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Sargassum filipendula merupakan salah satu jenis Phaeophyceae atau
alga coklat. Rumput laut coklat memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai
fitofarmaka karena kandungan fukosantin yang tinggi. Fukosantin merupakan
salah satu pigmen warna yang dominan pada rumput laut coklat dengan rumus
C4,Hss06 dan bermanfaat sebagai antikanker. Bahan yang diperkirakan memiliki
sifat antikanker harus melalui tahap pendaluan diantaranya dengan uji toksisitas
yang dapat menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test).

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai Maret 2016 di
Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan, Laboratorium Perekayasaan Hasil
Perikanan Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang,
Laboratorium Reproduksi Ikan Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universitas
Brawijaya Malang, Laboratorium Kimia Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang dan Laboratorium Mineral dan Material Maju Fakultas
Matematika dan llImu Pengetahuan Alam Univesitas Negeri Malang.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif.
Penelitian eksploratif ini ingin mencoba menguiji jenis-jenis teori, konsep-konsep
baru dan pengembangan baru dengan menggunakan metodologi yang sudah
ada. Isolasi pigmen dengan kromatografi kolom yang kemudian diidentifikasi
menggunakan KLT, Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. Pigmen fukosantin diuji
toksisitas dengan metode BSLT. Hasil penelitian ini didapatkan eluat pigmen
dari kromatografi kolom berwarna orange yang memiliki nilai Rf 0,27. Hasil
spektrofotometer UV-Vis didapat nilai absorbansi 447,17 nm dan kadar
fukosantin 0,0189%. Pembacaan FTIR menunjukkan adanya gugus C-H Alkena,
C-H cincin aromatik, C-O alcohol / eter / asam karboksilat / ester, O-H alkohol
ikatan hydrogen / fenol, C-H alkana serta C=0 aldehid / keton / asam karboksilat
/ ester. Nilai LCso pigmen fukosantin sebesar 282,31 pg/mL, namun pada hasil ini
fukosantin belum memberikan efek secara signifikan terhadap Artemia salina
karena sifat fukosantin yang non polar belum tercampur dengan media uiji.

Dari penelitian yang dilakukan, perlu penelitian lebih lanjut yang
membahas tentang potensi fukosantin sebagai fitofarmaka dengan metode dan
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut merupakan salah satu komoditi ekspor yang potensial.
Produksi rumput laut di Kabupaten Sumenep tahun 2014 mencapai 583.691,05
ton (DKP, 2015). Selain sebagai makanan dan minuman, rumput laut juga
berguna sebagai obat-obatan (Khotimah et al., 2013). Senyawa bahan alam dari
makroalga telah terbukti menjadi salah satu sumber senyawa bioaktif diantaranya
sebagai antimikroba dan antitumor (Fajarningsih et al., 2008). Rumput laut
berdasarkan warna thallus dikelompokkan manjadi 3 jenis, yaitu rumput laut
merah (Rhodophyta), rumput laut hujau (Chlorophyta) da rumput laut cokelat
(Phaeophyta). Jenis rumput laut cokelat banyak ditemukan di perairan Pulau
Talango, Sumenep, Madura, namun belum dibudidayakan dan dikembangkan
secara optimal (Limantara dan Heriyanto, 2010).

Warna rumput laut coklat berasal dari salah satu pigmen dominan yang
terdapat dalam rumput laut ini yaitu fukosantin, yang bermanfaat sebagai anti-
kanker dan anti-obesitas (Limantara dan Heriyanto, 2011). Fukosantin dari alga
coklat berpotensi untuk dikembangkan sebagai antioksidan dan agen
kemopreventif karena kemampuannya dalam meredam radikal bebas (Nursid et
al., 2013). Penelitian uji toksisitas toksisitas pada Artemia salina merupakan
langkah awal untuk melihat potensi suatu senyawa sebagai fitofarmaka
(Sanjayasari dan Pliliang, 2011). Uiji toksisitas dimaksudkan untuk memaparkan
adanya efek toksik dan untuk meneliti batas keamanan dalam kaitannya dengan
penggunaan senyawa yang ada dalam tumbuhan tersebut (Agustini, 2002).

Carballo et al. (2002) dalam Fajarningsih et al. (2008) mengungkapkan
kelayakan penggunaan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) untuk

pengujian aktivitas farmakologi produk bahan alam dari laut yang menunjukkan



adanya korelasi positif antara BSLT dan uji sitotoksik terhadap sel tumor paru-
paru A-549 dan sel tumor kolon HT-29, dimana 50% spesies yang aktif dalam
BSLT juga aktif dalam uji sitotoksik. Sementara itu, penelitian Fajarningsih et al.
(2006) dalam Fajarningsih et al. (2008) menunjukkan bahwa BSLT dapat
mengeliminasi 53,9% sampel spons dan soft coral yang tidak aktif dalam uji
sitotoksik terhadap sel tumor HelLa. Aktivitas biologis suatu senyawa dalam
menunjukkan adanya kandungan zat aktif yang bersifat sitotoksik dapat dari nilai
LCso Yang diperoleh (Agustini, 2002).

Meskipun penelitian fukosantin sudah banyak dilakukan namun pengujian
toksisitas fukosantin dari Sargassum filipendula sebagai potensi sebagai anti
kanker belum banyak dilakukan. Penelitian ini untuk menentukan nilai LCsq
pigmen fukosantin dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) yang
merupakan salah satu metode yang banyak digunakan untuk pencarian senyawa

anti kanker.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan hasil uraian di atas, dapat dirumuskan masalah penelitian
sebagai berikut :
1. Berapakah kandungan fukosantin yang terdapat pada Sargassum
filipendula ?
2. Berapakah besar nilai LCs, fukosantin dari Sargassum filipendula

terhadap hewan uji Artemia salina ?



1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Mengetahui kandungan fukosantin dari Sargassum filipendula
2. Mendapatkan nilai LCsy, fukosantin dari Sargassum filipendula

terhadap hewan uji Artemia salina.

14 Kegunaan

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan data dan informasi
terbaru kepada pihak-pihak yang berkepentingan terhadap jumlah kandungan
fukosantin yang terdapat pada spesies alga coklat khususnya Sargassum
filipendula terhadap toksisitas Artemia salina sehingga dapat dijadikan acuan dari

penelitian terdahulu serta acuan penelitian terkait di masa mendatang.

15 Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan,
Laboratorium Perekayasaan Hasil Perikanan Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium Reproduksi lkan Fakultas
Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium Kimia
Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang dan Laboratorium
Mineral dan Material Maju Fakultas Matematika dan lImu Pengetahuan Alam

Univesitas Negeri Malang pada bulan Januari sampai Maret 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fukosantin

Pigmen merupakan molekul khusus yang dapat memunculkan warna
dengan cara menyerap cahaya matahari dan memantulkannya pada panjang
gelombang tertentu (Anam, 2014). Fukosantin merupakan pigmen dominan yang
dimiliki alga coklat yang memberikan warna coklat pada seluruh bagian thallus
(Pangestuti et al., 2007). Fukosantin adalah salah satu jenis senyawa
hidrokarbon karotenoid. Fukosantin memiliki rumus bangun C4,Hsg06, berwarna
orange dan memiliki tujuh ikatan rangkap. Fukosantin dapat melindungi tubuh
dan mencegah berbagai penyakit, menghambat pertumbuhan sel kanker serta
mencegah serangan jantung (Nurhanif et al.,, 2013). Jenis karotenoid dan
fukosantin sangat rentan terhadap degradasi oleh faktor eksternal, seperti panas,
pH dan paparan cahaya (Mufti et al., 2013).

Fukosantin merupakan senyawa karotenoid yang masuk dalam golongan
santofil. Ciri khas fukosantin karena adanya ikatan allenic, monoepoksida, dua
gugus hidroksil, gugus karbonil dan gugus asetil di ujung cincin fukosantin.
Ikatan allenic bertanggung jawab terhadap aktivitas antioksidan dari fukosantin

(Nursid et al., 2013). Struktur fukosantin ditunjukkan pada gambar 1.

Gambar 1. Struktur molekul fukosantin (Nursid et al., 2013)



Kandungan fukosantin ini sangat dipengaruhi oleh tempat tumbuh dari
setiap rumput laut cokelat. Rumput laut cokelat yang tumbuh pada dasar laut
akan meningkatkan kandungan pigmen fotosintetiknya sebagai respon akan
ketersediaan cahaya yang rendah (Limantara dan Heriyanto, 2010). Fukosantin
merupakan zat warna yang terdapat di dalam sel, khususnya pada kloroplas dan
dapat diperoleh dengan pelarut organik, DMSO dan air, aseton, metanol dan air
melalui pemecahan dinding sel. Sedangkan untuk mendapatkan fukosantin
murni dilakukan dengan kromatografi kolom. Fukosantin mampu mengabsorbsi
energi warna hijau-biru dan melewatkannya ke klorofil untuk proses fotosintesis,
aktivitas tersebut ditunjukkan dengan sifat absorbansi pada panjang gelombang

400-540 nm (Zailanie, 2014).

2.2 Sargassum filipendula

Sargassum mempunyai 3 sifat yang dapat dijadikan ciri yaitu adanya
pigmen coklat yang menutupi warna hijau, hasil dari fotosintesis disimpan dalam
bentuk laminaran dan algin serta adanya fladel (Putranti, 2013). Sargassum
filipendula merupakan salah satu marga Sargassum termasuk dalam kelas
Phaeophyceae atau rumput laut coklat (Indriani, 2010). Gambar Sargassum
filipendula segar dapat dilihat pada Gambar 2. Klasifikasi dari Sargassum

filipendula adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Phaeophyta
Class : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Family : Sargassaceae
Genus : Sargassum

Spesies : Sargassum filipendula



Gambar 2. Sargassum filipendula (Google Image, 2016).

Sargassum filipendula merupakan salah satu jenis alga yang masuk pada
kelas Phaeophyceae atau ganggang coklat. Alga coklat berbentuk benang atau
lembaran, bahkan ada yang menyerupai tumbuhan tingkat tinggi dengan bagian-
bagian serupa akar, batang dan daun. Habitat alga coklat tumbuh di perairan
pada kedalaman 0,5-10 m ada arus dan ombak. Alga coklat hidup di perairan
yang jernih yang mempunyai substrat dasar batu karang dan dapat tumbuh subur
pada daerah tropis. Alga coklat berupa tumbuh-tumbuhan bercabang berbentuk
benang kecil yang halus (Ectocarpus), bertangkai pendek dan bertalus lebar.
Selain itu Sargassum filipendula juga mempunyai pigmen Klorofil a dan b, -

karoten, viosalantin dan fukosantin (Khotimah et al., 2013).

2.3 Bahan kimia

Larutan adalah campuran homogen terdiri dari dua atau lebih zat. Larutan
terdiri dari pelarut dan zat terlarut. Pelarut adalah zat yang berada dalam larutan
pada jumlah besar, sedangkan zat lainnya dianggap sebagai zat terlarut (solute).
Pelarut yang baik untuk proses ekstraksi adalah pelarut yang mempunyai daya
melarutkan tinggi terhadap zat yang diekstraksi (Sastrohamidjoyo, 2007).
Menurut Indriani (2010), berdasarkan sifat kelarutannya pelarut dibagi menjadi
polar dan non polar. Pelarut polar adalah pelarut yang mampu melarutkan zat

ionik dan zat polar lainnya karena mampu mengurangi gaya tarik menarik antara



elektrolit kuat dan lemah sehingga mampu memecah ikatan kovalen dan elektrolit
yang berionisasi lemah akibat dari pembentukan jembatan hidrogen dengan
elektrolit. Sedangkan pelarut non polar adalah pelarut yang mampu melarutkan
zat non polar sebab tidak dapat mengurangi gaya tarik menarik antara ikatan
kovalen dan elektrolit yang berionisasi lemah karena tidak mampu membentuk

jembatan hidrogen dengan non elektrolit (Indriani, 2010).

2.3.1 Metanol (CHsOH)

Metanol merupakan monohidrat dimana setiap molekulnya mengandung
satu gugus hidroksil. Pada keadaan atmosfer berupa cairan yang ringan, mudah
menguap, tidak berwarna, mudah terbakar dan beracun dengan bau yang khas
(berbau lebih ringan dari etanol) (Susiana, 2014). Metanol memiliki struktur
molekul kecil yang mampu menembus semua jaringan sel untuk menarik
senyawa aktif keluar, metanol dapat melarutkan semua senyawa organik, baik

polar maupun non polar (Wardani, 2010). Sifat-sifat metanol dapat dilihat pada

Tabel 1.

Tabel 1. Sifat-Sifat Metanol

No. Karakteristik Metanol

1. Nama lain Hidroksi metana, metil alkohol, metil hidrat,
alkohol kayu, karbinol

2 Rumus kimia CH3;OH

3 Sifat Mudah terbakar, tidak berwarna

4 Titik leleh -97°C

5. Titik didih 64,7°C

6. Massa molar 32,04 g/mol

7 Densitas 0,7918 g/cm?®, cair

8 Titik nyala 11°C

9. Konstanta dielektrik 33

Sumber: Indriani (2010).

Metanol dikenal menjadi pelarut terbaik untuk ekstraksi fukosantin dari
rumput laut segar. Metanol merupakan salah satu pelarut organik yang dapat
bercampur dengan air dan secara umum digunakan dalam proses ekstraksi

karotenoid. Pelarut metanol dapat mengekstrak fukosantin relatif optimal atau



lebih efektif dibandingkan dengan etanol, DMSO, asetonitrii dan aseton
(Limantara dan Heriyanto, 2011). Struktur metanol dapat dilihat pada Gambar 3.

H
H——C——OH

H
Gambar 3. Struktur molekul metanol (Anam et al., 2007).

2.3.2 Aseton (CH;COCHjy)

Aseton mempunyai nama lain dimetil asetat, dimetil keton, ketopropan,
metilasetil, propanon, piroasetat eter dan piroasetis spirit. Rumus molekul dari
aseton adalah CHs;COCH;. Aseton biasa digunakan sebagai pelarut karena
mempunyai sifat higroskopis, sangat volatil, tidak beresidu dan mudah terbakar.
Kegunaan aseton antara lain adalah sebagai pelarut senyawa asetilen,
campuran adesif, parfum, pembersih, bahan campuran resin dan lain sebagainya
(Indriani, 2010). Sifat-sifat aseton dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Sifat-Sifat Aseton

No. Karakteristik Aseton

1. Nama lain B-ketopropana, dimetil keton, imetilformaldehida,
DMK

2 Rumus kimia CH3;COCH;

3 Sifat Bening, larut dalam air

4 Titik leleh -94°C

5. Titik didih 57°C

6. Massa molar 58,08 g/mol

7 Densitas 0,7918 g/cm®, cair

8. Konstanta dielektrik 20

Sumber: Ariyani et al., (2008).

Pigmen alga memiliki sifat kepolaran beragam dan aseton merupakan
pelarut yang sesuai untuk ekstraksi pigmen yang sifatnya hidrofilik maupun

lipofilik (Zailanie, 2012). Struktur aseton dapat dilihat pada Gambar 4.

0O

Gambar 4. Struktur molekul aseton (Google Image, 2016).



2.3.3 Dietil Eter (C4H100)

Dietil eter (eter dan etoksi etana) adalah cairan mudah terbakar yang
jernih, tak berwarna, dan bertitik didih rendah serta berbau khas. Anggota paling
umum dari kelompok campuran kimiawi yang secara umum dikenal sebagai eter
ini merupakan sebuah isomernya butanol. Berformula CH;CH,OCH,CHs;, dietil
eter digunakan sebagai pelarut biasa dan telah digunakan sebagai anestesi
umum (Susiana, 2014). Sifat-sifat dietil eter dapat dilihat pada Tabel 3. Struktur

dietil eter dapat dilihat pada Gambar 5.

CH,. - CH,-#& - CH,.-CH

3 2 2 3

efoksi etana

Gambar 5. Struktur molekul dietil eter (Google Image, 2016).

Tabel 3. Sifat-Sifat Dietil Eter

No. Karakteristik Dietil Eter

1. Nama lain Eter dan etoksi etana

2 Rumus kimia C4H100, CgHsOCgHs

3 Sifat Mudah menguap, tidak berwarna
4 Titik leleh -116,3°C

5. Titik didih 34,6°C

6 Titik nyala -45°C

7 Massa molar 74,12 g/mol

8. Konstanta dielektrik 20

Sumber: Indriani (2010)

2.3.4 Etil Asetat (C4HgO5)

Etil asetat adalah senyawa organik dengan rumus CH3CH,OC(O)CHs.
Senyawa ini merupakan ester dari etanol dan asam asetat. Senyawa ini
berwujud cairan tak berwarna, memiliki aroma yang khas (Indriani, 2010). Sifat-
sifat etil asetat dapat dilihat pada Tabel 4. Struktur dietil eter dapat dilihat pada

Gambar 6.
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Hy;C —C
O~—CHy;—CH;
Etil Asctat
Gambar 6. Struktur molekul etil asetat (Google Image, 2016).

Tabel 4. Sifat-sifat Etil Asetat

No. Karakteristik Etil asetat

1. Nama lain Etil ester, Ester asetat, Ester etanol
2 Rumus kimia C4HgO,, CH3CH,OC(O)CH3

3 Sifat Cairan tak berwarna

4 Titik leleh -83.6°C (189.55 K)

5. Titik didih 77.1°C (350.25 K)

6 Densitas 0,897 g/cm®

7 Massa molar 88,12 g/mol

8. Konstanta dielektrik 6

Sumber: Indriani (2010)

2.3.5 Heksan (CgHy4)

Heksan adalah sebuah senyawa hidrokarbon alkana dengan rumus kimia
CeH14 (isomer utama n-heksan memiliki rumus CH3(CH),CH3z. Awalan heks-
merujuk pada enam karbon atom yang terdapat pada heksana dan akhiran -ana
berasal dari alkana, yang merujuk pada ikatan tunggal yang menghubungkan
atomatom karbon tersebut (Indriani, 2010). Sifat heksan dilihat pada Tabel 5.

Struktur dietil eter dapat dilihat pada Gambar 7.

I
I—El'J—I
=" y—_2L
I—0O—I
=1 y=—=1T
I—0—X
e

1

Gambar 7. Struktur molekul n-heksan (Google Image, 2016).
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Tabel 5. Sifat-Sifat n-Heksan

No. Karakteristik N-Heksan

1. Nama lain -

2. Rumus kimia Ce Hig

3. Sifat Bening, larut dalam pelarut organik dan alkohol,
tidak larut air

4 Titik leleh -95,30°C

5. Titik didih 68,5°C

6. Massa molar 86.18 g/mol

7. Konstanta dielektrik 1,89

Sumber: Ariyani et al., (2008).

2.4  Toksisitas

Uji toksisitas dilakukan dengan mengamati kematian hewan percobaan
dan respon kematian ini dianggap sebagai pengaruh senyawa yang diuji. Uiji
toksisitas dimaksudkan untuk memaparkan adanya efek toksik dan untuk meneliti
batas keamanan dalam kaitannya dengan penggunaan senyawa yang ada dalam
tumbuhan tersebut. Uji toksisitas dilakukan dengan metode BSLT menggunakan
Artemia salina karena mempunyai keunggulan seperti perkembangbiakan cepat,
harga murah, metode percobaan mudah, sampel yang diperlukan sedikit, tidak
memerlukan laboratorium yang khusus dan hasilnya dapat dipercaya. Sifat
toksisitas diketahui berdasarkan jumlah kematian larva udang (Agustini, 2002).

Tingkat toksisitas suatu ekstrak dapat diketahui dengan menghitung
persentase kematian naupli artemia sebagai hewan uji dalam BSLT. Suatu
ekstrak dianggap sangat toksik bila memiliki nilai LCs, dibawah 30 ppm, dianggap
toksik bila memiliki nilai LCso 30-1000 ppm dan dianggap tidak toksik bila nilai
LCso diatas 1000 ppm. Tingkat toksisitas tersebut akan memberi makna
terhadap potensi aktivitasnya sebagai antitumor (Aprilia et al., 2012). Pengujian
toksisitas pada Artemia salina dari subfraksi kromatografi kolom dilakukan untuk

mengetahui tingkat toksisitas dari masing-masing fraksi (Tamat et al., 2007).
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241 LCq

Uji mortalitas dilakukan dengan Lethal concentration 50% (LCsg). LCsg
adalah suatu nilai yang menunjukkan konsentrasi zat toksik yang dapat
mengakibatkan kematian organisme sampai 50%. Nilai 50% per hari (LCs, dalam
unit waktu) ditentukan dengan menggunakan persamaan regresi antara log
konsentrasi dan mortalitas (%) (Atmoko dan Ma'ruf, 2009). Nilai konsentrasi letal
tengahan (LCsg) yaitu kadar yang menyebabkan 50% hewan uji mati pada waktu
tertentu (Gaffar, 2010). Konsentrasi kematian (Lethal Concentration) 50%
merupakan tingkat kematian artemia mencapai 50% dari total populasi.
Penggunaan larva udang atau artemia sp yang telah diinkubasi selama 48 jam
dianalogikan sebagai 1 sensitivitas sel kanker pada manusia (Sanjayasari dan

Pliliang, 2011).

2.4.2 BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Metode prediksi BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) biasa dilakukan
dalam uji pendahuluan untuk skrining atau penapisan aktivitas farmakologis pada
produk alam. Metoda BSLT juga biasa dilakukan pada tahap pendahuluan
dalam penapisan bahan-bahan yang diperkirakan memiliki sifat antitumor atau
antikanker sebelum melangkah pada uji in vitro menggunakan sel lestari tumor.
Metoda ini diketahui digunakan sebagai bioassay guided fractionation bahan

alam, metoda pra-skrining penelitian sel tumor (Tamat et al., 2007).

2.5 Artemia

Artemia salina Leach merupakan komponen dari invertebrata dari fauna
pada ekosistem perairan laut. Udang renik ini mempunyai peranan yang penting
dalam aliran energi dan makanan. Spesies invertebrata ini umumnya digunakan

sebagai organisme sentinel sejati berdasarkan pada penyebaran, fasilitas
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sampling dan karakteristik ekologi dan sensitifitasnya terhadap bahan kimia
(Agustini, 2002). Gambar Artemia salina Leach dapat dilihat pada Gambar 8.

Klasifikasi dari Artemia salina Leach adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropoda
Class : Crustacea
Subclass : Branchiopoda
Ordo : Anostraca
Family : Artemiidae
Genus : Artemia
Spesies : A. salina L.

£
Gambar 8. Artemia salina (Google Image, 2016).

Bentuk artemia dewasa menyerupai udang kecil. Ukurannya 10-20 mm.
Bagian kepala berukuran lebih besar dan kemudian mengecil hingga ke bagian
ekor. Panjang ekor kurang lebih sepertiga dari total panjang tubuh. Di bagian
kepala terdapat sepasang mata dan sepasang antenula (sungut). Pada bagian
tubuh terdapat sebelas pasang kaki atau secara khusus seperti torakopoda.
Jumlah kakinya inilah yang membedakan artemia dengan spesies dari kelas
Crustacea lainnya yang umumnya hanya memiliki sepuluh pasang kaki (Harefa,

2003). Untuk lebih jelasnya morfologi artemia dapat dilihat pada gambar 9.
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Antenula

Furka

Gambar 9. Morfologi Artemia salina (Harefa, 2003).

Mortalitas Artemia salina L pada larutan ektrak daun katuk (Saoropus
androgenus (L) merr.) disebabkan senyawa fitokimia flavonoid, yang berperan
sebagai anti oksidan dan anti kanker. Adanya flavonoid dalam lingkungan sel
menyebabkan gugus OH" pada flavonoid berikatan dengan protein integral
membran sel. Hal tersebut menyebabkan terbendungnya transport aktif Na* dan
K*. Transport aktif yang berhenti menyebabkan pemasukan ion Na* yang tidak
terkendali ke dalam sel, hal ini menyebabkan pecahnya membran sel. Pecahnya
membran sel inilah yang mengakibatkan kematian sel atau larva udang Artemia

salina L. (Scheuer, 2004) dalam Sanjayasari dan Pliliang (2011).



3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan,
Laboratorium Perekayasaan Hasil Perikanan Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium Reproduksi Ikan Fakultas
Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium Kimia
Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang dan Laboratorium
Mineral dan Material Maju Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam

Univesitas Negeri Malang pada bulan Januari sampai Maret 2016.

3.2 Materi Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari bahan utama
dan bahan kimia. Bahan utama yang digunakan vyaitu rumput laut coklat
Sargassun fillipendula, diambil dari perairan desa Cabiye, pulau Talango,
Kabupaten Sumenep, Madura dan Artemia salina. Adapun bahan kimia yang
digunakan antara lain metanol PA (pro analysis), aseton PA, dietil eter PA, n-
heksan PA, aguadest pH-7, etil asetat PA, CaCO3;, saturasi garam, air laut, gas
Nitrogen (N,), air, silica gel F-254 (60 mesh), aliminium foil, plastic wrap, kertas
saring kasar dan halus, kapas, pasir laut (sea sand), plat KLT (Kromatografi

Lapis Tipis), kertas label, kertas tisu, kertas Koran dan kertas Whatman no. 42.
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3.2.2 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari peralatan untuk
ekstraksi, isolasi dan peralatan analisa. Alat yang digunakan untuk ekstraksi dan
isolasi yaitu gunting, timbangan digital, beakerglass (ukuran 1000 mL, 500 mL,
250 mL), gelas ukur 100 mL, spatula, corong kaca, labu erlenmeyer 250 mL,
corong pisah, rotary vacuum evaporator, sendok bahan, pipet tetes, hot plate,
magnetic stirer, bola hisap, kolom kromatografi, statif, dan botol vial 10 ml.
Adapun alat yang digunakan pada proses analisa, yaitu: penggaris, cutter, pensil,
pipa kapiler, pinset, beakerglass 50 ml, pipet tetes, Spektrofotometer UV-Vis dan
FTIR. Sedangkan alat yang digunakan dalam uji toksisitas, yaitu: toples kaca,

selang dan aerator.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Metode Eksploratif

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksploratif. Penelitian eksploratif ini ingin mencoba menguiji jenis-jenis teori,
konsep-konsep baru dan pengembangan baru dengan menggunakan metodologi
yang sudah ada. Hasil penelitian ini merupakan pengetahuan yang sangat
bermanfaat untuk menjelaskan obyek penelitian (Aldita, 2015). Metode
eksploratif bertujuan untuk memperoleh pengetahuan tentang suatu gajala,
sehingga setelah melalui tahap observasi, masalah serta hipotesisnya dapat
dirumuskan. Dalam penelitian eksploratif pengetahuan tentang gejala yang
hendak diteliti masih sangat terbatas dan merupakan langkah pertama bagi

penelitian yang lebih mendalam (Indriani, 2010).
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3.3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Rancangan Penelitian

Ulangan
Perlakuan 1 2 3 Total Rata-rata

0 pg/mL
31,2 pg/mL
62,5 ug/mL
125 pg/mL
250 pg/mL
500 pg/mL

Perhitungan ulangan menggunakan estimasi perhitungan dengan rumus
Frankle Wallen yaitu: (np-1) - (p-1) 2 p(2) dengan n merupakan jumlah sampel
tiap perlakuan dan p sebagai jumlah perlakuan. Penelitian ini menggunakan 6
perlakuan, maka jumlah hewan percobaan untuk masing-masing perlakuan
menjadi:

(np-1) - (p-1) 2p(2)

(6n-1) — (6-1) 2 6(2)

6n —6 212
6n =18
n 23

Berdasarkan rumus di atas, diperoleh tikus percobaan untuk masing-
masing perlakuan adalah 3 ulangan uji BSLT terhadap Artemia salina. Diagram

alir penelitian dapat dilihat pada Gambar 10.



Alga Coklat (Sargassum filipendula) 100 g
5

Dihaluskan dan ditambahkan CaCO3;0,5 g

\

Ekstraksi dengan metode maserasi,

methanol (CH30H) : aseton (CH3;COCH;)(7:3) 600 mL
5

Disaring dengan kertas whatman no 42

1
| 100 ml filtrat difraksinasi dietil eter (C;H;00) 50 mL |
5
| Ditambah larutan saturasi garam 120 mL dan air 10 mL |
v v
‘ Fase atas ‘ ‘ Fase bawah ‘
y

Diuapkan dengan rotary vacuum evaporator
suhu 35°C pada 100 rpm

)

Dikeringkan dengan gas Nitrogen

Ekstrak kasar pigmen kering

18

NHASEE | = Isolasi Kromatografi Kolom
Etil Asesat . .
8:2) Diameter 2,5 cm panjang 40 cm
J
: . N N Identifikasi Spektrofotometer,
Pigmen Hasil Isolasi KLT, FTIR
J
| Penguijian Toksisitas |
5 5 y ¥ y v
0 ua/mL 31,2 62,5 125 250 500
HY pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
T T T T T i)

J

Gambar 10. Diagram alir penelitian
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Ekstraksi

Rumput laut cokelat dicuci dengan air laut untuk menghilangkan kotoran,
selanjutnya sampel ditiriskan menggunakan kain dan dimasukkan ke dalam
kantong polyback hitam. Selama perjalanan, sampel disimpan dalam wadah
dingin berisi es. Sampel rumput laut coklat Sargassum filipendula dipotong kecil-
kecil untuk memperluas permukaan, kemudian ditimbang 100 g dan dihaluskan
dengan mortal alu sambil ditambahkan 0,5 g CaCO; sebagai agen penetral alga
coklat sehingga tidak bersifat basa, ini karena pigmen fukosantin yang
terkandung dalam alga tidak tahan pada pH tertentu khususnya basa. Menurut
Limantara dan Heriyanto (2010), sebelum proses ektraksi, rumput laut dipotong
kecil-kecil dan ditambah dengan CaCO; sebagai agen penetral, kemudian
ditumbuk sampai halus.

Ekstraksi menggunakan metode maserasi yaitu dengan cara merendam
sampel dalam pelarut dengan atau tanpa pengadukan. Pada penelitian ini
maserasi menggunakan larutan metanol (CHsOH) : aseton (CH3;COCHS3) (7:3 v/v)
dengan total larutan 600 mL dengan 2 kali maserasi. Maserasi pertama selama
24 jam tanpa pengadukan dan maserasi kedua selama 24 jam disertai dengan
pengadukan menggunakan magnetic stirer. Menurut Tamat et al (2007) bahan
segar diekstraksi dengan metode maserasi selama 24 jam, kemudian disaring
menggunakan kertas Whatman. Ekstraksi merupakan proses penarikan
komponen atau zat aktif suatu simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu
(Utami et al., 2009).

Sampel umumnya diekstraksi dengan pelarut organik polar karena
efisiensi proses ekstraksi ditentukan oleh struktur kimia dari karotenoid yang
terdapat dalam sampel. Fukosantin merupakan karotenoid dominan dan bersifat

polar diekstraksi lebih optimal menggunakan metanol daripada etanol, DMSO,
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asetonitrii dan aseton (Limantara dan Heriyanto, 2011). Proses ekstraksi
komponen kimia dalam sel yaitu pelarut organik akan menembus didnding sel
dan masuk kedalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut
dalam pelarut organik di luar sel, maka larutan terpekat akan berdifusi keluar sel
dan proses ini akan berulang terus sampai terjadi keseimbangan antara

konsentrasi cairan zat aktif di dalam dan di luar sel (Ali et al., 2013).

3.4.2 Fraksinasi

Fraksinasi adalah proses pemisahan suatu kuantitas tertentu dari
campuran yang dibagi dalam beberapa jumlah kecil (fraksi) dimana komposisi
perubahan sesuai dengan gradien tertentu (Zailanie, 2014). Fraksinasi bertujuan
untuk memisahkan fraksi pigmen yang terkandung dalam filtrat. Fraksinasi
dilakukan dengan perbandingan filtrat, dietil eter (C;H100O), saturasi daram dan air
(100 mL : 50 mL : 120 mL : 10 mL) dalam corong pisah, sehingga terbentuk dua
fase. Fase atas (non polar) adalah fraksi yang mengndung ekstrak kasar pigmen
yang terlarut dalam dietil eter, sedangkan fase bawah (polar) adalah fraksi yang
terdiri dari campuran saturasi garam, air dan pelarut yang digunakan alam proses
maserasi sebelumnya.

Fraksinasi atau partisi disebut juga penyarian cair-cair, yaitu proses
pemisahan dimana suatu zat terbagi dalam dua pelarut yang tidak tercampur.
Komponen yang difraksinasi akan terdistribusi dalam dua pelarut berdasarkan
perbedaan koefisien partisi. Umumnya proses fraksinasi menggunakan corong
pisah (Sholihah, 2010). Ekstrak pigmen yang diperoleh kemudian dipartisi
dengan dietil eter dan etil asetat (1:1 v/v) dan penambahan dengan larutan
saturasi garam serta air keran sampai terjadi pemisahan. Lapisan atas
mengandung ekstrak pigmen ditampung dan dipekatkan dengan rotary

evaporator (Limantara dan Heriyanto, 2011).
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3.4.3 Evaporasi

Hasil fase atas dari fraksinasi dipekatkan dengan menggunakan rotary
vacuum evaporator pada suhu 35°C kecepatan 100 rpm selama + 30 menit.
Evaporasi bertujuan untuk menguapkan pelarut (dietil eter) sehingga didapatkan
ekstrak kasar (crude) yang ditampung dalam botol sampel. Rotary vacuum

evaporator dapat dilihat pada Gambar 11.

Gambar 11. Rotary vacuum evaporator

Rotary vacuum evaporator merupakan alat yang digunakan dalam
laboratorium kimia dan biokimia untuk menguapkan pelarut tanpa pemanasan
berlebihan dan sangat efektif untuk memisahkan pelarut organik (Ariyani, 2008).
Kelebihan rotary vacuum evaporator adalah dapat diperolehnya kembali pelarut
yang telah diuapkan. Prinsip kerja alat ini berdasarkan titik didih pelarut dan
adanya tekanan yang menyebabkan uap dari pelarut terkumpul di atas, serta
adanya kondensor dengan suhu dingin yang menyebabkan uap ini dapat
mengembun dan menetes ke tabung penerima (Senjaya dan Wahyu, 2013).

Setelah didapatkan ekstrak kasar pekat, kemudian ekstrak dikeringkan
dengan menguapkan sisa pelarut yang masih tertinggal menggunakan aliran gas
nitrogen (N,). Metode penguapan pelarut dengan menggunakan gas N, adalah
penyemprotan gas nitrogen pada tekanan tertentu, sehingga molekul N,

berikatan dengan molekul pelarut dan diuapkan melalui reaksi dengan oksigen.
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Botol sampel ditutup dengan plastic wrap dan dibungkus dengan aluminium foil

kemudian disimpan dalam freezer.

3.4.4 Isolasi Kromatografi Kolom

Beberapa metode pemisahan dan identifikasi pigmen dari rumput laut
telah dikembangkan dengan kromatografi kolom dan kromatografi lapis tipis
(Limantara dan Heriyanto, 2010). Tujuan kromatografi kolom yaitu untuk
mengisolasi pigmen yang terkandung didalam ekstrak rumput laut. Prinsip dari
pemisahan kromatografi adalah adanya distribusi komponen-komponen dalam
fase diam dan fase gerak berdasarkan perbedaan kecepatan perambatan
komponen yang akan dipisahkan dalam medium tertentu (Ardianingsih, 2009).
Kromatografi kolom adalah poses pemisahan fraksi berdasarkan perbedaan
distribusi campuran komponen antara fase gerak dan fase diam. Fase diam
adalah pengisi kolom dimana fase gerak akan mengalir. 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 (Noviyanti, 2010). Diagram alir isolasi kromatografi

kolom dapat dilihat pada Gambar 12.
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| Silica gel e Kolom dipasang pada statif |
5
| Ditimbang 40 g W Diisi fase gerak sedikit |
J
Dilarutkan dengan fase gerak Kapas dipotong bulat tipis dan
(Hesan : etil asetat 8:2 v/v) dimasukkan ke dalam kolom dengan
150 mL bantuan lidi
5 J
Distirer selama 1 jam Ditambah fase gerak pada kolom
kecepatan 150 rpm sampai hampir penuh

| Bubur silica gel |
|

v

Dimasukkan bubur silica ke dalam
kolom perlahan-lahan dengan bantuan
corong pisah dan pipet tetes melelui
dinding bagian dalam kolom

| Ekstrak kasar pigmen kering |

l | Ditambah pasir laut (Seasand)2g |
Dilarutkan dengan 5 mL s
Heksan : aseton (7:3) | Kolom siap digunakan untuk isolasi |

' >
A\ 4
Dimasukkan ekstrak pigmen ke dalam kolom yang berisi fase diam silica gel

dan fase gerak Heksan : Etil asetat (8:2) v/v

Kran dibuka sambil terus menerus ditambahkan fase gerak sedikit demi
sedikit agar silica gel tidak pecah

| Masing-masing fraksi eluat ditampung sesuai warna |

| Eluat pigmen murni |

Gambar 12. Diagram alir isolasi pigmen dengan kromatografi kolom.

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 (SiO,) F-254 yang bersifat polar dan fase gerak campuran antara
n-heksan (C¢Hy4) dan etil asetat (C4HgO,) 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 beaker glass kemudian
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ditutup dengan plastic wrap untuk meminimalkan penguapan fase gerak.
Selanjutnya silica gel dan fase gerak duhomogenkan menggunakan magneic
stirer selama 1 jam dengan kecepatan 150 rpm. Tujuannya 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 menggunakan 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
mrembasahi bagian dalam kolom kromatografi. Bubur silica gel dimasukkan ke
dalam kolom kromatografi sedikit demi sedikit dengan bantuan sendok dalam
pososo kran krmatografi terbuka, sambil terus diaduk agar tidak terdapat
gelembung udara. Setelah seluruh silica gel dimasukkan, kran kromatografi
ditutup kembali. Kemudian kolom kromatografi dipukul-pukul perlahan
menggunakan bola hisap atau alat pemukul lainnya agar fase diam benar-benar
padat dan permukaannya rata.

Selanjutnya kolom kromatografi dibiarkan selama 12 jam untuk
memastikan silica gel benar-benar padat. Pada saat didiamkan, mulut kolom dan
ujung kran kolom kromatografi ditutup menggunakan plasic 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 dapat diketahui dengan turunnya permukaan fase
diam, apabila terdapat gelembung udara, terbentuk retakan atau lapisan-lapisan

dalam silica gel. Apabila fase diam belum padat, maka preparasi kolom
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kromatografi duilangi dari awal. Setelah kolom kromatogrfi didiamkan selama 24
jam, dimasukkan pasir laut 2,5 g kemudian diketuk-ketuk untuk meratakan
permukaan.

Selanjutnya fase gerak di dalam kolom dikurangi volumenya sampai
permukaan fase gerak mendekati permukaan pasir laut. Ekstrak kasar pigmen
kering selanjutnya dilarutkan dengan 10 mL fase gerak n-heksan dan etil asetat
(8:2 viv). Kemudian seluruh fase gerak dikeluarkan dulu dari kolom kromatografi
hingga batas sea sand. Larutan ekstrak pigmen dimasukkan secara perlahan
dengan pipet tetes. Lalu kran kolom kromatografi dibuka dan ditunggu sampai
seluruh ekstrak pigmen melewati batas sea sand dan masuk ke dalam fase diam
silica gel-60. Kemudian ditambahkan dengan fase gerak n-heksan dan etil asetat
(8:2 viv) perlahan sampai kolom terisi hampir penuh. Selanjutnya seluruh fraksi
warna muncul dan ditampung ke dalam botol vial. Botol vial dibungkus
alumunium foil untuk melindungi isolat dari degenerasi karena pengaruh cahaya.

Fase gerak yang digunakan terus ditingkatkan kepolarannya dengan rata-
rata volume 200-300 mL yaitu dari perbandingan n-heksan dan etil asetat (8:2
vIv), (7:3 viIv), (6:4 viIv), (5:5 v/v), hingga (4:6 v/v). Seluruh fraksi warna yang
tertampung diberi tanda penomoran dengan keterangan warna dan waktu

ditampung.

3.45 KLT

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah salah satu metode pemisahan
secara fitokimia. KLT merupakan bentuk dari kromatografi planar, selain
kromatografi kertas dan elektroforesis. Bentuk planar ini merupakan bentuk
terbuka dari kromatografi kolom. Pada KLT fase diamnya berupa lapisan yang
seragam (uniform) pada permukaan bidang datar yang dilapisi dengan lempeng

kaca, pelat alumunium atau pelatplastik (Prawirodiharjo, 2014). Uji KLT
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bertujuan untuk menentukan kemurnian dari isolat fukosantin pada Sargassum
filipendula hasil dari kromatografi kolom.

Prinsip dari metode kromatografi lapis tipis adalah mengetahui tingkat
kemurnian senyawa hasil isolasi. Identifikasi awal untuk mengetahui komponen
pigmen adalah dengan menggunakan KLT. KLT merupakan salah satu
kromatografi serapan. Fase diam berbentuk lapis tipis yang melekat pada gelas
kaca atau plastic, sedangkan fase gerak berupa campuran pelarut dengan
perbandingan tertentu (Sastrohamidjoyo, 2007). Ekstrak ditotolkan pada plat
KLT jarak 10 mm dari batas bawah (Tamat et al., 2007). Diagram alir KLT dapat

dilihat pada gambar 13.

| Eluat pigmen murni |
J
| Dilarutkan dalam 3 ml fase gerak heksan : aseton (7:3 v/v) |

J
| Diambil dengan pipa kapiler |
y

Ditotolkan pada plat KLT ukuran 1 x 5 cm dan diberi garis
batas atas 0,5 cm dan garis bawah 1,0 cm
J
Dimasukkan dalam beaker glass yang berisi fase gerak 10 mL
(n-heksan : aseton = 7:3 v/v)

| Ditunggu sampai pelarut mencapai batas atas |

| Diambil dengan pinset |
J

| Diamati warna dan dihitung Rf-nya |

Gambar 13. Skema kromatografi Lapis
Dalam penelitian ini, identifikasi kromatografi lapis tipis (KLT)
menggunakan fase diam yaitu plat KLT silica gel F-254, sedangkan fase gerak
yang digunakan adalah pelarut n-heksan dan aseto (7:3 v/v). Langkah awal
adalah plat KLT dipotong 1 x 5 cm kemudian dibuat garis melintang di kedua
ujung plat pada permukaan silica gel. Garis pertama dibuat pada jarak 1 cm dari

tepi plat KLT untuk menunjukkan batas bawah atau posisi awal fraksi warna
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ketika ditotolkan, dan garis kedua dibuat pada ujung lainnya dengan jarak 0,5 cm
dari tepi KLT untuk menunjukkan batas atas atau batas jarak yang ditempuh oleh
fase gerak. Sehingga terbentuk jarak tempuh senyawa sepanjang 3,5 cm.

Tahap selanjutnya, disiapkan sebanyak 10 mL fase gerak dengan
menghomogenkan n-heksan : aseton (7:3 v/v). Penggunaan fase gerak
bertujuan untuk melarutkan senyawa polar, semi polar dan non polar sehingga
senyawa yang teridentifikasi akan larut dan tertarik ke atas sesuai tingkat
kepolarannya. Kemudian ekstrak kasar dan isolat pigmen dari hasil kromatografi
kolom yang diduga mengandung fukosantin diambil secukupnya menggunakan
pipa kapiler kemudian ditotolkan tepat pada garis batas bawah. Lalu plat KLT
dimasukkan pada 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 batas atas. Plat KLT diambil
menggunakan pinset, kemudian bercak warna yang muncul pada plat KLT
diamati dan dihitung nilai Rf-nya.

Identifikasi pigmen secara kualitatif dilakukan dengan cara menghitung
nilai ratrdation factor (Rf). Pengukuran jumlah perbedaan warna yang terbentuk
dari campuran dilakukan berdasarkan pada jarak yang ditempuh oleh pelarut dan
jarak yang ditempuh oleh bercak warna. Nilai Rf untuk setiap warna dapat
dihitung dengan rumus :

Jarak yang ditempuh oleh komponen

NS Jarak yang ditempuh oleh pelarut

3.4.6 Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang
digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan

kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya. Prinsip
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kerja dari spektrofotometer UV-Vis didasarkan pada fenomena penyerapan sinar
oleh spesi kimia tertentu di daerah ultra violet dan sinar tampak/visible (Khotimah
et al.,, 2013). Tujuan dari Spektrofotometer UV-Visa yaitu untuk mengukur
absorbansi maksimum sehingga dapat dihitung kadar pigmen yang terjandung
berdasarkan Lambert-Beer.

Prinsip dari Spektrofotometer UV-Vis adalah menghasilkan sinar dari
spektrum dengan panjang gelombang tertentu dan mengukur intensitas cahaya
yang ditransmisikan atau yang diabsorbsi. Spektrofotometer UV-Visible
merupakan alat yang umum digunakan di laboratorium kimia untuk analisa kimia
kuantitatif. Spektrofotometri menggunakan dua sumber cahaya yang berbeda,
sumber cahaya UV dan sumber cahaya visible (Huda, 2001). Diagram Alir

Spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada gambar 14.

| Ekstrak pigmen kering |
{

Dilarutkan dalam aseton PA
Pengencecan 10™

5
| Ekstrak pigmen cair | | Blanko (aseton) |
l * |
Masing-masing dituang pada Spektrofotometer diatur pada
kuvet sebanyak 3 mL panjang gelombang 300-800 nm

| ¢ |

| Dimasukkan kuvet pada spektrofotometer |
\

| Diukur absorbansi dan panjang gelombang sampel |

| Diperoleh panjang gelombang dan nilai absorbansinya |

Gambar 14. Diagram Alir Analisa Pigmen dengan Spektrofotometer UV-Vis
(Fretes et al., 2012)
Isolat warna hasil kromatografi kolom yang diketahui sebagai fukosantin
berdasarkan warna dan nilai Rf dari proses KLT terlebih dahulu dikeringkan

dengan dialiri gas nitrogen (N,). Isolat warna yang telah kering diencerkan
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menggunakan aseton (CH;COCHs) PA dengan pengenceran 10™, 10% 10 dan
10 kemudian larutan dituang ke dalam kuvet + 3 mL. Selanjutnya dimasukkan
ke dalam instrumen spektrofotometer UV-Vis jenis 1201 merk Shimadzu dengan
panjang gelombang 300 nm sampai 700 nm, sehingga diketahui pola spektra dan
nilai absorbansi maksimal dari isolat pigmen yang diuji. Alat spektrofotometer

UV-Vis dapat dilihat pada gambar 15.

Gambar 15. Spektrofotometer UV-Vis

Nilai absorbansi pada A fukosantin - dapat digunakan untuk
memperkirakan kandungan fukosantin berdasarkan hukum Lambert-Beer,
meskipun nilai absorbansi pada Ana tersebut tidak hanya berasal dari serapan
fukosantin tetapi juga dari senyawa karotenoid lainnya. Absorbansi Anyax
fukosantin pada 447 nm (Limantara dan Heriyanto, 2011). Besar penyerapan
cahaya sebanding dengan jumlah molekul, sesuai dengan hukum Lambert-Beer,
dengan ketentuan harus jernih yang bebas koloid dan encer:

A = ¢bc
Keterangan:
A = absorbansi
¢ = absorptifitas molar (mol™ cm™)
b = tebal kuvet (cm)

¢ = konsentrasi fukosantin (mol)
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3.4.7 FTIR

Spektroskopi FTIR (Fourier Transform Infrared) merupakan spektroskopi
infrared yang dilengkapi dengan Fourier untuk analisis hasil spektrumnya.
Spektrum inframerah tersebut dihasilkan dari pentransmisian cahaya yang
melewati sampel, pengukuran intensitas cahaya dengan detektor dan
dibandingkan dengan intensitas tanpa sampel sebagai panjang gelombang

(Anam et al., 2007). Alat spektroskopi FTIR dapat dilihat pada Gambar 16.

o
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L
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Gambar 16. Alat spektroskopi FTIR
Spektrofotometer FTIR ini digunakan untuk mengetahui gugus fungsi dari
pigmen fukosantin. Inti dari FTIR adalah Interferometer Michelson yaitu alat
untuk menganalisa frekuensi dalam sinyal gabungan. Prosedur Spektroskopi

FTIR dapat dilihat pada Gambar 17.

| Pigmen cair |
J

| Sampel diteteskan antara dua plat KBr |

| Dimasukkan sampel pada alat FTIR |
J

| Diperoleh hasil peak dari sampel |

| Dibaca gugus fungsi |

Gambar 17. Prosedur analisa gugus fungsi dengan FTIR
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Sejumlah = 20 mg telur Artemia salina Leach dimasukkan ke dalam

wadah penetas yang berisi air laut sintetik yang dibuat dengan cara menimbang

38 g garam tanpa iodium dilarutkan dalam 1 L air atau dengan air laut langsung

kemudian disaring dengan kertas Whatman dan diberi penyinaran dengan lampu

TL 18 Watt. Setelah 24 jam telur yang sudah menetas menjadi Nauplii

dipindahkan ke tempat lain, 24 jam setelah itu Nauplii dapat digunakan sebagai

hewan uji (Agustini, 2002). Prosedur BSLT dapat dilihat pada Gambar 18.

20 mg telur Artemia salina

|

1

Ditetaskan dalam 1 L air laut
selama 24 jam menjadi Nauplii

| Ekstrak fukosantin
Y
Dibuat larutan stok dengan
diencerkan air laut dan 1%
DMSO 1-3 tetes

J s
Nauplii berumur 24 jam siap Larutan berseri pada botol
dipakai sebagai hewan uji vial £ 5 mL
J

\

Tiap botol diberi 10 ekor Artemia salina

1

Dihitung kematian setelah 24 jam

Gambar 18. Prosedur uji BSLT

Membuat larutan induk dengan konsentrasi 2000 ppm dengan melarutkan

20 mg sampel dengan air laut sampai volume 10 mL. Ekstrak yang sukar larut

dapat ditambahkan DMSO 1% satu sampai tiga tetes (Atmoko dan Ma'ruf, 2009).

Ditambahkan oleh Agustini (2002), jika sampel sukar larut maka ditambah dimetil

sulfoksida (DMSO) 1% sebanyak 0,1-50 pL. Selanjutnya dibuat seri konsentrasi

pengenceran yang diinginkan dari

pengenceran larutan induk dengan

menggunakan larutan garam fisiologis. Sebagai kontrol digunakan larutan garam

dan 1% DMSO (konsentrasi DMSO tertinggi pada perlakuan). Maksimal
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kematian larva Artemia salina pada kontrol tidak boleh melebihi 10% dari total

populasi uji (Fajarningsih et al., 2008).

3.5 Analisa Data
Menurut Sanjayasari dan Pliliang (2011), setelah 24 jam dihitung survival
rate dari artemia pada masing-masing konsentrasi dan ulangan dalam vial

menggunakan rumus :

% kematian larva udang = -2—(')( x 100%

Keterangan :T = jumlah larva uji yang mati
K = jumlah larva control yang mati
Pengamatan dilakukan setelah 24 jam dengan melihat jumlah Artemia
salina yang mati pada setiap konsentrasi. Penentuan LCs, dalam pg/ml atau ppm
dilakukan menggunakan analisa probit (Tamat et al., 2007). Untuk menghitung
LCso digunakan kurva yang menyatakan log konsentrasi sebagai sumbu x dan %
mortalitas sebagai sumbu y. Hasil LCs, diperoleh dari perpotongan garis

terhadap kedua sumbu tersebut (Agustini, 2002).
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Hasil ekstraksi berupa rendemen ekstrak kasar, isolasi fukosantin dengan

kromatografi kolom, identifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan pola

spektra serta uji BSLT dapat dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Data identifikasi pigmen fukosantin

No Parameter  Pengujian Hasil Literatur
1. Rendemen 0,0189 % + 0,0240145
2. Kolom Kromatografi Isolat berwarna kuning Fukosantin
kolom orange botol ke 45-53 berwarna orange
(Mufti et al.,
2014).
3. KLT KLT Rf 0,28 Rf fukosantin
Rf 0,26 0,25-0,28 (Yan et
Rf 0,26 al., 1997)
4. Pola Spektrofotometer 447,17 nm 447 nm (Nursid et
Spektra UV-Vis 443,9 nm al., 2013).
446,1 nm
5. Gugus FTIR C-H aromatik — 690-900 fukosantin
fungsi cm™ memiliki gugus
C-0 —1050-1300 cm™ fungsi OH
C-H alkana—1340-1470 (hidroksil), gugus
cm? C-H, ikatan
CH, -»1465 cm'l alenik, C=0, dan
C=0 —» 1690-1760 cm* g;g kg%“g:‘:{at
-1 , - |
O-H — 2995 cm C-0-C dan Cc
trans-disubstitusi
(Mufti et al.,
2013).
6. LCx BSLT 238,857 pg/mL

252,393 pg/mL
282,31 pg/mL
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4.2 Pembahasan
4.2.1 Kromatografi Kolom

Pemurnian pigmen fukosantin menggunakan kolom kromatografi dengan
fase diam berupa silica gel dan fase gerak n-heksan : etil asetat dengan
perbandingan 8:2 vl/v, 7:3 viv, 6:4 vlv, 5:5 viv dan 4:6 v/v masing-masing
sebanyak 200 mL. Kolom kromatografi yang digunakan mempunyai tinggi 30 cm
dan diameternya sekitar 2 cm. Isolasi pigmen dengan kolom kromatografi dapat

dilihat pada gambar 19.

Gambar 19. Proses isolasi dengan kromatografi kolom
Dari gambar pita pigmen fukosantin yang berwarba kuning tua (orange).
Dari hasil isolat kromatografi kolom diperoleh 62 botol isolat. Isolat yang diyakini
merupakan fukosantin murni adalah isolat yang berwarna kuning orange botol ke
45-53. Menurut Mufti et al., (2014), isolat fukosantin berwarna orange (kuning
tua). Pigmen warna hasil isolasi ditampung dalam botol vial dapat dilihat pada

Gambar 20.
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Gambar 20. Pigmen hasil isolasi

422 KLT

Untuk menyelidiki bahwa hasil isolasi kromatografi kolom pada alga coklat
Sargassum filipendula adalah pigmen fukosantin maka dilakukan identifikasi
pertama dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk mengetahui
Redartation Factor (Rf). Identifikasi KLT menggunakan fase diam berupa silica
gel yang memiliki sifat lebih polar dibanding fase geraknya yang terdiri dari
heksan : aseton (7:3 v/v). Hasil pengujian KLT pigmen fukosantin dapat dilihat

pada gambar 21.

Gambar 21. Hasil KLT pigmen fukosantin
Dari gambar di atas diketahui bahwa pengujian KLT menghasilkan satu
spot warna orange. Untuk mengetahui bahwa pigmen yang dihasilkan adalah
fukosantin maka dilakukan perhitungan Rf yakni dengan membagi jarak tempuh

yang dtempuh oleh fraksi pigmen dengan jarak yang ditempuh pelarut. Dari hasil
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perhitungan Rf hasil KLT dibandingkan dengan nilai Rf literatur menurut Yan et
al., (1999) nilai Rf fukosantin berkisar antara 0,25 - 0,28 sedangkan nilai Rf yang
didapat pada penelitian ini sebesar 0,27 maka semakin memperkuat bahwa

pigmen yang dihasilkan adalah fukosantin murni.

4.2.3 Spektrofotometer UV-Vis

Untuk menguatkan hasil identifikasi fukosantin dari KLT maka dilakukan
identifikasi lanjutan melalui pengukuran pola spektra menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Tujuan dari penggunaan spektofotometer UV-Vis
adalah untuk mengetahui panjang gelombang maksimum dan nilai absorbansi
pigmen fukosantin. Pola spektra fukosantin dalam pelarut aseton dapat dilihat

pada Gambar 22.
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Gambar 22. Absorbansi fukosantin dengan spektrofotometer UV-Vis.
Berdasarkan hasil pengukuran hasil isolat fukosantin menggunakan

spektrofotometer UV-Vis didapatkan hasil serapan maksimum dengan pelarut
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aseton 447,17 nm, 443,9 nm dan 446,1 nm, hal ini sejalan dengan serapan
maksimum puncak spektra fukosantin pada penelitian Nursid et al., (2013) yaitu

pada 447 nm.

424 FTIR

Fukosantin merupakan senyawa karotenoid yang masuk dalam golongan
santofil. Ciri khas fukosantin karena adanya ikatan allenic, monoepoksida, dua
gugus hidroksil, gugus karbonil dan gugus asetil di ujung cincin fukosantin.
Ikatan allenic bertanggung jawab terhadap aktivitas antioksidan dari fukosantin
(Nursid et al., 2013). Identifikasi pigmen metode FTIR (Fourier Transform

Infrared) dengan menggunakan KBr pada sampel hasil isolasi yang diduga

merupakan pigmen fukosantin. Hasil Uji FTIR dapat dilihat pada gambar 23.
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Gambar 23. Hasil identifikasi FTIR pigmen fukosantin.
Hasil uji gugus fungsi menggunakan spektroskopi FTIR menunjukkan
adanya gugus C-H cincin aromatik pada 690-900 cm™ , gugus C-O padal050-

1300 cm™, gugus C-H alkana pada 1340-1470 cm™, CH2 pada 1465 cm™
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gugus C=0 aldehid / keton / asam karboksilat / ester pada 1690-1760 cm™ dan
gugus O-H pada 2995 cm™. Pembacaan gugus fungsi melalui tabel 8.

Tabel 8. Pembacaan gugus fungsi pada FTIR

Frekuensi (cm™)

Gugus Fungsional

Nur (1989) Pembacaan
Alkil
C-H (stretching) 1340 - 1470
Isopropil -CH (CHjs), 2853 - 2962
1380 - 1385 dan 1365 - 1370
tert-butil-C(CHs); 1385 - 1395 dan 1365
-CH3 (bending) 1375 - 1450
-CH2 (bending) 1465
Aromatik
Substitusi Aromatik 690 - 900
(C-H bending keluar bidang)
Mono 690 - 710 dan 730 - 770
Orto 735 -770
Meta 680 - 725 dan
750 - 810
Para 790 - 840
Alkohol, Fenol, Asam Karboksilat
OH (asam karboksilat, ikatan 2400 - 3400 2995
hirogen)
Aldehida, Keton, Ester dan Asam
Karboksilat
C=0 (stretching) 1600 - 1820 1741
Alkohol, Eter, Ester, Asam
Karboksilat, Anhidrat
C-O 1000 - 1300 1047 dan 1240

Jika dibandingkan dengan penelitian Nurhanif et al. (2013), hasil uji gugus
fungsi menggunakan spektroskopi FT-IR gugus alenik dan C=0 tidak muncul dan
didapatkan gugus hidroksil, C-H, C=C, CH2 dan C-O. Hasil uji spektroskopi FT-
IR pada pH 2 yakni fukosantin memiliki gugus fungsi OH (hidroksil), gugus C-H,
ikatan alenik, C=0, dan C=C konjugasi, CH2, C-O asetat, C-O-C dan C=c trans-

disubstitusi (Mufti et al., 2013).
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4.2.5 Rendemen Ekstrak

Hasil rerata kandungan pigmen fukosantin murni pada alga coklat
(Sargassum filipendula) yang dihitung dengan membagi antara kandungan
fukosantin yang didapatkan dengan sampel awal alga coklat yang digunakan
adalah 0,0189 %. Pada penelitian Aldita (2015), rendemen fukosantin pasa
Sargassu filipendula sebesar 0,021%. Besar dari kandungan fukosantin ini
sangat dipengaruhi oleh tempat tumbuh dari setiap rumput laut cokelat. Rumput
laut cokelat yang tumbuh pada dasar laut akan meningkatkan kandungan pigmen
fotosintetiknya sebagai respon akan ketersediaan cahaya yang rendah

(Limantara dan Heriyanto, 2010).

426 BSLT

Pengujian toksisitas pigmen fukosantin menggunakan metode BSLT
untuk mencari nilai LCso. Persentase (%) kematian dihitung berdasarkan jumlah
Artemia yang mati pada tiap konsentrasi fukosantin dan pada tiap ulangan.
Persentase (%) kematian berdasarkan dosis fukosantin dapat dilihat pada

gambar 24.

% kematian Artemia salina berdasarkan dosis fukosantin

60 -
g
S 50
wv
3 ]
5 40
o
<é 30 + m Ulangan 1
.% 20 - H Ulangan 2
£
L 10 - Ulangan 3
o

0

0 31.2 62.5 125 250 500

Konsentrasi ekstrak fukosantin (ug/mL)

Gambar 24. Persentase kematian Artemia salina berdasarkan dosis fukosantin
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Dari grafik diatas dapat dilihat bahwa semakin tinggi konsentrasi
fukosantin yang diberikan akan meningkatkan % kematian pada Artemia salina.
Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan Sanjayasari dan Pliliang (2011),
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka sifat toksiknya akan semakin
tinggi. Sedangkan nilai LCs, ditentukan berdasarkan analisa probit % kematian.

Hasil perhitungan LCs, dapat dilihat pada gambar 25.
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Gambar 25. Nilai LCs, pada tiap ulangan

Dari grafik diatas diketahui bahwa Hasil uji toksisitas fukosantin dari
Sargassum filipendula dengan hewan uji Artemia salina Leach. Nilai LCsy paling
tinggi yaitu pada ulangan 3 sebesar 282,31 pg/mL. Senyawa kimia tidak memiliki
potensi bioaktivitas bila mempunyai nilai LCs, relatif kecil atau kurang dari 1000
ppm, semakin kecil nilai LCs, menunjukkan bahwa senyawa kimia yang
terkandung dalam ekstrak tersebut semakin kuat (Atmoko dan Ma'ruf, 2009).

Apabila ekstrak termasuk golongan tidak toksik maka kemungkinan dapat
dikembangkan penggunaannya untuk tujuan yang luas, misalnya sebagai
makanan suplemen atau bahan baku kosmetika. Sedangkan apabila termasuk
golongan senyawa toksik maka kemungkinan penggunaannya dapat

dikembangkan untuk bahan baku obat (Tamat et al., 2007). Menurut Meyer et al.
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(1982) dalam Agustini (2002) mengungkapkan bahwa suatu ekstrak dikatakan
toksik terhadap larva udang Artemia salina Leach apabila mempunyai nilai LCsx
<1000 pg/mL dan dikatakan tidak toksik bila nilai LCsy >1000 pg/mL.

Seperti yang dijelaskan Scheuer (2004) dalam Sanjayasari dan Pliliang
(2011), adanya flavonoid dalam lingkungan sel menyebabkan gugus OH™ pada
flavonoid berikatan dengan protein integral membran sel. Hal tersebut
menyebabkan terbendungnya transport aktif Na® dan K*. Transport aktif yang
berhenti menyebabkan pemasukan ion Na® yang tidak terkendali ke dalam sel,
hal ini menyebabkan pecahnya membran sel yang mengakibatkan kematian sel
atau larva udang Artemia salina L. Namun pada penelitian ini fukosantin belum
memberikan efek secara signifikan terhadap Artemia salina karena sifat
fukosantin belum tercampur dengan media uji sehingga dimungkinkan kematian
Artemia salina didebabkan karena kurangnya oksigen karena tidak adanya

aerasi pada saat pengujian menggunakan botol vial.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian mengenai toksisitas pigmen fukosantin pada alga

coklat Sargassum filipendula dengan metode BSLT diperoleh kesimpulan

sebagai berikut:

1. Hasil isolasi fukosantin menghasilkan kandungan pigmen fukosantin pada
Sargassum filipendula sebesar 0,0189 % * 0,0240145

2. Hasil uji toksisitas fukosantin dari Sargassum filipendula dengan hewan
uji Artemia salina Leach. didapatkan nilai LCsq tertinggi sebesar 282,31
pg/mL, namun pada hasil ini fukosantin belum memberikan efek secara
signifikan terhadap Artemia salina karena sifat fukosantin yang belum
tercampur dengan media uji sehingga dimungkinkan kematian Artemia
salina didebabkan karena kurangnya oksigen karena tidak adanya aerasi

pada saat pengujian menggunakan botol vial.

5.2 Saran

Dari penelitian yang dilakukan, perlu penelitian lebih lanjut yang
membahas tentang potensi fukosantin sebagai fitofarmaka dengan metode dan
alat yang lebih baik terutama dengan memberikan aerasi pada toples (tabung)

uji.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Prosedur Ekstraksi dan Fraksinasi Pigmen (Costa et al., 2009)

yang telah dimodifikasi beberapa prosesnya.

e Prosedur Ekstraksi

Rumput laut coklat Sargassum filipendula dicuci dan dibersihkan dengan
air mengalir, kemudian dipotong kecil ukuran £ 1 cm.

Ditimbang 100 g dan ditambahkan CaCO; + 0,05 g kemudian ditumbuk
dengan mortal dan alu.

Rumput laut yang sudah dihaluskan kemudian diekstraksi dengan
metanol (CH3;OH) : aseton (CH3;COCH,) perbandingan 7 : 3 (v/v)
sebanyak 300 mL selama 24 jam (dilakukan sebanyak 2 kali).

Hasil ekstraksi disaring menggunakan kertas Whatman No. 42 sehingga

didapatkan filtrat.

e Prosedur Fraksinasi

Filtrat : Dietil eter (C4H;00) : 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 vacuum evaporator pada suhu 35°C
kecepatan 100 rpm sampai pelarut menguap dan berbentuk kerak atau

pasta.



47

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

— Botol sampel ditutup plastic wrap dan dilapisi alumunium foil kemudian

disimpan dalam freezer.

Pembuatan Larutan Ekstraksi
Metanol : Aseton (7 : 3 v/v) sebanyak 300 mL

7

Metanol = 10 x 300 mL =210 mL
Aseton = % X 300 mL = 90 mL

Pembuatan Saturasi Garam

— Ditimbang + 1500 g garam grosok

— Dimasukkan ke dalam botol dengan kapasitas 1,5 L

— Ditambahkan air hingga penuh

— Dikocok hingga garam jenuh dan tidak larut lagi

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

— Diperolah saturasi garam dalam botol
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Lampiran 2. Prosedur Isolasi dengan Kromatografi Kolom (Pangestuti et al.,

2007) yang telah dimodifikasi oleh Wijayanti (2010).

e Preparasi Kolom Kromatografi

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

— Kapas direndam dengan larutan fase gerak, dimasukkan pada ujung
kolom krolmatografi dengan bantuan lidi.

— 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 hisab.

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

— Dimasukkan sea sand (pasir laut halus) £ 2,5 g.

e Isolasi Pigmen
— Dilarutkan ekstrak kasar pigmen kering + 0,3-0,4 g 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.
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Setelah ekstrak pigmen melewati sea sand dan masuk ke dalam silica
gel-60, kemudian ditambahkan fase gerak (n-heksan : etol asetat
dengan perbandingan 8:2 v/v) sedikit demi sedikit adar Silica gel tidak
pecah.

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

Polaritas fase gerak (n-heksan : etil asetat) dinaikkan rata-rata volume
200-300 mL dari perbandingan (8:2 v/v), (7:3 viv), (6:4 v/v), dan (5:5 v/v)

sampai semua fraksi warna ekstrak terpisah keluar.

Perhitungan Fase Gerak pada Kromatografi Kolom

Heksan : Etil asetat (8 : 2 v/v) sebanyak 200 mL

Heksan = 18—0 X 200 mL = 160 mL

Etil asetat = % x 200 mL =40 mL

Heksan : Etil asetat (7 : 3 v/v) sebanyak 200 mL

Heksan = 17—0 X 200 mL = 140 mL

Etil asetat = %0 X 200 mL = 60 mL

Heksan : Etil asetat (6 : 4 v/v) sebanyak 200 mL

Heksan = 16—0 x 200 mL = 120 mL

Etil asetat = % x 200 mL = 80 mL

Heksan : Etil asetat (5 : 5 v/v) sebanyak 200 mL

Heksan = 15—0 X 200 mL = 100 mL
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Lampiran 3. Prosedur Identifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

(Pangestutu 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 1 x 5 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 plastik clink wrap.

— Ditunggu hingga fase gerak mencapai batas atas plat KLT.

— Lalu plat KLT diambil dengan pinset.

— Kemurnian isolat diidentifikasi dengan menghitung Rf (Retardation factor)
dengan membandingkan rasio jaak yang ditempuh oleh totol warna dengan

jaak yang ditempuh oleh pelarut.

e Pembuatan Fase Gerak Kromatografi Lapis Tipis

Heksan : Aseton (7 : 3 v/v) sebanyak 10 mL

Heksan = 17—0X 10mL=7 mL

W E |
Aseton = 10 x10 mL=3 mL
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Lampiran 4. Prosedur Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis (Fretes

et al., 2010).

— 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 + 4 mL menggunakan pipet tetes.

— 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 5. Hasil dan Pembacaan FT-IR

Hasil Uji FTIR dapat dilihat pada gambar dibawabh ini :
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Keterangan pembacaan :

1.

Muncul puncak pada angka gelombang 675-995 cm™ yang kemungkinan
menunjukkan adanya gugus C-H Alkena yang biasanya muncul pada angka
gelombang 675-995 dan 3010-3095 cm™.

Muncul puncak pada angka gelombang 690-900 cm™ yang kemungkinan
menunjukkan adanya gugus C-H cincin aromatik yang biasanya muncul
pada angka gelombang 690-900 dan 3010-3100 cm™.

Muncul puncak pada angka gelombang 1050-1300 cm™ yang kemungkinan
menunjukkan adanya gugus C-O alcohol / eter / asam karboksilat / ester
yang biasanya muncul pada angka gelombang tersebut.

Muncul puncak pada angka gelombang 3200-3600 cm™ yang kemungkinan
menunjukkan adanya gugus O-H alkohol ikatan hydrogen / fenol yang

biasanya muncul pada angka gelombang tersebut.
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5. Muncul puncak pada angka gelombang 1340-1470 dan 2850-2970 cm™
yang kemungkinan menunjukkan adanya gugus C-H alkana yang biasanya
muncul pada angka gelombang tersebut.

6. Muncul puncak pada angka gelombang 1690-1760 cm™ yang kemungkinan
menunjukkan adanya gugus C=0 aldehid / keton / asam karboksilat / ester

yang biasanya muncul pada angka gelombang tersebut.

Tabel absorpsi infra merah beberapa gugus fungsional (Nur, 1989).

Gugus Fungsional Frekuensi (cm™) Intensitas
Alkil
C-H (stretching)
Isopropil -CH (CHs)» 2853 - 2962 sedang-tajam
1380 - 1385 dan 1365 - 1370 tajam
tert-butil-C(CHa)s 1385 - 1395 dan 1365 Sedang
-CH3 (bending) 1375 - 1450 Sedang
-CH2 (bending) 1465 Sedang
Alkenil
C-H (stretching) 3010 - 3095 Sedang
R=C (stretching) 1600 - 1680 sedang-lemah
R-CH=CH 985 - 1000 Tajam
C-H (bending) 880 - 900 Tajam
R,C=CH2 (keluar bidang) 675 - 730 Tajam
Cis-RCH=CHR 960 - 975 Tajam
trans-RCH-CHR
Alkunil
=C-H (stretching) 3300 Tajam
C=C (stretching) 2100 - 2250 lemah-tajam
Aromatik
Cc=C 1475 dan 1600 sedang-lemah

Ar-H (stretching) 3030 Tajam
Substitusi Aromatik
(C-H bending keluar bidang)

Mono 690 - 710 dan 730 - 770 sangat tajam
Orto 735-770 Tajam
Meta 680 - 725 dan Tajam

750 - 810 sangat tajam
Para 790 - 840 sangat tajam

Alkohol, Fenol, Asam Karboksilat

OH (alkohol, fenol) 3590 - 3650 Sedang

OH (alkohol, fenol, ikatan 3300 - 3600 Sedang
hidrogen)

OH (asam karboksilat, ikatan 2400 - 3400 Sedang

hirogen)
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Aldehida, Keton, Ester dan Asam

Karboksilat
C=0 (stretching) 1600 - 1820 Tajam
Aldehida 1690 - 1740 Tajam
Keton 1650 - 1730 Tajam
Ester 1735 - 1750 Tajam
asam karboksilat 1710 - 1780 Tajam
Amida 1630 - 1690 Tajam
Anhidrida 1760 dan 1810 Tajam
Amida
N-H 3100 - 3500 Sedang
Nitril
C=N 2240 - 2260 sedang-tajam

Alkohol, Eter, Ester, Asam
Karboksilat, Anhidrat

C-O 1000 - 1300 Tajam

aldehida (C-H) 2700 - 2800 dan 2800 - 2900 Lemah

nitro (N=0) 1300 - 1390 dan 1500 - 1600 Tajam
Merkaptan

S-H 2550 Lemah
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Lampiran 6. Prosedur Pengujian LCso dengan Metode BSLT

e Perhitungan Konsentrasi Larutan Uji

— Larutan konsentrasi 1000 pg/mL

18900 ug _ 1000 ug
X [ 1 mL
1000 x = 18900 pg
. _ 18900 pug
~ 1000 pg
X = 18,9mL

Ekstrak kasar 18900 ug ditambah air laut 18,9 maka dihasilkan
konsentrasi 1000 pg/mL

— Larutan konsentrasi 500 pg/mL

Vl X M]_ = V2 X M2

V1 x 1000 = 30 mL x 500
15000 _

Vi 1000 - 15 mL

Mengambil 15 mL dari konsentrasi 1000 pug/mL dan ditambahkan air laut
sampai 30 mL, maka dihasilkan 500 pg/mL

— Larutan konsentrasi 250 pg/mL

V1 X Ml = V2 X MZ

V, x 500 = 30 mL x 250
7500 _

Vi = 500 " 15 mL

Mengambil 15 mL dari konsentrasi 500 pg/mL dan ditambahkan air laut

sampai 30 mL, maka dihasilkan 250 pg/mL.



— Larutan konsentrasi 125 pg/mL

Vix M = Vo XM,
V1 x 250 = 30mL x 125
_ 3750 _
Vi = 550 " 15 mL

Mengambil 15 mL dari konsentrasi 250 pg/mL dan ditambahkan air laut
sampai 30 mL, maka dihasilkan 125 pg/mL.

Larutan konsentrasi 62,5 pg/mL

Vi x M; = VoXM;
Vi x 125 = 30mL x 62,5
_ 1875 _
\% = 15 ~ 15 mL

Mengambil 15 mL dari konsentrasi 125 pg/mL dan ditambahkan air laut
sampai 30 mL, maka dihasilkan 62,5 pg/mL.

Larutan konsentrasi 31,25 pug/mL

Vl X M]_ = V2 X Mz

Vi x 62,5 = 30 mL x 31,25
_ 9375 _

\% = 625 15 mL

Mengambil 15 mL dari konsentrasi 62,5 pug/mL dan ditambahkan air laut

sampai 30 mL, maka dihasilkan 31,25 pg/mL.
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

Pencucian Dipotong kecil-kecil
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Dihaluskan

Dimaserasi Dimagnetik stirer

Disaring kertas wattman




Garam grosok

Dilarutkan air

Saturasi garam

Fraksinasi

Evaporasi

Nitrogen

Uji KLT ektrak
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Hasil KLT ekstrak Silica gel dihomogenkan Kromatografi kolom

Fukosantin turun Hasil isolasi Hasil KLT isolat fukosantin

Uji spektrofotometer UV-Vis Uji FTIR

Uji BSLT




Lampiran 8. Hasil Isolasi Kromatografi Kolom

Panjang Kolom Kromatografi

Diameter Kolom Kromatografi

=50 cm

=2cm

No. Botol Waktu Warna Konsentrasi Fase Gerak
1 10.55 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
2 11.25 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
3 12.44  Kuning Pekat (8:2) N-Heksan:etil asetat
4 14.02 Kuning Pekat (8:2) N-Heksan:etil asetat
5 15.29 Kuning Pekat (8:2) N-Heksan:etil asetat
6 16.48 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
7 18.09 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
8 19.36 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
9 21.01  Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
10 22.33 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
11 23.56 Bening (8:2) N-Heksan:etil asetat
12 24.56 Benin 8:2) N-Heksan:etil asetat

20
21
22
23
24
25
26

32
33
34
35
36
37
38

07.45
08.15
08.39
09.03
09.28
09.56
10.26

12.43
13.00
13.21
13.36
14.00
14.18
14.33

Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau Bening
Hijau benin

hijau bening
hijau bening
hijau bening
hijau bening
hijau bening
hijau pekat

hijau bening

(7:3) N-Heksan:etil asetat
(7:3) N-Heksan:etil asetat
(7:3) N-Heksan:etil asetat
(7:3) N-Heksan:etil asetat
(7:3) N-Heksan:etil asetat
(7:3) N-Heksan:etil asetat
7:3) N-Heksan:etil asetat

(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
(6:4) N-Heksan:etil asetat
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39
40
41
42
43

54
55
56
57
58
59
60
61
62

14.49
15.03
15.21
15.41
15.55

18.27
18.39
18.53
19.07
19.17
19.29
19.39
19.49
20.02

hijau bening
hijau bening
hijau bening
hijau bening

bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan
bening kehijauan

kuning keorangean

(5:5) N-Heksan:etil asetat
(5:5) N-Heksan:etil asetat
(5:5) N-Heksan:etil asetat
(5:5) N-Heksan:etil asetat
5:5) N-Heksan:etil asetat

(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
(4:6) N-Heksan:etil asetat
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Lampiran 9. Perhitungan Nilai Rf pada Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Rumus Perhitungan Rf (Retardation Factor)

Jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik awal

R Jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik awal
Ulangan1l = % =0,28

Ulangan2 = gg = 0,26

Ulangan3 = gg =0,26

Rfrata-rata = 0,27
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Lampiran 10. Data Absorbansi, Kadar Pigmen dan Rendemen

& Standar
o ! Kadar Rendemen Rata-rata deviasi
Eu Pengenceran Absorbansi Pigmen (%) e N nilai

D rendemen
1 10° 1,756 0,01061 0,01061 0,0189 %
2 10* 0,435 0,02629 0,02629 0,0189 +

3 10* 0,328 0,01982 0,01982 0,0240145

e Perhitungan kadar pigmen
Hukum Lambert-Beer, yaitu:
A =¢ebc
Keterangan : A = absobansi
€ = absorptifitas molar (Molar extinction coefficient)
b = lebar bagian dalam kuvet

¢ = konsentrasi (molar)

— Ulangan 1
A = ¢gbc
1,756 = 109 x 10° (Imol*em®) x 1 cmxc
c . 1,756
~ 109 x 10° (1 mol™)
c = 16,11x10° (1mol™)
. _ g 1000
Mancari massa : Mol = Mr X vV (mL)
6 _ X 1000
16,11x 10" = —5e892~ X 71000
i X
16,11 x 10° = 65892
X = 658,92 x16,11 x 10°

X
1

0,01061 g



— Ulangan 2

A = ¢bc
0,435 = 109x10°(Amol*cm™)x1cmxc
3 | 0,435
~ 109 x 10° (1 mol™)
c = 3,991x10°(1mol™)
. _ G 1000
Mancari massa : Mol = M X vV (mL)
Y Bt 1000
3991x10" = “65892 X 1000
6 _ 10 x
3,991 x 10> = 76589,2
X = 6589,2x3,991 x 10°
x = 0,02629 g
— Ulangan 3
A = ¢bc
0,328 = 109 x10° (Imol*cm™)x1cmxc
. - 0,328
~ 109 x 10° (1 mol'™)
c = 3,009x10°(1mol™)
. _ A K 1000
Mancari massa : Mol = v X vV (mL)
6 X 1000
3,009 x10™ = “65892 X 1000
3,009 x 10° = ——X

6589,2

6589,2 x 3,009 x 10°

X
1

x
|

= 0,01982 g



Perhitungan kadar rendemen pigmen

Rendemen (%) = Selaakhi x 100%
Berat awal
_ 0,01061 g ae g
Ulangan1 = ~100a g x 100% = 0,01061 %
Ulangan2 = 002628 x 100% = 0,02629 %

100 g

Ulangan 3 = 032%85 X 100% = 0,01982 %

_0,01061 + 0,02629 + 0,01982

Rata-rata rendemen 3

=0,0189 %

Standar Deviasi:

2_ S (xi-X)

. n-1

(0,01061-0,0182)° + (0,02629-0,0189) + (0,01982-0,0189)?

3-1

= 0,00115350569 = 0,0005767
2
S = 0,0240145

66



Lampiran 11. Uji BSLT

Tabel % Probit

67

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 267 295 312 325 336 345 352 359 3.66
10 | 3.72 377 382 387 392 396 4.01 405 4.08 4.12
20 416 4.19 423 426 429 433 436 439 442 4.45
30 448 450 453 456 459 461 464 4.67 469 4.72
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 | 5,00 5.03 505 508 510 513 515 518 520 5.23
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 641 648 655 664 675 688 7.05 7.33
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99 733 737 741 746 751 758 765 7.75 7.88 8.09
Keterangan |:| = Kisaran angka (+) 1-9 % kematian
|:| = Kematian (%)
e Tabel Kematian Artemia salina
Konsentrasi (pug/ml) I Il 11 Total Rata-rata
0 0 0 0 0 0
31,2 1 1 2 4 1,33
62,5 3 2 1 6 2
125 4 4 4 12 4
250 5 4 3 12 4
500 4 5 5 14 4,67




e Regresi Linier % Probit Ulangan 1

Regresi % probit kematian
dengan log konsentrasi Ulangan 1

6 y =1.912x + 0.453
g 5 R?=0.914
£
g 4
N
=3
5} 2 ® % Probit
'g 1 —— Linear (% Probit)
o

0 &

0 1 2 3

Log Konsentrasi

Uji toksisitas ditentukan berdasarkan analisa probit memalui tabel probit dan
dibuat regrasi linier :

y=bx +a
y = angka probit (5 karena 50% kematian)
X = log konsentrasi
y = 1,912x+ 0,453

5 = 1912x + 0,453

1912x = 5-0,453
_ 4547 _
X 19012 2,3871

Anti logaritma dari 2,3871 = 238,857

LCso = 238,857 pg/mL
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e Regresi Linier % Probit Ulangan 2

Regresi % probit kematian
dengan log konsentrasi Ulangan 2

6
€ 5 PN y=1.925x + 0.376
= R2=0.945
g 4
<
= 3
s ® % Probit
'§ 1 —— Linear (% Probit)
a.

0 &

0 1 2 3

Log Konsentrasi

Uji toksisitas ditentukan berdasarkan analisa probit memalui tabel probit dan
dibuat regrasi linier :

y=bx +a
y = angka probit (5 karena 50% kematian)
X = log konsentrasi
y = 1,925x + 0,376

5 = 1,925x + 0,376

1,925x = 5-0,376
_ 4,624 _
X = gps = 24021

Anti logaritma dari 2,4021 = 252,393

LCs = 252,393 pg/mL
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e Regresi Linier % Probit Ulangan 3

Regresi % probit kematian
dengan log konsentrasi Ulangan 3

6
=1.857x + 0.449

c 5 ‘ Yy
-% R2 = 0.905
g 4
<
= 3
g 5 @ % Probit
'§ 1 ——Linear (% Probit)
o

0 &

0 1 2 3

Log Konsentrasi

Uji toksisitas ditentukan berdasarkan analisa probit memalui tabel probit dan
dibuat regrasi linier :

y=bx +a
y = angka probit (5 karena 50% kematian)
X = log konsentrasi
y = 1,857x + 0,449

5 = 1,857x+ 0,449

1,857x = 5-0,449
_ 4551 _
X = gey = 24507

Anti logaritma dari 2,4507 = 282,31

LCso = 282,31 pg/mL
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