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DANANG ADI NUGROHO (NIM 115080307111003).Skripsi tentang ldentifikasi
Komponen Pigmen Pada Rumput Laut Coklat Sargassum Cinereum Dengan
High Performance Liquid Chormatography (HPLC) (di bawah bimbingan Dr. Ir.
Kartini Zaelanie, MS dan Prof. Ir. Sukoso, M.Sc. Ph.D)

Alga coklat pada umumnya berbentuk lembaran, bahkan ada yang
menyerupai tumbuhan tinggi dengan bagian-bagian berupa akar, batang, dan
daun. Di perairan Indonesia terdapat sekitar 28 spesies rumput laut coklat yang
berasal dari enam genus diantaranya yaitu Dyctyota, Padine, Hormophysa,
Sargassum, Turbinaria dan Hydroclathrus. Spesies rumput laut yang telah
diidentifikasi yaitu Sargassum sp. sebanyak 14 spesies, Turbinaria sebanyak 4
spesies, Hormophysa baru teridentifikasi 1 spesies, Padina 4 spesies, Dyctyota 5
spesies dan Hydroclathrus 1 spesies.

Pigmen merupakan senyawa aktif pembentuk warna pada alga
coklat.Sumber pigmen alami selain klorofil adalah karotenoid yang memiliki
potensi yang besar sebagai sumber pigmen alami terbarukan dan
berkelanjutan.Alga coklat memiliki kandungan berupa golongan pigmen
karotenoid yang teroksigenasi dalam strukturnya yaitu fukosantin. Alga coklat
khususnya jenis Sargassum cinereumjuga mengandung komponen pigmen
berupa senyawa violaksantin, flavosantin serta neosantin a dan b, sedangkan
kelompok karotenoid yang umum ditemukan dalam alga coklat adalah B-karoten,
yakni karotenoid yang tidak rnemiliki atom oksigen dalam strukturnya, senyawa
ini  berperan penting dalam membantu proses fotosintesis serta dapat
dimanfaatkan dalam bidang kesehatan dan industri makanan.

Sargassum cinereum termasuk tumbuhan kosmopolitan yang hidup pada
rataan terumbu karang sampai daerah tubir, pada karang alga jenis ini tumbuh
baik dengan cara melekat pada substrat kerasCiri-ciri umum dari Sargassum ini
adalah bentuk thallus umumnya silindris atau gepeng, cabangnya rimbun
menyerupai pohon, bentuk daun melebar, oval, atau seperti pedang, mempunyai
gelembung udara (bladder) yang umumnya soliter, ukuran panjang umumnya
mencapai 3-7 meter, warna thallus umumnya coklat.

PenelitiandilaksanakanpadabulanMaret-Mei 2015 Laboratorium Instrumen
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang
dan Laboratorium Ma Chung Research Centre for Photosynthetic Pigments
(MRCPP) Universitas Ma Chung Malang.

Tujuan dari penelitian adalah untuk mengetahui jenis pigmen dominan
yang terkandung di dalam alga coklat Sargassum cinereum. Selain itu untuk
mengetahui jenis pigmen yang paling banyak terdapat pada alga coklat
Sargassum cinereum dengan pengujian menggunakan metode High
Performance Ligquid Chromatography (HPLC). Untuk mengetahui berapa
kandungan isolate pigmen yang terdapat pada alga coklat Sargassum cinereum.

Metode yang digunakan dalam penelitian Identifikasi Komponen Pigmen
Pada Alga Coklat Sargassum cinereum dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) adalah metode eksploratif. Metode penelitian eksploratif
bertujuan untuk mendapatkan data dasar yang diperlukan sebagai dasar
penelitian lebih lanjut atau dasar membuat suatu keputusan. Dalam
kedudukannya sebagai pendahulu bagi penelitian sebenarnya, penelitian
eksploratif member arah pada perumusan masalah dan hipotesis walaupun
penelitian eksploratif itu sendiri tidak menggunakan hipotesis penelitian.
Penelitian eksploratif dilakukan apabila penelitian sebelumnya masihj arang.
Tujuannya adalah melihat pola,gagasan atau merumuskan hipotesis bukan untuk
menguji hipotesis lainnya.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Alga coklat pada umumnya berbentuk lembaran, bahkan ada yang
menyerupai tumbuhan tinggi dengan bagian-bagian berupa akar, batang, dan
daun. Di perairan Indonesia terdapat sekitar 28 spesies rumput laut coklat yang
berasal dari enam genus diantaranya yaitu Dyctyota, Padine, Hormophysa,
Sargassum, Turbinaria dan Hydroclathrus. Spesies rumput laut yang telah
diidentifikasi yaitu Sargassum sp. sebanyak 14 spesies, Turbinaria sebanyak 4
spesies, Hormophysa baru teridentifikasi 1 spesies, Padina 4 spesies, Dyctyota 5
spesies dan Hydroclathrus 1 spesies (Maharani dan Widyayanti, 2010).

Sargassum cinereum merupakan salah satu jenis ganggang coklat yang
tumbuh subur di perairan tropis pada kedalaman 0.5-10 meter. Alga coklat jenis
ini hidup di daerah perairan yang jernih dengan substrat dasar batu karang
(Khotimah at al., 2013). Ciri-ciri umum dari Sargassum ini adalah bentuk thallus
umumnya silindris atau gepeng, cabangnya rimbun menyerupai pohon, bentuk
daun melebar, oval, atau seperti pedang, mempunyai gelembung udara (bladder)
yang umumnya soliter, ukuran panjang umumnya mencapai 3-7 meter, warna
thallus umumnya coklat.

Pigmen merupakan senyawa aktif pembentuk warna pada alga coklat.
Arlita, et al. (2013), menyatakan bahwa sumber pigmen alami selain klorofil
adalah karotenoid yang memiliki potensi yang besar sebagai sumber pigmen
alami terbarukan dan berkelanjutan. Menurut Biranti, et al. (2009), alga coklat
memiliki kandungan berupa golongan pigmen karotenoid yang teroksigenasi
dalam strukturnya yaitu fucosantin. Alga coklat khususnya jenis Sargassum
cinereum juga mengandung komponen pigmen berupa senyawa violaksantin,

flavosantin serta neosantin a dan b, sedangkan kelompok karotenoid yang umum



ditemukan dalam alga coklat adalah B-karoten, yakni karotenoid yang tidak
rnemiliki atom oksigen dalam strukturnya, senyawa ini berperan penting dalam
membantu proses fotosintesis serta dapat dimanfaatkan dalam bidang kesehatan
dan industri makanan (Nursid et al., 2013).

Beberapa metode telah dilakukan dalam identifikasi dan determinasi
kandungan komponen pigmen pada Sargassum cinereum. Metode
spectrophotometry telah digunakan dalam penentuan total karotenoid pada
beberapa spesies alga (Dere et al., 2000). Hingga saat ini identifikasi komponen
pigmen Sargassum cinereum menggunakan HPLC belum banyak dilakukan.
Oleh karena itu data dan informasi baru sangat diperlukan sebagai penguat dan

pembanding dari penelitian terdahulu.

1.2 Perumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

- Apa saja jenis pigmen dominan yang terkandung di dalam alga coklat
Sargassum cinereum ?

- Jenis pigmen apa yang paling banyak terdapat pada alga coklat
Sargassum cinereum dengan pengujian menggunakan metode High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)?

- Berapa kandungan isolat pigmen yang terdapat pada alga coklat

Sargassum cinereum ?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :
- Untuk mengetahui jenis pigmen dominan yang terkandung di dalam alga

coklat Sargassum cinereum.



- Untuk mengetahui jenis pigmen yang paling banyak terdapat pada alga
coklat Sargassum cinereum dengan pengujian menggunakan metode High
Performance Liquid Chromatography (HPLC).

- Untuk mengetahui berapa kandungan isolat pigmen yang terdapat pada

alga coklat Sargassum cinereum.

1.4 Kegunaan Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan data dan informasi
iimiah terbarukepada masyarakat, lembaga dan institusi lain mengenai jenis
pigmen dominan yang terkandung di dalam alga coklat Sargassum cinereum
dengan uji High Performance Liquid Chromatography (HPLC), sehingga dapat
dijadikan sebagai pembanding dari penelitian terdahulu dan acuan untuk

penelitian terkait di masa mendatang.

1.5 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai Mei 2015 di
Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan dan Laboratorium Penanganan Hasil
Perikanan Fakultas Perikanan dan Iimu Kelautan Universitas Brawijaya Malang,
Laboratorium Instrumen Fakultas Matematika dan |Imu Pengetahuan Alam
Universitas Brawijaya Malang dan Laboratorium Ma Chung Research Centre for

Photosynthetic Pigments (MRCPP) Universitas Ma Chung Malang.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pigmen Rumput Laut

Pigmen merupakan senyawa aktif pembentuk warna pada alga coklat.
Arlita, et al. (2013), menyatakan bahwa sumber pigmen alami selain klorofil
adalah karotenoid yang memiliki potensi yang besar sebagai sumber pigmen
alami terbarukan dan berkelanjutan. Menurut Biranti, et al. (2009), alga coklat
memiliki kandungan berupa golongan pigmen karotenoid yang teroksigenasi
dalam strukturnya yaitu fucosantin. Alga coklat khususnya jenis Sargassum
cinereum juga mengandung komponen pigmen berupa senyawa violaksantin,
flavosantin serta neosantin a dan b, sedangkan kelompok karotenoid yang umum
ditemukan dalam alga coklat adalah B-karoten, yakni karotenoid yang tidak
rnemiliki atom oksigen dalam strukturnya, senyawa ini berperan penting dalam
membantu proses fotosintesis serta dapat dimanfaatkan dalam bidang kesehatan

dan industri makanan (Nursid et al., 2013).

2.2 Rumput Laut Coklat

Rumput laut adalah ganggang berukuran besar atau macro algae yang
merupakan tanaman tingkat rendah. Rumput laut tergolong tanaman berderajat
rendah. Umumnya rumput laut melekat pada substrat tetentu. Ciri-ciri rumput laut
adalah tidak mempunyai akar, batang maupun daun sejati tetapi hanya
menyerupai batang yang disebut thallus. Rumput laut tumbuh di alam dengan
melekatkan dirinya pada karang, lumpur, pasir, batu, dan benda keras lainnya.
Selain benda mati, rumput laut pun dapat melekat pada tumbuhan lain secara
epifitik (Prasetyowati, 2008).

Alga coklat merupakan alga yang berukuran besar, bahkan ada yang

membentuk padang alga di laut lepas. Diantara daun serta tangkainya didalam



dan di permukaan laut, hidup beribu-ribu ikan neritik yang memanfaatkanya
sebagai sumber pangan dan tempat perlindungan. Beberapa spesies dari alga
coklat bereproduksi secara generatif serta ada beberapa spesies yang
menunjukan alih generasi yang isomorfik (Kordi, 2010). Menurut Wehr (2002),
menyebutkan bahwa warna coklat pada rumput laut makroskopis berasal dari
pigmen karotenoid, fukosantin, dan pada beberapa spesies berasal dari berbagai

macam tanin yang terdapat dalam rumput laut coklat (phaeophycian tannin).

2.3 Sargassum cinereum

Sargassum adalah salah satu rumput laut yang banyak terdapat di perairan
Indonesia. Rumput laut cokelat jenis ini kaya akan kandungan zat gizi dan
bioaktif. Ada 11 jenis Sargassum yang ditemukan di perairan Indonesia,yaitu:
Sargassum binderi, S. crassifolium, S.plagyophyllum, S. mollerii, S. siliquosum,S.
hystrix, S. gracilimum, S. duplicatum, S. cinereum, S. polycystum dan S.
Echinocarpum (Firdaus et al.,2012).
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi

Sargassum cinereum termasuk tumbuhan kosmopolitan yang hidup pada
rataan terumbu karang sampai daerah tubir, pada karang alga jenis ini tumbuh
baik dengan cara melekat pada substrat keras (Kordi, 2010). Menurut Putranti
(2013), Ciri-ciri umum dari Sargassum ini adalah bentuk thallus umumnya
silindris atau gepeng, cabangnya rimbun menyerupai pohon, bentuk daun
melebar, oval, atau seperti pedang, mempunyai gelembung udara (bladder) yang
umumnya soliter, ukuran panjang umumnya mencapai 3-7 meter, warna thallus
umumnya coklat. Spesies dari genus ganggang ini dapat tumbuh dengan
panjang mencapai beberapa meter, mereka umumnya mengandung pigmen

berwarna coklat atau gelap warna hijau dan terdiri dari holdfast, sebuah stipe,



dan frond. Sampel Sargassum cinereum disajikan pada Gambar 1. Berikut ini

taxonomy Sargassum cinereum menurut Atmadja, et al. (1996), yaitu:

Domain : Eukaryota
Kingdom : Chromista
Subkingdom : Chromobiota
Filum : Ochrophyta
Subfilum : Phaeista
Divisi : Thallophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales

Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum cinereumJ. Agardh

. 3

Gambar 1. Sargassum cinereum (Dokumentasi Penelitian, 2015)

2.3.2 Struktur Dinding Sel

Dinding sel rumput laut coklat mengandung senyawa polisakarida seperti
laminaran dan fukoidan yang tergolong dalam serat larut. Laminaran adalah
salah satu jenis polisakarida alga coklat tergolong sebagai cadangan makanan
yang merupakan (1,3);(1,6)—p—D-glukan yaitu ikatan (1-3) di back bone dan
percabangan pada titik (1-6), merupakan karakteristik khas dari alga coklat.
(Chamidah et al.,(2013). Fukoidan adalah golongan polisakarida dengan asam
glukuronik dan gugus polisakarida yang tersusun atas fukosa homopolimer sulfat

atau fukans (Anastyuk et al., 2009).



Menurut Zailanie, at al. (2001), Alginat sebenarnya merupakan komponen
utama dari ganggang coklat dan merupakan senyawa penting dalam dinding sel.
Secara kimia alginat merupakan polimer murni dari asam uronat yang tersusun
dalam bentuk rantai linier yang panjang.Alginat dalam rumput laut coklat

umumnya bersenyawa dengan garam natrium, kalium, kalsium, dan magnesium.

2.4 Komponen Pigmen Sargassum cinereum

Paransa, et al. (2014), menyatakan bahwa pada umumnya alga
mengandung tiga jenis pigmen utama yaitu klorofil, karotenoid, dan fikobilin.
Pigmen yang paling melimpah dan khas dari rumput laut cokelat adalah
fukosantin, fukoxantol, flavoxantin, diatoxantin dan zeaxantin, sedangkan klorofil
cl dan klorofil c2 merupakan klorofil khas dari phaeophyta. Klorofil a merupakan
golongan klorofil yang dominan pada rumput laut cokelat, sedangkan fukosantin
merupakan karotenoid utamanya. Ciri khas rumput laut dari genus Sargassum
adalah keberadaan pigmen klorofil b, klorofil b dan neoxantin (Limantara dan
Heriyanto, 2010). Winarno, et al. (1980), melaporkan bahwa sebagian besar
pigmen tanaman terkumpul di dalam sel-sel tenunan, misalnya khlorofil yang

terdapat dalam khloroplast. Penampang sel alga disajikan di Gambar 3.
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Gambar 2. Penampang Sel Alga (Wikipedia, 2014)



2.4.1 Pigmen B-Karoten

Karotenoida merupakan kelompok pigmen yang berwarna kuning, jingga,
merah jingga, dan bersifat larut dalam minyak. Struktur dasar karotenoida terdiri
dari ikatan hidrokarbon tidak jenuh yang dibentuk oleh 40 atom C atau 8 unit
isoprena dan memiliki dua buah gugus cincin. Karotenoida dibagi menjadi empat
golongan, yaitu karotenoida hidrokarbon CasHse seperti alfa, beta, gamma
karoten dan likopen. Karotenoida juga dikenal sebagai poliena yang dibentuk
oleh unit-unit isoprena. Senyawa hidrokarbon karotenoida juga banyak
ditemukan mengandung gugus hidroksil, karbonil, oxiran dan gugus epoksi

(Panjaitan et al., (2011).

Gambar 3. Struktur Molekul B-Karoten (Winarno, 2004)

Menurut Fajar, et al. (2014), Karotenoida terdapat dalam kloroplas (0.5%)
bersama-sama dengan klorofil (9.3%) terutama pada bagian permukaan atas
daun, dekat dengan dinding sel palisade. Sifat fisika dan kimia beta karoten
adalah larut dalam minyak dan tidak larut dalam air, larut dalam kloroform,
benzena, karbon disulfida dan petroleum eter, tidak larut dalam dalam etanol dan
metanol dingin, tahan terhadap panas apabila dalam keadaan vakum, peka
terhadap oksidasi, autooksidasi dan cahaya, dan mempunyai ciri khas absorpsi
cahaya.

2.4.2 Pigmen Klorofil

Klorofil adalah pigmen berwarna hijau yang terdapat dalam kloroplas

bersama sama dengan karoten dan xantofil. Klorofil merupakan suatu porfirin

yang mengandung cincin dasar tetrapirol. Keempat cincinnya berikatan dengan



ion Mg?*. Cincin isosiklik yang kelima berada dekat dengan cincin pirol ketiga.
Subtituen asam propionat diesterifikasi oleh diterpen alkohol fitol (C2oH3sOH)
yang bersifat hidrofobik dalam cincin ke empat. Seperti pigmen alami lainnya,
klorofil juga mudah terdegradasi akibar paparan panas, cahaya, oksidator dan
kondisi pH lingkungan (Suyitno, 2008).

Menurut Fajar, et al. (2014), terdapat dua jenis klorofil yang berbeda pada
sebagian besar tanaman dan cyanobakteria, yaitu klorofil a dan klorofil b. Klorofil
a memiliki rumus empiris CssH72OsNsMgbersifat polar, pigmen ini memiliki
kemampuan sebagai photosensitizer membuat molekul ini cenderung
dipengaruhi oleh cahaya, dan suhu sehingga mudah mengalami degradasi.
Klorofil b memiliki rumus empiris CssH700sN4sMg bersifat polar dan mempunyai
warna kuning-hijau. Klorofil b lebih tahan panas dibandingkan dengan klorofil a.

Struktur molekul klorofil dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Struktur Molekul Klorofil (Suyitno, 2008)
2.4.3 Pigmen Fukosantin
Menurut Zaelani dan Kartikaningsih (2011), Fukosantin merupakan
karatenoid utama pada alga coklat yang memiliki rumus molekul Ca;HsgOs.
Fukosantin memiliki struktur kimia yang unik karena memiliki sebuah ikatan
alenat dan 5,6 monoepoksida didalam molekulnya. Fukosantin juga memiliki 2

gugus hidroksil. Berdasarkan hasil penelitian dari Nursid, et al. (2013), fukosantin
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dari alga coklat berpotensi untuk dikembangkan sebagai bahan nutraseutikal
terutama sebagai antioksidan dan agen kemopreventif karena kemampuannya
dalam meredam radikal bebas. Kelemahan pigmen fukosantin adalah
kesetabilannya pada pH, cahaya, oksigen dan suhu. Pigmen secara umum tidak
stabil dalam larutan netral, basa bahkan dalam larutan asam, warnanya dapat
memudar sehingga perlu disimpan dalam tempat gelap dan suhu rendah
(Kartikaningsih dan Kartini, 2010). Struktur molekul fukosantin dapat dilihat pada

Gambar 5.

OCOCH;

Gambar 5. Struktur Molekul Fukosantin (Murti et al.,2010)

2.5 Ekstraksi

Ekstraksi ialah proses penarikan suatu zat terlarut dari larutannya di dalam
air oleh suatu pelarut lain yang tidak dapat bercampur dengan air (fasa air).
Tujuan ekstraksi ialah memisahkan suatu komponen dari campurannya dengan
menggunakan pelarut (Purwani et al.,2008). Menurut Septiana dan Asnani
(2012), pandungan bioaktif dari Sargassum cinereum dapat diperoleh dengan
cara ekstraksi pelarut. Prinsip dari ekstraksi ini adalah memisahkan komponen
yang ada dalam bahan yang di ekstraksi dengan menggunakan pelarut tertentu.
Ekstraksi dengan pelarut dilakukan dengan mempertemukan bahan yang akan
diekstrak dengan pelarut selama waktu tertentu, diikuti pemisahan filtrat terhadap
residu bahan yang di ekstrak. Pemilihan pelarut yang akan di pakai dalam proses

ekstraksi harus memperhatikan sifat kandungan senyawa yang akan di isolasi.
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Sifat yang penting adalah polaritas dan gugus polar dari suatu senyawa. Pada
prinsipnya suatu bahan akan mudah larut dalam pelarut yang sama polaritasnya.
2.5.1 Maserasi

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi sederhana yang paling
banyak digunakan khususnya untuk mengekstraksi senyawa yang lebih polar.
Maserasi dilakukan dengan cara merendam simplisia dalam cairan pelarut.
Cairan ini akan menembus dinding sel dan masuk kedalam rongga sel yang
mengandung zat aktif dan zat aktif akan larut (Lestari, 2011). Hijaz (2009),
menambahkan yang melaporkan bahwa dalam proses maserasi dengan
perendaman pelarut dalam suhu ruang dapat mengekstrak senyawa alami bahan
akibat perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel yang menyebabkan dinding
sel serta membran sel terpecah. Setelah dinding sel dan membran sel pecah
kemudian senyawa metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan ikut
terlarut dalam pelarut organik yang digunakan.

Winarno, et al. (1980), yang menyatakan bahwa jika sel-sel mengalami
pukulan mekanik kemudian pecah, maka pigmen akan keluar dan sebagian
dapat mengalami kerusakan akibat teroksidasi saat kontak dengan udara.
Ditambahkan oleh Lutfiana (2013), keuntungan dari maserasi adalah lebih
praktis, pelarut yang digunakan lebih sedikit dibandingkan dengan perkolasi dan
tidak memerlukan pemanasan, sedangkan kekurangannya adalah waktu yang
dibutuhkan lebih lama.

2.5.2 Fraksinasi (Partisi)

Fraksinasi merupakan proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam
suatu larutan atau suspensi. yang mempunyai karateristik berbeda. Pemisahan
kedua fraksi dalam proses fraksinasi dilakukan dengan memanfaatkan
perbedaan sifat yang terkandung dalam fraksi. Jenis pelarut dan senyawa

kompleks yang digunakan sangat berpengaruh terhadap proses pemisahan
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fraksi (Yuliasih, 2012). Menurut Lutfiana (2013), fraksinasi merupakan prosedur
pemisahan yang bertujuan untuk memisahkan golongan utama kandungan yang
satu dari kandungan yang lain. Senyawa yang bersifat polar akan masuk
kedalam pelarut polar dan senyawa nonpolar akan masuk ke pelarut non polar.
2.5.3 Evaporasi

Evaporator merupakan salah satu alat yang banyak digunakan di industri
kimia untuk memekatkan suatu larutan. Evaporator adalah sebuah alat yang
berfungsi mengubah sebagian atau keseluruhan sebuah pelarut dari sebuah
larutan dari bentuk cair menjadi uap. Evaporator mempunyai dua prinsip dasar,
untuk menukar panas dan untuk memisahkan uap yang terbentuk dari cairan
(Sutrisno et al., 2012). Menurut Frayekti (2013), evaporasi merupakan suatu
proses penguapan sebagian dari pelarut sehingga didapatkan larutan zat cair
pekat yang konsentrasinya lebih tinggi. Tujuan dari evaporasi itu sendiri yaitu
untuk memekatkan larutan yang terdiri dari zat terlarut yang tak mudah menguap
dan pelarut yang mudah menguap.

Pemekatan dengan rotary vacuum evaporator merupakan teknik
pemekatan ekstrak tanpa merusak senyawa yang diisolasi dari ekstrak karena
rangkaian alat ini menggunakan pompa vakum sehingga di dalam evaporator
terjadi pengurangan tekanan yang menyebabkan pelarut dapat menguap di
bawah titik didihnya (Siadi, 2012). Ditambahkan oleh Lutfiana (2013), filtrasi yang
diperoleh dari proses maserasi diuapkan dengan alat penguap putar vakum
(vakum rotary evaporator) hingga menghasilkan ekstrak pekat. Bagian-bagian

dari evoporator dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Bagian-Bagian Evaporator (Distantina et al., 2006)
2.5.4 Gas Nitrogen

Nitrogen merupakan komponen terbasar pertama pada atmosfer bumi
dengan jumlah mencapai 70%, dalam sistem periodik nitrogen disimbolkan “N”
dengan 7 unsur atom. Nitrogen bersifat independen dan tidak mudah bereaksi
dengan senyawa atau unsur lain, berbentuk gas, tidak berwarna, tidak bernau,
dantidak berasa (Distantina et al., 2006). Menurut Romiyanto (2014), Prinsip
penguapan pelarut dengan menggunakan gas nitrogen ialah molekul N
berikatan kovalen rangkap tiga dengan energi ikatan tinggi bereaksi dengan
molekul pelarut, selain itu nitrogen bereaksi dengan hidrogen atau oksigen pada
suhu tinggi. Ditambahkan oleh Setianingsih (2010), metode penguapan pelarut
dengan menggunakan gas nitrogen ialah penyemprotan gas N, pada tekanan
tertentu, sehingga molekul N. berikatan dengan molekul pelarut dan diuapkan

melalui reaksi dengan oksigen diudara.

2.6 Pelarut Untuk Proses Ekstraksi

Pelarut merupakan salah satu faktor yang sangat menentukan dalam
proses ekstraksi. Pemilihan pelarut didasarkan pada kemampuan dan
kelarutannya dalam mengekstrak senyawa yang diinginkan (Sudarmadji et al.,
2007). Menurut Raiz (2014), Metode serta pelarut yang digunakan untuk

memperoleh ekstrak menjadi faktor penting dalam optimasi proses ekstraksi
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komponen bioaktif dari alam. Interaksi antara solute dengan padatan, solute
dengan pelarut dan pelarut dengan padatan sangat berpengaruh pada proses
ekstraksi. Adanya penambahan pelarut menyebabkan pori-pori padatan
mengembang dan pelarut yang masuk kemudian melarutkan solute dilanjutkan
dengan berdifusi keluar permukaan partikel padatan dan bergerak ke lapisan film
sekitar padatan, untuk selanjutnya ke badan cairan.

Menurut Sudarmadji et al., (2007), pemilihan pelarut dalam proses
ekstraksi harus memperhatikan sifat komponen senyawa yang akan diisolasi,
terutama sifat polaritas dan gugus polar dari senyawa tersebut. Senyawa yang
bersifat polar dapat larut dalam pelarut polar dan senyawa nonpolar dapat larut
dalam senyawa nonpolar. Polaritas bahan saat proses ekstraksi dapat berubah
karena terjadinya perubahan kimia. Tingkat polaritas bahan ditunjukkan melalui
pengukuran konstanta dielektrik bahan pelarut, dimana semakin besar konstanta
dielektrik maka tingkat kepolaran akan semakin besar.

2.6.1 Metanol (CHsOH)

Metanol adalah senyawa alkohol dengan rumus kimia CH3;OH. Metanol
merupakan bentuk paling sederhana dari senyawa alkohol. Metanol termasuk
golongan monohidrat dimana tiap molekulnya mengandung satu gugus hidroksil.
Pada keadaan atmosfer berbentuk cairan yang mudah menguap, tidak berwarna,
mudah terbakar, dan beracun dengan bau yang khas (Nabila, 2011). Menurut
Astarina, et al., (2013), metanol merupakan pelarut yang bersifat universal
sehingga dapat melarutkan analit yang bersifat polar dan nonpolar.

Metanol digunakan sebagai pelarut dalam ekstraksi maserasi karena
metanol bersifat sebagai pelarut polar yang memiliki indek polaritas 5,1 sehingga
mampu melarutkan unsur-unsur bioaktif yang bersifat polar pada tanaman.
Ekstraksi dengan senyawa ini mampu menghasilkan jumlah filtrat yang optimal

(Sumiheet al.,2014). Ditambahkan oleh Fajarullah, et al., (2012), bahwa
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rendemen ekstrak hasil maserasi dengan pelarut yang berbeda akan
menghasilkan rendemen yang berbeda dan nilai rendemen yang dihasilkan dari
ekstrak metanol diduga dipengaruhi sifat larutan tersebut yang dapat melarutkan

hampir semua komponen bahan aktif. Sifat kimia dan fisika metanol dapat dilihat

pada Tabel 1.
Tabel "1.Sifat Kimia dan Fisika Metanol
No Karakteristik Metanol
1 Nama Lain Hidroksi metana, metil alkohol, metil hidrat, alkohol
kayu dan karbinol
2  Rumus Bangun ll—l
H-C-O-H
H
3 Sifat Mudah terbakar, tidak berwarna
4 Titik Leleh -97 °C
5 Titik Didih 64.7 °C
6 Konstanta Dielektrik 33

Sumber: MSDS (2006)
2.6.2 Aseton (CH3COCHs3)

Aseton atau propanon (CHsCOCHs) merupakan suku pertama dari alkanon
yang berwujud cair pada suhu kamar. Aseton dapat larut dalam air, tetapi keton
yang lebih tinggi tidak dapat larut dalam air (Suyitno, 2008). Ditambahkan Palupi
(2009), Aseton dikenal juga dengan dimetil keton atau 2 propanon merupakan
senyawa penting dari allipatic keton. Aseton pertama kali dihasilkan dengan cara
distilasi kering dari kalsium asetat. Reaksi pembentukan aseton dapat dilihat

pada Gambar 6.

H;C—C—CH,
{I:!_
Gambar 7. Rumus Molekul Aseton (Suyitno, 2008)
Pelarut alkohol yaitu aseton merupakan pelarut organik yang bersifat
polar yang memiliki kemampuan untuk memisahkan fraksi gula larut air dan
lemak tanpa melarutkan proteinnya serta senyawa aktifnya (Karnila et al., 2011).

Audi dan Vanda (2011), menyatakan bahwa sifat aseton pada suhu kamar
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adalah larutan jernih, tidak berwarna, bersifat volatii dengan bau aromatik
menyerupai benzena dan mudah terbakar, sehingga aseton merupakan zat
pembakar berbahaya yang signifikan pada suhu kamar. Aseton dapat mengiritasi

kulit, mata, dan saluran pernafasan. Sifat kimia dan fisika aseton dapat dilihat

pada Tabel 2.
Tabel 2.Sifat Kimia dan Fisika Aseton
Karakteristik Aseton
Rumus Molekul (CH3COCHg)
Rumus Bangun 'T'
H-C-O-H
H
Berat Molekul 58,08
Titik Leleh -137.2 °F
Titik Didih 56.2°C

Batas Ledak Atas 12,8% viv

Batas Ledak Bawah 2,6% v/v

pH 7
Sumber: MSDS (2006)

2.6.3 N-Heksan / Heksana (CgH14)

Heksana (CeHi4) merupakan senyawa hidrokarbon alkana yang
memiliki rumus isomer utama CH3z(CH)4CHs. Heksana merupakan salah satu
jenis pelarut non polar (Maulida dan Zulkarnaen, 2010). Ditambahkan oleh
Abdullah dan Widiwati (2010), yang melaporkan bahwa sifat fisik dari n- heksana
ialah berbentuk cair, jernih atau tidak berwarna, berbau seperti gasoline, bersifat
kelarutan tidak larut dalam air dan lebih mudah terlarut dalam alkohol.

Tabel 3. Sifat Kimia dan Fisika N-Heksan

Sifat fisis Keterangan

Rumus molekul C6H14

Rumus kimia C-H3-(C-H2)4-C-H3
Berat molekul 86,18 g/mol

Bentuk, Warna Cairan, Bening
Densitas 0,6548 g/ml

Titik Beku -95°C (-139 F)

Titik didih 69 °C (156 F)
Kelarutan dalam air Tidak larut
Viskositas 32cP@25C
Solvent Soluble alkoholl, eter, kloroform, aseton

Sumber: MSDS (1999)
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2.6.4 Etil Asetat (C4HsO)

Etil asetat merupakan pelarut dari jenis semi polar dengan titik didik
relatif rendah yaitu 77°C. Dalam proses destilasi etil asetat berfungsi untuk
memudahkan pemisahan minyak dan pelarutnya (Susanti et al., 2012). Menurut
Romiyanto (2014), etil asetat merupakan senyawa hasil ester dari etanol dan
asam asetat. Etil asetat berupa zat cair dan tidak berwarna serta beraroma khas.
Etil asetat merupakan pelarut semi polar yang mudah menguap, tidak beracun
dan tidak higroskopis.

Tabel 4. Sifat Kimia dan Fisika Etil Asetat

Spesifikasi Keterangan

Bentuk Cairan tidak berwarna

Rumus molekul CH3COOC;Hs

Berat molekul 88,106 g/mol

Titik didih (1 atm) 77,1 °C

Temperatur kritis 250°C

Tekanan kritis 37,8 atm

Densitas 1,85 g/mol

Kemurnian >99,5 %

Nama Lain Ethyl Ester, Acetic Ether, Acetic
Ester, Acetoxyethane

Kelarutan Dalam Air

Flash Point -4°C

Sumber: MSDS (2009)

2.7 lIsolasi Komponen Pigmen Sargassum cinereum
2.7.1 Kromotografi

Kromatografi merupakan metode pemisahan berdasarkan perbedaan
distribusi komponen-komponen dalam campuran pada fase gerak dan fase
diamnya. Kromatografi adsorpsi merupakan salah satu tipe kromatografi
biasanya fase geraknya berupa cairan dan fase diamnya berupa solid adsorben.
Pemisahanya tergantung pada selektifitas penyerapan komponen dari suatu
campuran pada permukaan padatan. Persyaratan fase gerak dan fase diam
dalam kromatografi ialah fase gerak dan fase tidak boleh bereaksi, sampel

ekstrak harus larut dalam fase gerak dan berinteraksi dengan fase diam, fase
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gerak harus dapat mengalir dalam fase diam, serta fase diam harus tetap dalam
posisinya.(Lestari, 2009).
2.7.1.1 Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan teknik untuk memisahkan suatu
komponen dari campuran komponen lainnya berdasarkan perbedaan
interaksinya selama pergerakan melalui fase diam (stationer) oleh fase (mobile)
yang dapat berupa gas atau zat cair (Santi, 2006). Menurut Romiyanto (2014),
pigmen-pigmen akan bergerak turun melewati kolom dengan kecepatan berbeda
tergantung dari kuat atau tidaknya adsorpsi pigmen. Pigmen yang teradsorp
lemah kan melewati kolom lebih cepat dari pada pigmen yang teradsorp kuat.
Ditambahkan Sudarmadji, et al., (2007), bahwa kromatografi juga dapat
digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang tidak berwarna. Bagian-

bagian dari kromatografi kolom disajikan pada Gambar 9.

Cadangan zat pelarut

-
~

1

— Pelarut (fase mobil)

— Isian kolom
(fase stasioner)

77

Pasir laut

- Wol kaca
Kapas

Penampang e
Eluat

Gambar 8. Bagian-bagian dari Kromatografi Kolom (Sudarmadiji et al., 2007)
2.7.1.1.1 Silica Gel (SiOy)
Silika gel mempunyai gugus polar yaitu ikatan Si-O dan O-H yang
dapat berinteraksi dengan dipol senyawa yang dipisahkan. Silika gel juga dapat

membentuk ikatan hidrogen terutama dengan donor H seperti alkohol, fenol,
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amina, amida dan asam karboksilat (Lestari, 2009). Menurut Markham (1988),
yang menyatakan bahwa jenis fase diam yang sering digunakan dalam
kromatografi ialah jenis GFzss dengan G adalah gypsum (CaSO.), F adalah
floroscene, dan 254 melambangkan panjang gelombang 254 nm dan untuk
pemisahan senyawa yang kurang polar fase diam yang terbaik digunakan ialah
Silika gel jenis Kisel gel 60, 70-230 mesh (Merck). Struktur bangun silika gel

dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 9. Struktur Bangun Silika Gel (Lestari, 2009)

2.8 Identifikasi Pigmen
2.8.1 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan zat terlarut oleh suatu
proses migrasi diferensial dinamis dalam sistem yang terdiri dari dua fase atau
lebih. Cara pemisahan dengan absorbsi lapisan tipis yang sekarang dikenal
dengan kromatografi lapis tipis (KLT) sebenarnya telah dipakai oleh Ismailov dan
Shraiber sejak tahun 1938 (Paransa et al., 2014).

Dalam analisa senyawa dengan metode KLT dilakukan dengan
pengukuran jarak tempuh suatu senyawa dalam fase diam yang di bawa oleh
fase gerak pada jarak tertentu yang sering disebut dengan bilangan Rf
(Markham, 1988). Menurut Hijaz (2009), bilangan Rf didefinisikan sebagai jarak
tempuh suatu senyawa yang dibagi dengan jarak yang ditempuh dari garis awal

hingga batas atas pelat KLT, sehingga bilangan Rf selalu kurang dari 1,0. Proses
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kromatografi lapis tipis disajikan pada Gambar 11. Adapun rumus untuk
menentukan nilai Rf menurut Hijaz (2009) ialah :

_Jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal

Jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal

b a

Gambar 10. Proses Kromatografi Lapis Tipis Hijaz (2009)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan kromatografi cair yang paling
sederhana serta relatif lebih mudah dan murah dibanding metode kromatografi
lainnya. Pemisahan senyawa menggunakan teknik KLT dapat dilakukan hanya
dalam beberapa menit dengan alat yang tidak terlalu mahal. Kelebihan lain
adalah pemakaian pelarut dan cuplikan yang jumlahnya sedikit dan kemungkinan

hasilnya dapat langsung dibandingkan (Lestari, 2009).

2.8.2 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometer merupakan instrumen yang digunakan untuk analisa
kimia berdasarkan sifat-sifat dari interaksi antara energi radiasi elektromagnetik
dengan zat kimia. Hasil dari interaksi ini dapat menimbulkan beberapa peristiwa
seperti pemantulan, pembiasan, interferensi, difraksi, absorbansi (penyerapan),
fluorosensi, fosforiensi, dan ionisasi. Dasar dari analisa kimia dengan
spektroskopi adalah absorbansi, karena secara kualitatif proses absorbansi pada
setiap zat kimia bersifat spesifik atau unik dan secara kantitatif absorbansi juga

berbanding lurus dengan banyaknya zat kimia (Sudarmadji, et al. 2007).
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Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis adalah berdasarkan penyerapan
cahaya atau energi radiasi oleh suatu larutan yang diuji. Setiap kromofor (zat
warna) mempunyai panjang gelombang maksimum yang berbeda. Dalam
prosesnya, cahaya yang bersifat polikromatis (mempunyai banyak warna) dari
sumber cahaya dipancarkan menuju monokromator yang akan menguraikan
sinar tersebut menjadi cahaya monokromatis (tunggal) dengan pita-pita panjang
gelombang yang dapat digunakan untuk pengukuran suatu zat tertentu. Cahaya
atau energi radiasi dari monokromator dipancarkan pada suatu larutan sampel
dengan konsentrasi tertentu di dalam kuvet, sehingga ada cahaya yang diserap
dan ada pula yang diteruskan. Cahaya yang diserap sebanding dengan
konsentrasi larutan sampel, sehingga akan diketahui konsentrasi zat di dalam
sampel secara kuantitatif. Jumlah cahaya yang diserap oleh larutan akan
menghasilkan sinyal elektrik pada detektor dan diteriemahkan ke dalam bentuk
angka-angka oleh pencatat (reader) (Triyati, 1985). Prinsip kerja

spektrofotometer UV-Vis disajikan pada Gambar 11.

Gambar 11. Prinsip kerja Spektrofotometer UV-Vis (Sudarmadji, et al., 2007)
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2.8.3 High Performance Liquid Cromatography (HPLC)

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran didasarkan atas
perbedaan distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua
fase, yaitu fase diam (padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas). Bila fase
diam berupa zat padat yang aktif, maka dikenal istilah kromatografi penyerapan
(adsorption chromatography). Bila fase diam berupa zat cair, maka teknik ini
disebut kromatografi pembagian (partition chromatography).Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) atau High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
merupakan salah satu metode kimia dan fisikokimia (Putra, 2004).

High Performance Liguid Chromatography (HPLC) adalah bentuk spesifik
kromatografi kolom yang umumnya digunakan dalam proses biokimia dan
analisis untuk memisahkan, mengidentifikasi dan mengukur senyawa aktif. HPLC
terdiri dari kolom ( fase diam ) , pompa yang bergerak fase gerak melalui kolom
dan detektor yang menunjukkan waktu retensi dari molekul. Waktu retensi
bervariasi tergantung pada interaksi antara fase diam, molekul yang dianalisis,
dan pelarut (s) yang digunakan. Sampel yang akan dianalisis dicoba dalam
volume kecil untuk aliran fase gerak dan serta kimia tertentu atau interaksi fisik
dengan fase diam. Jumlah retardasi tergantung pada sifat dari analit dan
komposisi dari kedua fase stasioner dan mobile. Waktu di mana suatu analit
tertentu terelusi (keluar dari ujung kolom) disebut waktu retensi. Pelarut yang
umum digunakan mencakup kombinasi larut air atau cairan organik seperti

metanol dan asetonitril (Malviya et al., 2009).Prinsip kerja HPLC disajikan pada

Gambar 13.
| pr—
| L | _— L ,
Mobile Pump Injector Column Detector Data
Phase for Display
Reservoir Sample

Gambar 12. Prinsip kerja HPLC (Kupiec, 2004)



3. METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penelitian

Dalam penelitian Identifikasi Komponen Pigmen Pada Alga Coklat
Sargassum cinereum Dengan High Performance Liquid Cromatography (HPLC)
bahan baku yang digunakan adalah rumput laut coklat jenis Sargassum
cinereum yang diambil pada malam hari dalam kondisi segar yang diperoleh dari
perairan Desa Cabiye, Pulau Talango, Kabupaten Sumenep, Madura. Bahan
kimia yang digunakan antara lain CaCOgs, aseton PA(pro analysis), methanol PA,
dietil eter PA, aquadest pH 7, saturasi garam, gas nitrogen, n-heksan PA, etil
asetat PA, aseton teknis, silica gel F-254 (60 mesh), pasir laut (sea sand), pelat
KLT (Kromatografi Lapis Tipis). Bahan-bahan lain yang digunakan kertas koran,
garam grosok, kertas saring kasar dan halus, kapas, air, alumunium foil, cling

wrap, kertas Whatman No. 42, dan kertas label.

3.2 Alat Penelitian

Dalam penelitian Identifikasi Komponen Pigmen Pada Alga Coklat
Sargassum cinereum Dengan High Performance Liquid Cromatography (HPLC)
alat-alat yang digunakan antara lain cold box, lidi, keranjang plastik, kain bersih,
baskom, gunting, kipas, cooper (blender), sendok, timbangan digital, botol plastik
(1,5 liter), sendok bahan, tumbukan batu, sendok bahan, gelas ukur (ukuran 250
mL dan 100 mL), beaker glass (ukuran 1000 mL 250 mL, 100 mL, dan 50 mL),
spatula, erlen meyer (ukuran 500 mL dan 250 mL), corong kaca, labu pemisah
(corong pisah), freezer, kulkas, statif, kromatografi kolom, magnetic stirrer, hot
plate, tabung gas Nitrogen (N2), pipet tetes, pipet volume (ukuran 1 mL dan 10
mL), bola hisap, pipa kapiler, penggaris, cutter, pensil 2B, pinset, spidol marker,

cuvet, botol sampel (ukuran 100 mL dan 15 mL), tabung reaksi, inkubator, rak
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tabung reaksi, mikro pipet (ukuran 0,1 mL), rotary vacuum evaporator merk
Buchi-R-210 spektrofotometer UV-Vis merk pharo 300 dan High Performance

Ligquid Cromatography (HPLC) dengan merk shimadzu.

3.3 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian Identifikasi Komponen Pigmen
Pada Alga Coklat Sargassum cinereum dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) adalah metode eksploratif. Menurut Ritonga (2000),
metode penelitian eksploratif bertujuan untuk mendapatkan data dasar yang
diperlukan sebagai dasar penelitian lebih lanjut atau dasar membuat suatu
keputusan. Dalam kedudukannya sebagai pendahulu bagi penelitian
sebenarnya, penelitian eksploratif memberi arah pada perumusan masalah dan
hipotesis walaupun penelitian eksploratif itu sendri tidak menggunakan hipotesis
penelitian. Ditambahkan oleh Hermawan (2005), penelitian eksploratif dilakukan
apabila penelitian sebelumnya masih jarang. Tujuannya adalah melihat pola,
gagasan atau merumuskan hipotesis bukan untuk menguji hipotesis.

3.4 Persiapan Penelitian
3.4.1 Persiapan Sampel Sargassum Cinereum

Sampel rumput laut cokelat sargassum cinereum yang baru diambil dari
laut segera dicuci dengan air laut untuk menghilangkan kotoran, lalu dimasukkan
dalam cool box berisi es. Hal ini sesuai dengan pernyataan dari Kurniastuti dan
lia (2009), pada umumnya pigmen mempunyai sifat tidak cukup stabil terhadap
panas, cahaya, dan pH tertentu.

Setelah sampai di laboratorium, sampel rumput laut cokelat Sargassum
cinereum dibawa ke dalam ruang gelap lalu sampel disortir agar tidak tercampur

dengan spesies rumput laut lain dan siambil bagian yang menyerupai daun
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(thalus daun) dipisahkan dengan bagian lain. Kemudian dicuci dengan air
mengalir untuk membersihkan sampel dari sisa kotoran dan garam yang berasal
dari air laut yang masih menempel. Selanjutnya sampel diangin anginkan dengan
cara dihamparkan di atas kertas koran untuk mengurangi air pada permukaan
sampel.

3.4.2 Ekstrak Pigmen Sargassum cinereum

Setelah proses preparasi sampel selesai dilakukan, dilanjutkan dengan
proses ekstraksi pigmen sampel segar Sargassum cinereum. Proses ekstraksi
senyawa pigmen dari sampel segar Sargassum cinereum mengacu pada metode
Costa et al.,, (2009) yang telah dimodifikasi beberapa prosesnya tujuan
memaksimalkan hasil ekstraksi. Ekstraksi sampeldilakukan dengan metode
maserasi.

Pertama, sampel rumput laut cokelat Sargassum cinereum dipotong-
potong dengan ukuran *1 cm? untuk memperluas permukaannya, sehingga
memaksimalkan proses ekstraksi, kemudian ditimbang sebanyal 100 gram dan
dihaluskan menggunakan mortar dan alu sambil ditambahkan £0,5 gram CaCos
sebagai agen penetral. Menurut Romiyanto (2014), semakin kecil ukuran maka
luas permukaan akan semakin tinggi, hal ini dikarenakan jarak difusi zat terlarut
semakin kecil.

Sampel yang telah halus dimasukkan dalam beakerglass 1000 ml yang
telah dibungkus dengan alumunium foil i dan ditambah pelarut metanol (CHsOH)
dan aseton (CHsCOCHs) dengan perbandingan 7:3 (v/v) sebanyak 300 ml
kemudian ditutup rapat menggunakan plastic wrap, dan dilapisi lagi dengan
alumunium foil. Menurut Hasanah (2014), jenis pelarut yang baik digunakan
untuk ekstraksi senyawa karotenoid yaitu senyawa polar contohnya metanol,
aseton, san etanol. Sesuai penelitian Indah et al., (2010), pelarut metanol

merupakan pelarut yang mampu mengekstrak paling banyak zat warna
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dibandingkan dengan pelarut lain. Hal ini dikarenakan metanol bersifat dapat
bercamour dengan air dan dapat melarutkan semua senyawa organik yang
terkandung pada bahan dengan cara merusak sel yang ada di dalam jaringan
sehingga pigmen dapat larut dalam bahan hingga bahan berwarna pucat,
sedangkan peran aseton adalah mengangkat pigmen yang bersifat semi polar.

Selanjutnya sampel didiamkan selama 24 jam di dalam ruang gelap,
kemudian disaring menggunakan kertas whatman no. 42 untuk memisahkan
filtrat dan residu sampel. Sesuai prinsip maserasi menurut Miryanti et al., (2011),
yaitu pengekstraksian komponen yang terkandung dengan cara yang sama
dengan lama waktu 24 jam untuk memaksimalkan ekstraksi pigmen. Menurut
Istigomah (2013), selesainya waktu maserasi menandakan keseimbangan antara
bahan yang diekstraksi pada bagian dalam sel dengan masuk kedalam cairan,
telah tercapai maka proses difusi segera berakhir.
3.4.3 Fraksinasi dan Evaporasi

Proses selanjutnya adalah fraksinasi yang bertujuan untuk memisahkan
fraksi pigmen yang terkandung dalam filtrat. Fraksinasi dilakukan penambahan
dietil eter (C4H100), saturasi garam, dan air secara berurutan dengan
perbandingan (100 mL : 50 mL : 120 mL :10 mL) pada filtrat hasil ekstraksi di
dalam corong pisah, sehingga ekstrak kasar pigmen yang non polar terangkat ke
atas oleh dietil eter dan terbentuk dua fase, yaitu fase atas dan fase bawah. Fase
atas (non polar) adalah froaksi yang mengandung ekstrak kasar pigmenyang
terlarut dalam dietil eter, sedangkan fase bawah (polar) adalah fraksi yang terdiri
dari campuran saturasi garam, air dan pelarut yang digunakan dalam proses
maserasi yang dilakukan sebelumnya.

Menurut Sari (2012), prinsip dari fraksinasi adalah proses penarikan
senyawa pada suatu ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang

saling tidak bercampur. Ditambahkan menurut Ardy (2013), menyatakan suatu
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senyawa akan mengikuti prinsip like dissloves like yaitu pelarut polar akan
melarutkan zat yang terlarut yang bersifat polar dan pelarut non polar akan
melarutkan zat yang terlarut yang bersifat non polar.

Dari dua fase yang terbentuk dari hasil fraksinasi, fase bawah tidak
digunakan sedangkan fase atas diukur dan ditampung di dalam labu erlenmeyer
250 ml. kemudian hasil fraksinasi dipekatkan menggunakan rotary vacum
evaporator pada suhu 35 °C dengan kecepatan 100 rpm selama 90 menit.
Menurut Tengo (2013), maserat yang diperoleh disatukan dan dievaporasi pada
suhu 30-40 °C dengan menggunakan alat penguap vakum dan diperoleh ekstrak
kental metanol. Evaporasi ini bertujuan untuk menguapkan pelarut (dietil eter)
sehingga didapatkan ekstrak kasar (crude) yang ditampung di dalam botol
sampel.

Setelah didapatkan ekstrak kasar yang pekat, kemudian ekstrak
dikeringkan dengan menguapkan sisa pelarut yang masih tertinggal
menggunakan aliran gas nitrogen (N2). Botol sampel ditutup dengan plastic wrap
dan dibungkus dengan alumunium foil kemudian disimpan dalam freezer.
Diagram alir ekstraksi dan fraksinasi Sargassum cinereumdapat dilihat pada

gambar 13.
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Sargassum cinereum segar

v

Dicuci dengan air mengalir hingga bersih

Dipotong-potong 0,5 — 1,0 cm

v

Diangin-anginkan diatas kertas koran 3-6

v

Ditimbang 100 gram sampel

v

Dihaluskan dengan blender dan ditambah CaCOj; +0,5 gram

v

Dimaserasi dalam aseton & metanol (7:3 v/v) sebanyak 300 ml secara bertingkat selama 24 jam
dan 12 jam

!

| Disarinag denaan kertas saring kasar dan |

!

| Filtrat difraksinasi denaan dietil |

v
| Dtambah lariitan saturasi aaram dan |
v
| Terbentuk 2 fase |
I
v
[ oo o]
v
Dipekatkan dengan rotary vacuum | Dibuana (tidak diaunakan) |
evaporator pada suhu 30 °C
v
Dialiri dengan gas nitrogen (N,)
v

Ekstrak kasar pigmen kering

Gambar 13. Diagram Alir dan Fraksinasi Sargassum cinereum
(Costa et al., 2009)

3.4.4 Isolasi Pigmen dengan Kromatografi Kolom
Isolasi senyawa pigmen yang terkandung dalam Sargassum cinereum

dilakukan dengan metode kromatografi kolom berdasarkan modifikasi metode
isolasi menurut Markham (1998). Menurut Ningsih (2006), pemisahan terbaik dari
hasil fraksinasi asalah menggunakan Kromatografi Kolom. Ditambahkan
Noviyanti (2010), kromatografi kolom adalah proses pemisahan fraksi

berdasarkan perbedaan distribusi campuran komponen antara fase gerak dan
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fase diam. Fase diam adalah pengisi kolom dimana fase gerak akan mengalir.
Setiap senyawa memiliki koefisien yang berbeda terhadap fase gerak dan fase
diam. Senyawa yang berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih
cepat melalui fase diam, sedangkan senyawa dengan interaksi yang kuat dengan
fase diam akan bergerak sangat lambat.

Dalam penelitian ini digunakan normal phase, yaitu penggunaan fase diam
yang bersifat polar dan fase gerak yang bersifat non polar dengan fase diam
silica gel (SiO2) F-255 yang bersifat polar dan fase gerak campuran antara n-
heksan (CesHi4) dan etil asetat (C4sHsO2) yang cenderung bersifat non polar.
Tahap awal dalam isolasi pigmen menggunakan metode kromatografi kolom
adalah preparasi kolom kromatografi. Silica gel F-254 ditimbang sebanyak 40
gram kemudian dilarutkan dalam 200 mL fase gerak dari campuran n-heksan dan
etil asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v) di dalam beakergalss kemudian ditutup
dengan plastic wrap untuk meminimalkan penguapan fase gerak. Selanjutnya
silica gel dan fase gerak dihomogenkan menggunakan magnetic stirer selama 1
jam dengan kecepatan 150 rpm. Tujuan adalah untuk ekualibrasi antara fase
gerak dan fase diam sehingga tidak terbentuk gelembung udara di dalam kolom
kromatografi yang dapat menyebabkan pecahnya silica gel (fase diam).

Tahap berikutnya, kolom kromatografi dipasang pada statif dan diisi
dengan gulungan kapas yang telah dibasahi dengan fase gerak kemudian
dipadatkan di dasar kolom kromatografi dengan bantuan lidi. Pemberian kapas
bertujuan untuk menahan fase diam agar tidak keluar melalui kran kolom
kromatografi. Selanjutnya kolom kromatografi diisi dengan fase gerak n-heksan
dan etil asetat (8:2 v/v) sampai setengah panjang kolom kromatografi untuk
membasahi bagian dalam kolom kromatografi. Bubur silica gel dimasukkan ke
dalam kolom kromatografi sedikit demi sedikit dengan bantuan sendok dalam

posisi kran kromatografi terbuka, sambil terus diaduk agar tidak terdapat
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gelembung udara. Setelah seluruh bubur silica gel dimasukkan, kran
kromatografi ditutup kembali. Kemudian kolom kromatografi dipukul-pukul
perlahan mengguanakn bola hisap atau alat pemukul lainnya agar fase diam
benar-benar padat dan permukaanya rata.

Selanjutnya kolom kromatografi dibiarkan selama semalam (x12 jam) untuk
memastikan silica gel benar benar padat. Pada saat didiamkan, mulut kolom dan
ujung kran kolom kromatografi ditutup menggunakan plastic wrap untuk
meminimalkan penguapan fase gerak. Batas atas fase diam ditandai dengan
kertas label untuk mengetahui padat atau tidaknya fase diam di dalam kolom.
Fase diam yang belum padat diketahiu dengan turunnya permukaan fase diam,
terdapat gelembung udara, terbentuk retakan atau lapisan-lapisan dalam silica
gel. Apabila fase diam belum padat, maka preparasi kolom kromatografi harus
diulangi mulai dari awal. Setelah kolom kromatografi didiamkan selama semalam,
dimasukkan pasir laut ke dalam kolom kromatografi sebanyak + 2,5 gram,
kemudian diketuk-ketuk untuk meratakan permukaanya.

Selanjutnya fase gerak di dalam kolom dikurangi volumenya sampai
permukaan fase gerak mendekati permukaan pasir laut. Ekstrak kasar pigmen
kering dilarutkan dengan +10 ml fase gerak n-heksan dan etil asetat (8:2 v/v).
Selanjutnya seluruh fase gerak dikeluarkan terlebih dahulu dari kolom
kromatografi hingga batas sea sand. Kemudian larutan ekstrak pigmen
dimasukkan secara perlahan dengan pipet tetes. Lalu kran kromatografi dibuka
dan ditunggu sampai seluruh ekstrak pigmen melewati batass sea sand dan
masuk ke dalam fase diam silika gel-60. Kemudian ditambahkan dengan fase
geralk n-heksan dan etil asetat (8:2 v/v) perlahan sampai kolom terisi hampir
penuh. Selanjutya seluruh fraksi warna muncul dan ditampung ke dalam botol
sampel. Botol sampel dibungkus alumunium foil untuk melindungi isolat dari

degradasi karena pengaruh cahaya.
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Fase gerak yang digunakan terus ditingkatkan kepolarannya dengan rata-
rata volume 200-300 mL yaitu dari perbandinagn n-heksan dan etil asetat (8:2
v/v), n-heksan dan etil asetat (7:3 v/v), n-heksan dan etil asetat (6:4 v/v), hingga
perbandingan n-heksan dan eti asetat (5:5 v/v). Seluruh fraksi warna yang
tertampung diberi tanda penomoran dengan keterangan warna dan waktu
ditampung. Diagram alir isolasi pigmen menggunakan kromatografi kolom dapat

dilihat pada gambar 14.

Silica Gel F-254 Kolom kromatografi dipasangkan pada
L] v
Ditimbang 40 gram Kapas dipotong bulat tipis dan dimasukkkan ke
A dalam kolom kromatografi
Dilarutkan dengan Fase Gerak v
N-Hexan.EthyImAI\_setat (8:2) 200 Ditambahkan sedikit Fase Gerak dan
v kapas dipadatkan dengan bantuan tongkat
Distrirrer selama 1 jam
dengan kecepatan 150
rom
[ ) Sillica Gel dan Fase Gerak dimasukkan
— dalam kolom kromatoarafi
Bagian luar tabung dipukul-
v pukul perlahan dengan bola
Dilarutkan dengan Fase Gerak
N-Hexan:Ethyl Asetat (8:2 , v/v) 10 l

Fase gerak dikeluarkan hingga batas sea

Sebanyak 20 pl larutan pigmen diinjeksikan ke HPLC dengan fase diamnya
adalah ODS (C-18) 5 um denaan fase aerak metanol. aseton dan amonium

v

Masing-masing fraksi ditampung sesuai warna dalam botol vial

Isolat Pigmen

Gambar 14. Diagram Alir Isolasi Pigmen dengan Kromatografi Kolom
(Pangastuti et al., (2007)
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3.5 Identifikasi Pigmen
3.5.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Ekstrak kasar pigmen hasil evaporasi selanjutnya diidentifikasi
menggunakan High Performance Liquid Chromatography dengan metode Hegezi
et.al., (1998). Instrumen yang digunakan adalah High Performance Liquid
Chromatography merk Shimadzu LC20-A. Pada tahapan ini terjadi proses
pemisahan antara jenis pigmen yang lainnya yang terdapat pada Sargassum
cinereum dengan melihat serapan maksimum panjang gelombang dari masing-
masing puncak yang terbentuk. Menurut sabrina et al., (2013), HPLC memiliki
prinsip kromatografi, yang didalamnya terdapat proses pemisahan dan sekaligus
pengukuran.

Tahapan awal pada proses HPLC ini yaitu ekstrak kasar pigmen yang
kering dilarutkan dalam 5 ml fase gerak. Fase gerak yang digunakan adalah
metanol : aseton : amonium asetat dengan perbandingan 80 : 10 :10 v/v. Dalam
HPLC, fase gerak selain berfungsi sebagai pembawa komponen-komponen
campuran menuju detektor, fasse gerak merupakan salah satu faktor penentu
keberhasilan proses analisis (Puspitaningtyas et al., 2013).

Selanjutnya, larutan pigmen sebanyak 20 pl diinjeksikan ke instrumen
HPLC dengan fase diamnya adalah ODS (C-18) 5um dengan sistem elusi
gradient metanol, aseton, dan amonium asetat (1M) dan laju alir sebesar 1,0
mL/menit. Menurut Komariah (2013), syarat fase diam adalah tidak boleh
berinteraksi dengan fase gerak. Putra (2004) menyatakan elusi gradien
didefinisikan sebagai penambahan kekuatan fase gerak selama analisis
kromatografi berlangsung. Efek dari elusi gradien adalah mempersingkat waktu
retensi dari senyawa-senyawa yang tertahan kuat pada kolom.

Analisis dilakukan pada panjang gelombang 430 nm. Selanjutnya

komponen yang dihasilkan direkam dalam bentuk kromatogram. Suatu detektor
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dibutuhkan untuk mendeteksi adanya komponen sampel di dalam (analisi
kualitatif) dan menghitung kadarnya (analisis kuantitatif). Detektor yang baik
memiliki sensitifitas yang tinggi, gangguan (noise) yang rendah, kisar respon
linier yang luas, dan memberi respon untuk semua tipe senyawa (Putra, 2004).

Diagram alir analisa HPLC dapat dilihat pada gambar 15.

v

Dilarutkan dalam 5 ml fase gerak (Metanol :
aseton : amonium asetat 80 : 10 : 10, v/v

v

Sebanyak 20 ul larutan pigmen diinjeksikan ke HPLC dengan
fase diamnya adalah ODS (C-18) 5 um dengan fase gerak
metanol, aseton dan amonium asetat (1 M) (80 : 10 : 10, v/v)
dan alir 1,0 ml/menit

v

Dianalisa pada panjang gelombang 400-700 nm

Gambar 15. Diagram Alir High Performance Liquid Chromatography
(Hegezi et al., 1998)

3.5.2 Kromatografi Lapis Tipis
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ini untuk mengidentifikasi ekstrak kasar

pigmen dan isolat hasil kromatografi kolom masing-masing pigmen Sargassum
cinereum. ldentifikasi ini dilakukan berdasarkan metode yang digunakan oleh
Pengestuti et.al., (2007) yang telah dimodifikasi oleh Hasanah (2004). Dalam
penelitian ini, identifikasi Kromatografi Lapis tipis (KLT) menggunakan fae diam
yaitu plat KLT silica gel F-254, sedangkan fase gerak yang digunakan adalah
pelarut n-heksan dan aseton (7 : 3 v/v). Menurut Puspita (2009), pemilihan eluen
atau fase gerak sangat penting. Eluen yang digunakan dikelompokkan ke dalam
dua kelompok yaitu untuk pemisahan senyawa hidrofil dan lipofil. Eluen untuk
pemisahan senyawa hidrofil meliputi air, metanol, asam asetat, etanol,

isopropanol, aseton, n-propanol, tert-butanol sedangkan untuk pemisahan
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senyawa lipofil meliputi etil asetat, eter, kloroform, benzena, toulena,
sikloheksana, dan petroleum eter.

Langkah awal adalah palt KLT dipotong dengan ukuran 1 x 5 cm kemudian
dibuat garis melintang di kedua ujung plat pada permukaan silica gel. Garis
pertama dibuat pada jarak 1 1m dari tepi plat KLT untuk menunjukkan batas
bawah atau posisi awal fraksi warna ketika ditotolkan, dan garis kedua dibuat
pada ujung lainnya dengan jarak 0,5 cm dari tepi plat KLT untuk menunjukkan
batas atas jarak yang ditempuh oleh fase gerak. Sehingga terbentuk jarak
tempuh senyawa sepanjang 3,5 cm.

Tahap selanjutnya, disiapkan 10 ml fase gerak dengan menghomogenkan
n-heksan : aseton : dengan perbandingan 7 : 3 v/v. Kemudian ekstrak kasar dan
isolat pigmen dari hasil kromatografi kolom yang diduga mengandung (3-karoten,
klorofil, dan fukosantindiambil secukupnya menggunakan pipa kapiler kemudian
ditotolkan tepat pada garis batas bawah pada masing-masing plat KLT secara
bergantian. Menurut Puspita (2009), untuk mendapatkan resolusi optimum maka
penotolan sampel baik berupa bercak ataupun pita harus sekesil mungkin.
Selanjutnya plat KLT dimasukkan ke dalam x5 ml fase gerak di dalam
beakerglass 50 ml dan ditutup menggunakan plastik cling wrap untuk
menghindari penguapan pelarut dan memaksimalkan proses kapilaritas dari fase
gerak ke fase diam.

Proses kapilaritas ditunggu hingga fase gerak mencapai garis batas atas.
Plat KLT diambil menggunakan pinset, kemudian bercak warna yang muncul
pada plat KLT diamati dan dihitung nilai Rf nya. Sari (2012) menyatakan bahwa
derajat retensi dinyatakan dengan Rf yang digunakan untuk menyatakan pasisi
dari zat setelah pengembangan, dapat dihitung dengan rumus:

_Jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal
~ Jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal
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Diagram alir identifikasi pigmen dengan Kromatografi Lapis Tipis dapat dilihatb

pada gambar 16.

Ekstrak kasar dan isolat pigmen yang diduga mengandung B-karoten, kolrofil, dan
fukosantin

v
Diambil dengan pipa kapiler

v

Ditotolkan pada plat KLT dengan ukuran 1 x 5 cm dan diberi garis
batas atas 0,5 cm dan garis batas bawah 1,0 cm

v

Pelat KLT dimasukkan ke dalam beakerglass yang berisi fase gerak
10 ml (n-heksan:aseton = 7:3 v/v

v

Ditunggu sampai larut bergerak mencapai garis bagian atas

v

Diambil dengan penjepit

v

Dihitung Rf (Retardation

Gambar 16. Diagram Alir Identifikasi Pigmen dengan Kromatografi Lapis Tipis
(Pangestuti et.al., (2009) dimodifikasi oleh Hasanah (2014))
3.5.3 Spektrofotometri UV-Vis
Identifikasi pigmen - Spektrofotometri UV-Vis pada penelitian ini
mengguanakn metode Fretes et.al., (2012). Spektrofotometri UV-Vis digunakan
untuk mengidentifikasi pigmen berdasarkan panjang gelombang dan nilai
absorbansinya. Menurut Triyat (1985), prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis
berdasarkan penyerapan cahaya atau energi radiasi yang diserap
memungkinkan pengukuran jumlah zat penyerap dalam larutan secara kuantitatif.
Isolasi warna hasil kromatografi kolom yang diketahui 3-karoten, klorofil,
dan fukosantin berdasarkan warna dan nilai Rf yang dari proses KLT terlebih
dahulu dikeringkan dengan dialiri menggunakan gas nitrogen (N2). Isolat warna
yang telah kering diencerkan menggunakan aseton (CHsCOCHs) PA sampai
pengenceran 10* dan larutan dituangkan ke dalam cuvet + 3 ml. selanjutnya

dimasukkan ke dalam instrumen spektrofotometri UV-Vis Shimadzu 1601 dan
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diuji pada kisaran panjang gelombang 300-800 nm, sehingga diketahui spektra
dan nilai absorbansi maksimal dari isolat pigmen yang diuji.

Menurut Utami et.al., (2010), setiap pengukuran haruss dilakukan pada
panjang gelombang maksimum. Pada panjang gelombang maksimum, kepekaan
juga maksimum karena pada panjang gelombang maksimum tersebut,
perubahan serapan untuk satuan konsentrasi adalah yang paling besar.
Ditambahkan oleh Indriani (2010), hasil pengujian yang berupa serapan
maksimum yang terbentuk kemudian dibandingkan dengan serapan spektra
maksimum. Diagram alir analisa pigmen dengan speltrofotometri UV-Vis dapat

dilihat pada gambar 17.

Sampel isolat pigmen
v

Dilarutkan dalam aseton PA 10
mL Pengenceran 10*

v
Isolat pigmen cair Blanko (aseton PA) 10
Masing-masing dituang pada Spektrofotometer diatur pada
Kuvet sebanvak 4 mL panjang gelombang 300-800

Dimasukkan kuvet pada

v

Diukur absorbansi dan
panjang gelombang

v

Diperoleh panjang gelombang dan nilai
Ekstrak Pigmen Kasar

v

Hasil

Gambar 17. Diagram Alir Pigmen dengan Spektrofotometri UV-Vis
(Fretes 2012)



37

3.6 Pengukuran Rendemen
Untuk mengetahui kandungan masing-masing jenis pigmen yang dapat

digunakan maka dilakukan perhitungan rendemen. Menurut Maulidy et.al.,
(2014), rendemen merupakan parameter yang penting untuk mengetahui nilai
ekonomis dan efektifitas suatu produk. Semakin tinggi rendemen maka hasil
produksi akhir yang dihasilkan semakin banyak. Analisa rendemen merupakan
suatu presentase produk yang didapat dari perbandingan berat awal bahan
dengan berat akhir bahan. Sehingga dapat diketahui kehilangan beratnya ketika
mengalami proses pengolahan.

Pigmen yang telah diketahui nilai absorbansinya dikonversi menggunakan
hukum “lambert-Beer”. Menurut Markham (1998), rumusnya hukum ‘Lambert-
beer” adalah A = ebc
Keterangan:

A = Absorbansi

€ = Absorptivitas Molar (Molar extinction coefficient)
b = Tebal Tempat Komponen

¢ = Konsentasi Komponen

Dari rumus diatas, didapatkan hasil kadar masing-masing pigmen. Selanjutnya

dihitung nilai rendemen dengan rumus menurut Khotimah (2013) yaitu:

nilai kadar yang didapatkan

1009
jumlah awal sampel yang digunakan : %



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Pengamatan

Hasil identifikasi komponen pigmen alga coklat Sargassum cinereum

dengan High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Spektrofotometri UV-

Vis, Kromtografi Lapis Tipis (KLT) dapat dilihat pada tabel berikut

Tabel

5. Hasil Identifikasi

Sargassum cinereum

Komponen Molekul

Pigmen Alga Coklat

Uji Identifikasi Alat Hasil Literatur
Kromatografi Kromatografi Hasil isolasi - Arrohmah  (2007)
Kolom kolom kromatografi Kolom identifikasi klorofil a
menghasilkan 102 isolat berwarna hijau biru
dalam botol sampel sedangkan klorofil b
berukuran +10 ml. berwarna hijau
Isolat berwarna kuning kuning
pekat pada nomor 3-6. - Menurut Sarungallo
Isolat berwarna hijau et. al (2014),
pekat pada nomor 18- betakaroten
21. berwarna kuning
Isolat berwarna hiaju - Menurut mufti et. al.
biru pekat pada nomor (2013), fukosantin
berwarna oranye
Kromatografi Pelat KLT B-Karoten - Menurut  Natalina
Lapis Tipis 0,97 0,97 0,94 et. al. (2009), nilai
Rf 0,8-1,0 adalah
B-karoten
Klorofil a - Menurut Pramesti
0,62 0,60 0,60 (2013), nilai Rf
0,57-0,64 adalah
Klorofil a
Klorofil b - Menurut Pramesti
0,48 0,51 0,54 (2013), Rf 0,42-
0,56 adalah Klorofil
b
Fukosantin - Menurut Zaelani
0,26 0,28 0,28 dan Hartati (2014),
0,25-0,28  adalah
Fukosantin
Spektrofotometri  Spektrofotometer B-Karoten (nm) Serapan terbesar f3-
UV-Vis UV-Vis Tipe-1601 47,5 452 462  karoten dihasilkan
pada panjang
gelombang 453,3 nm
(Yudiati et al., 2011)
Klorofil a serapan terbesar
6155 5755 532 Kklorofil a dihasilkan
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Klorofil b

614,5 574 530,55

Fukosantin
461,5 448

318,5

pada panjang
gelombang 425-450
nm dan 665-680 nm
(Prasasti et al.,2005)

Serapan cahaya untuk
klorofil b kisaran antara
620 nm - 680 nm
(Sumaryanti et al,
2011)

Fukosantin stabil pada
panjang gelombang
446,3 nm dan 468,3
nm (kartiningsih et al.,
2011)

4.2 Pembahasan

4.2.1 Identifikasi Pigmen dengan High Performance Liquid Cromatography

(HPLC)

Analisis kualitatif pigmen menggunakan metode High Performance Liquid

Cromatography (HPLC) yang didasarkan pada waktu retensi dan untuk tujuan

identifikasi. Pripsipnya adalah pemisahan setiap komponen dalam sampel

didasarkan pada tingkat kepolarannya, dan pada metode HPLC digunakan

tekanan tinggi untuk mendorong fase gerak yang diatur oleh gradien elusinya.

Hasil analisa komponen pigmen dengan HPLC pada Sargassum cinereum dapat

dilihat pada gambar 18.

80 ' l v T

Intensitas / mAU

20 ‘ 40

Waktu retensi (ty) / menit

80



40

. Dari penelitian ini pustaka acuan yang digunakan untuk membandingkan
hasil puncak vyaitu penelitian dari Limintara dan Herianto (2010) yang
menggunakan komposisi pelarut dan fase diam yang hampir sama. Setiap
puncak pada kromatogram HPLC menandakan keberadaan pigmen yang
terkandung dalam ekstrak kasar pigmen Sargassum cinereum. Nomer setiap
puncak pigmen sesuai dengan urutan elusinya yaitu dari pigmen yang memiliki
kepolaran tinggi sampai pada pigmen yang memiliki kepolaran rendah, karena
pada penelitian ini menggunakan sistem elusi fase terbalik.

Menurut Permata (2012), kromatografi fase terbalik digunakan untuk
analisis, fase diam umumnya mengandung senyawa non polar yang mempunyai
rantai karbon panjang sehingga senyawa polar akan terdeteksi lebih cepat.
Pemisahan setiap komponen dalam sampel didasarkan kepolarannya, dan pada
metode HPLC digunakan tekanan tinggi untuk mendorong fase gerak yang diatur
oleh gradient elusinya (Romianto, 2014).

Dari hasil HPLC di atas, dapat dilihat jumlah pita yang terbentuk pada
kromatogram ekstrak kasar Sargassum cinereum berkisar 11 puncak dengan
intensitas yang berbeda. Hasil HPLC di atas menunjukkan hasil identifikasi yang
lebih banyak dibandingkan dengan jumlah totol pada plat KLT. Hal ini
menunjukkan HPLC dapat memisahkan pigmen-pigmen yang tidak
terindentifikasi oleh KLT. Menurut Satria, et al. (2014) menyatakan bahwa alat
HPLC dapat memisahkan sejumlah senyawa organik, anorganik, maupun
senyawa biologis, analisis ketidakmurnian, dan analisis senyawa nonvolatil.
Kelebihan HPLC antara lain mudah dalam pelaksanaan, kemampuan resolusi
yang baik, kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi dan tidak menimbulkan
kerusakan bahan yang dianalisis.

Dilihat dari puncak yang dihasilkan, diketahui bahwa terdapat 4 puncak

yang pada KLT memiliki warna yang pekat. Berdasarkan waktu retensi (tR), 4
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puncak hasil kromatogram di atas diidentifikasi sebagai berikut dan dapat dilihat
pada tabel 9.

Tabel 9. Waktu Retensi (tR) Pigmen

Waktu Retensi (tR)

No Jenis Pigmen Hasil Penelitian Limantara dan Harianto
(2010)
1 Golongan Klorofil 4,20 4,16
2 Klorofil ¢ 6,45 6,42
3 Fukosantin 10,14 10,11
4 Golongan karatenoid 18,07 18,04
5 Zaexantin 19,72 19,68
6 Klorofil b 33,63 33,40
7 Klorofil b’ 34,91 33,40
8 Klorofil a 38,41 38,39
9 Klorofil &’ 40,13 40,10
10 Feofitin a 56,84 56,79
11 B-karoten 62,10 62,08

Menurut Hendayana (2006), retensi time (tR) adalah ukuran waktu mulai
injeksi cuplikan hingga suatu komponen campuran keluar kolom, dengan kata
lain adalah waktu yang diperlukan oleh suatu komponen campuran untuk keluar
dari kolom. Waktu retensi diukur dari waktu dimana sampel diinjeksikan sampai
titik di mana layar menunjukkan ketinggian puncak maksimum untuk senyawa itu.
Waktu retensi dalam HPLC sangat sensitif terhadap perubahan fase diam, suhu,
nilai pH, komposisi fase gerak dan laju alir. Ditambahkan oleh Idroes (2009),
pada HPLC terjadi mekanisme interaksi antara zat terlarut, fase diam dengan
fase gerak sehingga data retensi pada HPLC akan sangat bergantung pada fase
geraknya. Maka dari itu waktu retensi dari hasil penelitian ini dan penelitian dari
Hegazi, et al. (1998), terlihat sedikit berbeda karena fase diam yang digunakan
juga memiliki merk yang berbeda.

Dari sebelas peak yang dihasilkan, terdapat 4 peak dominan yang
merupakan pigmen [(-karoten, klorofil a, klorofil b dan fukosantin berdasarkan
waktu retensinnya. Hal ini menunjukkan kesesuaian dengan data hasil pengujian

lanjut terhadap ekstrak Sargassum cinereum yaitu proses isolasi kromatografi
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kolom, uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan spektofotometer UV-Vis bahwa
dalam penelitian ini sampel yang digunakan mengandung pigmen B-karoten,
klorofil a, klorofil b dan fukosantin. Uji HPLC juga menunjukan bahwa dari
keempat pigmen yang diambil, jenis pigmen yang paling polar yaitu fukosantin
karena memiliki waktu retensi yang lebih singkat dibandingkan dengan tiga
pigmen lainnya. Selain itu hasil uji HPLC juga menunjukkan bahwa pigmen
fukosantin memiliki peak tertinggi, uji KLT juga menunjukkan bahwa pigmen ini
merupakan pigmen dominan pada alga coklat Sargassum cinereum.

4.2.2 Isolasi Pigmen dengan Kromatografi Kolom

Isolasi senyawa komponen pigmen Sargassum cinereum dilakukan dengan
mengacu pada metode isolasi pigmen menurut Pangestuti, et al. (2007) hasil
modifikasi Wijayanti (2010), yang menggunakan metode kromatografi kolom.
Kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan dan mengisolasi isolat pigmen
(fraksi warna) dari komponen pigmen yang terdapat pada rumput laut coklat
Sargassum cinereum.

Dalam penelitian ini teknik kromatografi kolom menggunakan metode
normal phase. Normal phase merupakan metode dimana fase diam bersifat polar
dan fase gerak yang bersifat non polar. Fase diam (stationer) yang digunakan
adalah silica gel (SiO3z) F-254 dengan ukuran 60 mesh serta fase gerak (mobile)
yang digunakan yaitu campuran n-heksan (CsH14) yang bersifat non polar dan etil
asetat (C4HsO2) yang bersifat semi polar dengan perbandingan 8:2, 7:3, 6:4 dan
5:5 (v/v). Prinsip elusi pigmen dengan fase gerak adalah semakin tinggi
perbandingan pelarut n-heksan didalam campuran fase gerak maka fase gerak
akan semakin bersifat non polar, hal ini akan mengelusi pigmen yang bersifat
non polar dan sebaliknya.

Menurut Permata (2012), pada kromatografi fase normal, fase diam bersifat

polar sedangkan fase gerak bersifat non polar. Campuran senyawa polar akan
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tertahan lebih lama didalam kolom dibandingkan senyawa non polar dan
sebaliknya. Fase diam dapat mengandung gugus siano, diol atau amino.
Ditambahkan oleh Astuti (2005), pada proses kromatografi terdapatfase tetap
(diam) dan fase bergerak. Fase tetap biasanya berupa padatan atau cairan,
sedangkan pada fase bergerak biasanya berupa cairan atau gas. Fase diam
akan menahan komponen campuran sedangkan fase gerak akan melarutkan zat
komponen campuran. Komponen yang mudah tertahan pada fase diam akan
tertinggal, sedangkan yang mudah larut dalam fase gerak akan bergerak lebih
cepat.

Hasil uraian diatas dapat disimpulkan bahwa senyawa pigmen yang
bersifat non polar dari ekstrak kasar Sargassum cinereum akan keluar terlebih
dahulu karena memiliki interaksi yang lemah dengan fase diam yang bersifat
polar. Sedangkan senyawa pigmen yang lebih polar akan keluar berikutnya
secara berurutan sesuai dengan tingkat polaritasnnya karena memiliki interaksi
yang lebih kuat dengan fase diam, sebanding dengan penambahan
perbandingan etil acetat pada campuran fase geraknnya. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Noviyanti (2010), bahwa senyawa yang berinteraksi lemah dengan
fase diam akan bergerak lebih cepat melalui fase diam, sedangkan senyawa
dengan interaksi yang kuat dengan fase diam akan bergerak sangat lambat.
Proses isolasi komponen pigmen rumput laut coklat Sargassum cinereum

disajikan pada Gambar 19
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Gambar diatas menunjukan terbentuknnya pita pita warna saat proses
isolasi dengan kromatografi kolom. Penurunan fraksi warna yang berbeda terjadi
berdasarkan perbedaan tingkat polaritas warna dan fase gerak yang digunakan.
Adapun fraksi yang berwarna bening dan terdapat diantara fraksi fraksi warna
diatas, disebut sebagai fase antara. Fase antara hanya mengandung fraksi
warna dalam jumlah kecil atau campuran dari dua buah fraksi warna dan bukan
merupakan fraksi warna spesifik dari jenis pigmen tertentu, sehingga tidak
digunakan.

Zat warna yang keluar saat proses isolasi pigmen Sargassum
cinereum ditampung pada botol sampel yang berukuran +10ml. setiap botol
sampel dibedakan berdasarkan warna yang keluar dan masing-masing diberi
nomor sesuai urutan. Dari hasil proses isolasi didapatkan 105 botol sampel isolat
pigmen dengan isolat yang berwarna kuning pekat 4 botol, isolat yang berwarna

hijau pekat 4 botol, isolat yang berwarna biru pekat 3 botol, isolat yang berwarna
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orange sebanyak 8 botol. Hasil isolasi pigmen ditampung dalam botol sampel

dapat dilihat pada gambar 20.

Gambar 20. Hasil Isolat Pigmen

Menurut Yudiati (2011), saat elusi berlangsung, pita warna kuning (B-
karoten) dan hijau kebiruan (Klorofil a) yang muncul ditampung di botol vial. Dan
menurut Mufti et. al., (2014), fukosantin merupakan salah satu jenis dari
karotenoid yang memiliki rumus Ca2HssOs merupakan pigmen warna orange. Hal
ini sesuai dengan pernyataan Khotimah (2013) bahwa sargassum cinereum
mempunyai pigmen klorofil a dan b, betakaroten dan fukosantin.

4.2.3 ldentifikasi Pigmen dengan Kromatografi Lapis Tipis

Analisa menggunakan Kromatografi Lapis tipis (KLT) berdasarkan warna
totol, nilai Rf, dan sifat-sifat kepolaran tiap-tiap pigmen. Uji totol warna pada
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ini bertujuan untuk menentukan kemurnian
masing masing isolat pigmen pada Sargassum cinereum hasil dari Kromatografi
Kolom. Fase diam yang digunakan dalam penelitian ini adalah plat KLT silica gel
F-254. Fase diam yang digunakan dalam KLT merupakan penyerep berukuran
kecil dengan diameter 10-30 um. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase
diam, maka semakin baik pula efisiensi dan resolusinya. Dalam fase normal, fase
diam yang digunakan adalah silica gel, merupakan silika yang dibebaskan dari
air dan mempunyai sifat asam (Sari, 2010). Sedangkan fase gerak yang

digunakan adalah n-heksan dan aseton (7:3 v/v). Tujuan penggunaan fase gerak
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ini untuk melarutkan senyawa yang diidentifikasi akan larut dan tertarik ke atas
sesuai kepolarannya.

Dalam uji kromatografi lapis tipis digunakan metode normal phase yaitu
plat KLT silica gel F-254 (F adalah floroscene dan 254 adalah panjang
gelombang 254 nm)sebagai fase diam yang bersifat polar dan campuran n-
heksan : aseton 7:3 (v/v) sebagai fase gerak. Penggunaan fase gerak cenderung
bersifat non polar dengan campuran n-heksan yang lebih banyak jika
dibandingkan aseton, hal ini dikarenakan isolat pigmen yang dihasilkan saat
proses isolasi cenderung bersifat non polar.

Prinsip metode normal phase adalah semakin rendah polaritas suatu
senyawa (bersifat non polar) maka akan semakin jauh jarak yang ditempuh pada
plat KLT, hal ini terjadi karena senyawa mengikuti aliran fase gerak. Sebaliknya
jika semakin tinggi polaritas suatu senyawa (bersifat polar) maka akan semakin
terhambat pada fase diam. Hal ini sesuai dengan penelitian Noviyanti (2010),
bahwa senyawa yang berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih
cepat melalui fase diam, sedangkan senyawa dengan interaksi yang kuat dengan
fase diam akan bergerak sangat lambat. Hasil KLT untuk pigmen kasar

Sargassum cinereum dapat dilihat pada gambar 21.

—— |I.’9-Karoten
+— Feofitin

4 Klorofil

Golongan karotenoid

Gambar 21. Pola Pemisahan Ekstrak kasar Sargassum cinereum
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Gambar diatas menunjukan hasil identifikasi ekstrak kasar Sargassum
cinereum dengan uji KLT. Jika dilihat dari warna dan jumlah totol, pigmen
penyusun Sargassum cinereum terdiri dari warna Spot 1 (warna kuning) sebagai
B-karoten, spot 2 (warna abu-abu) merupakan feofitin, spot 3 (hijau biru)
merupakan Kklorofil, spot 4 (kuning orange), spot 5 (orange pekat), spot 6
(orange), spot 7 (orange) merupakan karatenoid golongan santofil. Dasar
penentuan komponen pigmen dengan membandingkan waktu retensi dari
masing-masing komponen pigmen dengan literatur. Hal ini didukung oleh
Heriyanto dan Limintara (2006), yang mengidentifikasi karoten berwarna orange,
feofitin a berwarna abu-abu, klorofil a berwarna hijau biru dan karatenoid
berwarna kuning, orange merah. Karatenoid dibedakan menjadi dua
golonganyaitu: karatenoid polar (santofil) dan karatenoid non polar (karoten).

Dilihat dari totol diatas, warna orange memiliki warna yang lebih pekat
dibandingkan dengan totol warna lain. Hal ini sesuai dengan pernyataan menurut
Limintara dan Heriyanto (2011), pigmen pada alga cokelat yang dominan yaitu
fukosantin. Perbedaan kepekatan warna totol pigmen yang nampak pada
pemisahan pigmen tersebut berkaitan dengan konsentrasi pigmen yang
terkandung didalamnya.

Hasil KLT ekstrak kasar selanjutnya dibandingkan dengan hasil KLT
untuk masing-masing isolat pigmen hasil Kromatografi Kolom dapat dilihat pada

gambar 22,
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Jumlah totol warna dari masing-masing plat KLT memberikan informasi
kemurnian suatu ekstrak. Apabila pada plat KLT yang terbentuk lebih dari 1 spot
hal ini menandakan ekstrak yang dihasilkan belum murni dan begitu pula
sebaliknya. Dari gambar diatas diketahui totol warna yang terbentuk pada plat
KLT B-karoten hanya satu spot berwarna kuning dan setelah dihitung rf diperoleh
hasil 0,97; 0,97; 0,94. Hasil ini sesuai apabila dilihat dari literatur menurut Yudiati
et. al.,, (2011) yang menyatakan bahwa hasil totol tunggal berwarna kuning
merah dan nilai rf (0,8-1,0) yang dihasilkan dari fase gerak non polar adalah B-
karoten

Pada plat KLT Klorofil a terlihat satu spot warna hijau biru dan dari
perhitungan nilai rf diperoleh hasil 0,62; 0,6; dan 0,6. Untuk plat KLT yang
termasuk dalam range Klorofil b terlihat satu spot dengan warna hijau pekat dan
nilai rf yang dihasilkan adalah 0,48; 0,51; dan 0,54. Pernyataan ini sesuai dengan
literatur menurut Pramesti (2013), jika dihasilkan warna spot hijau biru dengan rf
0,57-0,64 termasuk pigmen klorofil a. Sedangkan dengan spot hijau pada nilai rf
0,42-0,56 termasuk golongan klorofil b.

Menurut Zaelani dan Hartati (2014), pigmen fukosantin mempunyai totol
warna orange (kuning tua) dengan nilai rf berkisar antara 0,25-0,28. Hal ini sama
dengan plat KLT terakhir juga terlihat 1 spot dengan warna yang dihasilkan dalah
kunin orange. Setelah dilakukan perhitungan rf diperoleh nilai 0,26; 0,28; dan
0,28. Hasil KLT ini dapat membuktikan bahwa pigmen yang dihasilkan adalah
fukosantin murni.

4.2.4 ldentifikasi Pigmen dengan Spektrofotometri UV-Vis
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Untuk membuktikan hasil isolasi yang didapatkan merupakan komponen
pigmen yang terdiri dari B-karoten, klorofil a, klorofil b dan fukosantin maka harus
dilakukan identifikasi pola spektra dan serapan maksimumnya. Hasil isolasi yang
diyakini sebagai isolat pigmen dan telah dianalisis kualitatif dengan KLT
(Kromatografi Lapis Tipis), selanjutnya dianalisis kualitatif menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan metode dari Fretes (2012) pada kisaran
panjang gelombang 300-800 nm, yang bertujuan untuk mengetahui pola spektra
dan serapan maksimumnya. Hasil uji pola spekta pada serapan panjang
gelombang maksimum dari isolat pigmen Sargassum cinereum disajikan pada

Gambar 23.
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Gambar 23. Pola Spekta Pigmen Hasil Isolasi dalam Pelarut Aseton (1)
Fukosantin; (2) Betakaroten; (3) Klorofil a; (4) Klorofil b
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Gambar diatas menunjukkan pola spekta isolat pigmen (B-karoten, klorofil
a, klorofil b dan fukosantin) dengan pelarut aseton pengenceran 10* secara
berturut-turut. Hasil uji spektrofotometer UV-Vis menunjukan isolat pigmen [3-
karoten rumput laut coklat Sargassum cinereum pada serapan absorbansi
maksimum (Amax) terjadi pada panjang gelombang 476,50 nm, 452,00 nm dan
462,00 nm. Isolat ini memiliki serapan panjang gelombang maksimum yang mirip
dengan hasil penelitian dari Limantara dan Heriyanto (2010) yang melaporkan
bahwa absorbansi maximal pada senyawa B-karoten ialah 426 nm, 452 nm, dan
478 nm. Ditambahkan oleh Jeffrey (1961) yang menyatakan bahwa absorbansi
maximal B-karoten yang terkandung dalam alga laut ialah 429 nm, 450 nm, dan
478 nm. Menurut Salamah dan Nurusholimah (2014), Panjang gelombang
maksimumbeta karoten secara teoritis adaiah sebesar 470 nm.

Hasil uji spektrofotometer UV-Vis menunjukan isolat pigmen klorofil a
memiliki serapan absorbansi maksimum (Amax) terjadi pada panjang gelombang
615,50 nm, 615,50nm dan 532,00nm. lIsolat ini memiliki kemiripan serapan
absorbansi maksimum dengan hasil penelitian dari Limantara dan Heriyanto
(2010) yang melaporkan bahwa absorbansi maximal pada senyawa klorofil a
ialah 432 nm, 666 nm dan 665 nm. Isolat pigmen klorofil b memiliki serapan
absorbansi maksimum (Amax) terjadi pada panjang gelombang 614,50 nm, 574,00
nm dan 530,50 nm. Isolat ini memiliki kemiripan serapan absorbansi maksimum
dengan hasil penelitian dari Limantara dan Heriyanto (2010) yang melaporkan
bahwa absorbansi maximal pada senyawa klorofil b ialah 467 nm, 453 nm dan
652 nm.

Hasil uji spektrofotometer UV-Vis menunjukan isolat pigmen fukosantin
memiliki serapan absorbansi maksimum (Amax) terjadi pada panjang gelombang

461,50 nm, 448,00 nm dan 448,00 nm. Isolat ini memiliki kemiripan serapan



51

absorbansi maksimum dengan hasil penelitian dari Limantara dan Heriyanto
(2010) yang melaporkan bahwa absorbansi maximal pada senyawa fukosantin
ialah 450 nm, 443 nm dan 445 nm.

Absorbansi adalah perbandingan intensitas cahaya yang diserap dengan
intensitas cahaya yang datang. Nilai absorbansi ini akan bergantung pada kadar
zat yang terkandung di dalamnya, semakin banyak kadar zat yang terkandung
dalam suatu sampel maka semakin banyak pula molekul yang menyerap cahaya
pada panjang gelombang tertentu sehingga nilai absorbansi semakin besar atau
dengan kata lain nilai absorbansi akan berbanding lurus dengan konsentrasi zat
yang terkandung di dalam suatu sampel (Neldawati et. al., 2013)

4.2.5 Rendemen Pigmen

Perhitungan rendemen ini dilakukan untuk mengetahui berapa besar
efektivitas dari penelitian yang dilakukan. Semakin tinggi rendemen yang
didapatkan, maka semakin efektif karena semakin banyak ekstrak yang
didapatkan. Nilai rendemen (-karoten yang didapatkan yaitu 0,025 % =+
0,0000074 nilai rendemen klorofil a 0,034 % * 0,0000073, nilai rendemen Klorofil
b sebesar 0,134 % + 0,0000592, dan untuk nilai rendemen fukosantin 0,1261 %
+ 0,000025. Hasil nilai rendemen masing-masing pigmen yang diperoleh hampir
sama. Nilai rendemen yang tertinggi terdapat pada Klorofil b dan yang paling
rendah pada 3-karoten.

Dalam Khotimah et. al., (2013), rendemen mengalami pengurangan
akibat dari proses atau prosedur yang dilakukan. Adanya perbedaan rendemen
yang didapatkan karena adanya perbedaan kuantitas yang didapatkan pada saat
kromatografi kolom. Ditambahkan dalam penelitian Simanjuntak et. al., (2014)
menyatakan berdasarkan analisa diketahui bahwa terdapat interaksi sangat

nyata antara lama ekstraksi dan rasio pelarut (volume pelarut) terhadap nilai
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rendemen pigmen. Pengkuran % berat rendemen pigmen ini dilakukan dengan
membandingkan antara berat ekstrak pekat dan berat sampel dikali 100%.
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5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai Identifikasi komponen Pigmen pada
rumput laut Cokelat Sargassum cinereum dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) diperoleh hasil analisa pigmen yang terdiri dari feofitin,
klorofil a, klorofil b, karoten, dan karatenoid golongan santofil. Sehingga

didapatkan kesimpulan sebagai berikut:

- Hasil penelitian ini didapatkan komponen pigmen dominan yang terdapat
pada sargassum cinereum terdiri dari B-karoten, Klorofil a, Klorofil b, dan
Fukosantin.

- Hasil isolasi dari Sargassum cinereum menghasilkan kandungan pigmen
untuk B-karoten sebesar 0,025%, Klorofil a sebesar 0,034%, Klorofil b
sebesar 0,134%, dan fukosantin sebesar 0,1261%.

- High Performance Liquid Cromatograghy (HPLC) mengidentifikasi pigmen
yang paling banyak pada sargassum cinereum adalah Fukosantin yang
ditandai dengan retensi waktu (tR) yang lebih singkat dari retensi waktu

pigmen lain. Retensi waktu yang dihasilkan fukosantin adalah 10,14.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian yang dilakukan ini, perlu adanya penelitian lebih lanjut

yang membahas tentang berapa besar jumlah antioksidan masing-masing jenis
pigmen sehingga diharapkan dapat diaplikasikan langsung pada dunia

kesehatan.
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Lampiran 1. Diagram Alir Prosedur Penelitian Pigmen

Alga coklat ( sargassum cinereum )

A 4

Ekstraksi

\ 4
Disaring

A 4
Dipartisi

Fase atas

\4

Diuapkan dengan rotary vacuum evaporator

Dikeringkan dengan gas nitrogen

A 4

Ekstrak pigmen kering

|

Fase bawah

v

Isolasi Pigmen dengan
Kromatografi Kolom

v

Pigmen hasil isolasi

\ 4

Identifikasi Isolat Pigmen

h 4

Identifikasi Ekstrak Kasar
Pigmen

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)  |¢—

High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

Nilai Rf (Retardation factor) menggunakan
alat Kromatografi lapis tipis.

A 4

Pola spektra pigmen, menggunakan
alat spekrofotometer UV-Vis.
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Lampiran 2. Proses Ekstraksi dan Fraksinasi Pigmen (Costa et al., 2009)

/7
0.0

yang telah dimodifikasi beberapa prsoesnya

Prosedur Ekstraksi

Rumput laut coklat sargassum cinereum dicuci dan dibersihkan dengan
air mengalir, kemudian dipotong kecil +1 cm

Rumput laut coklat ditimbang sebanyak 100 gram dan ditambahkan
CaCOs sebanyak £+ 0,05 gram kemudian ditumbuk dengan mortar dan
alu

Rumput laut cokelat yang sudah dihaluskan kemudian ditambahkan
dengan metanol (CHsOH) : aseton (CHsCOCHs3) dengan perbandingan
(7 : 3 vlv) sebanyak 300 ml selama 24 jam (dilakukan sebanyak 2 kali).
Hasil maserasi disaring dengan menggunakan kertas Whatman No. 42

sehingga didapatkan filtrat.

Prosedur Fraksinasi

Filtra : Dietil eter (C4H100) : saturasi garam : Air dengan perbandingan
(200 ml : 50 ml : 120 ml : 10 ml) dimasukkan ke dalam corong pisah
secara berurutan dilakukan pada ruang gelap

Larutan dalam corong pisah dihomogenkan sampai terbentuk 2 fase
Fase bawah yang berwarna bening dibuang dan fase atas berwarna
lebih pekat ditampung dalam labu erlenmeyer

Fase atas diuapkan dengan rotary vacum evaporator pada suhu 35°C
dengan kecepatan 100 rpm sampai pelarut menguap dan berbentuk
kerak atau pasta

Kerak atau pasta ditampung dalam botol sampel kemudian untuk
memaksimalkan penguapan dialiri dengan gas nitrogen (N2) sehingga
didapatkan ekstrak kasar kering.

Botol sampel ditutup plastic wrap dan dilapisi alumunium foil kemudian

disimpan dalam freezer.
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Lampiran 3. Prosedur isolasi dengan kromatografi kolom Pangastuti et al.,

R/
0.0

(2007) yang telah dimodifikasi oleh Wijayanti (2010)

Preparasi Kolom Kromatografi

Fase diam silica gel 60 mesh ditimbang * 40 gram, kemudian
dihomogenkan dengan 200 ml fase gerak berupa pelarut n-heksan dan
etil asetat perbandingan (8 : 2 v/v) menggunakan magnetik stirer
kecepatan 150 rpm selama £ 1 jam.

Kapas direndam dengan larutan fase gerak, dimasukkan pada ujung
kolom kromatografi dipasang pada statif.

Setelah itu, bubur silica gel 60 mesh dimasukkan ke dalam kolom
kromatografi dan diratakan dengan cara diketuk-ketuk menggunakan
bola hisap

Ditutup pada bagian ujung dan pangkal kolom dan didiamkan selama *
12 jam.

Dimasukkan sea sand (pasir laut halus) + 2,5 gram.

Isolasi Pigmen

Dilarutkan ekstrak kasar pigmen kering + 0,3-0,5 gram ke dalam £10
ml fase gerak n-heksan dan etil asetat (8 :2 v/v).

Kran kolom kromatografi dibuka, dikeluarkan semua fase gerak dari
kolom kromatografi sampai batas sea sand.

Larutan ekstrak pigmen dimasukkan secara perlahan dengan
menggunakan pipet tetes.

Setelah ekstrak pigmen melewati sea sand dan masuk ke dalam silica
gel-60 mesh, kemudian ditambahkan fase gerak ( N-heksan : etil
asetat dengan perbandingan 8 :2 v/v) sedikit demi sedikit agar silica
gel tidal pecah.

Fraksi yang keluar ditampung pada botol sampel sesuai warna yang
keluar dan diberi nomor pada setiap botolnya.

Polarisasi fase gerak (n-heksan : etil asetat) dinaikan rata-rata volume
200-300 ml dari perbandingan (8 :2 v/v), (7 :3 v/v), (6 :4 vIv), (5 :5 vIV)

sampai semua fraksi warna ekstrak terpisah dan keluar.
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Lampiran 4. Prosedur ldentifikasi dengan Kromatografi Kolom Lapis Tipis
(KLT) ( Pangestuti et al., 2009 dimodifikasi oleh Hasanah
2014)

- Disiapkan fase gerak dengan menghomogenkan n-heksan dan aseton
dengan perbandingan (7 :3 v/v) sebanyak 10 ml.

- Fase diam (Plat KLT silica gel F-254) dipotong beberapa bagian
dengan ukuran 1x5 cm.

- Disetiap potongan KLT diberi tanda bagian bawah berjarak 1,0 cm dan
pada bagian atas berjarak 0,5 cm sehingga terbentuk jarak 3,5 cm

- Beberapa sampel warna yang diduga termasuk komponen pigmen
diambil dengan pipa kapiler dan ditotolkan pada garis batas bawah plat
KLT.

- Plat KLT dimasukkan ke dalam beaker glass 50 ml yang berisi fase
gerak dan ditutup dengan pastik clink wrap

- Ditunggu hingga fase gerak mencapai batas atas plat KLT

- Lalu plat KLT diambil dengan pinset

- Kemurnian isolat diindentifikasi dengan car dihitung Rf (Retardation
factor) denagn membandingkan rasio jarak yang ditempuh oleh totol
warna dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut.

Lampiran 5. Prosedur identifikasi dengan spektrofotometri UV-Vis (Freates
et al., 2012)

- Sampel kering isolat pigmen yang teridentifikasi masuk ke dalam range
Rf hasil identifikasi dari KLT dilarutkan ke dalam aseton PA dan
dimasukkan pada kuvet sebanyak +

- Panjang gelombang spektrofotometer diatur 300-800 nm

- Kuvet dimasukkan pada instrumen spektrofotometer UV-vis

- Diukur absorbansi dan panjang gelombang sampel
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Lampiran 6. Prosedur Identifikasi Dengan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) (Hegezi et al., 1998)

- Ekstrak pigmen kasar kering dilarutkan dalam 5 ml fase gerak (metanol
: aseton : amonium asetat, 80 : 10 : 10 v/v)
- 20 pl larutan pigmen diinjeksi ke KCKT dengan fase diam ODS (C-18)

5 pum dengan sistem elusi gradient metanol, aseton, dan amonium
asetat (1 M) (80 : 10 : 10, v/v) dan laju alir sebesar 1,0 ml/mem-t

- Dianalisi pada panjang gelombang 430 nm
Lampiran 7. Pembuatan larutan

» Pembuatan Saturasi Garam (Costa et al., 2009)

- Ditimbang + 1500 gram garam grosok

- Dimasukkan ke dalam botol dengan kapasitas 1,5 liter

-  Ditambahkan air hingga jenuh

- Dikocok hingga garam jenuh tidak larut lagi

- Disaring dengan kertas saring dengan susunan berturut-turut dari
bawah kertas saring kasar, kertas saring halus, dan kapas dilakukan 2
kali penyaringan

- Diperoleh saturasi garam dalam botol

> Pembuatan Larutan Ekstraksi
Metanol : Aseton (7:3vlv) ——> 300 mL

Metanol = % %300 ml = 210 mL

Aseton = 110 x 300 ml = 90 mL

> Perhitungan Fase Gerak Pada Kromatografi Kolom

- Heksan : etil Asetat (8:2 v/v) —— > 200 mL

Heksan = % x 200 ml = 160 mL

Etil Asetat = % x 200 ml = 40 mL



- Heksan : Etil Asetat (7:3 viv) —> 200 mL

7

Heksan =0 ¥ 200 mL = 140 mL

Etil Asetat == x 200 mL = 60 mL
- Heksan : Etil asetat (6 :4 viv) ——> 200 mL

Heksan = 1;‘0 x 200 mL = 120 mL

Etil Asetat = % x 200 mL = 80 mL
- Heksan : Etil Asetat (5 :5 viv) ——> 200 mL
Heksan = % x 200 mL = 100 mL

Etil Asetat =5/10 x 200 mL=100 mL
> Pembuatab Fase Gerak Kromatografi Lapis Tipis
- Heksan : Aseton (7:3 vlv) ——> 10 mL
Heksan =7/10 x 10 mL=7 mL
Aseton =3/10 x 10 mL=3 mL
> Pembuatan Fase Gerak KCKT
Metanol =80/100 x 5 mL=4 mL
Aseton= 10/100 x5 mL=0,5 mL

Amonium asetat =10/100 x5 mL=0,5 mL



Lampiran 8. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

Foto Kegiatan Penelitian

e Preparasi Sampel Sargassum cinereum

(d). Dipotong dan Diangin - anginkan (e). Penimbangan
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e Pembuatan Larutan Saturasi Garam

(a). Dimasukan Garam Grosok dan Air

(c). Proses Penyaringan 1~ (d). Penyaringan 2  (e). Saturasi Garam

e Persiapan Kromatografi Kolom

(a). Penimbangan dan Magnetic Stirer Silica Gel

(b). Kolom Kromatografi
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Proses Ekstraksi dan Filtrasi Ekstrak Sargassum cinereum

AL R
P oot Pt (o0t
£ 0Nctorpum § Eanotorim

(e). Proses Filtrasi Ekstrak Sargassum cinereum
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Proses Fraksinasi, Evaporasi dan Pengeringan Ekstrak Kasar Sargassum

cinereum

(c). Pengeringan dengan Gas Nitrogen
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¢ [solasi Komponen Pigmen

(d). Pemisahan warna Komponen Pigmen

72
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(e). N2 (komponen Pigmen)
e |dentifikasi Komponen Pigmen

1. Uji Kromatrografi Lapis Tipis

(a) Isolat pigmen Sargassum cinereum (b) Fase gerak
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(c). Hasil Uji KLT (B-Karoten, Klorofil a, klorofil b dan Fucosantin)

2. Uji Spektrofotometer UV-Vis

(a). Isolat Pigmen Kering (b). Larutan blangko

(c). Proses Uji Spektrofotometer UV-Vis



Lampiran 9. Data Hasil Isolasi Komponen Pigmen Kromatografi Kolom
Panjang Kolom Kromatografi =50 cm
Diameter Kolom Kromatografi =2 cm

B,\:t)cl)l Waktu Warna Konsentrasi Fase Gerak
1. 10.00 Bening 8:2 (v/v) (N-Heksan:Etil Asetat)
2. 10.05 Bening 8:2
3. 10.10 Bening 8:2
4, 10.13 Putih Bening g:2
5. 10.15 Kuning Bening g:2
6. 10.18 Kuning Pekat(B- Karoten) 82
7. 10.20 Kuning Pekat(B- Karoten) 8:2
8. 10.23 Kuning Pekat(pB- Karoten) 8:2
9. 10.26 Bening g:2
10. 10.29 Bening g:2
11. 10.31 Hijau Bening g:2
12. 10.34 Hijau kekuningan g:2
13. 10.37 Hijau kekuningan g:2

Hijau Pekat (Klorofil b) g:2
18. 10.50 Hijau Pekat 8:2
19. 10.55 Hijau 8:2
20. 10.57 Hijau 8:2
21. 10.59 Hijau Bening g:2
22. 11.01 Hijau Bening g:2
23. 11.03 Hijau Bening g:2
24. 11.05 Hijau Bening Kebiruan 8:2

29. 11.18 Hijau Kebiruan(Klorofil a) 8:2

30. 11.20 Biru 7:3 (v/v) (N-Heksan:Etil Asetat)



31
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43,
44,
45,
46.
47,
48,
49,
50.
51.
52,
53.
54,
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.

11.23
11.27
11.30
11.36
11.38
11.40
11.43
11.46
11.48
11.50
11.52
11.55
11.57
12.00
12.03
12.06
12.08
12.10
12.13
12.15
12.18
12.20
12.23
12.25
12.28
12.30
12.33
12.35
12.37
12.38
12.42
12.46
12.49
12.52
12.56
13.00
13.03
13.06

Biru

Biru

Biru Bening
Biru Bening
Biru Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Bening

Bening

Kuning Bening

7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
7:3
6:4 (N-Heksan:Etil Asetat)
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
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69.
70.
71.
72.
73.
74.

83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.

13.08
13.12
13.15
13.16
13.20
13.23

13.56
13.59
14.02
14.05
14.10
14.14
14.16
14.20

Kuning Bening
Kuning Pekat
Kuning Pekat
Orange
Orange
Orange Pekat

Orange Pekat

Orange Pekat

Orange Pekat

Kuning Orange
Kuning

Kuning Bening
Kuning Bening

Kuning Bening

6:4
6:4
6:4
6:4
6:4
6:4

5:5
5:5
5
5
5
5
5:5
5:5
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Lampiran 10. Perhitungan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Isolat Pigmen

Hijaz (2009)
Harga Rf
No Jenis _Jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal
Pigmen "~ Jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal
Ulangan 1 Ulangan 1 Ulangan 3
1 B-Karoten
Harga Rf Harga Rf _34cm
_ 34cm ~33cm NGRS = 3,5 cm
" 35cm " 3,5cm
= 0,97
=0,97 = 0,94
2 Klorofil a
Harga Rf Harga Rf _21cm
_ 2cm _22cm Harga Rf = 3,5 cm
"~ 35cm "~ 3,5cm
=0,60
=0,57 =0,62
3 Klorofil b
Harga Rf Harga Rf ~19cm
~ 15cm ~ 17cm QG = 3,5 cm
"~ 3,5cm ~3,5cm
= 0,54
=0,42 =0,48
4  Fukosantin
Harga Rf Harga Rf ~09cm
~09cm ~ 1.0cm Harga Rf = 5 o
~ 35cm " 35cm
= 0,257
=0,28

= 0,257




Lampiran 11. Data Absorbansi, Data Kadar Pigmen, Data Rendemen

e Data Absorbansi

Jenis Pigmen Ulangan Pengenceran Absorbansi

1 10* 0.793

B-Karoten 2 10* 0.399
3 10* 0.671

1 10* 0.383

Klorofil a 2 10* 0.236
3 10* 0.292

1 10* 0.641

Klorofil b 2 10* 0.332
3 10* 0.226

1 10° 0.244

Fukosantin 2 10* 0.507
3 10* 0.332

e Data Kadar Pigmen

Jenis Pigmen Ulangan Kadar Pigmen
1 0,0318 gram

B-Karoten 2 0,0159 gram

3 0,0269 gram

1 0,0435 gram

Klorofil a 2 0,0267 gram

3 0,0331 gram

1 0,0727 gram

Klorofil b 2 0,0376 gram

3 0,0256 gram

1 0,0148 gram

Fukosantin 2 0,0307 gram

3 0,0201 gram




Data Rendemen
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Jenis Pigmen  Ulangan Gram Rendemen St.an.dart deviasi
Sampel (%) Nilai Rendemen
1 100 gram 0,0318
B-Karoten 2 100 gram 0,0159 0,025%:=0,0000074
3 100 gram 0,0269
1 100 gram 0,0435
Klorofil a 2 100 gram 0,0267 0,034%:= 0,0000073
3 100 gram 0,0331
1 100 gram 0,0727
Klorofil b 2 100 gram 0,0376 0,134 %=+ 0,0000592
3 100 gram 0,0256
1 100 gram 0,0148
Fukosantin 2 100 gram 0,0307 0,1261 %= 0,000025
3 100 gram 0,0201




Lampiran 13. Perhitungan Kadar Pigmen

Hukum Lambert-Beer, yaitu:
A = ¢ebc

Ket: A = absorbansi
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€ = absorptifitas molar (Molar extinction coefficient)

b = lebar bagian dalam kuvet

¢ = konsentrasi (molar)

Kadar B-karoten

Ulangan 1

A =¢€bc

0.793=134x10%(1 mol'lcm?)x1 cmxc

0,793
c=
134 x103( 1 mol?l)

c=5,918 x 1051 mol 1)

Ulangan 2
A =¢€bc
1,490=134x10%(1 moltcm?®)x1 cmxc

0.399
C-=
134 x103( 1 moll)

¢ =2,978 x 10%(1 mol 1)

Mencari massa:

Vol = 9 5 1000
MV (mi)
5,918x 108 = X, 1000

x
536,87 10000

5,918 x 10°= L
5368, 7

X =5368,7 x 5,918x 10°
X =0,0318 gram

Mencari massa:

Mol = 9" x 1000
Mr vV (ml)
2,078x 10°= _ X, 1000
536,87 10000
2,978x 10°=

5368,7

X =5368,7 x 2,978 x 10°®
X =0,0159 gram



Ulangan 3
A =¢bc
1,274=134x103(1 mollcm™?)x1 cmxc

0.671
c=
134 x103( 1 mol?l)

¢ =5,007x 1051 mol 1)

Kadar Klorofil a

Ulangan 1

A = ebc
2,193=78,75x10%(1mol*cm™)x1 cmxc

0.383
c=
78,75 x 103( 1 mol?)

c=4,863 x 1051 mol 1)

Ulangan 2
A =¢€bc

3,135=78,75x10%(1mol*cm?)x1 cmxc

0.236
c=
78,75 x 103( 1 mol?l)

c=2,996 x 101 mol 1)

Ulangan 3

82

Mencari massa:

Moj= 97 x 1000
M v (mi)
5,007x 10°= % 1000
536,87 10000
5.007x 10°=

5368, 7
X =5368,7 x 5,007x 10°
X =0,0269 gram

Mencari massa:

Moj= 9" x 1000
M v (mi)
4.863x 106 = X, 1000
893.5 10000
4.863% 10%=
8935

X =8935 x 4,863x 10°

X =0,0435 gram

Mencari massa:

Vo= 97 x 1000
MV (mi)
2996 x 10%= _ X, 1000
893,5 10000
2.996 x 10°= >
8035

X =8935 x 2,996 x 10°
X =0,0267 gram

A = ¢bc



3,135=78,75x10%(1mol*cm?)x1 cmxc

0.292
c=
78,75 x 103( 1 moll)

¢ = 3,708 x 10°(1 mol *)

Kadar Klorofil b

Ulangan 1

A = ebc
0,862=78,75x10%(1mol*cm™?)x1 cmxc

0.641
c=
78,75 x 103( 1 mol?)

¢ =8,1396 x 10°(1 mol *)

Ulangan 2
A = ¢ebc
0,231=78,75x10%(Amol*cm™?)x1 cmxc

0.332
C'=
78,75 x 103( 1 mol?l)

c=4,215 x 10%(1 mol 1)

Mencari massa;

Mol = 97 x 1000
M v (i)

3.708 x 10%= _ X, 1000

8935 10000
3,708 x 10°= >
8035

X =8935 x 3,708 x 10°
X =0,0331 gram

Mencari massa:

Mol = 97 x 1000
Mr Vv (ml)
8,1396 x 10°= X, 1000
893,5 10000
8,1396 x 10°= ——
8935

X =8935 x 8,1396 x 10°

X =0,0727 gram

Mencari massa:

Mol = 9" » 1000
Mr v (ml)

4,215 x 10%= _ %, 1000

893,5 10000
4,215 x 10°=
8935

X =8935x 4,215 x 10°
X =0,0376 gram
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Ulangan 3
A =¢bc

2,451=78,75x10%(1mol*cm™)x1 cmxc

0.226
c=
78,75 x 103( 1 moll)

c=2,869 x 1051 mol 1)

Kadar Fukosantin

Ulangan 1

A =¢bc
2,030=109%103(1mol*cm?)x1 cmxc

0.244
c=
109 x 103( 1 mol?)

€ =2,238 x 10%(1 mol 1)

Ulangan 2
A = ¢bc
2,205=109x103(1mol*cm?)x1 cmxc

0.507
CcC=
109 x 103( 1 mol?)

c = 4,651 x 10°%(1 mol 1)
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Mencari massa;

Vol = 97 x 1000
M v (i)
2869 x 10%= X, 1000
8935 10000
2.869 x 10°%= =
8035

X =8935 x 2,869 x 10°
X =0,0256 gram

Mencari massa:

Mol =9 x 1000
Mr VvV (ml)
2,238 x 10°= 2 x 1000
658,92 10000
2,238 x 10°%=

6589,2
X =6589,2 x 2,238 x 10°
X =0,0148 gram

Mol= 9y 1000
Mr -V (ml)
4,651 x 10°= X, 1000

X
658,92 10000

4,651 x 10°%=

6589,2
X =6589,2 x 4,651 x 10°
X =0,0307 gram



Ulangan 3
A =¢bc

2,027=109x10%(1mol*cm?)x1 cmxc

85

Mencari massa:

Mol = 9" x 1000
0.332 Mr v (mi)
c=
109 x 103( 1 mol?l)
3,045 x 10¢= X, 1000
¢ = 3,045 x 10%(1 mol 1) 658,92 10000
X
3,045 x 10°%=
6589, 2

X =6589,2 x 3,045 x 10°
X =0,0201 gram

Lampiran 14. Perhitungan Kadar Rendemen Pigmen

Rendemen (%) = wxlOO%
Berat awal

e B-Karoten
Ulangan 1 = Ulangan 2 = Ulangan 3 =

0,0318 0,0159 0,0269
————x100% ————x100% —————x100%
100gram 100gram 100gram
= 0,0318% = 0,0159 % = 0,0269%

0,0318 + 0,0159+0,0269
3

Rata-rata Rendemen (x) =

=0,0249 %

Standar deviasi :

n . =
| o =1 (xi—X)
n-—1
_(0,0318 —0,0249)*+ (0,0159 —0,0249)%+ (0,0269 —0,0249)”
{ 3-1

3 4,76x10° +8,1x10° +0,4x10°°
2

S =0,7345x 10°

Nilai rendemen B-karoten 0,0249%z=+ 0,7345x 10°
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Klorofil a

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
00455 1 00% 00267 0. % hooe e
100gram 100gram 100gram

= 0,0435% =0,0267 % = 0,0331%

0,0435 + 0,0267+0,0331
3

Rata-rata Rendemen (x) =

= 0,034 %
Standar deviasi :
n PR
j=1(X1—X)
n—1

(0,0435—0,034 )%+ (0,0267—0,034 )2+ (0,0331—0,034 )?
- 3-1

_ 9,025x10° +5,329x10° +0,081x 10
2

S =7,2155x 10°

Nilai rendemen = 0,034%z 7,2155x 10°

e Klorofil b

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
MxlOO% MxlOO% %xloo%
100gram 100gram 100gram
=0,0727 % =0,0376% =0,256%

0,0727 + 0,0376+0,256

Rata-rata Rendemen (x) =
= 0,045 %
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Standar deviasi :

n PR
5= i=1(Xi—%)
n-—1
’ > J + ’ - J + J 2V J
0,0727 —0,045 )2+ (0,0376—0,045 )%+ (0,256—0,045 )2
3 3—1

_ 76,729x107° +5,476x10° +37,636x10°
2

S =59,92 x 10°

Nilai rendemen Klorofil b = 0,134 %+ 0,0000592

e Fukosantin
Ulangan 1 =
0,0148
100gram
=0,0148%

x100%

Ulangan 2 =

0,0307
100gram

=0,0307%

x100%

Ulangan 3 =

0,1224
100gram

=0,0201%

x100%



0,0148 + 0,0307+0,0201
3

Rata-rata Rendemen (x) =

=0,022 %

Standar deviasi :
n  BE
j=1(xi—x)

n—1

(0,0148-0,022)%+ (0,0307—0,022)%+ (0,0201—0,022)?

3—1

1 42,107 x10° +7,569x10°° + 0,361x 10™°
2

S =25,02 x10°

Nilai rendemen Fukosantin = 0,1261 % * 0,000025
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