana 84,87 ppm

Hasil pengukuran ECsy menunjukkan bahwa sampel yang berpotensi
sebagai antioksidan adalah fraksi kloroform dan ekstrak metanol masing-masing
sebesar 9,245 dan 16,37 ppm. Nilai ECsy kedua sampel tersebut kurang dari 50
ppm (potensi antioksidan sangat kuat). Hal ini sesuai dengan penelitian Swantara,
et al. (2012) yang menyebutkan bahwa ekstrak makro alga jenis alga merah
(Gracilaria coronopifolia) fraksi kloroform yang diperoleh dari daerah Denpasar,

Bali memilki aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 95,24 %.

4.6 Identifikasi Golongan Senyawa Aktif dalam Ekstrak Kloroform dengan
Penambahan Reagen

Identifikasi golongan senyawa aktif (uji fitokimia) merupakan uji kualitatif
golongan senyawa aktif pada ekstrak tanaman, dengan tujuan untuk mengetahui
senyawa aktif didalamnya. Prinsipnya adalah reaksi pengujian warna (spot test)
dan busa dengan suatu pereaksi warna serta pemisahannya (Kristanti et al, 2006).

Pengujian golongan senyawa aktif dilakukan pada sampel yang memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi yakni fraksi kloroform. Tujuannya adalah untuk
mengetahui golongan senyawa aktif yang terdapat pada fraksi kloroform. Hasil uji
kandungan golongan senyawa aktif fraksi kloroform alga coklat Sargassum

cristaefolium ditunjukkan pada Tabel 4.6.
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Tabel 4.6 Hasil uji kandungan golongan senyawa aktif fraksi kloroform alga
coklat Sargassum cristaefolium

Golongan . Fraksi Warna hasil

senyawa aktif Standar warna
kloroform pengamatan
Alkaloid i Kuning kecoklatan Endapan .kekumng-
- Mayer kuningan
- Dragendorff - Orange Endapan jingga
Flavonoid - Putih bening Merah./‘Jlngga/
hijau

Asam askorbat - Merah bata Coklat

: . . / Terbentuk cincin
Triterpenoid - Hijau bening Kecoklatan
Steroid +++ Hijau kebiruan Hijau kebiruan

Keterangan: +++ = Kandungan senyawa lebih banyak (warna sangat pekat)
++ = Mengandung senyawa (warna cukup pekat)
+ = Mengandung senyawa (berwarna)
- = Tidak terkandung senyawa

Berdasarkan hasil uji fitokimia, dapat diketahui bahwa fraksi kloroform
mengandung golongan senyawa steroid ditandai dengan perubahan warna sampel
dari kuning kecoklatan menjadi biru kehijauan. Menurut Widiyati (2006)
banyaknya kandungan senyawa steroid dalam ekstrak tanaman sebanding dengan
intensitas warna yang dihasilkan ketika diuji dengan reagen Lieberman Buchard.
Artinya, semakin pekat warna yang dihasilkan, dapat diasumsikan kandungan
steroid dalam ekstrak juga semakin banyak.

4.6.1 Golongan Senyawa Steroid
Hasil uji fitokimia pada Tabel 4.7 menunjukkan hasil positif terhadap
identifikasi golongan senyawa steroid yang terdapat pada fraksi kloroform yang
merupakan fraksi yang merupakan fraksi dengan nilai ECs, terendah dengan
terbentuknya warna hijau kebiruan setelah ditetesi reagen Libermann-Burchard.
Beberapa golongan senyawa steroid dapat berfungsi sebagai antioksidan

yang dapat mendonorkan atom H terhadap radikal bebas. Senyawaan steroid
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umumnya bersifat non polar namun dengan adanya gugus —OH pada residunya
yang sering disebut dengan sterol menyebabkan steroid dapat bersifat semi polar-
polar. Gugus hidroksil yang terikat pada rantai hidrokarbon cenderung untuk
mendonorkan atom hidrogennya pada radikal bebas.

Ahmad, et al., (2013) melakukan uji antiulcer dan uji aktivitas antioksidan
menggunakan golongan senyawa steroid baru dari tanaman Morus alba, hasil
yang diperoleh menunjukkan bahwa senyawa steroid baru dari tanaman Morus
alba yaitu albosteroid memiliki aktivitas antioksidan yang cukup baik dalam
menghambat proses pembentukan bisul dalam jaringan perut tikus. Selain itu, efek
antioksidannya juga semakin meningkat dalam menghambat radikal /lipid
peroxidation (LPO) dalam perut tikus. Dugaan reaksi senyawa steroid yang
terdapat dalam alga coklat Sargassum cristaefolium dengan DPPH yang berfungsi

untuk menghambat radikal bebas ditunjukkan pada Gambar 4.5.

+ N—. ’\DZ
Fukosterol l DPPH
H
N—N NO,
+
O,N
5
Radikal Fukosterol DPPH-H

Gambar 4.5 Dugaan reaksi senyawa Fukosterol dengan radikal DPPH
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Berdasarkan mekanisme kerjanya, fukosterol termasuk dalam
antioksidan sekunder. Antioksidan yang berfungsi sebagai system pertahanan
preventif dengan cara memotong atau memutuskan reaksi oksidasi berantai dari
radikal bebas. Reaksi pada Gambar 4.5. Fukosterol mampu mereduksi radikal
bebas DPPH dengan mendonorkan 1 atom hidrogen sehingga menghasilkan
produk radikal, radikal-radikal yang terbentuk bersifat stabil dibanding radikal

DPPH.

4.7 Pemisahan Golongan Senyawa Aktif dengan KLTA

Kromatografi lapis Tipis (KLT) adalah metode pemisahan yang didasarkan
pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua fase yakni
fase gerak (eluen) dan fase diam (adsorben) yang berbeda tingkat kepolarannya
(Sastrohamidjojo, 1991). KLT analitik digunakan untuk mengetahui eluen terbaik
dalam memisahkan senyawa. Pemisahan dikatakan baik apabila menghasilkan
komponen senyawa berupa noda yang banyak, noda yang terbentuk bulat tidak
berekor, dan pemisahan nodanya jelas (Gandjar dan Rohman, 2007).

Pada penelitian ini, KLTA dilakukan terhadap sampel yang menghasilkan
nilai ECs tertinggi (ECs terkecil) dan memiliki golongan senyawa aktif yang
positif pada uji reagen, yakni dilakukan pada fraksi kloroform alga coklat
Sargassum cristaefolium yang positif mengandung senyawa steroid. Pengamatan
plat dilakukan dibawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm baik sebelum
atau sesudah disemprot dengan pereaksi Lieberman Buchard (LB). Penampakan
noda pada A 366 nm terjadi karena noda terlihat terang pada lampu UV A 366 nm

sedangkan silika gel tidak berfluorosensi pada lampu UV A 366 nm.Timbulnya



66

warna pada noda disebabkan karena adanya interaksi antara sinar UV dengan
gugus kromofor yang terikat pada auksokrom yang ada pada noda. Fluorosensi
cahaya yang nampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan oleh komponen
tersebut ketika elektron tereksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang
lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan semula dengan melepaskan energi
(Sudjadi, 1988). Senyawa steroid bukan merupakan hidrokarbon aromatik dan
bukan merupakan sistem terkonjugasi, sehingga pengamatan noda tidak nampak
pada A 254 nm karena pada A tersebut hanya menyerap golongan khas dari
aromatik, o dan B karbonil tak jenuh dan sistem terkonjugasi (Zahro, 2011). Hasil
pemisahan golongan senyawa aktif steroid dari fraksi kloroform alga coklat
Sargassum cristaefolium dengan menggunakan 5 variasi eluen, ditunjukkan pada

Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Data penampakan noda senyawa steroid dari hasil KLTA fraksi
kloroform alga coklat Sargassum cristaefolium pada beberapa variasi
eluen dengan lampu UV 366 nm.

Jumlah noda dengan

No. Fase Gerak pendeteksi Nilai Rf
Lieberman Buchard
1 n-heksana:etil asetat ] 0,04:0,1;0,19;0,31:0.,4;0,
"] (4,5:0,5) 56;0,66;0,83
n-heksana:aseton 0,01;0,09:0,2;0,36;0,45,0
2. (7:3) 12 ,63;0,69;0,75;0,78;0,89;0
) ,94:0,98
3 n-heksana: etil asetat 9 0,06;0,18;0,24:0,39;0,51;
(6:4) 0,54;0,68;0,78;0,91
4 n-heksana:etil asetat 7 0,05;0,1;0,16;0,33;0,39:0
T 1(8:2) ,45;0,56
5 n-heksana:etil asetat 2 0,05;0,06;0,09;0,26;0,33;

(7:3) 0,38:0,46:0,85
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Berdasarkan 5 variasi eluen, terdapat satu eluen yang menunjukkan hasil
pemisahan yang paling baik. Yakni menggunakan eluen heksana:aseton (7:3)

sebagaimana Gambar 4.6 dan Tabel 4.8.

(a)

L » 11 12
- —» 10 11
- —» O 10
o> g 9
o1 7 8
> 6 7
51» s 6
o> 4 :
13 &
4 m 3
@ 9 \\
1> 1 O 2

(b)

Gambar 4.6 Hasil KLTA senyawa steroid fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium
dengan eluen heksana:aseton (7:3). Hasil pengamatan dibawah sinar UV
pada X366 nm- (2) sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard (b) setelah
disemprot reagen Liebermann-Burchard

Tabel 4.8 Hasil KLTA senyawa steroid fraksi kloroform alga coklat S.

cristaefolium dengan eluen heksana:aseton (7:3)

. Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm
Rftiap - - Dugaan
No. noda Sebe}um disemprot reagen Set@lah disemprot reagen senyawa
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
1 0,01 Merah muda Merah -
2 0,09 Biru Merah muda -
3 0,2 Ungu Biru Steroid
4 0,36 Merah muda Merah muda -
5 0,45 Merah muda Merah muda -
6 0,63 Merah muda Ungu Steroid
7 0,69 Merah muda Ungu Steroid
8 0,75 Merah muda Ungu Steroid
9 0,78 Merah anggur Coklat Steroid
10 | 0,89 Merah anggur Coklat Steroid
11 0,94 Hitam Ungu Steroid
12 0,98 - Hijau tua -
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Nilai Rf (Retardation Factor) merupakan jarak yang yang ditempuh oleh
komponen dibagi dengan jarak yang ditempuh oleh eluen.Tabel 4.8 menunjukkan
nilai Rf berada pada jarak (0,01— 0,98) dengan warna noda yang dihasilkan. Nilai
Rf berbeda-beda terkait dengan sifat eluen yang digunakan yakni heksana:aseton
(7:3) yang bersifat non polar dan semi polar. Noda dengan Rf terkecil (0,01)
menunjukkan adanya senyawaan yang bersifat lebih polar dibandingkan noda
pada Rf diatasnya (0,09-0,98). Noda ini bersifat polar karena memiliki nilai
koefisien distribusi (D) senyawa yang besar. Koefisien distribusi (D) didefinisikan
sebagai perbandingan konsentrasi solut dalam fase diam (Cs) dan dalam fase
gerak (Cm). D = Cs/Cm, sehingga ketika nilai koefisien distribusi besar maka
noda akan lebih tertahan pada fase diam dikarenakan Cgsioner™Conite. Sedangkan
noda yang mempunyai Rf tertinggi (0,93) menunjukkan adanya senyawaan yang
bersifat lebih non polar dibandingkan noda pada Rf dibawahnya (0,01-0,94). Noda
ini bersifat non polar karena lebih terikat kuat pada fase geraknya yang bersifat
non polar atau memiliki nilai koefisien distribusi senyawa yang kecil disebabkan
Cstasioner<Cmobite.

Diantara 12 noda yang dihasilkan, diduga noda ke-3,6,7,8,9,10 dan noda ke-
11 menunjukkan senyawa steroid. Noda ini memiliki nilai Rf dan warna berturut-
turut adalah 0,2 (biru); 0,63 (ungu); 0,69 (ungu); noda 0,75 (ungu); 0,78 (coklat);
0,89 (coklat) dan 0,94 (ungu). Dugaan tersebut didukung dari hasil penelitian
Syamsudin et al. (2007) yang menyatakan bahwa eluen heksana:aseton (7:3)
merupakan eluen terbaik untuk memisahkan senyawa steroid dari ekstrak etanol

n-heksana kulit batang asam kandis (G. parvifolia Miq) dengan noda yang
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terbentuk berwarna biru, ungu sampai coklat. Serta penelitian Handayani et al.
(2008) menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (7:3) untuk memisahkan senyawa
Sterol dari Spon Laut Petrosia nigrans, hasil KLT golongan senyawa steroid
dengan pereaksi LB menunjukkan terbentuknya noda berwarna hijau, Biru ungu
sampai coklat setelah dideteksi di bawah lampu UV 366 nm. Senyawa steroid
dalam fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium yang dihasilkan pada
pemisahan ini, diduga bersifat semi polar dan non polar.
4.8 Pemanfaatan Alga Coklat (Sargassum cristaefolium) sebagai Obat dalam
Perspektif Islam

Banyak penelitian yang dilakukan pada tumbuhan yang merupakan ciptaan
Allah SWT. Salah satunya adalah penelitian tentang uji aktivitas antioksidan dan
fitokimia fraksi etil asetat, kloroform, dan n-heksana ekstrak metanol alga coklat
Sargassum cristaefolium.

Allah seringkali menyeru kepada manusia untuk mempelajari alam dan
menyaksikan “ayat—ayat” yang ada padanya. Semua makhluk hidup dan tak hidup
di jagad raya ini dipenuhi “ayat” yang menunjukkan bahwa alam semesta beserta
isinya telah diciptakan. Disamping itu, alam ini adalah pencerminan dari
Kemahakuasaan, Ilmu dan Kreasi pencipta-Nya. Hal ini tidak lain adalah
bertujuan untuk meningkatkan keimanan manusia dan merupakan salah satu
bentuk ibadah kepada Allah SWT yang berupa kepatuhan manusia dalam
menjalankan perintah-Nya dengan memikirkan, mengkaji, melakukan penelitian,

dan mengamati segala fenoma alam yang menggambarkan akan kebesaran dan
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kekuasaan Allah SWT. Sebagaimana Allah SWT berfirman dalam surat Ali

‘Imran ayat 190-191:
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“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. (vaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadan
berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka”(QS. Ali ‘Imron/3:
190 - 191).

Surat Ali ‘Imran ayat 190 — 191 di atas menjelaskan bahwa segala sesuatu
yang diciptakan Allah SWT tidak ada yang sia-sia, yang artinya bahwa Allah
SWT menciptakan segala sesuatu dengan memberikan manfaat yang terkandung
di dalamnya yang dapat digunakan untuk kemaslahatan hidup umat manusia.
Allah SWT telah menciptakan segala sesuatu di bumi ini dengan penuh
kesempurnaan. Segala ciptaan-Nya menunjukan betapa Maha Sempurna dan
Maha Kuasa Allah sebagai Rabbul ‘alamin (Tuhan semesta alam). Selain itu,
segala apa yang ada di bumi ini juga menunjukkan betapa besar kasih sayang
Allah SWT kepada manusia.

Dalam mengkaji dan mempelajari al Qur’an, Allah SWT menyuruh umat
manusia untuk mempelajari fenomena alam yang ada. Kita diperintahkan untuk

menghayati dan meneliti ciptaan-ciptaan Allah SWT, terutama tumbuhan.

Tumbuhan merupakan ciptaan Allah SWT yang paling banyak manfaatnya bagi
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manusia (Mahran dan Mubasyir, 2006). Tumbuhan mengandung banyak manfaat
yang dapat digunakan dalam kemaslahatan hidup manusia. Allah SWT berfirman

dalam surat as Syuara ayat 7 yang berbunyi:

< £
|

o S N T S T I TR S
DIpp 90 o G Lol 5 20N L

“Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Q.S. as
Syuara: 7).

Berdasarkan ayat tersebut, kata karim antara lain digunakan untuk
menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatiNya.
Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang subur dan bermanfaat. Maka manusia
dengan kelebihan akal yang dimiliki harus berfikir dengan memanfaatkan nikmat
alam yang telah Allah SWT berikan seperti tumbuhan yang hidup di laut misal
alga coklat Sargassum cristaefolium.

Penelitian yang dilakukan telah membuktikan bahwa alga coklat
Sargassum cristaefolium dapat berpotensi sebagai antioksidan. Hal ini
ditunjukkan dalam hasil penelitian Lailiyah (2013) tentang uji kapasitas
antioksidan dan kandungan total senyawa fenolik total estrak kasar alga coklat
jenis (Sargassum cristaefolium) dari pantai Sumenep Madura dengan
menggunakan metode DPPH. Menunjukkan bahwa ekstak kasar metanol memiliki
kandungan fenolik total sebesar 74,63 mg GAE/g sampel lebih tinggi daripada
ekstrak kasar n-heksana 35,85 mg GAE/g. Sedangkan kapasitas antioksidan
ekstrak kasar metanol sebesar 80,785 % lebih besar dibandingkan dengan ekstrak

n-heksana 74,98 %. Kedua ekstrak tersebut memiliki kapasitas antioksidan yang

tergolong sedang jika dibandingkan dengan antioksidan kuat, asam askorbat 99,26
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% dan BHT 99,09 %. Hasil identifikasi golongan senyawa dengan menggunakan
uji reagen ekstrak kasar metanol pada alga coklat Sargassum cristaefolium
mengandung golongan senyawa steroid.

Dalam penelitian ini, mengenai uji aktivitas antioksidan dan fitokimia
fraksi etil asetat, kloroform, dan n-heksana ekstrak metanol alga coklat Sargassum
cristaefolium dari perairan Sumenep Madura didapatkan hasil bahwa ekstrak
kloroform alga coklat Sargassum cristaefolium dari perairan Sumenep Madura
menghasilkan nilai ECsy sebesar 9,245 ppm. Nilai ECsy kedua ekstrak tersebut
kurang dari 50 ppm (potensi antioksidan sangat kuat). Pemanfaatan alga coklat
Sargassum cristaefolium sebagai antioksidan merupakan salah satu sarana untuk
mengambil pelajaran dan memikirkan kebesaran Allah SWT. Allah SWT
menciptakan penyakit dan Dia juga yang membuat obatnya.

"Allah tidak menciptakan suatu penyakit tanpa menciptakan pula obat untuknya.
Barang siapa mengerti hal ini, ia mengetahuinya dan barang siapa tidak mengerti
hal ini, ia tidak mengetahuinya kecuali kematian ." (HR. Ibnu Majah).

Seperti halnya Rasulullah SAW telah memberikan petunjuk tentang cara
mengobati diri beliau sendiri, keluarganya dan para sahabat yaitu menggunakan
jenis obat yang tidak ada campuran kimia. Pengobatan Nabi menggunakan tiga
jenis obat yaitu obat alamiah, obat ilahiyah dan kombinasi obat alamiah dan
ilahiyah. Pengobatannya berdasarkan wahyu Allah SWT tentang apa yang
bermanfaat dan yang tidak berbahaya, misalnya melakukan pengobatan dengan

tumbuh-tumbuhan. Pemanfaatan tanaman sebagai obat merupakan salah satu
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sarana untuk mengambil pelajaran dan memikirkan tentang kekuasaan Allah SWT

dan meneladani cara pengobatan Nabi (Al-Jauziyah, 2008).



BABYV

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Fraksi hidrolisis alga coklat S. cristaefolium yang memiliki potensi
antioksidan tertinggi adalah fraksi kloroform dengan nilai Effective
concentration (ECsg ) sebesar 9,245 ppm.

2. Hasil identifikasi fitokimia menunjukkan bahwa fraksi kloroform alga
coklat S. cristaefolium mengandung golongon senyawa steroid.

5.2 Saran
Perlu dilakukan isolasi (pemisahan) dan pemurnian dari fraksi kloroform
alga coklat S. cristaefolium untuk mengetahui senyawa murni dari golongan

steroid yang berpotensi sebagai antioksidan.
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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Rancangan Penelitian

alga coklat (Sargassum cristaefolium)
Preparasi Sampel basah
1 Dikeringanginkan selama 4 hari di ruangan |
terbuka yang terlindung dari sinar matahari Penentuan
1 Dihaluskan kadar air
Sampel kering |
‘ Hasil
Penentugn Maserasi
kadar air
| - Ditambahkan dengan metanol
Hasil - Dipekatkan dengan rotary

evaporator dan dialiri gas N,

Ekstrak pekat metanol

- Dibagi menjadi 4 bagian masing-masing 3 gram

Ekstrak pekat
metanol (A)

Ekstrak pekat (B)

Ekstrak pekat (C)

Ekstrak pekat (D)

- Dihidrolisis dengan 6

mL HCI2 N

- Dipartisi dengan 25 mL

pelarut etil asetat

Dihidrolisis dengan
mL HCI2 N
Dipartisi dengan 25 mL
pelarut kloroform

6 - Dihidrolisis dengan 6

mL HCI2 N
Dipartisi dengan 25 mL
pelarut n-hekasana

fraksi etil asetat

fraksi kloroform

fraksi n-heksana

- Dipekatkan dengan Dipekatkan dengan - Dipekatkan dengan
rotary evaporator dan rotary evaporator dan i‘qta.r)'/ evaporator dan
dialiri gas N, dialiri gas N, dialiri gas N,
Ekstrak pekat Ekstrak pekat Ekstrak pekat

Diukur akrivitas antioksidan dengan
konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm

Dihitung ECs

Analisis data

Uji KLTA

Uji reagen

- Alkaloid

- Flavonoid

- Triterpenoid

- Steroid

- Asam askorbat



A. Preparasi Sampel

Sampel

- dicuci sebanyak 4 kg

- dikeringkan di ruangan yang terhindar dari sinar matahari pada
suhu 25-27 °C selama 4 hari

- dihaluskan menggunakan blender

- diayak dengan ayakan 60 -120 mesh

A 4

Hasil

B. Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

Cawan

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

- ditimbang hingga diperoleh berat konstan

- ditimbang sampel sebanyak 5 gram

- dimasukkan dalam cawan

- dikeringkan dengan oven pada suhu 105 °C

- didinginkan dalam desikator

- ditimbang

- dihitung kadar air dengan rumus :

. b-r 0
Kadar air (b_)lx 100 %

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

Hasil
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C. Ekstraksi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Sampel

- ditimbang sebanyak 100 gram

- diekstraksi maserasi dengan metanol 300 mL

- dilakukan pengocokan selama 3 jam dengan shaker dengan
kecepatan 150 rpm, dan didiamkan selama 24 jam

- disaring dengan corong Buchner

- dimaserasi kembali ampas yang diperoleh

- dilakukan dengan 5x pengulangan

v v

Ekstrak metanol Ampas

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator

A

- dialiri ekstrak pekat dengan gas N

Ekstrak pekat

A

- ditimbang ekstrak pekat

- dihitung rendemen
y

Hasil
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Ekstrak pekat metanol

&9

- Dibagi menjadi 4 bagian masing-masing 3 gram

Ekstrak
pekat
metanol
(A)

Ekstrak pekat (B)

Ekstrak pekat (C)

kstrak pekat (D)

- dihidrolisis dengan 6 mL HC1 2 N

- distirrer selama 1 jam dengan Aot
plate stirrer

- ditambahkan natrium bikarbonat
hingga pH netral

- dipartisi dengan 25 mL pelarut et
asetat

- dipekatkan ekstrak hasil partisi
menggunakan rotary evaporator

- dialiri ekstrak pekat dengan gas N

- ditimbang ekstrak yang diperoleh

- dihitung rendemennya

dihidrolisis dengan 6 mL HCI 2 N
distirrer selama 1 jam dengan /ot
plate stirrer

ditambahkan natrium bikarbonat
hingga pH netral

dipartisi dengan 25 mL pelarut
kloroform

dipekatkan ekstrak hasil partisi
menggunakan rotary evaporator
dialiri ekstrak pekat dengan gas N,
ditimbang ekstrak yang diperoleh
dihitung rendemennya

- dihidrolisis dengan 6 mL HC1 2 N

- distirrer selama 1 jam dengan hot
plate stirrer

- ditambahkan natrium bikarbonat
hingga pH netral

- dipartisi dengan 25 mL pelarut n-
heksana

- dipekatkan ekstrak hasil partisi
menggunakan rotary evaporator

- dialiri ekstrak pekat dengan gas N,

- ditimbang ekstrak yang diperoleh

- dihitung rendemennya

Ekstrak pekat
fraksi etil asetat

Ekstrak pekat
fraksi kloroform

Ekstrak pekat
fraksi n-heksana

D. Uji Antioksidan dengan DPPH
- Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM

A 4

- diambil sebanyak 1,5 mL dimasukkan

ke dalam tabung reaksi
- ditambah 4,5 mL ectanol

- didiamkan selama #+10 menit
- dimasukkan ke dalam kuvet

Hasil

- Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak

\ 4

Hasil

- dibuat larutan ekstrak 200 ppm sebanyak 4,5 mL
- ditambahkan 1,5 mL larutan DPPH 0,2 mM

- diinkubasi pada suhu 37 °C
- dimasukkan campuran ke dalam kuvet
- diukur absorbansi pada Amaks
- dicri waktu kestabilan pada rentang waktu 5 — 120 menit
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Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Konsentrasi 100 ppm

a. Absorbansi Kontrol

DPPH 0.2 mM

- diambil sebanyak 1,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambahkan pelarut dari masing-
masing ekstrak sebanyak 4,5 mL

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama
waktu kestabilan

- dipindahkan ke dalam kuvet

- diukur absorbansinya pada Apaxs
A 4

Hasil

b. Absorbansi Sampel variasi konsentrasi

Ekstrak kasar masing-masing fraksi

- dilarutkan pada pelarutnya dengan konsentrasi 1, 5,
25, 50, 100, 150 dan 200 ppm

- diambil masing-masing larutan ekstrak sebanyak
4,5 mL

- ditambahkan 0,2 mM DPPH sebanyak 1,5 mL

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu
kestabilan

- dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansi
pada Amaks

A 4

Hasil
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E. Identifikasi Golongan Senyawa Antioksidan Secara Kualitatif

- Identifikasi Triterpenoid dan Steroid

Ekstrak

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

- ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditambah dengan 1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding

tabung
Warna coklat atau violet Warna biru sampai
berbentuk cincin hijau menunjukkan
diperbatasan dua pelarut adanya steroid

menunjukkan adanya
triterpenoid

- Identifikasi Flavonoid

Ekstrak

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- dilarutkan1-2 mL metanol panas 50%

- ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCI
pekat

A 4

Warna merah, kuning atau jingga
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- Identifikasi Alkaloid

Ekstrak

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi secukupnya
- ditambahkan 0,5 mL HCI 2 %
- dibagi larutannya dalam dua tabung

v 4

Larutan 1 Larutan 2

- ditambahkan 2-3 tetes [ ditambahkan 2-3 tetes
reagen Dragendrof reagen Mayer

A 4 A 4

Endapan jingga Endapan kekuning-

kuningan

- Identifikasi Asam Askorbat

Ekstrak

- diambil 5 mg

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam akuades 5 mL

- ditambahkan 10 mL KMnOua 0.1 %

A 4

Warna coklat

F. Uji Fitokimia dengan KL'T
- Aktifasi plat

Plat GFsg4

- Dipanaskan dalam oven dalam suhu 60-70° C selama
10 menit
- Dibuat ukuran 1x 10 cm’

Y

Hasil
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Ekstrak pekat

- ditotolkan menggunakan pipa kapiler pada jarak = 1 cm dari tepi bawah
plat silika gel F»s4 ukuran 1x10 cm yang sudah diaktitkan dengan
pemanasan dalam oven pada suhu 80 °C selama 30 menit

- dikeringkan dan dielusi dengan fase gerak berikut ini:

Golongan senyawa | Fase gerak

Alkaloid Metanol:kloroform
(0,5:95)

Flavonoid Kloroform: metanol
(19

Saponin n-heksan:aseton
(4:1)

Triterpenoid n-heksan:etil asetat
(1:1)

Steroid Kloroform:metanol
(99:1)

- dihentikan elusi setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas

- dikeringanginkan dan dapat diukur nilai Rf nya

- diperiksa di bawah sinar UV noda-noda pada permukaan plat pada
panjang gelombang 254 nm dan 366 nm pada masing-masing hasil
nodanya.

A 4

Hasil
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Tabel 1. Jenis-jenis fase gerak dan pendeteksi uji KT untuk metabolit sekunder

Golongan Fase Gerak Pendeteksi Hasil Warna
Senyawa Noda
Alkaloid 1. etil asetat-metanol (3:1) Pereaksi Oranye-merah,
2. benzena-etil asetat (1:4) Dragendorff coklat, coklat
3. kloroform-metanol (1:4) jingga
4. kloroform-metanol (9,5:0,5)
5. kloroform-metanol (8:3)
Flavonoid 1. butanol-asam asetat-air (3:1:1) | Diuapi dengan biru kehijauan,
2. butanol-asam asetat-air (9:2:6) | amoniak hijau
3. butanol-asam asetat-air (4:1:5) kekuningan
4. kloroform-metanol-air lembayung dan
(9,7:0,2:0,1) kuning
5. metanol-kloroform (1:39) kecoklatan
Saponin 1. kloroform-metanol-air Pereaksi Biru, ungu,
(64:50:10) Lieberman- ungu-ungu
2. kloroform-metanol-air Burchard dan gelap
(13:7:2) dipanaskan pada
3. kloroform-metanol (95:5) suhu 110 °C
selama 10 menit
4. kloroform-metanol-air H,SO, 50 %
(3:1:0,1) diikuti dengan
5. kloroform-metanol-air pengeringan
(20:60:10) selama 15 menit
pada suhu kamar
dan dipanaskan
pada suhu 105 °C
selama 3 menit
dalam oven
1. heksana-etil asetat (6:4) Pereaksi merah-ungu
Triterpenoid |2. heksana-etil asetat (1:1) Lieberman- (Violet), ungu
3. heksana-kloroform(1:1) Burchard tua, merahmuda
4. kloroform-metanol (3:7)
5. heksana-ctilasetat (2:8)
Steroid 1. heksana-etil asetat (7:3) Pereaksi Hijau, hijau-
2. kloroform-metanol (3:7) Lieberman- biru
3. sikloheksana-etil asetat (1:1) Burchard
4. heksana-etil asetat (2:1)
5. kloroform-aseton (6:5)




Lampiran 2. Pembuatan Reagen dan Larutan
L. 2.1 Pembuatan Reagen
1. Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 500 mL etanol (99,9 %)
Mr DPPH = 394,33 g/mol
Mol DPPH = 500 mL x 0,2 mM = 500 mL x2:2M_
=0,1 mmol U
Mg DPPH = 0,1 mmol x Mr DPPH
= 0,1 mmol x 394,33 g/mol

=39,433 mg

2. Pembuatan Larutan HCI 2 N dalam 50 mL

Densitas IR 1 & oriial
Konsentrasi  :37 %
Volume 80

Mr HCI : 36,5 gr/mol
2N ~2M

Molaritas HCl = n X Molaritas HCI
1%X3 7% x%x1190/lg
3642 gmol

=12,09 N
Vl 3 VzXNz

N;

50mLx2N
= =8,27 mL
12,09

Jadi untuk membuat larutan HC1 2N sebanyak 50 mL dibutuhkan HCI1 37
% sebanyak 8,27 mL.

95
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3. Pembuatan Larutan metanol 50%

%1XV1 =%2 XV2
98%xV, =50%x25mL
VvV, =12,5mL

Cara pembuatannya adalah diambil larutan metanol 99,8 % sebanyak 12,5
mL kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 25 mL. Selanjutnya ditambahkan

akuades sampai tanda batas.

4. Pembuatan Larutan HCl1 1 %

%1XV1 :%QXVQ
37 % x V; =1%x 10 mL
Vi =0,3 mL

Jadi, untuk membuat larutan HCl 1 % diambil sebanyak 0,3 mL larutan

HCl pekat 37 %, dilarutkan dalam labu ukur 10 mL.

5. Pembuatan Larutan NaHCOQO;3; 5 % (b/v)
Sebanyak 5 gram natrium bikarbonat dilarutkan dengan akuades dalam
beaker glass. Kemudian dimasukkan dalam labu takar 100 mL, ditambahkan

akuades sampai tanda batas lalu dihomogenkan.

6. Pereaksi mayer:
a, 1,358 g HgCI2 dalam 60 ml akuades,
b, KI 5 mg dalam 10 ml akuades,
Larutan a dituangkan ke dalam larutan b, diencerkan dengan akuades

sampai 100 ml (HAM, 2006).

7. Pereaksi dragendorff :

Bi(NO3),5H,0 sebanyak 8 gr dilarutkan dalam 50 ml HNO; pekat dan KI
sebanyak 27,2 gr dilarutkan dalam 50 ml aquadest, Kedua larutan dicampur dan
jika terbentuk endapan disaring, kemudian disimpan dalam botol coklat (HAM,
2006).



Pembuatan Reagen Lieberman-Burchard
+ Asam sulfat pekat = 5 mL

+ Anhidrida asetat =5 mL

+ Etanol absolut = 50 mL
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Cara pembuatannya adalah asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrida asetat 5

mL dicampur ke dalam etanol absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari

pendingin. Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan

(Wagner and Bladt, 2001).

L 2.2 Pembuatan Konsentrasi Larutan Sampel

a.

Pembuatan antioksidan pembanding 400 ppm

400 ppm ekstrak kasar atau pembanding =20 Mg = 400 ppm
0,05L

Pembuatan Larutan Sampel 200 ppm

V, = 25 mL x 200 ppm =12,5mL

) 400 gpm
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 200 ppm diperlukan larutan

stok 400 ppm sebanyak 12,5 mL.

Pembuatan Larutan Sampel 150 ppm

V, = 25mL x 150 ppm _ 9,37 mL
400 ppm

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 150 ppm diperlukan larutan

stok 400 ppm sebanyak 9,37 mL.

Pembuatan Larutan Sampel 100 ppm

V, = 25 mL x 100 ppm — 6,25 mL

‘ 400 ppm
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 100 ppm diperlukan larutan

stok 400 ppm sebanyak 6,25 mL.

Pembuatan Larutan Sampel 50 ppm
_ 25mL x 50 ppm
V, =
400 ppm

=3,125mL



98

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 50 ppm diperlukan larutan

stok 400 ppm sebanyak 3,125 mL.

Pembuatan Larutan Sampel 25 ppm
v, = 25mL x 25 ppm  _ o
400 ppm
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 25 ppm diperlukan larutan stok

400 ppm sebanyak 1,56 Ml.

. Pembuatan Larutan Sampel 5 ppm
V,= 25mL x5ppm _ 0.3 mL

. 400 ppm :
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 5 ppm diperlukan larutan stok

1000 ppm sebanyak 0,3 mL.

. Pembuatan Larutan Sampel 1 ppm
V,= 2omLx1ppm = ,0625 mL

: 400 ppm :
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 1 ppm diperlukan larutan stok

400 ppm sebanyak 0,0625mL
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Lampiran 3. Data Penelitian
L.3.1 Perhitungan Kadar Air

< Perhitungan Kadar Air Sampel Basah S. cristaefolium

Peneukuran Berat kering (g) Rata-rata
5 P, P, P, berat (g)
Cawan kosong 65,384 65,379 65,379 65,381
Cawan + Sampel
sebelum dikeringkan Ht ’ i 70,385
Cawan + Sampel sesudah 65,820
dikeringkan S 10 65,800 Q706
P = Pengulangan
Kadar air = % x 100 %
Keterangan: a = Berat konstan cawan kosong
= Berat cawan + sampel sebelum dikerigkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
Kadar air2>2%%,1000=89.5%
70385653 8)
< Perhitungan Kadar Air Sampel kering S. cristaefolium
Berat kering (g) Rata-rata
Pengukuran
P, P, P; berat (g)
Cawan kosong 54,305 | 54,306 | 54,306 54,305
C_awa.n + Sampel sebelum 59.306 - . 59,306
dikeringkan
Cawan + Sampel sesudah 58,858
dikeringkan 58,954 | 58.881 | 5g¢51 58,886
P = Pengulangan
Kadar air = E x 100 %
Keterangan: a = Berat konstan cawan kosong
= Berat cawan + sampel sebelum dikerigkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

99




(58306-88%

Kadar =
598B065430%F

L.3.2 Perhitungan Rendemen

<,

> Ekstrak Pekat Metanol 1

% Perhitungan Rendemen Hasil Maserasi

x100 % =8,398 %

100

Berat Wadah | Berat Wadah | Berat sampel
(g) dan Sampel (2)
(2
Metanol 1a. 22,879 34,356 11,477
Metanol 1b. 22,097 22,803 0,706
Metanol 1c. 22,421 24,051 1,630
Metanol 1d. 22,985 26,097 3,112
Jumlah 19,237
» Ekstrak Pekat Metanol 2
Berat Wadah | Berat Wadah | Berat sampel
(2) dan Sampel (2)
(2
Metanol 2a. 25,929 30,641 4,719
Metanol 2b. 2200 1 24,946 1,967
Metanol 2c. 22,208 24,667 2,362
Metanol 2d. 22,327 26,949 4,622
Jumlah 11,359

> Rendemen Ekstrak Pekat Metanol 1

berat ekstrak pekat
berat sampel

%100 %= 19,237 %

Rendemen =

_ 19237
100 g

x 100 %

> Rendemen Ekstrak Pekat Metanol 2

Rendemen =
berat sampel

= 13259 2100 % = 11,359 %
100 g

berat ekstrak pekat
2era ST P 100 %
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> Rendemen Ekstrak Pekat Metanol

berat ekstrak pekat
Rendemen = ~—— 82 PR« 100 %
berat sampel

_ metanol 1+metanol 2 x 100 % = (19,237+11,359)gX 100 % = 15,298 %
200 200 g

% Perhitungan Rendemen Hasil Partisi

> Fraksi Etil Asetat

Berat wadah =87,603 g
Berat wadah dan sampel =87,703 g
Berat ekstrak pekat =0,1 g

berat ekstrak pekat
Rendemen = == ST98PEE 100 %
berat sampel

01g

—= x 100 %
g

S35 %

> Fraksi Kloroform

Berat wadah =91,382 ¢
Berat wadah dan sampel =91,497 g
Berat ekstrak pekat =0,115¢g
Rende e berat ekstrak pekat % 100 %
berat sampel
= 21158 4 100 %
3g
=3,83 %

> Fraksi n-heksana

Berat wadah =87,567 g
Berat wadah dan sampel =87,700 g
Berat ekstrak pekat =0,133¢g
Rendemen = 2eratetstakpeiat y g4 o

berat sampel



0133 g

4,43 %

x 100 %
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L.3.3 Penentuan Waktu Kestabilan Antioksidan Sampel dan Pembanding

Waktu Metanol Etil asetat kloroform
(menit) i:l?lill?::lsi inkubasi | Tanpa | Inkubasi | Tanpa | Inkubasi
5 0,76 0,70 0,85 0,50 0,95 0,81
10 0,75 0,68 0,76 0,48 0,90 0,79
> 0,70 0,66 0,71 0,48 0,90 0,75
20 0,70 0,65 0,68 0,46 0,87 0,74
25 0,68 0,64 0,66 0,45 0,85 0,71
30 0,68 0,62 0,66 0,42 0,85 0,70
35 0,68 0,60 0,64 0,38 0,84 0,69
40 0,68 0,60 0,62 0,35 0,81 0,68
45 0,66 0,60 0,60 0,32 0,80 0,67
50 0,65 0,60 0,58 0,32 0,80 0,66
55 0,64 0,60 0,57 0,32 0,80 0,66
60 0,64 0,60 0,56 0,32 0,78 0,65
65 0,63 0,60 0,54 0,32 0,76 0,64
70 0,62 0,60 0,54 0,32 0,76 0,64
75 0,61 0,59 0,52 0,32 0,75 0,63
80 0,61 0,59 0,50 0,32 0,75 0,62
85 0,60 0,59 0,50 0,31 0,75 0,62
90 0,60 0,58 0,50 0,31 0,74 0,61
95 0,60 0,58 0,50 0,31 0,73 0,60
100 0,59 0,58 0,48 0,31 0,72 0,60
105 0,59 0,58 0,48 0,30 0,71 0,60
110 0,58 0,58 0,47 0,30 0,70 0,60
115 0,58 0,58 0,47 0,29 0,70 0,60
120 0,58 0,58 0,47 0,29 0,68 0,58
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n- Heksana Vit C BHT
(\;Vnzl;:?) i:l?lill?z?si Inkubasi | Tanpa | Inkubasi | Tanpa | Inkubasi

5 0,85 0,579 0,035 0,012 0,46 0,39
10 0,84 0,569 0,035 0,01 0,415 0,32
15 0,82 0,56 0,02 0,012 0,355 0,27
20 0,81 0,50 0,02 0,013 0,31 0,23
25 0,80 0,49 0,019 0,01 0,285 0,195
30 0,80 0,485 0,019 0,01 0,255 0,17
35 0,80 0,475 0,019 0,01 0,225 0,14
40 0,80 0,465 0,02 0,01 0,205 0,12
45 05 0,460 0,02 0,01 0,183 0,09
50 0,80 0,445 0,019 0,01 0,155 0,075
55 0,79 0,440 0,021 0,011 0,145 0,065
60 0,78 0,430 0,021 0,011 0,125 0,055
65 0,76 0,420 0,021 0,011 0,11 0,045
70 0,76 0,420 0,033 0,011 0,1 0,04
75 0,79 0,420 0,033 0,01 0,095 0,035
80 0,79 0,420 0,034 0,01 0,085 0,03
85 0,79 0,420 0,034 0,01 0,075 0,03
90 0,79 0,420 0,034 0,01 0,075 0,03
95 0,79 0,420 0,034 0,01 0,075 0,03
100 0,77 0,420 0,034 0,01 0,07 0,029
105 0,76 0,41 0,042 0,011 0,065 0,03
110 0,76 0,41 0,042 0,011 0,06 0,03
115 0,76 0,40 0,05 0,011 0,06 0,03
120 0,75 0,38 0,05 0,011 0,05 0,03
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L.3.4 Grafik Penentuan Waktu Kestabilan Masing-Masing Sampel

Ekstrak Metanol
7 MM
s 06
T 04
2 02 —&—Tanpa Inkubasi
< 0 —=— [nkubasi
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95105115
Waktu (menit)
Fraksi Etil Asetat
1,5
2
;5 M
é 0,5 —=— [nkubasi
0 —o—Tanpa Inkubasi
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95105115
Waktu (menit)
Fraksi Kloroform
2
g L5 M
«
£ 1
8 M e Inkubasi
2 05
0 —o—Tanpa Inkubasi
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95105115
Waktu (menit)
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Fraksi n-heksana

2 -
2 15 -
< MH
s 1
> A o e e e e S S e WDIDUID SO S S S P DD .
2 0,5 - —=— Inkubasi .
—— Tanpa Inkubasi
0
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95105115
Waktu (menit)
Ekstrak Vitamin C
0,07 -
0,06 -
Z 0,05 -
2 004 -
§ 0,03 4 —=— Inkubasi
< 0,02 1 .
0,01 - —— Tanpa Inkubasi
0
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
Waktu (menit)
Ekstrak BHT
1
= 08
s
2 06
S
z 04 —s— Inkubasi
< 0,2 —— Tanpa Inkubasi

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
Waktu (menit)
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L.3.5 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan
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> BHT
Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | rata-rata | Antioksidan | konsentrasi
() x)
1 0,5837 | 0,4861 0,4310 | 0,4106 | 0,4425 24,19% 0
5 0,5840 | 0,3257 | 0,3033 | 0,2846 | 0,3045 47,85% 0,6990

25 0,5858 0,0987 | 0,0956 | 0,0711 0,0884 84,90% 1,3979
50 0,5837 | 0,0522 | 0,0927 | 0,0678 | 0,0709 87,85% 1,6990
100 0,5838 0,0504 | 0,0579 | 0,0634 | 0,0572 90,18% 2
150 0,5832 | 0,0557 | 0,0515 | 0,0539 | 0,0537 90,79% 2,1761
200 0,5833 0,0458 | 0,0490 | 0,0466 | 0,0471 91,92% 2,3010

Perhitungan ECso BHT

Best-fit values

LogEC50 0.6680

Bottom =0.0

Top =100.0

HillSlope 0.7886

EC50 4.656

Std. Error

LogEC50 0.05813

HillSlope 0.06806

95% Confidence Intervals

LogECS5 0.5186 to 0.8175

HillSlope 0.6136 to 0.9636

EC50Control 3.300 to 6.569

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints
LogEC50

Bottom

Top

HillSlope

Number of points
Analyzed

0.9832
73.02

LogEC50 is shared
Bottom = 0.0

Top =100.0
HillSlope is shared

7




100+

% aktivitas antioksidan

ECso=4,656 ppm

0 T T T
0.0 0.5 1.0 1.5

2.0 25

log konsentrasi

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10-680-%%  7886))
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» VitC
Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | rata-rata Antioksidan konsentrasi
) x)

1 0,5437 0,2751 0,4542 | 0,4330 | 0,3847 28,74% 0

5 0,5388 0,2714 | 0,2840 | 0,2709 | 0,2754 48,88% 0,6990
25 0,5341 0,0091 0,0362 | 0,0368 0,0273 94,88% 1,3979
50 0,5294 | 0,0042 | 0,0198 | 0,0192 | 0,0144 97,27% 1,6990
100 0,5196 | 0,0042 | 0,0177 | 0,0177 | 0,0132 97,45% 2
150 0,5195 0,0040 | 0,0183 | 0,0087 | 0,0103 98,01% 2,1761
200 0,5185 0,0038 0,0023 | 0,0022 | 0,0027 99,47% 2,3010

Perhitungan ECsy Vitamin C

Best-fit values
LogEC50
Bottom

Top
HillSlope
EC50

Std. Error
LogECS50
HillSlope
95% Confidence Intervals
LogEC50
HillSlope
EC50

0.5556
=0.0
=100.0
1.011
3.594

0.08706
0.1718

0.3318 to 0.7795
0.5689 to 1.452
2.147 10 6.018




Goodness of Fit
Degrees of Freedom

log konsentrasi

R square 0.9592
Absolute Sum of Squares 208.6
Sy.x
Constraints
LogEC50 LogEC50 is shared
Bottom Bottom = 0.0
Top Top =100.0
HillSlope HillSlope is shared
Number of points
Analyzed 7
Vitamin C
150+

S

S

g

2 100- o

c

(3]

8 ECs = 3,594 ppm

S 50+ L

% ®

=

0 I I I I 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10*>3¢9% 1 011))

108

» Metanol
Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | rata-rata Antioksidan konsentrasi
(W) x)
1 0,8088 | 0,4239 | 0,4901 | 0,4751 0,4630 42,75% 0
5 0,8094 | 0,4066 | 0,4772 | 0,4616 0,4484 44,60% 0,6990
25 0,8128 | 0,4043 0,4280 | 0,4363 0,4228 47,98% 1,3979
50 0,8128 | 0,4037 | 0,3773 | 0,3943 0,3917 51,80% 1,6990
100 0,8160 | 0,4023 0,3720 | 0,3729 0,3824 53,13% 2
150 0,8138 | 0,3613 0,3228 | 0,3234 0,3358 58,73% 2,1761
200 0,8137 | 0,3150 | 0,2498 | 0,2434 0,2694 66,89% 2,3010




Perhitungan ECsy Ekstrak Metanol

Best-fit values

LogEC50 1.214
Bottom =0.0
Top =100.0
HillSlope 0.1530
EC50 16.37
Std. Error

LogEC50 0.2067
HillSlope 0.03890
95% Confidence Intervals

LogEC50 0.6825 to 1.745
HillSlope 0.05299 to 0.2530
EC50 4.814 to 55.64

Goodness of Fit
Degrees of Freedom

R square 0.7638
Absolute Sum of Squares 100.2
Sy.x
Constraints
LogEC50 LogEC50 is shared
Bottom Bottom = 0.0
Top Top =100.0
HillSlope HillSlope is shared
Number of points
Analyzed 7
Ekstrak Metanol
801

c

3

E 704 o

9o

‘e 601

©

®

8 504 . _

s ECso= 16,37 ppm

¥ a0

©

=

30 T T 1

) )
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
log konsentrasi

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10"2*% 0,1530))
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> Etil asetat
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Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | rata-rata Antioksidan konsentrasi
W) x)
1 04755 | 04517 | 0,4228 | 04245 | 0,4330 8,93% 0
5 0,4752 | 0,4490 | 0,4093 | 0,4146 | 0,4243 10,71% 0,6990

25 0,4743 | 0,4459 | 0,4178 | 0,3902 | 0,4179 11,89% 1,3979
50 0,4725 | 0,4424 | 0,4145 | 0,3195 | 0,3921 17,01% 1,6990
100 0,4718 | 0,4394 | 0,4125 | 0,2785 | 0,3759 20,32% 2
150 0,4696 | 0,4350 | 0,4088 | 0,2193 | 0,3543 24,55% 2,1761
200 0,4726 | 0,4344 | 0,4075 | 0,2154 | 0,3524 25,43% 2,3010

Perhitungan ECsy Ekstrak Etil Asetat

Best-fit values

Bottom =0,0

Top =100,0

LogECS50 1,725

HillSlope 1,988

EC50 53,08

Span =100,0

Std. Error

LogECS50 0,02889

HillSlope 0,2287

95% Confidence Intervals

LogECS50 1,662 to 1,788

HillSlope 1,490 to 2,487

EC50 45,92 to 61,36

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square 0,9738

Absolute Sum of Squares 519,3

Sy.x

Constraints

Bottom Bottom = 0,0

Top Top =100,0

LogEC50 LogEC50 is shared

HillSlope HillSlope is shared

Number of points

Analyzed 7




Fraksi Etil Asetat

150-
100- °®
[
504 ECso = 53,08 ppm
[ J
0" T L T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

log konsentrasi

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10"-7%)* 1 988))

> Kloroform
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Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertama Kedua | Ketiga | rata-rata Antioksidan konsentrasi
W) (x)
1 0,5072 0,1132 0,1428 | 0,4034 | 0,2879 43,23% 0
5 0,5088 0,1192 0,1484 | 0,4849 | 0,2508 50,70% 0,6990
25 0,5037 0,1173 0,1461 0,4693 | 0,2442 51,51% 1,3979
50 0,5010 0,1166 0,1455 0,4500 | 0,2373 52,63% 1,6990
100 0,5019 0,1132 0,1428 | 0,4034 | 0,2198 56,20% 2
150 0,5018 0,1107 0,1425 0,3725 | 0,2085 58,44% 2,1761
200 0,5017 0,0963 0,1430 | 0,3717 | 0,2036 59,41% 2,3010
Perhitungan ECsy Ekstrak Kloroform
Best-fit values
LogECS50 0.9659
Bottom =0.0
Top =100.0
HillSlope 0.1102
EC50 9.245

Std. Error




LogECS50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

0.1177
0.01404

0.6634 to 1.268
0.07406 to 0.1462
4.607 to 18.55

R square 0.9264
Absolute Sum of Squares 13.54
Sy.x
Constraints
LogEC50 LogEC50 is shared
Bottom Bottom = 0.0
Top Top =100.0
HillSlope HillSlope is shared
Number of points
Analyzed 7
Ekstrak Kloroform
651

c

3

— 60_

2 o’

)

E 554

m®

8

£ 30+ ECso = 9,245 ppm

% 454

39‘ L

40 T T T T |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

log konsentrasi

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10?%>*%)% ,1102))
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> n- Heksana
Konsentrasi A A A A A % Log
(ppm) kontrol | Pertam | Kedua | Ketiga | rata-rata | Antioksidan konsentrasi (x)
a y)

1 0,5842 0,5698 | 0,5669 | 04241 | 0,5202 10,95% 0

5 0,5841 0,5689 | 0,5612 | 0,3752 | 0,5017 14,10% 0,6990
25 0,5838 0,5563 | 0,5577 | 0,3753 | 0,4964 14,97% 1,3979
50 0,5828 0,5449 | 0,5207 | 0,3758 | 0,4804 17,57% 1,6990
100 0,5828 0,4877 | 0,4752 | 0,3645 | 0,4427 24,03% 2
150 0,5824 | 0,4798 | 0,4551 | 0,3206 | 0,4185 28,14% 2,1761
200 0,5822 0,4609 | 0,4446 | 0,2099 | 0,3718 36,13% 2,3010

Perhitungan ECsy Ekstrak n-heksana

Best-fit values
Bottom

Top

LogECS50
HillSlope

EC50

Std. Error
LogEC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogECS50

HillSlope

Number of points
Analyzed

=0,0
=100,0
1,929
1,946
84,87

0,05998
0,4962

1,775 to 2,083
0,6698 to 3,221
59,50 to 121,1

0,9298
537.8

Bottom = 0,0

Top =100,0
LogEC50 is shared
HillSlope is shared

7




150+

100+

50-

Fraksi n-Heksana

ECso = 84,87 ppm

Oe
0.0

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

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

Y=0,0 + (100,-0,0)/(1+10"7%9% 1 496))
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Lampiran 4 Perhitungan Nilai Rf (Retardation Factor) Hasil KLTA Fraksi
Kloroform Hasil Hidrolisis

Jarak senyawa yang digerakkan dari titik asal

H Rf =
arga Jarak pelarut yang digerakkan dari titik asal

Jarak elusi pada KL TA adalah 8 cm, dimana semua ekstrak positif mengandung

golongan senyawa steroid.

Perhitungan nilai Rf Hasil KLTA Fraksi Kloroform Hasil Hidrolisis
a. Eluen heksana:etil asetat (4,5:0,5)

jarakyangditempuhsenyawa

HargaRf: jarakyangditempuh pelarut

0,3 3,2

Harga Ry = = 0,04 Harga R¢s a7 0,40
0,8 4,5

Harga Rp Y =0,1 Harga Rg = 7 0,56
ill,5) 5,3

Harga Ry ~ 0,19 Harga Ry s 0,66
2,5 6,6

Harga Ry Y =0,31 Harga Rgg s 0,83

b. Eluen heksana:aseton (7:3)

__ Jjarak yang ditempuh senyawa
Harga Ry jarak yang ditempuh pelarut

0,1 5

Harga Ry = =~ =0,01 Harga Ry = - =0,63
0,7 5,5

Harga Ry, =5 0,09 Harga Ry 8 0,69
1,6 6

Harga Rg3 = 0,2 Harga Rgg =5= 0,91
2,9 6,2

Harga Ry = Y =0,36 Harga Ry =35 0,78
3,6 7,1

Harga Ry¢s :? =0,45 Harga Ry :? =0,89
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7,5
Harga R¢;y =— =0,94

7,8
Harga Ry, 5 0,98

c. Eluen heksana:etil asetat (8:2)

Harga Ry
0,4
Harga Ry = ey =0,05
0,8
Harga Rp = e =0,1
|3
Harga Ry :?: 0,16
4,5
Harga Ry o 0,56

_ jarak yang ditempuh senyawa

jarak yang ditempuh pelarut
2,6
Harga Ry = -y =0,33
3,1
Harga Ry¢s :? =0,39

3,6
Harga R :? =045

d.Eluen heksana:etil asetat (7:3)

Harga Ry
1,3
Harga Ry . 0,16
1,8
Harga Ry = e =0,23
2,2
Harga Rg3 = Y = (0,28
2,9
Harga Ry S 0,36

__jarakyang ditempuh senyawa

m jarak yang ditempuh pelarut
3,3
Harga Rps = il =0,41

4,2
Harga Ry e 0,53

(554l
Harga R¢; :? =0,64

e.Eluen heksana:etil asetat (6:4)

Harga Ry
0,6
Harga Rgy = Y =0,08
2,1
Harga Ry3 = "y =0,26
4,1
Harga Rg¢s =? =0,51

__ jarak yang ditempuh senyawa

jarak yang ditempuh pelarut

1,4
Harga Ry, :?: 0,18
3,1
Harga Ryy = "y =0,39
4,8

Harga Ry = "y =0,6
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51 6,5
Harga Ry = "y =0,64 Harga Ryg =? =0,81

7,4
Harga Ry Y =0,93

Lampiran 5 Dokumentasi Penelitian

L.5.1 Analisis kadar Air

Sampel kering
alga coklat S.cristaefolium

Pengovenan cawan Desikator (cawan+sampel)

L.5.2 Preparasi Sampel

Sy Ry T
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Sampel basah yang sudah ~ Sampel kering yang Serbuk Alga coklat
dipotong-potong sudah dipotong-potong ukuran 60-120 mesh
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Pemblenderan Pengayakan dengan ayakan ukuran 60-120 mesh
L.5.3 Ekstraksi
L.5.3.1 Ekstraksi Maserasi Alga Coklat S. cristaefolium dengan Pelarut
Metanol
Ekstraksi maserasi dengan Ekstraksi maserasi dengan pelarut
pelarut metanol 1 metanol 2
- V)
Shaker Penyaringan Pemekatan dengan Rotary

evaporator vacuum
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Filtrat hasil penyaringan Ekstrak kasar metanol alga coklat

L.5.3.2 Hidrolisis Ekstrak Kasar Metanol

Ekstrak hidrolisat
metanol

L.5.3.3 Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan Etil Asetat p.a

Proses partisi: '
Fraksi metanol-air (bawah) Ekstrak fraksi
Fraksi etil asetat (atas) etil asetat
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L.5.3.4 Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan Kloroform p.a
Proses partisi _
Fraksi metanol-air (atas) Ekstrak fraksi
Fraksi kloroform (bawah) kloroform
L.5.3.5 Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan n-Heksana p.a
Proses partisi g
Fraksi metanol-air (bawah) Eksiclrall{qfrakm
Fraksi n-heksana (atas) LRI
L.5.4 Uji Aktivitas Antioksidan
Larutan DPPH Penentuan Waktu Kestabilan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

\RY

AL LIBR;

CENTI



Uji Aktivitas Antioksidan BHT

i< SO 7 o

= "y

-

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak
Metanol

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak etil
asetat
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Larutan Konsentrasi BHT

Larutan konsentrasi Metanol

Larutan konsentrasi etil asetat
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Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak
kloroform

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak
n-heksana

L.5.5 Uji Fitokimia dengan Reagen

e Fraksi Kloroform Hasil Hidrolisis

Alkaloid Alkaloid  Flavonoid
Dragendorff (-) Mayer (-) )

122

Larutan konsentrasi kloroform

Steroid Vit C
(+++) )
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L.5.6 Pemisahan Golongan Senyawa Aktif (Steroid) Fraksi Kloroform Alga
Coklat Sargassum cristaefolium

a. FEluen heksana-etil asetat (4,5:0,5)

N > g
.'9 6 O ' 7
A,
O 5 1> S
o 4 o> ¢
o 3 o> 3
2 t—> 2
2) 1 —> 1
(a)
(a) (b)

Tabel L.5.6.1 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S.
cristaefolium dengan eluen heksana:etil asetat (4,5:0,5)

. Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm
Rf tiap = - Dugaan
No. noda Sebe}um disemprot reagen Setglah disemprot reagen S e
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
1 0,04 Ungu tua Merah muda -
2 0,1 Merah anggur Merah muda -
3 0,19 Ungu Ungu Steroid
4 0,31 Biru Ungu Steroid
5 0,4 Merah muda Merah muda -
6 0,56 Orange Orange -
7 0,66 - Ungu Steroid
8 0,83 - Ungu Steroid

Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada A3 nm Sebelum disemprot
reagen Liebermann-Burchard
b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Az¢6 . Setelah disemprot
reagen Liebermann-Burchard
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b. Eluen heksana- aseton (7:3)

o=

1
=3

9
ST
<l
o>
e
o>
o1 3
1> :
f\Ll
UV

(a)

VYUY OYY vvvvvw

P oo 2201

(b

N
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Tabel L.5.6.2 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S.
cristaefolium dengan eluen heksana:aseton (7:3)

! Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm
Rf tiap ; : Dugaan
No. noda Sebglum disemprot reagen Setc?lah disemprot reagen o B
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
1 0,01 Merah muda Merah tua -
2 0,09 Biru Merah muda -
3 0,2 Ungu Biru Steroid
4 0,36 Merah muda Merah muda -
5 0,45 Merah muda Merah muda -
6 0,63 Merah muda Ungu Steroid
7 0,69 Merah muda Ungu Steroid
8 0,75 Merah muda Ungu Steroid
9 0,78 Merah anggur Coklat Steroid
10 0,89 Merah hitam Coklat Steroid
11 0,94 Hitam Ungu Steroid
12 0,98 - Hijau tua -
Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Ase nm sebelum disemprot

reagen Liebermann-Burchard
b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Az46 o Setelah disemprot

reagen Liebermann-Burchard
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¢. Eluen heksana:etil asetat (8:2)
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Tabel L.5.6. Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S.
cristaefolium dengan eluen n-heksana:etil asetat (8:2)

Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm

No. lilfotézp Sebelum disemprot reagen | Setelah disemprot reagen SEE;SI:SVI;
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard

1 0,05 Biru Biru -
2 0,1 Merah muda Ungu Steroid
3 0,16 Merah muda Ungu Steroid
4 0,33 Merah muda Ungu Steroid
5 0,39 Ungu Merah muda -
6 0,45 Merah muda Ungu Steroid
7 0,56 Merah anggur Merah muda -

Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Ase nm sebelum disemprot
reagen Liebermann-Burchard
b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Az 1 Setelah disemprot reagen
Liebermann-Burchard
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d. Eluen heksana:etil asetat (7:3)
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Tabel L.5.6.4 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S.
Cristaefolium dengan eluen n-heksana:etil asetat (7:3)

. Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm
Rf tiap 3 - Dugaan
No. noda Sebe.lum disemprot reagen Sete?lah disemprot reagen sciir (N
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
I 0,16 Kuning Coklat Steroid
2 0,23 Kuning merah Coklat Steroid
3 0,28 Ungu Hijau Steroid
4 0,36 Ungu Hijau Steroid
5 0,41 Merah muda Merah muda -
6 0,53 Merah muda Merah muda -
7 0,64 Merah anggur Merah tua -

Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Ase nm sebelum disemprot
reagen Liebermann-Burchard
b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Az 1 Setelah disemprot reagen
Liebermann-Burchard
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Tabel L.5.6.5 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kasar kloroform alga coklat S.
cristaefolium dengan eluen heksana-etil asetat (6:4)

. Warna noda di bawah sinar UV pada A 366 nm
Rf tiap : : Dugaan
No. ol Sebe.lum disemprot reagen Setglah disemprot reagen senyawa
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
1 0,08 Merah muda Coklat -
2 0,18 Biru Hijau Steroid
3 0,26 Ungu Merah muda -
4 0,39 Merah muda Biru -
5 0,51 Ungu Biru -
6 0,6 Ungu Merah muda -
7 0,64 Merah anggur Merah muda -
8 0,81 - Ungu Steroid
9 0,93 - Ungu merah Steroid

Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Ase nm sebelum disemprot
reagen Liebermann-Burchard
b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Az46 o Setelah disemprot reagen
Liebermann-Burchard
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Adapun hasil KLTA dari Penelitian Aktivitas Antiplasmodium dari Dua
Fraksi Ekstrak n-Heksana Kulit Batang Asam Kandis (Garcinia Parvifolia Miq)
dengan menggunakan eluen (fase gerak) n-heksana: aseton (7:3) dan fase diam

plat Silika gel GF;s4 (Syamsudin et al., 2007).

Gambar plat KLT setelah di semprot reagen Liebermann-Burchard

Sinar biasa Sinar UV

Warna noda fraksi B di bawah sinar UV pada A 366 nm
No. | Sebelum disemprot reagen | Setelah disemprot reagen Dugaan senyawa
Liebermann-Buchard Liebermann-Buchard
1 Kuning Biru Steroid/triterpenoid
2 - Biru Steroid/triterpenoid
3 - Biru Steroid/triterpenoid
4 Kuning Ungu Steroid/triterpenoid
5 Coklat Steroid/triterpenoid
6 Coklat Steroid/triterpenoid
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Lampiran 6 Hasil Uji Taksonomi

LABORATORIUM TAKSONOMI, STRUKTUR DAN
PERKEMBANGAN TUMBUHAN
JURUSAN BIOLOGI, FAKULTAS MIPA
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

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

KETERANGAN IDENTIFIKASI

No. 0124/Takso Identifikasi/03/2014

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

Nama : Nur Lailah
(NIM 10630030)

Instansi : Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maliki
Malang

Berdasarkan deskripsi karakter dan kunci identifikasi pada Algae (Linda E. Graham
dan Lee W. Wilcox, 2000), halaman 341, diidentifikasi sebagai:

Familia : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Species : Sargassum cristafolium C. Agardh.

Demikian surat keterangan identifikasi ini dibuat untuk digunakan seperlunya.

Malang, 5 Februari 2014

Kepala Laboratorium
Taksonomi, Struktur dan
Perkembangan Tumbuhan,

~—

wAsoRATORUE  Dr. Serafingh Indriyani, M.Si.
TARSOROM! TRRIB™ 8850000 198802 2 001
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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN



3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik dan Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang bulan Januari sampai April 2014.



3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, neraca analitik, bola hisap, mortar, pisau, kertas saring, corong buchner vacum, inkubator, rotary evaporator vacum, shaker, vortex, corong pisah, desikator,  oven,  hot plate, stirer, botol larutan, bejana pengembang,  plat silika gel F254,  spektronik 20+, dan  spektrofotometer UV-Vis Varian Carry.

3.2.2 Bahan

Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah alga coklat jenis (Sargassum cristaefolium) berasal dari pantai Sumenep Madura.

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah aquades, metanol p.a, etil asetat p.a, kloroform p.a, n-heksana, DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) p.a, KMnO4 0,1 %, BHT(Butylated hydroxytoluene) p.a, standar vitamin C, gas N2, HCl 37 %, HCl 2 N, etanol 95 %, H2SO4 pekat, natrium bikarbonat (NaHCO3), asam asetat anhidrida, amonia, aseton, pereaksi Mayer, Dragendorff, dan serbuk logam Mg.



3.3 Rancangan Penelitian 

	Pertama-tama dilakukan uji taksonomi terhadap sampel yang akan digunakan. Kemudian sampel diambil dari seluruh bagian alga coklat lalu dikeringkan menggunakan oven lalu dihaluskan. Sampel yang sudah dihaluskan ditentukan kadar airnya. Kemudian dilanjutkan dengan proses ekstraksi maserasi selama 24 jam dengan dishaker menggunakan pelarut metanol selanjutnya ekstrak yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan dialiri gas N2. Ekstrak pekat fraksi metanol dihitung rendemennya, kemudian ekstrak pekat metanol sebanyak 12 gram dibagi menjadi 4 bagian (A, B, C dan D) yang masing-masing sebanyak 3 gram, lalu bagian B, C dan D masing-masing dihidrolisis dengan asam klorida (HCl) 2 N lalu dipartisi menggunakan etil asetat, kloroform, dan n-heksana. Masing-masing ekstrak hasil partisi dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan dialiri gas N2, lalu dihitung nilai rendemen.

Ekstrak dari hasil maserasi dan partisi, begitu pula untuk pembanding BHT dan asam askorbat (vitamin C) diuji aktivitas antioksidannya pada konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm, kemudian dihitung persen aktivitas antioksidannya dan ditentukan nilai EC50 (effective concentration) menggunakan persamaan regresi, lalu diidentifikasi golongan senyawa dalam masing-masing ekstrak secara fitokimia dengan penambahan reagen, kemudian dilakukan uji senyawa aktif dengan menggunakan KLTA.

3.4 Tahapan Penelitian

	Pada penelitian ini dilakukan melalui tahapan-tahapan berikut:

1) Uji Taksonomi alga coklat Sargassum cristaefolium,

2) Preparasi sampel,

3) Penentuan kadar air,

4) Ekstraksi alga coklat Sargassum cristaefolium menggunakan metode maserasi dilanjutkan dengan proses hidrolisis kemudian diekstraksi kembali dengan metode partisi,

5) Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH pada konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm,

6) Identifikasi golongan senyawa aktif dalam ekstrak yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan penambahan reagen,

7) Uji  senyawa aktif dengan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA),

8) Analisis data.



3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Uji Taksonomi

	Uji taksonomi alga coklat Sargassum cristaefolium dilakukan secara kualitatif di Laboratorium Taksonomi, Struktur dan Perkembangan Tumbuhan, Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang.







3.5.2 Preparasi Sampel

Alga coklat Sargassum cristaefolium sebanyak 4 Kg dicuci dengan air, kemudian diiris kecil-kecil lalu dikeringanginkan selama 4 hari pada ruangan terbuka yang terlindung dari sinar matahari pada suhu 25-27 °C dan dihaluskan menggunakan blender hingga halus. Serbuk alga coklat (S.  cristaefolium) diayak menggunakan ayakan yang berukuran 60 – 120 mesh. 

3.5.3 Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984) 

Pada penentuan kadar air, disiapkan cawan porselen terlebih dahulu, lalu dipanaskan dalam oven pada suhu 105 oC sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar airnya. Cawan disimpan dalam desikator sekitar 10 menit, lalu ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan. Setelah itu, sebanyak 5 gram sampel dimasukkan dalam cawan porselen, kemudian dimasukkan dalam oven dan dikeringkan pada suhu 105 °C selama ±15 menit, kemudian sampel disimpan dalam desikator sekitar ±10 menit dan ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven ±15 menit, didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi sampai berat konstan. Kadar air dalam alga coklat S.cristaefolium dihitung menggunakan persamaan (3.1) (AOAC, 1984):

Kadar air =    (AOAC, 1984)		(3.1)

Dimana :	a = bobot cawan kosong

b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan 

c = bobot cawan + sampel setelah dikeringkan









3.5.4  Ekstraksi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Ekstraksi komponen senyawa aktif dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau perendaman. Alga coklat yang telah dikeringkan ditimbang sebanyak 300 gram, dimana pada tahapan ini sampel di bagi menjadi tiga. Proses maserasi yang pertama, sampel sebanyak 100 gram diekstraksi secara maserasi menggunakan pelarut metanol sebanyak 300 mL selama 24 jam kemudian dilakukan pengocokan menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm (rotation per minutes) selama 3 jam. Selanjutnya maserasi yang ke-2 dan ke-3 dilakukan dengan perlakuan yang sama. Setelah itu, dilakukan penyaringan menggunakan corong  Buchner. Ampas yang diperoleh dimaserasi kembali menggunakan pelarut yang sama sebanyak 3 kali pengulangan dengan perlakuan yang sama sampai filtrat yang didapatkan bening. Setelah itu, dilakukan penyaringan. Filtrat yang diperoleh digabung menjadi satu. Lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator setelah itu dialiri gas N2. Ekstrak pekat ditimbang lalu dihitung rendemennya dengan Persamaan 3.2.



 (
Berat ekstrak
Berat sampel
)% Rendemen =                                   x 100 %		(3.2)



3.5.5 Hidrolisis dan Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) Ekstrak Pekat Metanol

Ekstrak pekat fraksi metanol sebanyak 12 gram dibagi menjadi 4 bagian (A, B, C dan D), dimana masing-masing bagian sebanyak 3 gram. Kemudian bagian A langsung dilakukan pengujian aktivitas antioksidan. Sedangkan bagian B, C dan D masing-masing dimasukan ke dalam beaker glass, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 6 mL asam klorida (HCl) 2 N ke dalam ekstrak pekat dengan perbandingan (1:2). Hidrolisis dilakukan selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang (Tensiska, et al., 2007).  

Masing-masing hidrolisat yang diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) sampai pH-nya netral, lalu masing-masing hidrolisat dipartisi, bagian B dipartisi dengan 25 mL pelarut etil asetat, bagian C dipartisi dengan 25 mL pelarut kloroform dan bagian D dipartisi dengan 25 mL pelarut n-heksana. Proses partisi dilakukan dengan dua kali pengulangan. Masing-masing ekstrak hasil partisi dipekatkan dengan rotary evaporator lalu dialiri dengan gas N2, ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung rendemennya, setelah didapatkan rendemen untuk masing-masing ekstrak dilanjutkan dengan pengujian aktivitas antioksidan dengan DPPH.

3.5.6 Uji Antioksidan dengan DPPH

3.5.6.1	Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 4,5 mL etanol lalu didiamkam ± 10 menit. Kemudian dimasukkan ke dalam kuvet. Dicari  λmaks larutan  dan  dicatat  hasil  pengukuran λmaks untuk digunakan pada tahap selanjutnya (Rahayu, et al., 2010).

3.5.6.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak 200 ppm dibuat sebanyak 25 mL, kemudian diambil sebanyak 4,5 mL. Ditambahkan 0,2 mM larutan DPPH sebanyak 1,5 mL. Larutan yang diperoleh dipipet ke dalam kuvet, kemudian dicari waktu kestabilan setelah inkubasi dan sebelum inkubasi dalam rentangan waktu 5 – 120 menit dengan interval 5 menit pada suhu 37 °C, kemudian dicari waktu kestabilan. Sampel  diukur menggunakan spektronik 20+ pada λmaks yang telah diketahui pada tahap sebelumnya.

3.5.6.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

a) Absorbansi kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,2 mM diambil sebanyak 1,5 mL, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL, kemudian ditutup tabung reaksi dengan tissue, lalu diinkubasi pada suhu 37 oC selama waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya, setelah itu larutan dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya dengan λmaks yang didapatkan.

b) Sampel dari masing-masing fraksi dilarutkan dalam pelarutnya dengan konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm. Disiapkan tabung reaksi untuk masing-masing konsentrasi, kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5 mL ekstrak dan ditambahkan DPPH sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH : ekstrak yang dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan tersebut diulangi sebanyak tiga kali. Setelah itu diinkubasi dengan suhu 37 oC pada waktu kestabilan yang didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh untuk mengukur absorbansinya pada λmaks. Data absorbansinya yang diperoleh dari tiap konsentrasi masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh dengan Persamaan 3.3 (Arindah, 2010).

c)  (
Absorbansi kontrol – absorbansi sampel
Absorbansi kontrol
)

 (
% Aktivitas antioksidan
) =                                                                  x 100 %....		(3.3)



Setelah didapatkan persen (%) aktivitas antioksidan, selanjutnya masing-masing ekstrak dihitung nilai EC50 nya dengan memperoleh persamaan regresi menggunakan program “GraphPad prism5 software, Regression for analyzing dose-response data”.

d) Pembanding BHT dan asam askorbat (Vitamin C): diperlakukan seperti sampel akan tetapi sampel diganti dengan larutan BHT dan asam askorbat (vitamin C).

3.5.7 Identifikasi Golongan Senyawa Antioksidan dengan Uji Fitokimia

3.5.7.1 Identifikasi Steroid/Terpenoid

	Ekstrak alga coklat S. cristaefolium sebanyak 1 mL dimasukkan dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan 1 − 2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung. Jika hasil yang diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid (Hayati, 2010).	

3.5.7.2 Identifikasi Flavonoid

	Sebanyak 0,5 gram ekstrak alga coklat S. cristaefolium dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian dilarutkan dalam 1-2 mL metanol 50 %. Setelah itu ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCl pekat. Larutan berwarna merah atau jingga yang terbentuk menunjukkan adanya flavonoid (Hayati, 2010).





3.5.7.3 Identifikasi Alkaloid 

	Ekstrak alga coklat S. cristaefolium sebanyak 3 mL dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah 1 mL HCl 1 % dan larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung 1 ditambah 2−3 tetes reagen Dragendroff, tabung II ditambah 2−3 tetes reagen Mayer. Jika tabung 1 terbentuk endapan jingga dan tabung II terbentuk endapan kekuning-kuningan menunjukkan adanya alkaloid (Hayati, 2010).

3.5.7.4 Identifikasi Asam Askorbat

Ekstrak kasar diambil 5 mg dilarutkan dalam aquadest 5 mL, kemudian ditambahkan 10 mL larutan KMnO4 0,1 %. Jika terbentuk warna coklat maka menunjukkan adanya asam askorbat (Auterhoff, et al., 1987).

3.5.8 Uji Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)

	Uji fitokimia dengan KLT dilakukan terhadap golongan senyawa yang positif dari hasil uji fitokimia dengan uji fitokimia dengan uji reagen. Identifikasi dengan KLTA digunakan plat silika gel F254 yang sudah diaktifkan dengan pemanasan dalam oven pada suhu 60-70 °C selama 10 menit. Masing-masing plat dengan ukuran 1x10 cm2. Ekstrak sampel ditotolkan sebanyak 5-20 totolan  pada jarak ± 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler kemudian dikeringkan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak golongan golongan senyawanya. Setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Noda-noda pada permukaan plat diperiksa dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya. Adapun yang dilakukakan uji KLTA adalah pada fraksi kloroform yang positif mengandung golongan senyawa steroid. Pengembang dan reagen golongan senyawa steroid adalah sebagai berikut : digunakan pengembang n-heksana:etil asetat (6:4) (Reveny, 2011), heksana-etil asetat (8:2) (Reveny, 2011), heksana-etil asetat (7:3) (Handayani, 2008), heksana-etil asetat (1:1) (Sriwahyuni, 2010), dan n-heksana-aseton (7:3) (Syamsudin, 2007) dengan penampak noda Lieberman Buchard akan terbentuk noda berwarna biru, ungu sampai coklat.



3.6 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung persen (%) aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi dari masing-masing ekstrak kasar dan pembanding asam askorbat dan BHT pada konsentrasi  1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm. Setelah didapatkan data persen (%) aktivitas antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel dan pembanding, kemudian dilakukan perhitungan nilai EC50 dengan menggunakan persamaan regresi yang menyatakan hubungan antara log konsentrasi ekstrak (x) dengan persen (%) aktivitas antioksidan (y). Dibandingkan nilai  EC50  pada masing-masing sampel. Sampel yang mempunyai nilai EC50 terendah menunjukkan bahwa sampel tersebut memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi. Selanjutnya, membandingkan nilai EC50 pada masing-masing sampel dengan pembanding untuk mengetahui aktivitas antioksidan alami dengan antioksidan sintetik. Identifikasi golongan senyawa aktif ekstrak alga coklat Sargassum cristaefolium dilakukan secara kualitatif melalui uji reagen dan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA).
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BAB V

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan



1. Fraksi hidrolisis alga coklat S. cristaefolium yang memiliki potensi antioksidan tertinggi adalah fraksi kloroform dengan nilai Effective concentration (EC50 ) sebesar 9,245 ppm.

2. Hasil identifikasi fitokimia menunjukkan bahwa fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium mengandung golongon senyawa steroid.

5.2 Saran 

Perlu dilakukan isolasi (pemisahan) dan pemurnian dari fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium untuk mengetahui senyawa murni dari golongan steroid yang berpotensi sebagai antioksidan.
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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Rancangan Penelitian

 (
alga 
coklat 
(
Sargassum cristaefolium
) 
 
)

 (
Sampel basah
) (
Preparasi sampel
)

 (
Penentuan kadar air
) (
Dikeringanginkan selama 4 hari di ruangan terbuka yang terlindung dari sinar matahari
Dihaluskan 
)

 (
Sampel kering
)

 (
Hasil 
)

 (
Penentuan kadar air
) (
Maserasi 
)



 (
Hasil 
) (
Ditambahkan dengan metanol
Dipekatkan dengan 
rotary evaporator 
dan dialiri gas N
2
)



 (
Ekstrak  pekat metanol
)

 (
Dibagi menjadi 4 bagian masing-masing 3 gram
)	

 (
Ekstrak  pekat  (D)
) (
Ekstrak  pekat (C)
) (
Ekstrak  pekat (B)
) (
Ekstrak pekat metanol (A)
)

 (
Dihidrolisis dengan 
6  mL
 HCl 2 N
Dipartisi dengan 
25 mL 
pelarut n-hekasana
Dipekatkan dengan 
rotary evaporator
 dan dialiri gas N
2
) (
Dihidrolisis dengan 
 6  mL
 HCl 2 N
Dipartisi dengan 
25 mL 
pelarut kloroform
Dipekatkan dengan 
rotary evaporator
 dan dialiri gas N
2
) (
Dihidrolisis dengan 
6  mL
 HCl 2 N
Dipartisi dengan 
25 mL 
pelarut etil asetat
Dipekatkan dengan 
rotary evaporator
 dan dialiri gas N
2
)







 (
Ekstrak pekat fraksi n-heksana
) (
Ekstrak pekat fraksi kloroform
) (
Ekstrak pekat fraksi etil asetat
)



 (
Dihitung EC
50
) (
Diukur akrivitas antioksidan dengan konsentrasi 1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 ppm
)



 (
Uji reagen  
) (
Uji KLTA 
) (
Analisis data   
)

 (
Alkaloid 
Flavonoid 
Triterpenoid 
Steroid
Asam askorbat
)



A.  (
Sampel
 
)Preparasi Sampel

 (
dicuci sebanyak 4 kg
dikeringkan 
di ruangan yang terhindar dari sinar matahari
 pada suhu 
25-27
 
o
C selama 
4 hari
dihaluskan menggunakan blender
diayak dengan ayakan 60 -120 mesh
-
)





 (
Hasil
)



B. Penentuan Kadar Air Secara Thermogravimetri (AOAC, 1984)

 (
Cawan
)

 (
dipanaskan dalam oven pada suhu 105 
o
C selama 15 menit
disimpan cawan dalam desikator selama 10 menit
ditimbang hingga diperoleh berat konstan
ditimbang 
sampel 
sebanyak 5 gram
dimasukkan dalam cawan
dikeringkan dengan oven pada suhu 105
 
o
C
didinginkan dalam desikator
ditimbang
dihitung kadar air dengan rumus :
Kadar air =  
  
keterangan:
a = bobot cawan kosong
b = bobot sampel + cawan sebelum dikeringkan 
c = bobot cawan + sampel setelah dikeringkan
)

















 (
Hasil
)

















C.  (
Sampel
 
)Ekstraksi Alga Coklat Sargassum cristaefolium

 (
ditimbang sebanyak 10
0 gram
diekstraksi maserasi dengan metanol
 300 mL
dilakukan pengocokan
 
selama 
3 jam 
dengan 
shaker 
dengan kecepatan 150 rpm
, dan didiamkan selama 24 jam
disaring
 dengan corong Buchner
dimaserasi kembali ampas yang diperoleh
dilakukan dengan 5x pengulangan
)











 (
Ampas 
) (
Ekstrak metanol
)

 (
dipekatkan menggunakan 
rotary evaporator
dialiri ekstrak pekat dengan gas N
2
)

 (
Ekstrak pekat 
)

 (
ditimbang ekstrak pekat
dihitung rendemen 
)



 (
Hasil
 
)	



















 (
Dibagi menjadi 4 bagian masing-masing 3 gram
) (
Ekstrak  pekat metanol
)



 (
dihidrolisis dengan
 6
 mL HCl 2 N
di
stirrer
 selama 1 jam dengan 
hot plate stirrer
ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH netral
dipartisi  dengan 
25 mL 
pelarut 
n-heksana
dipekatkan ekstrak hasil partisi menggunakan 
rotary evaporator
dialiri ekstrak pekat dengan gas N
2
ditimbang ekstrak yang diperoleh
dihitung rendemennya
) (
Ekstrak  pekat  (D)
) (
dihidrolisis dengan
 6
 mL HCl 2 N
di
stirrer
 selama 1 jam dengan 
hot plate stirrer
ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH netral
dipartisi  dengan 
25 mL 
pelarut 
kloroform
dipekatkan ekstrak hasil partisi menggunakan 
rotary evaporator
dialiri ekstrak pekat dengan gas N
2
ditimbang ekstrak yang diperoleh
dihitung rendemennya
) (
Ekstrak  pekat (C)
) (
Ekstrak  pekat (B)
) (
Ekstrak pekat metanol (A)
) (
Dihidrolisis dengan HCl 2 N
Dipartisi dengan 
25 mL 
pelarut n-hekasana
Dipekatkan dengan rotary evaporator dan dialiri gas N
2
)

 (
dihidrolisis dengan 
6
 mL HCl 2 N
di
stirrer
 selama 1 jam dengan 
hot plate stirrer
ditambahkan natrium bikarbonat hingga pH netral
dipartisi  dengan 
25 mL 
pelarut etil asetat
dipekatkan ekstrak hasil partisi menggunakan 
rotary evaporator
dialiri ekstrak pekat dengan gas N
2
ditimbang ekstrak yang diperoleh
dihitung rendemennya
)











 (
Ekstrak pekat fraksi n-heksana
) (
Ekstrak pekat fraksi kloroform
) (
Ekstrak pekat fraksi etil asetat
)





D. Uji Antioksidan dengan DPPH

· Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (
Larutan DPPH 0,2
 
mM
)

 (
diambil sebanyak 1,5
 mL
 dimasukkan ke dalam tabung reaksi
ditambah 4,5 mL etanol 
didiamkan selama ±10 menit
dimasukkan ke dalam kuvet
dicari λ
maks
)



	



 (
Hasil
 DPPH 0,2mM
)

· Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

 (
Larutan ekstrak 
)

 (
dibuat 
larutan ekstrak 2
00 ppm sebanyak 
4,5 
mL
ditambahkan 
1,5
 mL larutan DPPH 0,2 mM
diinkubasi pada suhu 37 
o
C
dimasukkan campuran ke dalam kuvet
diukur absorbansi pada λ
maks
dicri waktu kestabilan pada rentang waktu 5 – 120 menit
)











 (
Hasil
)

· Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Konsentrasi 100 ppm



a.  (
DPPH
 0,2 mM
)Absorbansi Kontrol

 (
diambil sebanyak 1,5 mL
dimasukkan dalam tabung reaksi
ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL
d
iinkubasi pada suhu 37 
o
C selama waktu kestabilan
dipindahkan ke dalam kuvet
d
iukur absorbansinya pada λ
maks
)









 (
Hasil
)





b.  (
Ekstrak kasar masing-masing fraksi
)Absorbansi Sampel variasi konsentrasi



 (
dilarutkan pada pelarutnya dengan konsentrasi 
1, 5, 25, 50, 100, 150 dan 200 
 ppm
diambil masing-masing 
larutan 
ekstrak sebanyak 
4,5
 mL
ditambahkan 0,2 mM DPPH sebanyak 
1,5
 mL
diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama waktu kestabilan
dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur  absorbansi pada λ
maks
)











 (
Hasil
)



















E. Identifikasi Golongan Senyawa Antioksidan Secara Kualitatif



·  (
E
kstrak
)Identifikasi Triterpenoid dan Steroid



 (
dimasukkan dalam tabung reaksi
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform 
ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat
ditambah dengan 1
–
2 mL H
2
SO
4 
pekat melalui dinding tabung 
)







 (
Warna biru sampai hijau menunjukkan adanya steroid
) (
Warna coklat atau violet berbentuk cincin diperbatasan dua pelarut menunjukkan adanya triterpenoid
)















· Identifikasi Flavonoid

 (
E
kstrak
)

 (
dimasukkan dalam tabung reaksi
dilarutkan1
–
2 mL metanol panas 50%
ditambah
 
logam Mg dan 4
–
5 tetes HCl
 
pekat
)



 (
Warna merah, kuning atau jingga
)













·  (
E
kstrak
)Identifikasi Alkaloid

 (
dimasukkan ke dalam tabung reaksi
 secukupnya
ditambahkan 0,5 mL HCl 2 % 
dibagi larutannya dalam dua tabung
 
)





 (
Larutan 2
) (
Larutan 1
)

 (
ditambahkan 2-3 tetes reagen 
Mayer
) (
ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendrof
)



 (
Endapan jingga
) (
Endapan kekuning-kuningan
)





·  (
E
kstrak
) (
Warna coklat
) (
diambil 5 mg
dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dilarutkan dalam akuades 5 mL
ditambahkan 10 mL KMnO
4 
 0,1 %
)Identifikasi Asam Askorbat













F.  Uji Fitokimia dengan KLT

·  (
Plat GF
564
)Aktifasi plat



 (
Dipanaskan dalam oven dalam suhu 60-70
°
 C selama 10 menit
Dibuat ukuran 1x 10 cm
2
)



 (
Hasil
 DPPH 0,2mM
)	





 (
Ekstrak pekat
)

 (
ditotolkan menggunakan pipa kapiler pada jarak ± 1 cm dari tepi bawah plat silika gel F
254 
ukuran 1x10 cm  yang sudah diaktifkan dengan pemanasan dalam oven pada suhu 80 
0
C selama 30 menit
dikeringkan dan dielusi dengan fase gerak 
berikut ini:
Golongan senyawa
Fase gerak
Alkaloid
Metanol:kloroform
(0,5:95)
Flavonoid
Kloroform: metanol
(9:1)
Saponin
n
-heksan:aseton
(4:1)
Triterpenoid
n
-heksan:etil asetat
(1:1)
Steroid
Kloroform:metanol
 (
99
:1)
dihentikan elusi setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas
dikeringanginkan dan dapat diukur nilai Rf nya
diperiksa di bawah sinar UV noda-noda pada permukaan plat pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm
 
pada masing-masing hasil nodanya.
)



























 (
Hasil
)





















Tabel 1. Jenis-jenis fase gerak dan pendeteksi uji KLT untuk metabolit sekunder

		Golongan Senyawa

		Fase Gerak

		Pendeteksi

		Hasil Warna Noda



		Alkaloid

		1. etil asetat-metanol (3:1)

2. benzena-etil asetat (1:4)

3. kloroform-metanol (1:4)

4. kloroform-metanol (9,5:0,5)

5. kloroform-metanol (8:3)

		Pereaksi Dragendorff

		Oranye-merah, coklat, coklat jingga



		Flavonoid

		1. butanol-asam asetat-air (3:1:1) 

2. butanol-asam asetat-air (9:2:6)

3. butanol-asam asetat-air (4:1:5)

4. kloroform-metanol-air (9,7:0,2:0,1)

5. metanol-kloroform (1:39)

		Diuapi dengan amoniak





		biru kehijauan, hijau

kekuningan lembayung dan

kuning kecoklatan









		Saponin

		1. kloroform-metanol-air (64:50:10)

2. kloroform-metanol-air (13:7:2)

3. kloroform-metanol (95:5)

		Pereaksi Lieberman-Burchard dan dipanaskan pada suhu 110  selama 10 menit

		Biru, ungu, ungu-ungu gelap



		

		4. kloroform-metanol-air (3:1:0,1)

5. kloroform-metanol-air (20:60:10)

		H2SO4 50 % diikuti dengan pengeringan selama 15 menit pada suhu kamar dan dipanaskan pada suhu 105  selama 3 menit  dalam oven

		



		

Triterpenoid

		1. heksana-etil asetat (6:4) 

2. heksana-etil asetat (1:1)

3. heksana-kloroform(1:1)

4. kloroform-metanol (3:7)

5. heksana-etilasetat (2:8)

		Pereaksi Lieberman-Burchard

		merah-ungu (Violet), ungu tua, merahmuda





		Steroid

		1. heksana-etil asetat (7:3)

2. kloroform-metanol (3:7)

3. sikloheksana-etil asetat (1:1)

4. heksana-etil asetat (2:1)

5. kloroform-aseton (6:5)

		Pereaksi Lieberman-Burchard

		Hijau, hijau-biru
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Lampiran 2. Pembuatan Reagen dan Larutan

L. 2.1 Pembuatan Reagen

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM

       DPPH 0,2 mM dalam 500 mL etanol (99,9 %)

       Mr DPPH = 394,33 g/mol

 (
0,2 M
1000
)       Mol DPPH = 500 mL x 0,2 mM = 500 mL x         

				              = 0,1 mmol

       Mg DPPH = 0,1 mmol x Mr DPPH

	                 = 0,1 mmol x 394,33 g/mol

	                 = 39,433 mg



2. Pembuatan Larutan HCl 2 N dalam 50 mL

Densitas	: 1,19 gr/mL

Konsentrasi	: 37 %

Volume	: 50 mL

Mr HCl	: 36,5 gr/mol

2 N 2 M

Molaritas HCl = n  Molaritas HCl

=   

 (
V
2 
x N
2
N
1
)= 12,09 N

	V1 = 

 (
5
0 mL x 2 N
12,09
)	     

                 = 			  = 8,27 mL

	

Jadi untuk membuat larutan HCl 2N sebanyak 50 mL dibutuhkan HCl 37 % sebanyak 8,27 mL.









3. Pembuatan Larutan metanol 50%

%1 x V1 	= %2  x V2

99.8 % x V1	= 50 % x 25 mL

	    V1	= 12,5 mL

Cara pembuatannya adalah diambil larutan metanol 99,8 % sebanyak 12,5 mL  kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 25 mL. Selanjutnya ditambahkan akuades sampai tanda batas.



4. Pembuatan Larutan HCl 1 %

%1 x V1	= %2 x V2

37 % x V1 	= 1 % x 10 mL

V1 	= 0,3 mL

Jadi, untuk membuat larutan HCl 1 % diambil sebanyak 0,3 mL larutan HCl pekat 37 %, dilarutkan dalam labu ukur 10 mL.



5. Pembuatan Larutan NaHCO3 5 % (b/v)

Sebanyak 5 gram natrium bikarbonat dilarutkan dengan akuades dalam beaker glass. Kemudian dimasukkan dalam labu takar 100 mL, ditambahkan akuades sampai tanda batas lalu dihomogenkan.



6. Pereaksi mayer:

a, 1,358 g HgCl2 dalam 60 ml akuades, 

b, KI 5 mg dalam 10 ml akuades,  

Larutan a dituangkan ke dalam larutan b, diencerkan dengan akuades sampai 100 ml (HAM, 2006).



7. Pereaksi dragendorff : 

Bi(NO3),5H2O sebanyak 8 gr dilarutkan dalam 50 ml HNO3  pekat dan KI sebanyak 27,2 gr dilarutkan dalam 50 ml aquadest, Kedua larutan dicampur dan jika terbentuk endapan disaring, kemudian disimpan dalam botol coklat (HAM, 2006).

8. Pembuatan Reagen Lieberman-Burchard 

 Asam sulfat pekat = 5 mL	

 Anhidrida asetat   = 5 mL

 Etanol absolut      =  50 mL

Cara pembuatannya adalah asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrida asetat 5 mL dicampur ke dalam etanol absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan (Wagner and Bladt, 2001).



L 2.2  Pembuatan  Konsentrasi Larutan Sampel 

a.  (
2
0
 mg
0,0
5 L
)Pembuatan antioksidan pembanding  400 ppm

400 ppm ekstrak kasar atau pembanding = [image: ]  [image: ]        = 400 ppm[image: ]



b.  (
25
 mL x 200 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 200 ppm

V2 = [image: ][image: ]			        = 12,5 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 200 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 12,5 mL.



c.  (
25
 mL x 150 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 150 ppm

V2 =			       = 9,37 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 150 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 9,37 mL.



d.  (
25
 mL x 100 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 100 ppm

V2 =			     = 6,25 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 100 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 6,25 mL.



e.  (
25
 mL x 50 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 50 ppm

V2 =			    [image: ][image: ][image: ]= 3,125 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 50 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 3,125 mL.



f.  (
25
 mL x 25 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 25 ppm

            V2 =			     =  1,56 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 25 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 1,56 Ml.



g.  (
25
 mL x 5 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 5 ppm

V2 = 			   = 0,3 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 5 ppm diperlukan larutan stok 1000 ppm sebanyak 0,3 mL.



h.  (
25
 mL x 1 ppm
400 ppm
)Pembuatan Larutan Sampel 1 ppm

V2 =  			    = 0,0625 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 1 ppm diperlukan larutan stok 400 ppm sebanyak 0,0625mL

95
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Lampiran 3. Data Penelitian

L.3.1 Perhitungan Kadar Air

· Perhitungan Kadar Air Sampel Basah S. cristaefolium

		Pengukuran

		Berat kering (g)

		Rata-rata

berat (g)



		

		P1

		P2

		P3

		



		Cawan kosong

		65,384

		65,379

		65,379

		65,381



		Cawan + Sampel sebelum dikeringkan

		70,385

		-

		-

		70,385



		Cawan + Sampel sesudah dikeringkan

		66,100

		65,906

		65,820

65,800

		65,906





P = Pengulangan	

		

		

		

		Kadar air =  x 100 %



		Keterangan: 

		a

		=

		Berat konstan cawan kosong



		

		b

		=

		Berat cawan + sampel sebelum dikerigkan



		

		c

		=

		berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan







 = 89. 5 %



· Perhitungan Kadar Air Sampel kering S. cristaefolium

		Pengukuran

		Berat kering (g)

		Rata-rata

berat (g)



		

		P1

		P2

		P3

		



		Cawan kosong

		54,305

		54,306

		54,306

		54,305



		Cawan + Sampel sebelum dikeringkan

		59,306

		-

		-

		59,306



		Cawan + Sampel sesudah dikeringkan

		58,954

		58,881

		58,858

58,851

		58,886





P = Pengulangan			

		

		

		

		Kadar air =  x 100 %



		Keterangan: 

		a

		=

		Berat konstan cawan kosong



		

		b

		=

		Berat cawan + sampel sebelum dikerigkan



		

		c

		=

		berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan







  = 8,398 %



L.3.2  Perhitungan Rendemen 

· Perhitungan Rendemen Hasil Maserasi

· Ekstrak Pekat Metanol 1

		

		Berat Wadah

(g)

		Berat Wadah dan Sampel

(g)

		Berat sampel

(g)



		Metanol 1a.

		22,879

		34,356

		11,477



		Metanol 1b.

		22,097

		22,803

		0,706



		Metanol 1c.

		22,421

		24,051

		1,630



		Metanol 1d.

		22,985

		26,097

		3,112



		Jumlah

		19,237







· Ekstrak Pekat Metanol 2 

		

		Berat Wadah

(g)

		Berat Wadah dan Sampel

(g)

		Berat sampel

(g)



		Metanol 2a.

		25,922

		30,641

		4,719



		Metanol 2b.

		22,971

		24,946

		1,967



		Metanol 2c.

		22,365

		24,667

		2,362



		Metanol 2d.

		22,327

		26,949

		4,622



		Jumlah 

		11,359







· Rendemen Ekstrak Pekat Metanol 1

Rendemen =   100 % 

=  x 100 % =   19,237 %



· Rendemen Ekstrak Pekat Metanol 2

Rendemen =   100 % 

     =  x 100 %  = 11,359 %





· Rendemen Ekstrak Pekat Metanol

Rendemen =   100 % 

=  x 100 % = x 100 %  =   15,298 %



· Perhitungan Rendemen Hasil Partisi

· Fraksi Etil Asetat

Berat wadah			= 87,603 g

Berat wadah dan sampel	= 87,703 g

Berat ekstrak pekat                  = 0,1      g

Rendemen =   100 %

	       =   x 100 %  

       = 3,33 %



· Fraksi Kloroform

Berat wadah			= 91,382 g

Berat wadah dan sampel	= 91,497 g

Berat ekstrak pekat	            = 0,115 g

Rendemen =   100 %

                  =   x 100 %

                  = 3,83 %



· Fraksi n-heksana

Berat wadah			= 87,567 g

Berat wadah dan sampel	= 87,700 g

Berat ekstrak pekat		= 0,133 g

Rendemen =   100 %

                  =   x 100 %

                  = 4,43 %



L.3.3 Penentuan Waktu Kestabilan Antioksidan Sampel dan Pembanding

		Waktu

(menit)

		Metanol

		Etil asetat

		kloroform



		

		Tanpa  inkubasi

		inkubasi

		Tanpa 

		Inkubasi 

		Tanpa

		Inkubasi 



		5

		0,76

		0,70

		0,85

		0,50

		0,95

		0,81



		10

		0,75

		0,68

		0,76

		0,48

		0,90

		0,79



		15

		0,70

		0,66

		0,71

		0,48

		0,90

		0,75



		20

		0,70

		0,65

		0,68

		0,46

		0,87

		0,74



		25

		0,68

		0,64

		0,66

		0,45

		0,85

		0,71



		30

		0,68

		0,62

		0,66

		0,42

		0,85

		0,70



		35

		0,68

		0,60

		0,64

		0,38

		0,84

		0,69



		40

		0,68

		0,60

		0,62

		0,35

		0,81

		0,68



		45

		0,66

		0,60

		0,60

		0,32

		0,80

		0,67



		50

		0,65

		0,60

		0,58

		0,32

		0,80

		0,66



		55

		0,64

		0,60

		0,57

		0,32

		0,80

		0,66



		60

		0,64

		0,60

		0,56

		0,32

		0,78

		0,65



		65

		0,63

		0,60

		0,54

		0,32

		0,76

		0,64



		70

		0,62

		0,60

		0,54

		0,32

		0,76

		0,64



		75

		0,61

		0,59

		0,52

		0,32

		0,75

		0,63



		80

		0,61

		0,59

		0,50

		0,32

		0,75

		0,62



		85

		0,60

		0,59

		0,50

		0,31

		0,75

		0,62



		90

		0,60

		0,58

		0,50

		0,31

		0,74

		0,61



		95

		0,60

		0,58

		0,50

		0,31

		0,73

		0,60



		100

		0,59

		0,58

		0,48

		0,31

		0,72

		0,60



		105

		0,59

		0,58

		0,48

		0,30

		0,71

		0,60



		110

		0,58

		0,58

		0,47

		0,30

		0,70

		0,60



		115

		0,58

		0,58

		0,47

		0,29

		0,70

		0,60



		120

		0,58

		0,58

		0,47

		0,29

		0,68

		0,58











		Waktu

(menit)

		n- Heksana

		Vit C

		BHT



		

		Tanpa 

inkubasi

		Inkubasi 

		Tanpa 

		Inkubasi 

		Tanpa 

		Inkubasi 



		5

		0,85

		0,579

		0,035

		0,012

		0,46

		0,39



		10

		0,84

		0,569

		0,035

		0,01

		0,415

		0,32



		15

		0,82

		0,56

		0,02

		0,012

		0,355

		0,27



		20

		0,81

		0,50

		0,02

		0,013

		0,31

		0,23



		25

		0,80

		0,49

		0,019

		0,01

		0,285

		0,195



		30

		0,80

		0,485

		0,019

		0,01

		0,255

		0,17



		35

		0,80

		0,475

		0,019

		0,01

		0,225

		0,14



		40

		0,80

		0,465

		0,02

		0,01

		0,205

		0,12



		45

		0,79

		0,460

		0,02

		0,01

		0,183

		0,09



		50

		0,80

		0,445

		0,019

		0,01

		0,155

		0,075



		55

		0,79

		0,440

		0,021

		0,011

		0,145

		0,065



		60

		0,78

		0,430

		0,021

		0,011

		0,125

		0,055



		65

		0,76

		0,420

		0,021

		0,011

		0,11

		0,045



		70

		0,76

		0,420

		0,033

		0,011

		0,1

		0,04



		75

		0,79

		0,420

		0,033

		0,01

		0,095

		0,035



		80

		0,79

		0,420

		0,034

		0,01

		0,085

		0,03



		85

		0,79

		0,420

		0,034

		0,01

		0,075

		0,03



		90

		0,79

		0,420

		0,034

		0,01

		0,075

		0,03



		95

		0,79

		0,420

		0,034

		0,01

		0,075

		0,03



		100

		0,77

		0,420

		0,034

		0,01

		0,07

		0,029



		105

		0,76

		0,41

		0,042

		0,011

		0,065

		0,03



		110

		0,76

		0,41

		0,042

		0,011

		0,06

		0,03



		115

		0,76

		0,40

		0,05

		0,011

		0,06

		0,03



		120

		0,75

		0,38

		0,05

		0,011

		0,05

		0,03

















L.3.4 Grafik Penentuan Waktu Kestabilan Masing-Masing Sampel





















L.3.5 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan

· BHT

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan (y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0,5837

		0,4861

		0,4310

		0,4106

		0,4425

		24,19%

		0



		5

		0,5840

		0,3257

		0,3033

		0,2846

		0,3045

		47,85%

		0,6990



		25

		0,5858

		0,0987

		0,0956

		0,0711

		0,0884

		84,90%

		1,3979



		50

		0,5837

		0,0522

		0,0927

		0,0678

		0,0709

		87,85%

		1,6990



		100

		0,5838

		0,0504

		0,0579

		0,0634

		0,0572

		90,18%

		2



		150

		0,5832

		0,0557

		0,0515

		0,0539

		0,0537

		90,79%

		2,1761



		200

		0,5833

		0,0458

		0,0490

		0,0466

		0,0471

		91,92%

		2,3010







Perhitungan EC50 BHT

		Best-fit values

		 



		LogEC50

		0.6680



		Bottom

		= 0.0



		Top

		= 100.0



		HillSlope

		0.7886



		EC50

		4.656



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0.05813



		HillSlope

		0.06806



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC5

		0.5186 to 0.8175



		HillSlope

		0.6136 to 0.9636



		EC50Control

		3.300 to 6.569



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0.9832



		Absolute Sum of Squares

		73.02



		Sy.x

		 



		Constraints

		 



		LogEC50

		LogEC50 is shared



		Bottom

		Bottom = 0.0



		Top

		Top = 100.0



		HillSlope

		HillSlope is shared



		Number of points

		 



		Analyzed

		7







 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
0,
6680
-X)
*
 
0
,
7886
))
EC
50
 = 4,
656
 ppm
)[image: ]







· Vit C

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan

(y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0,5437

		0,2751

		0,4542

		0,4330

		0,3847

		28,74%

		0



		5

		0,5388

		0,2714

		0,2840

		0,2709

		0,2754

		48,88%

		0,6990



		25

		0,5341

		0,0091

		0,0362

		0,0368

		0,0273

		94,88%

		1,3979



		50

		0,5294

		0,0042

		0,0198

		0,0192

		0,0144

		97,27%

		1,6990



		100

		0,5196

		0,0042

		0,0177

		0,0177

		0,0132

		97,45%

		2



		150

		0,5195

		0,0040

		0,0183

		0,0087

		0,0103

		98,01%

		2,1761



		200

		0,5185

		0,0038

		0,0023

		0,0022

		0,0027

		99,47%

		2,3010







Perhitungan EC50 Vitamin C

		Best-fit values

		 



		LogEC50

		0.5556



		Bottom

		= 0.0



		Top

		= 100.0



		HillSlope

		1.011



		EC50

		3.594



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0.08706



		HillSlope

		0.1718



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC50

		0.3318 to 0.7795



		HillSlope

		0.5689 to 1.452



		EC50

		2.147 to 6.018



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0.9592



		Absolute Sum of Squares

		208.6



		Sy.x

		 



		Constraints

		 



		LogEC50

		LogEC50 is shared



		Bottom

		Bottom = 0.0



		Top

		Top = 100.0



		HillSlope

		HillSlope is shared



		Number of points

		 



		Analyzed

		7



		

		







 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
0,
5556
-X)
*
 
1,
011
))
EC
50
 = 3,
594
 ppm
)[image: ]











· Metanol 

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan 

(y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0, 8088

		0,4239

		0,4901

		0,4751

		0,4630

		42,75%

		0



		5

		0,8094

		0,4066

		0,4772

		0,4616

		0,4484

		44,60%

		0,6990



		25

		0,8128

		0,4043

		0,4280

		0,4363

		0,4228

		47,98%

		1,3979



		50

		0,8128

		0,4037

		0,3773

		0,3943

		0,3917

		51,80%

		1,6990



		100

		0,8160

		0,4023

		0,3720

		0,3729

		0,3824

		53,13%

		2



		150

		0,8138

		0,3613

		0,3228

		0,3234

		0,3358

		58,73%

		2,1761



		200

		0,8137

		0,3150

		0,2498

		0,2434

		0,2694

		66,89%

		2,3010









Perhitungan EC50 Ekstrak Metanol 



		Best-fit values

		 



		LogEC50

		1.214



		Bottom

		= 0.0



		Top

		= 100.0



		HillSlope

		0.1530



		EC50

		16.37



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0.2067



		HillSlope

		0.03890



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC50

		0.6825 to 1.745



		HillSlope

		0.05299 to 0.2530



		EC50

		4.814 to 55.64



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0.7638



		Absolute Sum of Squares

		100.2



		Sy.x

		 



		Constraints

		 



		LogEC50

		LogEC50 is shared



		Bottom

		Bottom = 0.0



		Top

		Top = 100.0



		HillSlope

		HillSlope is shared



		Number of points

		 



		Analyzed

		7





 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
1,
214
-X)
*
 
0,1530
))
EC
50
 = 
16,37
 ppm
)[image: ]





· Etil asetat

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan 

(y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0,4755

		0,4517

		0,4228

		0,4245

		0,4330

		8,93%

		0



		5

		0,4752

		0,4490

		0,4093

		0,4146

		0,4243

		10,71%

		0,6990



		25

		0,4743

		0,4459

		0,4178

		0,3902

		0,4179

		11,89%

		1,3979



		50

		0,4725

		0,4424

		0,4145

		0,3195

		0,3921

		17,01%

		1,6990



		100

		0,4718

		0,4394

		0,4125

		0,2785

		0,3759

		20,32%

		2



		150

		0,4696

		0,4350

		0,4088

		0,2193

		0,3543

		24,55%

		2,1761



		200

		0,4726

		0,4344

		0,4075

		0,2154

		0,3524

		25,43%

		2,3010









Perhitungan EC50 Ekstrak Etil Asetat

		Best-fit values

		 

		 



		Bottom

		= 0,0

		 



		Top

		= 100,0

		 



		LogEC50

		1,725



		HillSlope

		1,988



		EC50

		53,08



		Span

		= 100,0



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0,02889



		HillSlope

		0,2287



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC50

		1,662 to 1,788



		HillSlope

		1,490 to 2,487



		EC50

		45,92 to 61,36



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0,9738



		Absolute Sum of Squares

		519,3



		Sy.x

		 



		Constraints

		 



		Bottom

		Bottom = 0,0



		Top

		Top = 100,0



		LogEC50

		LogEC50 is shared



		HillSlope

		HillSlope is shared



		Number of points

		 

		 



		Analyzed

		7

		 























 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
1,725
-X)
*
 
1,988
))
EC
50
 = 
53,08
 ppm
)





























· Kloroform

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan 

(y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0,5072

		0,1132

		0,1428

		0,4034

		0,2879

		43,23%

		0



		5

		0,5088

		0,1192

		0,1484

		0,4849

		0,2508

		50,70%

		0,6990



		25

		0,5037

		0,1173

		0,1461

		0,4693

		0,2442

		51,51%

		1,3979



		50

		0,5010

		0,1166

		0,1455

		0,4500

		0,2373

		52,63%

		1,6990



		100

		0,5019

		0,1132

		0,1428

		0,4034

		0,2198

		56,20%

		2



		150

		0,5018

		0,1107

		0,1425

		0,3725

		0,2085

		58,44%

		2,1761



		200

		0,5017

		0,0963

		0,1430

		0,3717

		0,2036

		59,41%

		2,3010







[bookmark: OLE_LINK6]Perhitungan EC50 Ekstrak Kloroform



		Best-fit values

		 



		LogEC50

		0.9659



		Bottom

		= 0.0



		Top

		= 100.0



		HillSlope

		0.1102



		EC50

		9.245



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0.1177



		HillSlope

		0.01404



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC50

		0.6634 to 1.268



		HillSlope

		0.07406 to 0.1462



		EC50

		4.607 to 18.55



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0.9264



		Absolute Sum of Squares

		13.54



		Sy.x

		 



		Constraints

		 



		LogEC50

		LogEC50 is shared



		Bottom

		Bottom = 0.0



		Top

		Top = 100.0



		HillSlope

		HillSlope is shared



		Number of points

		 



		Analyzed

		7







 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
0,
9659
-X)
*
 
0,1102
))
EC
50
 = 9,
245
 ppm
)[image: ]

















· n- Heksana 

		Konsentrasi

(ppm)

		A kontrol

		A Pertama

		A

Kedua

		A

Ketiga

		A

rata-rata

		%

Antioksidan (y)

		Log konsentrasi (x)



		1

		0,5842

		0,5698

		0,5669

		0,4241

		0,5202

		10,95%

		0



		5

		0,5841

		0,5689

		0,5612

		0,3752

		0,5017

		14,10%

		0,6990



		25

		0,5838

		0,5563

		0,5577

		0,3753

		0,4964

		14,97%

		1,3979



		50

		0,5828

		0,5449

		0,5207

		0,3758

		0,4804

		17,57%

		1,6990



		100

		0,5828

		0,4877

		0,4752

		0,3645

		0,4427

		24,03%

		2



		150

		0,5824

		0,4798

		0,4551

		0,3206

		0,4185

		28,14%

		2,1761



		200

		0,5822

		0,4609

		0,4446

		0,2099

		0,3718

		36,13%

		2,3010







Perhitungan EC50 Ekstrak n-heksana

		Best-fit values

		 



		Bottom

		= 0,0



		Top

		= 100,0



		LogEC50

		1,929



		HillSlope

		1,946



		EC50

		84,87



		Std. Error

		 



		LogEC50

		0,05998



		HillSlope

		0,4962



		95% Confidence Intervals

		 



		LogEC50

		1,775 to 2,083



		HillSlope

		0,6698 to 3,221



		EC50

		59,50 to 121,1



		Goodness of Fit

		 



		Degrees of Freedom

		 



		R square

		0,9298



		Absolute Sum of Squares

		537,8



		Sy.x

		 



		Constraints

		 

		 



		Bottom

		Bottom = 0,0

		 



		Top

		Top = 100,0

		 



		LogEC50

		LogEC50 is shared

		 



		HillSlope

		HillSlope is shared

		 



		Number of points

		 

		 



		Analyzed

		7

		 









 (
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)*HillSlope
))
Y=
0,0
 + (
100,
-
0,0)/(1+10
(
1,929
-X)
*
 
1,496
))
EC
50
 = 
84,87
 ppm
)

Fraksi Kloroform

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.95000000000000062	0.9	0.9	0.87000000000000122	0.85000000000000064	0.85000000000000064	0.84000000000000064	0.81	0.8	0.8	0.8	0.78	0.76000000000000134	0.76000000000000134	0.75000000000000133	0.75000000000000133	0.75000000000000133	0.74000000000000121	0.73000000000000065	0.72000000000000064	0.71000000000000063	0.70000000000000062	0.70000000000000062	0.68	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.81	0.79	0.75000000000000133	0.74000000000000121	0.71000000000000063	0.70000000000000062	0.69000000000000061	0.68	0.67000000000000171	0.66000000000000159	0.66000000000000159	0.65000000000000147	0.64000000000000135	0.64000000000000135	0.63000000000000134	0.62000000000000122	0.62000000000000122	0.61000000000000065	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.58000000000000007	Waktu (menit)



Absorbansi









Fraksi n-heksana

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.85000000000000064	0.84000000000000064	0.82000000000000062	0.81	0.8	0.8	0.8	0.8	0.79	0.8	0.79	0.78	0.76000000000000134	0.76000000000000134	0.79	0.79	0.79	0.79	0.79	0.77000000000000135	0.76000000000000134	0.76000000000000134	0.76000000000000134	0.75000000000000133	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.57900000000000063	0.56899999999999995	0.56000000000000005	0.5	0.49000000000000032	0.48500000000000032	0.47500000000000031	0.46500000000000002	0.46	0.44500000000000001	0.44	0.43000000000000038	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.42000000000000032	0.41000000000000031	0.41000000000000031	0.4	0.38000000000000067	Waktu (menit)



Absorbansi









Ekstrak Vitamin C

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	3.500000000000001E-2	3.500000000000001E-2	2.0000000000000011E-2	2.0000000000000011E-2	1.9000000000000038E-2	1.9000000000000038E-2	1.9000000000000038E-2	2.0000000000000011E-2	2.0000000000000011E-2	1.9000000000000038E-2	2.1000000000000012E-2	2.1000000000000012E-2	2.1000000000000012E-2	3.3000000000000002E-2	3.3000000000000002E-2	3.4000000000000002E-2	3.4000000000000002E-2	3.4000000000000002E-2	3.4000000000000002E-2	3.4000000000000002E-2	4.2000000000000023E-2	4.2000000000000023E-2	0.05	0.05	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	1.2E-2	1.0000000000000005E-2	1.2E-2	1.2999999999999998E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0000000000000005E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	1.0999999999999998E-2	Waktu (menit)



Absorbansi









Ekstrak BHT

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.46	0.41500000000000031	0.35500000000000032	0.31000000000000061	0.28500000000000031	0.255	0.22500000000000006	0.20500000000000004	0.1830000000000003	0.15500000000000033	0.14500000000000021	0.125	0.11000000000000003	0.1	9.5000000000000098E-2	8.5000000000000048E-2	7.5000000000000067E-2	7.5000000000000067E-2	7.5000000000000067E-2	7.0000000000000034E-2	6.5000000000000058E-2	6.000000000000006E-2	6.000000000000006E-2	5.0000000000000031E-2	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.39000000000000068	0.32000000000000067	0.27	0.23	0.19500000000000006	0.17	0.14000000000000001	0.12000000000000002	9.0000000000000066E-2	7.5000000000000067E-2	6.5000000000000058E-2	5.5000000000000035E-2	4.5000000000000033E-2	4.0000000000000042E-2	3.5000000000000038E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	2.9000000000000015E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	3.0000000000000016E-2	Waktu (menit)



Absorbansi









Ekstrak Metanol

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.76000000000000134	0.75000000000000133	0.70000000000000062	0.70000000000000062	0.68	0.68	0.68	0.68	0.66000000000000159	0.65000000000000147	0.64000000000000135	0.64000000000000135	0.63000000000000134	0.62000000000000122	0.61000000000000065	0.61000000000000065	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.59	0.59	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.70000000000000062	0.68	0.66000000000000159	0.65000000000000147	0.64000000000000135	0.62000000000000122	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.60000000000000064	0.59	0.59	0.59	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	0.58000000000000007	Waktu (menit)



Absorbansi









Fraksi  Etil Asetat

Tanpa Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.85000000000000064	0.76000000000000134	0.71000000000000063	0.68	0.66000000000000159	0.66000000000000159	0.64000000000000135	0.62000000000000122	0.60000000000000064	0.58000000000000007	0.56999999999999995	0.56000000000000005	0.54	0.54	0.52	0.5	0.5	0.5	0.5	0.48000000000000032	0.48000000000000032	0.47000000000000008	0.47000000000000008	0.47000000000000008	Inkubasi	5	10	15	20	25	30	35	40	45	50	55	60	65	70	75	80	85	90	95	100	105	110	115	120	0.5	0.48000000000000032	0.48000000000000032	0.46	0.45	0.42000000000000032	0.38000000000000067	0.35000000000000031	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.32000000000000067	0.31000000000000061	0.31000000000000061	0.31000000000000061	0.31000000000000061	0.30000000000000032	0.30000000000000032	0.29000000000000031	0.29000000000000031	Waktu (menit)



Absorbansi
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Lampiran 4 Perhitungan Nilai Rf (Retardation Factor) Hasil KLTA Fraksi Kloroform Hasil Hidrolisis



Jarak elusi pada KLTA adalah 8 cm, dimana semua ekstrak positif mengandung golongan senyawa steroid.



Perhitungan nilai Rf Hasil KLTA Fraksi Kloroform Hasil Hidrolisis

a. Eluen heksana:etil asetat (4,5:0,5)

Harga Rf = 
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Harga Rf1	=  = 0,04



Harga Rf2	=  = 0,1



Harga Rf3	= = 0,19



Harga Rf4	=  = 0,31



Harga Rf5	=  = 0,40



Harga Rf6	=  = 0,56



Harga Rf7	= = 0,66



Harga Rf8	= = 0,83





b. Eluen heksana:aseton (7:3)

Harga Rf = 

		



Harga Rf1	=  = 0,01



Harga Rf2	=  = 0,09



Harga Rf3	= = 0,2

Harga Rf6	=  = 0,63



Harga Rf7	= = 0,69



Harga Rf8	==  0,91





Harga Rf4	=  = 0,36                             Harga Rf9	=  = 0,78



 Harga Rf5	= = 0,45                              Harga Rf10	= = 0,89                             





    Harga Rf11	=  = 0,94                                Harga Rf12	=  = 0,98                     



c. Eluen heksana:etil asetat (8:2)

Harga Rf = 

		

Harga Rf1	=  = 0,05                      Harga Rf4	 =  = 0,33



Harga Rf2	=  = 0,1                       Harga Rf5	= = 0,39



Harga Rf3	=  = 0,16                     Harga Rf6	=  = 0,45



Harga Rf7	=  = 0,56                     



d.Eluen heksana:etil asetat (7:3)

Harga Rf = 



Harga Rf1	=  = 0,16                      Harga Rf5   =  = 0,41



Harga Rf2	=  = 0,23                     Harga Rf6	= = 0,53



Harga Rf3	=  = 0,28                    Harga Rf7	=  = 0,64



Harga Rf4	=  = 0,36                    

	

e.Eluen heksana:etil asetat (6:4)

Harga Rf = 



Harga Rf1	=  = 0,08                                Harga Rf2	==  0,18



Harga Rf3	=  =0,26                               Harga Rf4	=  = 0,39



Harga Rf5	= = 0,51                                  Harga Rf6	=  = 0,6



Harga Rf7	=  = 0,64                                Harga Rf8	= = 0,81



Harga Rf9	=  = 0,93



Lampiran 5 Dokumentasi Penelitian

L.5.1 Analisis kadar Air 
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		Sampel kering 

alga coklat S.cristaefolium
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	Pengovenan cawan	Desikator (cawan+sampel)



L.5.2 Preparasi Sampel
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		Sampel basah yang sudah dipotong-potong

		Sampel kering yang sudah dipotong-potong

		Serbuk Alga coklat  ukuran 60-120 mesh
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	Pemblenderan 	Pengayakan dengan ayakan ukuran 60-120  mesh







L.5.3 Ekstraksi

L.5.3.1 Ekstraksi Maserasi Alga Coklat S. cristaefolium dengan Pelarut   Metanol
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		Ekstraksi maserasi dengan pelarut metanol 1

		Ekstraksi maserasi dengan pelarut metanol 2
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		     Shaker

		      Penyaringan

		    Pemekatan dengan Rotary evaporator vacuum
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	Filtrat hasil penyaringan 	     Ekstrak kasar metanol alga coklat			

						

L.5.3.2 Hidrolisis Ekstrak Kasar Metanol 
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Ekstrak
 
hidrolisat
 metanol
)
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L.5.3.3 Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan Etil Asetat p.a
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L.5.3.4 Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan Kloroform p.a
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L.5.3.5  Partisi Ekstrak Kasar Metanol dengan n-Heksana p.a
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L.5.4  Uji Aktivitas Antioksidan
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		Larutan DPPH

		Penentuan Waktu Kestabilan



		





Uji Aktivitas Antioksidan BHT

		





Larutan Konsentrasi BHT
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		Uji Aktivitas Antioksidan Vit C

		Larutan konsentrasi Vit C
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		Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Metanol

		Larutan konsentrasi Metanol
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		Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak etil asetat

		Larutan konsentrasi etil asetat
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		Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak kloroform

		Larutan konsentrasi kloroform
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		Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak 

n-heksana

		Larutan konsentrasi n-heksana
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L.5.5 Uji Fitokimia dengan Reagen
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L.5.6 Pemisahan Golongan Senyawa Aktif (Steroid) Fraksi Kloroform Alga Coklat Sargassum cristaefolium



a. Eluen heksana-etil asetat (4,5:0,5)
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(a)                                                                    (b)

Tabel L.5.6.1 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium dengan eluen heksana:etil asetat (4,5:0,5)



		No.

		Rf tiap noda

		Warna noda di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		0,04

		Ungu tua

		Merah muda 

		-



		2

		0,1

		Merah anggur

		Merah muda

		-



		3

		0,19

		Ungu

		Ungu

		Steroid 



		4

		0,31

		Biru

		Ungu

		Steroid 



		5

		0,4

		Merah muda

		Merah muda

		-



		6

		0,56

		Orange

		Orange

		-



		7

		0,66

		-

		Ungu

		Steroid 



		8

		0,83

		-

		Ungu

		Steroid







Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm sebelum disemprot   reagen Liebermann-Burchard

b. Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm setelah disemprot

 reagen Liebermann-Burchard





















b. Eluen heksana- aseton (7:3)
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(a)                                                              (b)



Tabel L.5.6.2 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium dengan eluen heksana:aseton (7:3)



		No.

		Rf tiap noda

		Warna noda di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		0,01

		Merah muda

		Merah tua

		-



		2

		0,09

		Biru

		Merah muda

		-



		3

		0,2

		Ungu

		Biru

		Steroid



		4

		0,36

		Merah muda

		Merah muda

		-



		5

		0,45

		Merah muda

		Merah muda

		-



		6

		0,63

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		7

		0,69

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		8

		0,75

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		9

		0,78

		Merah anggur

		Coklat

		Steroid



		10

		0,89

		Merah hitam

		Coklat

		Steroid



		11

		0,94

		Hitam

		Ungu

		Steroid



		12

		0,98

		-

		Hijau tua

		-







Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

  b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm setelah disemprot   reagen Liebermann-Burchard















c. Eluen heksana:etil asetat (8:2)
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Tabel L.5.6. Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S. cristaefolium dengan eluen n-heksana:etil asetat (8:2)



		No.

		Rf tiap noda

		Warna noda di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		0,05

		Biru

		Biru

		-



		2

		0,1

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		3

		0,16

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		4

		0,33

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		5

		0,39

		Ungu

		Merah muda

		-



		6

		0,45

		Merah muda

		Ungu

		Steroid



		7

		0,56

		Merah anggur

		Merah muda

		-







Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

  b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard























d. Eluen heksana:etil asetat (7:3)
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(a)                                           (b)

Tabel L.5.6.4 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kloroform alga coklat S. Cristaefolium dengan eluen n-heksana:etil asetat (7:3)



		No.

		Rf tiap noda

		Warna noda di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		0,16

		Kuning

		Coklat

		Steroid



		2

		0,23

		Kuning merah

		Coklat

		Steroid



		3

		0,28

		Ungu

		Hijau

		Steroid



		4

		0,36

		Ungu

		Hijau

		Steroid



		5

		0,41

		Merah muda

		Merah muda

		-



		6

		0,53

		Merah muda

		Merah muda

		-



		7

		0,64

		Merah anggur

		Merah tua

		-







Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

  b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard





















e. Eluen: heksana-etil asetat (6:4)
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	                                      (a)                                                   (b)



Tabel L.5.6.5 Hasil KLT senyawa steroid pada fraksi kasar kloroform alga coklat S. cristaefolium dengan eluen heksana-etil asetat (6:4)





		No.

		Rf tiap noda

		Warna noda di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		0,08

		Merah muda

		Coklat

		-



		2

		0,18

		Biru

		Hijau 

		Steroid 



		3

		0,26

		Ungu 

		Merah muda

		-



		4

		0,39

		Merah muda

		Biru

		-



		5

		0,51

		Ungu 

		Biru 

		-



		6

		0,6

		Ungu 

		Merah muda

		-



		7

		0,64

		Merah anggur

		Merah muda

		-



		8

		0,81

		-

		Ungu 

		Steroid 



		9

		0,93

		-

		Ungu merah

		Steroid 







Keterangan: a.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

  b.Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada λ366 nm setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard



























 	    Adapun hasil KLTA dari Penelitian Aktivitas Antiplasmodium dari Dua Fraksi Ekstrak n-Heksana Kulit Batang Asam Kandis (Garcinia Parvifolia Miq) dengan menggunakan eluen (fase gerak) n-heksana: aseton (7:3) dan fase diam plat Silika gel GF254 (Syamsudin et al., 2007).



Gambar plat KLT setelah di semprot reagen Liebermann-Burchard
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		No.

		Warna noda  fraksi B di bawah sinar UV pada λ 366 nm

		Dugaan senyawa



		

		Sebelum disemprot reagen Liebermann-Buchard

		Setelah disemprot reagen Liebermann-Buchard

		



		1

		Kuning

		Biru 

		Steroid/triterpenoid



		2

		-

		Biru 

		Steroid/triterpenoid



		3

		-

		Biru 

		Steroid/triterpenoid



		4

		Kuning 

		Ungu 

		Steroid/triterpenoid



		5

		

		Coklat  

		Steroid/triterpenoid



		6

		

		Coklat 

		Steroid/triterpenoid
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Gambar 3. Profil Kromatogram pada sinar biasa serelah disemprot
dengan asam sulfar dalam metanol (I), Liberman-Burchard
(I1) dan uap amoniak (I1)
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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. 0124/Takso Identifikasi/03/2014

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

Nama : Nur Lailah
(NIM 10630030)

Instansi ¢ Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maliki
Malang

Berdasarkan deskripsi karakter dan kunci identifikasi pada Algae (Linda E. Graham
dan Lee W. Wilcox, 2000), halaman 341, diidentifikasi sebagai:

Familia : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Species : Sargassum cristafolium C. Agardh.

Demikian surat keterangan identifikasi ini dibuat untuk digunakan seperlunya.

Malang, 5 Februari 2014

Kepala Laboratorium
Taksonomi, Struktur dan
Perkembangan Tumbuhan,
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wsorsTomi  Dr. Serafindh Indriyani, M.Si.
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