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RINGKASAN

NILA TRI RAHAYU. Identifikasi Komposisi Pigmen Rumput Laut Coklat Padina
australis Dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (di bawah bimbingan
Dr. Ir. Kartini Zaelanie, MS dan Prof. Ir. Sukoso, M, Sc, Ph. D)

Rumput laut coklat jenis Padina australis merupakan rumput laut yang
berasal dari kelas Phaeophyta (rumput laut coklat) yang terdapat secara
melimpah selama bermusim-musim. Morfologinya berbentuk seperti kipas
dengan diameter 3-4 cm yang tumbuh dalam lingkaran konsentris. Warnanya
coklat kekuning-kuningan atau kadang memutih karena terdapat perkapuran atau
kapur.

Pigmen merupakan molekul khusus yang dapat memunculkan warna
dengan cara menyerap cahaya matahari dan memantulkannya pada panjang
gelombang tertentu serta merupakan zat warna alami yang diperoleh dari
ekstraksi bahan alam yang berasal dari tanaman maupun hewan. Tujuan dari
penelitian ini yaitu untuk mengetahui kandungan dari masing-masing komponen
pigmen, mengetahui jenis pigmen apa saja yang terkandung serta mengetahui
pigmen apa saja yang banyak terdapat pada rumput laut coklat jenis Padina
australis dengan menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (HPLC).
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2015 di laboratorium Keamanan
Hasil Perikanan, Perekayasaan Hasil Perikanan PFIK UB dan laboratorium Ma
Cung Research Center For Photosynthetic Pigmen (MRCCP). Metode yang
digunakan pada penlitian ini yaitu metode eksploratif. Penelitian eksploratif
bertujuan untuk menggambarkan suatu keadaan atau fenomena tertentu secara
sistematis, faktual dan akurat melalui berbagai sifat dan faktor yang
mempengaruhinya (Chusairi, 2013)

Dari isolasi pigmen pada ekstrak (crude) Padina australis didapatkan 87
botol isolat warna dengan empat warna dominan yaitu kuning pekat terdapat
pada botol ke 2 dan 3. Biru pekat terdapat pada botol ke 28-35. Pada klorofil b
didapatkan warna hijau kekuningan pada botol ke 54-60. Pada botol ke 73-81
didapatkan warna oranye. Dari asil KLT dengan sampel Padina australis didapat
nilai Rf yang diperoleh dari KLT B-karoten yaitu 1,0 ; 0,97 ; 1,05. Nilai Rf dari
Klorofil a yaitu 0,6 ; 0,57 ; 0,62, klorofil b yaitu 0,48 ; 0,51 ; 0,54 dan Rf fukosantin
yaitu 0,26 ; 0,27 ; 0,28. Hasil dari totolan KLT apabila didapat lebih dari 1 spot
maka dapat dikatakan hasil isolat tersebut tidak murni. Nilai rendemen yang
didapat dari masing-masing komponen pigmen vyaitu B-karoten 0,037% =
0,001413, Kklorofil b 0,117% + 0,3275, klorofil a 0,114% + 0,26825 dan fukosantin
0,425% + 0,26092.

Dari uji spektrofotometer UV-Vis didapatkan pada isolat B-karoten serapan
absorbansi tertinggi yaitu pada panjang gelombang 450.50 nm dan 475.00 nm.
Hasil isolat pada klorofil a pada panjang gelombang 412.50 nm, 425.00 nm dan
662.00 nm, pada isolat klorofil b didapat panjang gelombang 401,00 dan 669,00
nm sedangkan pada isolat fukosantin dengan serapan absorbansi tertinggi
didapat pada panjang gelombang 439,00 nm dan 661,50 nm. Panjang
gelombang yang digunakan untuk mengukur nilai absorbansi dari tiap komponen
pigmen yaitu mengacu pada metode yang digunakan oleh Fretes et al.,(2012)
yaitu dengan rentan panjang gelombang 300-800 nm. Dari hasil uji dengan
komponen pigmen rumput laut coklat jenis Padina australis Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) terdapat 4 puncak yang memiliki warna pekat yaitu
fukosantin dengan tR 10,22, klorofil b dengan tR 20,12, klorofil a dengan tR
40,10 dan [3- karoten dengan tR 62,15.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut merupakan makro alga yang digolongkan ke dalam organisme
fotosintetik tingkat rendah karena tidak memiliki akar, batang dan daun
(Nurdiana, 2008). Berdasarkan warna thallus yang dipengaruhi oleh variasi jenis
dan kandungan pigmen utamanya, rumput laut dikelompokkan ke dalam 3 kelas
yaitu Chlorophyceae (rumput laut hijau), Rhodophyceae (rumput laut merah), dan
Phaeophyceae (rumput laut coklat) (Limantara dan Heriyanto, 2011).

Rumput laut coklat merupakan golongan makroalga dari kelas phaeophyta
yang tersebar dalam jumlah melimpah di antara koral dan karang pada perairan
dekat pantai (inshore). Di perairan Indonesia terdapat 28 spesies rumput laut
coklat yang berasal dari 6 genus yaitu Sargassum, Turbinaria, Padina, Dictyota,
Hormophysa, dan Hydroclathrus (Chaidir, 2006).

Rumput laut merupakan salah satu komoditas hasil laut yang penting, serta
tumbuh dan tersebar hampir di seluruh perairan laut Indonesia. Tumbuhan ini
bernilai ekonomi tinggi dalam bidang industri makanan maupun bukan makanan
(industri kosmetik, tekstil, dan farmasi) untuk memenuhi permintaan dalam negeri
maupun luar negeri (Handayani et al., 2004).

B-karoten merupakan salah satu jenis pigmen golongan karotenoid yang
terdapat pada Padina australis (Limantara dan Heriyanto, 2010). B-karoten
termasuk jenis karotenoid penting pada alga yang memiliki banyak manfaat bagi
industri pangan dan kesehatan, di antaranya sebagai pewarna dan substansi
suplemen makanan, sebagai antioksidan, mencegah kanker, kardivaskuler dan
mencegah penyakit degeneratif. Di banyak negara berkembang, karotenoid,
terutama B-karoten merupakan sumber vitamin A utama dan berperan sebagai

penangkap radikal bebas yang bersifat toksik (Ahamad et al., 2007).
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Istilah klorofil berasal dari bahasa yunani yaitu Chloros artinya hijau dan
phyllos artinya daun. latilah ini diperkenalkan pada tahun 1818, dan pigmen
tersebut diekstrak dari tanaman dengan menggunakan pelarut organik. Klorofil
ada;ah pigmen pemberi warna hijau pada tumbuhan, alga dan bakteri
fotosintetik. Klorofil mempunyai rantai fitol (C,oH390) dimana fitol adalah alkohol
primer jenuh yang mempunyai daya afinitas yang kuat terhadap O, dalam proses

reduksi klorofil (Ai dan Banyo, 2010).

Fukosantin menarik untuk diteliti karena bermanfaat bagi kesehatan
manusia. Fukosantin berperan dalam menghambat pertumbuhan sel kanker
pada hati payudara, usus besar, prostat, paru-paru, kelenjar getah bening,
lambung dan sel darah putih atau leukimia melalui pengaruh mekanisme
kematian sel terprogram (apoptosis). Fukosantin juga berfungsi sebagai
antiobesitas dalam menghambat akumulasi lemak dan anti-diabetes. Lebih lanjut,
fukosantin merupakan suplemen makanan kesehatan yang sangat baik dan
sebagai kandidat obat potensial dalam pencegahan kanker (Limantara dan

Heryanto, 2011).



1.2

yaitu:
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Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian diatas, adapun perumusan masalah dari penelitian ini

Apa saja jenis pigmen yang terkandung dalam rumput laut coklat jenis
Padina australis?

Berapakah besar kandungan dari masing-masing komponen pigmen
rumput laut coklat jenis Padina australis?

Pigmen apa saja yang banyak terdapat pada rumput laut coklat jenis
Padina australis dengan menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

(KCKT)?

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian Identifikasi Komponen Pigmen Rumput Laut Coklat

Padina australis dengan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi yaitu:

1.4

Untuk mengetahui kandungan dari masing-masing komponen pigmen
rumput laut coklat jenis Padina australis.

Untuk mengetahui jenis pigmen apa saja yang terkandung dalam rumput
laut coklat jenis Padina australis

.Untuk mengetahui pigmen apa saja yang banyak terdapat pada rumput

laut coklat jenis Padina australis dengan menggunakan metode KCKT.

Kegunaan

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan data dan informasi ilmiah

mengenai komponen pigmen yang terkandung dalam rumput laut coklat Padina

australis serta mengetahui kandungan dari masing-masing komposisi pigmen

rumput laut coklat jenis Padina australis dan kemudian diidentifikasi
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menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) sehingga dapat

dimanfaatkan lebih lanjut.

1.5 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februrari sampai April 2015 di
Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan dan Perekayasaan Hasil Perikanan,
Fakultas Perikanan dan Illmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang,
Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matetmatika dan lImu Pengetahuan Alam
Universitas Brawijaya Malang, dan Laboratorium Ma Chung Research Center for

Photosynthetic Pigments (MRCPP) Universitas Ma Chung Malang.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pigmen Rumput Laut

Pigmen merupakan molekul khusus yang dapat memunculkan warna
dengan cara menyerap cahaya matahari dan memantulkannya pada panjang
gelombang tertentu. Tiap molekul pigmen yang berbeda akan menimbulkan
reaksi yang berbeda sehingga warna dan panjang gelombang yang dipantulkan
juga berbeda. Pigmen alami dapat diperoleh dari tumbuhan atau hewan, baik
secara langsung maupun dengan pemanasan, penyimpanan atau pemrosesan
(Prangdimurti, 2007). Klorofil a, pigmen berwarna hijau kebiruan, merupakan
pigman karotenoid utama dalam proses fotosintetik dari tumbuhan, termasuk
didalamnya rumput laut coklat, sedangkan karotenoid hanya sebagai pigmen
pelengkap (Marfu’ah, 2014).

Pigmen adalah zat warna alami yang diperoleh dari ekstraksi bahan alam
yang berasal dari tanaman maupun hewan. Pigmen utama terdapat pada
jaringan tanaman adalah klorofil. Macam dan jumlah pigmen dalam jaringan
tanaman tergantung pada jenis, derajat keasaman, tempat tumbuh dan lain-lain
(Indriani, 2010).

Warna rumput laut coklat dipengaruhi oleh keberadaan pigmen atau zat
warna alami yang terkandung di dalamnya. Pigmen merupakan molekul khusus
yang dapat memunculkan warna dengan cara menyerap cahaya matahari dan
memantulkannya pada panjang gelombang tertentu. Pigmen yang terkandung
pada rumput laut coklat terdiri dari golongan klorofil yang merupakan pigmen
utama yang berperan dalam proses fotosintesis dan karotenoid yang berfungsi

sebagai pigmen pelengkap (Limantara dan Heriyanto, 2011).
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2.1.1 Padina australis

Padina australis merupakan rumput laut yang berasal dari kelas
Phaeophyta (rumput laut coklat) yang terdapat secara melimpah selama
bermusim-musim. Padina australis memiliki habitat disekitar genangan air diatas
batu karang pantai. Morfologinya berbentuk seperti kipas dengan diameter 3-4
cm yang tumbuh dalam lingkaran konsentris. Warnanya coklat kekuning-
kuningan atau kadang memutih karena terdapat perkapuran atau kapur (Kerans,
2010).

Spesies rumput laut coklat yang termasuk genus Padina australis tersebar
luas dan sangat mudah ditemukan di daerah tropis. Padina australis umumnya
tumbuh pada daerah sublitoral, melekat pada pasir atau batu dan koral, dan
terkadang menempel pada makroalga lain. Spesies yang memiliki tinggi 9,6-11
cm ini tumbuh subur pada perairan tropis dan sub tropis dan tidak ditemukan
pada perairan beriklim sedang (Geraldino et al., 2005).

Bentuk thalus yang seperti kipas, membentuk segment-segment lembaran
tipis atau disebut lobus dengan garis yang berambut atau radial dan perkapuraan
yang terdapat pada permukaan daun sehingga terdapat warna kekuning-
kuningan atau kadang memutih. Terdapat holdfas yang berbentuk cakram kecil
berserabut, bagian lobus agak melebar dengan pinggir rata dan pada bagian
puncaknya terdapat lekukan yang pada ujungnya terdapat dua lapisan sel.
Tumbuh menempel pada daerah rataan terumbu karang baik ditempat-tempat
yang terkena hempasan ombak secara langsung maupun yang terlindungi

(Pallalo, 2013).
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Klasifikasi Padina australis menurut Kerans (2010), adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Eukaryota
Kingdom : Chromista
Subkingdom : Chromobiota
Filum : Ochrophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Dictyotales
Famili : Dictyotaceae
Genus : Padina

Gambar 1. Rumput Laut Coklat Padina australis (Kerans, 2010).

2.1.2 Komposisi Kimia Padina australis

Dinding sel rumput laut coklat mengandung senyawa polisakarida seperti
laminaran dan fukoidan yang tergolong dalam serat larut. Laminaran merupakan
bentuk polisakarida utama yang terkandung pada alga, sedangkan fukoidan
mempunyai peran untuk melindungi rumput laut dari desikasi. Polisakarida pada
rumput laut dilaporkan mempunyai aktifitas sebagai antioksidan, anti bakteri, anti
tumor, anti viral dan anti koagulan (Moroney, et al. 2013). Tabel komposisi kimia

dari rumput laut coklat Padina australis dapat dilihat pada tabel 1.
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Tabel 1. Komposisi Kimia Padina australis

Jumlah (g/100 g)

RO Segar Kering
Kadar air 90,56+0,16
Protein 1,02+0,04 10,76+0,54
Lemak 0,4+0,01 4,17+0,04
Abu 2,11+0,17 22,26+1,98
Ka(;ﬁ]?ehrfrrligby 5,0+0,37 62,21+3,34

Sumber: Santoso et al.,(2013).

2.1.3 Jenis Pigmen
2.1.3.1 Pigmen B-Karoten

B-Karoten yaitu pigmen berwarna kuning yang ditemukan secara alami
pada tumbuhan dan buah-buahan dan merupakan senyawa organik yang
diklasifikasikan sebagai hidrokarbon. Molekul B-karoten terdiri dari delapan unit
isoprenoid yang terhubung seperti sebuah rangkaian di mana gabungan unit-unit
isoprenoid pada bagian tengahnya berbalik pada pusat molekul sehingga 2
gugus metil pusat terletak pada posisi C1,6 dan sisa gugus metil non-terminal
terletak pada posisi C1,5 serta 3-karoten mengindikasikan warna kuning (Murthy,
2005). Struktur kimia dari B-karoten menurut Octaviani et al., (2014) dapat dilihat

pada Gambar 2.

Gambar 2. Struktur B-karoten (Octaviani et al., 2014)
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Sifat B-karoten adalah tidak larut dalam air dan pelarut organik polar
seperti metanol dan etanol, serta termasuk jenis karotenoid yang mempunyai
aktifitas biologis sebagai provitamin A. Di antara beberapa jenis karotenoid, trans
B-karoten memiliki aktifitas provitamin A yang paling tinggi. Perubahan struktur
trans B-karoten menjadi isomer lain dapat menyebabkan kerusakan B-karoten
dan menurunkan aktifitas provitaminnya (Novianto, 2010). Daftar aktivitas

provitamin A relatif pada beberapa karotenoid dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Sifat-sifat B-karoten

Karakteristik B-karoten
Nama Kimia B-karoten
Rumus Bangun CaoHsg
Berat Molekul 536,87
Densitas 1,0 kg/l
Titik Lebur 180°C-182°C
Kelararutan Larut dalam lemak dan tidak larut air
Kenampakan Butiran kristal merah gelap (coklat)

Sumber: Hui dan Yaws (2013).

2.1.3.2 Pigmen Klorofil adan b

Klorofil adalah suatu magnesium-porifirin yang melekat pada protein.
Klorofil adalah katalisator fotosintesis penting yang terdapat dalam membran
tilakoid sebagai pigmen hijau dalam jaringan tumbuhan berfotosintesis, yang
terikat longgar dengan protein tetapi mudah untuk diekstraksi kedalam pelarut
lipid misalnya pelarut aseton dan eter. Tumbuhan tinggi mengandung klorofil a
dan klorofil b. Klorofil a adalah senyawa kompleks antara magnesium dan
porifirin yang mengandung cincin siklontanon (biasa disebut cincin V). Keempat
atom nitrogenya dihubungkan antara ikatan koordinasi dengan ion Mg? dan
membentuk senyawa planar. Rantai sampingnya yang bersifat hidrofob adalah
terpenoid alkohol atau fitol yang dihubungkan ikatan ester dengan gugus

propionat dari cincin IV (Suharja dan Sutarno, 2009).
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Gambar 3. Struktur Klorofil a dan Klorofil b (Ariffaizal, 2008).

Klorofil merupakan molekul yang sangat besar dan terdiri dari empat cincin
pirol yang dibungkan antara yang satu dengan yang lainya oleh gugus metana
(CH=). Sifat kimia dari klorofil yaitu dipengaruhi oleh karbon ke tujuh yang
mengandung residu propionat dan teresterifikasi dengan fitol sehingga klorofil
bersifat nonpolar. Klorofil tidak larut dalam air tetapi larut dlam alkohol, eter dan
aseton. Perbedaan yang terdapat pada klorofil a (CssH7oMgN4Os ) dan klorofil b
(CsoH70MgN,4Og) yaitu terletak pada atom C nomer tiga pada klorofil b dan diganti

dengan aldehida pada klorofil a.

2.1.3.3 Pigmen Fukosantin
Fukosantin adalah salah satu pigmen yang dihasilkan dari biosintesis
karotenoid. Ada perbedaan mengenai pigmen fukosantin. Fukosantin adalah
salah satu dari kelimpahan karotenoid, dan berkontribusi lebih dari 10% dari
jumlah total produksi dari karotenoid di alam, terutama di lingkungan laut (Murti et
al., 2005).
Menurut Nursid et al., (2013). Pigmen Fukosantin merupakan salah satu
pigmen karotenoid bioaktif dari alga yang potensial untuk dikembangkan sebagai
bahan nutrasetikal. Bentuk formulasi dari senyawa ini telah dipasarkan sebagai

produk komersial, dikarenakan memiliki aktivitas sebagai penurun berat badan.
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Fukosantin memiliki kemampuan sebagai anti karsinogenik, anti peradangan,
melindungi sel terhadap bahan-bahan berbahaya dan penangkal radikal bebas
atau sebagai antioksidan. Fukosantin memiliki sifat mudah terdegradasi oleh

panas, paparan cahaya dan pH yang rendah.

Gambar 4. Struktur Fukosantin (Nursid, 2013)

2.2 Rumput Laut

Rumput laut merupakan bagian dari tumbuhan tingkat rendah yang tidak
memiliki akar, batang dan daun sejati. Tumbuhan ini memiliki bentuk thali yang
beragam vyaitu uniseluler atau multiseluler dan berpigmen fotosintetik. Rumput
laut atau sering disebut makroalga hidup diperairan air tawar atau laut (Indriani,
2010).

Rumput laut memiliki kandungan polisakarida, mineral dan beberapa
vitamin yang sangat melimpah. Di samping itu, rumput laut juga mengandung
substansi bioaktif seperti polisakarida, protein, lemak, dan polifenol yang
berfungsi sebagai antibakteri, antifungi, anti virus dan sebagainya. Ditinjau dari
kandungan proksimatnya, secara umum rumput laut mengandung 32,25-63,2%
karbohidrat, 3-11,4% serat kasar, 12,95-27,5% air, 1,70-10% protein, 3,5-11%
lemak, dan 11,5-23,7% abu. Rumput laut juga memiliki kandungan asam amino,
vitamin dan mineral yang mencapai 10-20 kali lipat lebih tinggi dibandingkan

dengan tanaman darat (Reskika, 2011).
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Rumput laut dapat digunakan langsung sebagai bahan makanan, beberapa
hasil olahan rumput laut seperti agar-agar, karaginan dan alginat merupakan
senyawa penting dalam industri. Umumnya rumput laut melekat pada substrat
tertentu. Ciri-ciri umum 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 lainya. Selain benda mati, rumput laut pun dapat
melekat pada tumbuhan lain secara epifitik (Prasetyowati, et al.,2008).

Lingkungan tempat hidup rumput laut terutama perairan yang jernih yang
memiliki substrat dasar batu karang, karang mati, batuan vulkanik yang berada di
dasar perairan. Tumbuhan ini tumbuh didaerah intertidal, sampai daerah tubir
dengan ombak besar dan arus deras. Kedalaman yang diperlukan untuk
pertumbuhan dari 0,5-10 meter tumbuh subur pada daerah tropis, suhu 27,25-
29,30°C dan salinitas 33,5% (Indriani, 2010). Komposisi kimia rumput laut per
100 gram dapat dilihat pada tabel 3:

Tabel 3. Komposisi Kimia Rumput Laut per 100 gram

No Komposisi Jumlah
1 Air 81,58 gram
2 Energi 43 kkal
3 Protein 1,68 gram
4 Total Lemak 0,52 gram
5 Karbohidrat 9,57 gram
6 Serat 1,3 gram
7 Kalsium 168 mg
8 Besi 2,85 mg
9 Magnesium 121 mg
10 Fosfor 42 mg
11 Mangan 0,200 mg
12 Sodium 233 mg
13 Vitamin C 3,0 mg
14 Vitamin K 66,0 mcg
15 Vitamin A 116 IU

Sumber: Indriani (2010)
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2.2.1 Rumput Laut Coklat

Kelompok rumput laut coklat memiliki bentuk yang bervariasi dan
sebagian besar jenis-jenisnya berwarna coklat. Rumput laut coklat biasanya
memiliki ciri-ciri sifat adanya pigmen coklat yaitu fukosantin yang menutupi warna
hijau dari pigmen klorofil a dan b. Warna rumput laut coklat dipengaruhi oleh
komposisi dan kandungan pigmen yang tersusun didalamnya, dimana komposisi
pigmen dari masing-masing jenis rumput laut cokelat berbeda (Mufti et al., 2013).

Pigmen penyusun pada rumput laut coklat berasal dari golongan klorofil
dan turunannya, golongan karotenoid polar (santofil), serta golongan karotenoid
non polar (karoten). Klorofil a, pigmen berwarna hijau kebiruan, merupakan
pigmen utama dalam proses fotosintetik dari tumbuhan, termasuk didalamnya
rumput laut cokelat, sedangkan karotenoid hanya sebagai pigmen pelengkap
(Limantara dan Heryanto, 2011).

Beberapa jenis rumput laut juga mengandung protein yang cukup tinggi,
karena kandungan gizinya yang tinggi, rumput laut mampu meningkatkan sistem
kerja hormonal, limfatik dan juga syaraf. Rumput laut juga bisa meningkatkan
fungsi pertahanan tubuh, memperbaiki sistem kerja jantung dan peredaran
darah, serta sistem pencernaan. Semua rumput laut kaya akan kandungan serat
yang dapat mencegah kanker usus besar. Rumput laut juga membantu
pengobatan tukak lambung, radang usus besar, susah buang air besar dan

gangguan pencernaan lainya (Handayani et al.,2005).
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2.2.2 Komposisi Kimia Rumput Laut Coklat

Rumput laut coklat memiliki dinding sel yang terdiri atas selulosa dan
polisakarida. Rumput laut juga mengandung protein, lemak, serat kasar, vitamin,
zat anti bakteri serta mineral. Komposisi dari rumput laut coklat dan kadar
mineral dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Komposisi Kimia Rumput Laut Coklat

Komposisi Kimia Jumlah (%)
Karbohidrat 19,06
Protein 5,53
Lemak 0,74
Air 11,71
Serat Kasar 28,39

Sumber: Yunizal (1999).

2.3 Ekstraksi Pigmen Padina australis

Prinsip ekstraksi yaitu berdasarkan kelarutan, dimana memisahkan zat
terlarut yang digunakan atau menghilangkan komponen dari zat terlarut yang
tidak digunakan dari fase padat. Kemudian fase padat dicampurkan kedalam
fase cair, dalam proses pencampuran tersebut zat terlarut terdifusi dari fase
padat ke cair sehingga terjadi pemisahan komponen. Proses tersebut terjadi
secara berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara fase padat dan
cair. Endapan yang diperoleh dari proses maserasi dipisahkan dan filtratnya
dipekatkan (Utami et al., 2009).

Metode yang digunakan dalam ekstraksi berpengaruh pada sifat fisikokimia
dan ekstrak yang dihasilkan. Terdapat tiga teknik ekstraksi dengan pelarut
organik yaitu maserasi, digestion, perkolasi. Proses maserasi meliputi proses
penghancuran sampel, perendaman dengan pelarut dalam waktu tertentu.

Kemudian penyaringan dan pengepresan sampai diperoleh cairan. Proses
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digestion meliputi pemanasan pada suhu dan waktu yang ditentukan. Proses
perkolasi merupakan teknik dengan menggunakan aliran pelarut dengan
pemanasan atau tanpa pemansan (Septiana dan Asnani. 2012).

Ekstraksi bertujuan untuk menarik semua komponen kimia yang terdapat
dalam simplisia. Proses pengekstraksian komponen kimia dalam sel tanaman
yaitu pelarut organik yang akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam
rongga sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dalam pelarut organik
diluar sel, maka larutan terpekat akan terdifusi keluar sel maka proses ini akan
berulang terus sampai terjadi keseimbangan antara konsentrasi cairan zat aktif
didalam dan diluar sel. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi laju ekstraksi
adalah tipe persiapan sampel, waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, suhu pelarut
dan tipe pelarut (Ali et al., 2013).

2.3.1 Maserasi

Maserasi merupakan perendaman sampel dengan pelarut organik yang
digunakan pada temperatur suatu ruangan. Proses ini bisa dikatakan
menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan pada alam. Pada saat proses
perendaman, dinding serta membran sel sampel tumbuhan akan terpecah akibat
perbedan tekanan antara diluar dan didalam sel. Hal tersebut mengakibatkan
metabolit sekunder yang terdapat dalam sitoplasma akan larut dalam pelarut
organik. Lama perendaman yang diatur akan menghasilkan ekstraksi yang
sempurna. Pemilihan pelarut dalam proses maserasi akan memberikan efektifitas
yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan dari senyawa bahan pelarut
tersebut (Hijaz, 2009).

Prinsip maserasi adalah mengekstraksi komponen yang terkandung
dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan pelarut yang sesuai pada
temperatur kamar dan terlindungi dari cahaya. Cara kerjanya adalah pelarut akan

masuk kedalam sel melewati dinding sel, isi sel akan larut karena adanya
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perbedaan konsentrasi antara larutan yang ada didalam sel dan diluar sel. Akan
terjadi difusi yaitu ditandai dengan larutan yang mempunyai konsentrasi tinggi
akan terdesak keluar dan diganti oleh cairan pelarut yang berkonsentrasi rendah.
Hal ini terjadi berulang sampai konsentrasi larutan diluar dan didalam sel
seimbang (Miryanti et al., 2011).

Kelebihan menggunakan tehnik maserasi yaitu hasil yang didapat dari
ekstraksi banyak serta dapat menghindarkan perubahan kimia terhadap
senyawa-senyawa tertentu yang disebabkan oleh pemanasan. Kerugian dari
maserasi adalah hasil yang didapat kurang sempurna dikarenakan terjadi
kejenuhan pada pelarut dan ekstraksi membutuhkan waktu yang lama.
Walaupun demikian, maserasi merupakan proses ekstraksi yang masih umum
digunakan karena cara kerja dan peralatan yang dibutuhkan sederhana

(Septiyaningsih, 2010).

2.3.2 Fraksinasi

Menurut Romiyanto (2014), pemisahan dalam proses fraksninasi
didasarkan dari bobot tiap fraksinya, dimana fraksi dengan berat molekul ringan
berada pada bagian atas dan yang memiliki berat molekul tinggi berada pada
bagian bawah. Dalam proses fraksinasi biasanya menggunakan pelarut organik
sebagai pemisahan fraksi seperti eter, aseton, benzena, etanol, diklorometana
atau campuran.

Fraksinasi pada prinsipnya adalah suatu proses penarikan senyawa pada
suatu ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling
bercampuran. Dari proses fraksinasi dapat diduga kepolaran dari suatu senyawa
yang dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa senyawa yang bersifat non
polar akan larut pada pelarut yang bersifat non polar sedangkan senyawa yang

bersifat polar akan larut pada pelarut yang bersifat polar juga (Sari, 2012). Tujuan
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fraksinasi adalah untuk mendapatkan fraksi aktif dari sampling. Ditambahkan
oleh Ningsih et al., (2006), fraksinasi dan isolasi lebih lanjut terhadap ekstrak

kasar dab bertujuan untuk memperoleh senyawa yang lebih murni.

2.3.3 Evaporasi

Prinsip dasar dari evaporator atau biasa disebut vacum rotary evaporator
yaitu adanya pemanasan menggunakan hot plate yang dibantu dengan
penurunan tekanan pada labu alas bulat “sampel” yang dipercepat dengan
pemutaran pada labu alas bulat sampel. Dengan bantuan pompa vakum yang
mengalirkan air (aquades) dari suatu wadah kedalam kondensor dan dikeluarkan
lagi oleh kondensor ke dalam wadah dan begitu seterusnya. Ketika uap dari
pelarut mengenai dinding-dinding kondensor, maka pelarut ini mengalami proses
yang dinamakan kondensasi yaitu perubahan fase gas menjadi cair. Demikian
proses penguapan ini dilakukan hingga diperoleh pelarut yang sudah tidak
menetes lagi pada labu alas bulat penampung dan juga bisa dilihat dengan
semakin kentalnya zat tersebut dan membentuk gelembung-gelembung pecah

pada permukaan zatnya (Romiyanto, 2014).

Gambar 5. Rotary Vacum Evaporator

Evaporasi merupakan proses penguapan atau pemekatan pelarut dalam

suatu bahan atau ekstrak kasar cair yang menghasilkan zat cair pekat dengan
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konsentrasi yang lebih tinggi. Dalam proses evaporasi menghasilkan sisa
penguapan berupa zat cair ataupun zat cair dengan konsentrasi tinggi dan bukan
merupakan zat padat ataupun fraksi-fraksi. Alat yang digunakan dalam proses
evaporasi dinamakan evaporator. Evaporator sendiri memiliki prinsip dasar
berupa penukaran panas dan pemisahan uap yang terbentuk dari cairan pelarut

(Hasanah, 2014).

2.3.4 Nitrogen (N,)

Nitrogen merupakan komponen terbesar 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 dan tidak
berasa. Prinsip penguapan pelarut dengan menggunakan gas nitrogen ialah
molekul N, berikatan kovalen rangkap tiga dengan energi ikatan tinggi bereaksi
dengan pelarut, selain itu nitrogen bereaksi dengan hidrogen atau oksigen pada
suhu tinggi (Romiyanto, 2014).

Sifat Kimia gas nitrogen antara lain memiliki energi ikatan sebesar 1410
kj/mol, sukar bereaksi pada suhu tinggi (endoterm), pada suhu ruang mampu
beraksi dengan logam seperti Li dan mampu bereaksi dengan oksigen maupun
hidrogen pada suhu tinggi melalui loncatan bunga api yang membentuk gas NHg,
dan NOs;. Metode penguapan pelarut dengan gas nitrogen yaitu penyemprotan
gas N, pada tekanan tertentu, sehingga molekul N, derikatan dengan molekul

pelarut dan diuapkan melalui reaksi dengan oksigen diudara (Hasanah, 2014).

2.4 Pelarut Ekstraksi Pigmen Padina australis
Pelarut merupakan faktor yang menentukan hasil ektraksi sehingga

merupakan salah satu faktor yang menentukan sehingga dalam pemilihan
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pelarut harus diperhatikan. Pelarut harus melarutkan ekstrak yang diiginkan serta
mempunyai kelarutan yang besar. Pelarut yang baik untuk ekstraksi adalah
pelarut yang mempunyai daya melarutkan yang tinggi terhadap zat yang
diekstraksi. Daya melarutkan yang tinggi tersebut berhubungan dengan
kepolaran pelarut dan kepolaran seyawa yang diekstraksi. Terdapat
kecenderungan kuat bagi senyawa polar larut ke dalam pelarut polar, dan bagi
senyawa nonpolar larut dalam pelarut non polar. Penggunaan pelarut harus
memiliki kepolaran sesuai dengan kepolaran senyawa yang akan diekstrak
(Dewi, et al., 2007).

Jumlah pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi akan
mempengaruhi konsentrasi jenuh larutan. Semakin banyak pelarut yang
digunakan, maka semakin banyak zat terlarut yang dapat terekstrak (Komara,
1991). Dalam jumlah tertentu, pelarut dapat bekerja secara optimal dalam proses
ekstraksi, namun dalam jumlah yang berlebihan pelarut tidak akan mengekstrak
lebih banyak senyawa (Susanto, 2009).

Nuraini (2007), ,enyatakan bahwa prinsip ekstraksi dengan pelarut organik
ialah dengan mengontakan bahan yang akan diekstrak dengan pelarut selama
beberapa waktu tertentu hngga terlarut, kemudian komponen terlarut akan
diekstrak dan dipisahkan dengan pelarut dari bahan yang diekstrak. Konstanta

dielektrik pelarut menurut Sudarmadji et al.,(2007) dapat dilihat pada tabel 5.
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Tabel 5. Konstanta Dielektrik dan Tingkat Kelarutan Beberapa Jenis Pelarut

Pelarut Konstanta Dielektrik Tingkat KelarutanDalam Air
Metanol 33,60 Misibel
Aseton 20,70 Misibel
Air 80,40 Misbel
Dietil Eter 3,34 Sedikit
Ethyl Asetat 6,02 Sedikit
N-heksan 1,89 Tidak larut
Petroleum Eter 1,90 Tidak larut

Sumber: (Sudarmadii et al.,2007)

2.4.1 Aseton (CH;COCHS3)

Aseton mempunyai nama lain dimetil asetat, dimetil keton,ketopropan,
metilasetil, propanon, piroasetat eter dan piroasetis spirit. Rumus molekul dari
aseton adalah CH3;COCHs;. Aseton biasa digunakan sebagai pelarut karena
mempunyai sifat higroskopis, sangat volatil, tidakberesidu dan mudah terbakar.
Kegunaan aseton antara lain adalah sebagai pelarut senyawa asetilen,
campuran adesif, parfum, pembersih, bahan campuran resin dan lain sebagainya
(Widjayanti, 2009).

Aseton larut dalam berbagai perbandingan dengan air, etanol, dietil eter,
dan lain-lain. Aseton merupakan pelarut yang penting. Dalam laboratorium
aseton digunakan sebagai pelarut polar dalam kebanyakan reaksi organik,
seperti SN, (Putri, 2010). Karakteristik sifat-sifat aseton dapat dilihat pada tabel

6.
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Tabel 6. Sifat-sifat Aseton

No Karakteristik Aseton
1 Nama lain B-ketopropana, dimetil keton,
dimetilformaldehida, DMK

2 Rumus bangun CH3COCH3

3 Sifat Mudah terbakar, sangat volatil, tidak
beresidu

4 Berat molekul 58.1

5 Titik leleh 94.6 °C

6 Titik didih 56.1-56.5 °C

7 Massa molar 58.08 g/mol

8 Kelarutan Larut dalam berbagai perbandingan

dengan air, etanol, dietil eter

Sumber: Schelfan et al.,(1983).

2.4.2 Metanol (CH3;OH)

Metanol atau metil alkohol (CH3OH) merupakan asam lemah turunan yang
paling sederhana dari alkohol, berbentuk cairan yang tidak berwarna, mudah
menguap dan mudah terbakar dan dapat diubah menjadi formaldehid (Vogel,
1987). Dahulu metanol dibuat dari penyulingan kayu sehingga disebut juga
sebagai alkohol kayu (wood alcohol). Saat ini, senyawa ini dibuat melalui
oksidasi katalitik metana dari gas alam. Metanol sering digunakan sebagai
pelarut dan dalam pembuatan formaldehid untuk industri plastik dan obat-obatan
(Daintith, 2004).

Metanol merupakan monohidrat dimana tiap molekulnya mengandung satu
gugus hidroksil. Senyawa ini berbahaya bila dikonsumsi dalam jumlah besar,
resiko yang dialami yaitu kebutaan. Sifat dari metanol yaitu dapat larut secara
sempurna dalam air pada suhu 20°C, memiliki titik didih 65°C, dalam suhu ruang
berbentuk cair, mudah menguap, tidak berwarna, mudah terbakar, memiliki bau
yang khas dan beracun (Romiyanto, 2014). Sifat fisik dan kimia metanol dapat

dilihat pada tabel 7.
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Tabel 7. Sifat Fisik dan Kimia Metanol

No Karakteristik Metanol
1 Nama Lain Hidroksi metana, metil alkohol, metil hidrat,
alkohol kayu dan karbinol
2 Rumus bangun CH5;OH
H
I
H-C—0 —H
H
3 Sifat Mudah terbakar, tidak berwarna
4 Titik didih 64.7°C
5  Titik leleh -97°C
6 Massa molar 32.04 g/mol
7 Densitas 0,7918°C
8  Titik nyala 11°C
9 Konstanta dielektrik 33

Sumber: Romiyanto (2014)

2.4.3 Dietil eter

SNI (1992) melaporkan bahwa dietil eter merupakan senyawa yang
komponen utamanya (C,-Hs-O-C, Hs). Adapun sifat dari dietil eter yaitu berbentuk
cair jernih, tidak berwarna, mudah menguap, mudah terbakar dan memiliki bau
khas. Ditambahkan oleh Romiyanto (2014) bahwa dietil eter dikenal sebagai
etoksi etana memiliki kelarutan dalam air sebesar 6,9 g/100 ml. Dietil eter
biasanya digunakan pada anestesi umum.

Dietil eter merupakan cairan bening yang mudah terbakar dan memiliki bau
yang khas. Dietil eter banyak dipakai sebagai pelarut laboratorium yag umum,
memiliki kelarutan terbatas dalam air dan kelarutan yang tinggi didalam minyak,
lemak dan resin sehingga sering digunakan untuk proses ekstraksi cair (Mufti,
2014). Sifat fisik dan kimia dietil eter menurut Romiyanto (2014) dapat dilihat

pada tabel 8.
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Tabel 8. Sifat Fisik dan Kimia Dietil Eter

No Karakteristik Dietil Eter

1 Nama IUPAC Ethoxyethane 3-oxapentane
2 Rumus molekul C4H100 (C,Hs0C,Hs)

3 Rumus Kimia CH; — CH,— O - CH,— CHj;
4 Massa molar 74.12 g/mol

5 Densitas dan Fase 0.7134 glcm®, cair

6 Titik leleh -116.3°C (156.85 K)

7 Titik didih 34.6°C (307.75 K)

8 Penampilan Jenir, cairan tak berwarna

9 Viskositas 0.224 cP at 25°C

Sumber: Romiyanto (2014)

2.5 Kromatografi
2.5.1 Kromatografi Kolom

Komatrografi kolom merupakan metode pemisah yang terdiri atas kolom
gelas dengan kran pada salah satu ujungnya diisi oleh fase diam berupa silika.
Ukuran diameter partikel fase diam berkisar 100 um. Prinsip kerja kromatrografi
kolom adalah sebagai berikut kolom gelas dengan kran pada salah satu
ujungnya diisi oleh fase diam berupa silica, campuran yang akan dipisahkan
dituangkan pada bagian atas kolom yang berisi fase diam. Begitu pula fase gerak
berupa pelarut organik dialirkan dari bagian atas kolom. Jumlah komponen
penyusun campuran dapat terlihat sebagai cincin-cincin berwarna sepanjang
kolom gelas dan ditampung pada bagian yang berbeda.metode pemisahan
kromatografi kolom ini memerlukan bahan kimia yang banyak sebagai fase diam

dan fase gerak (Hendayana,2006).
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Gambar 6. Proses Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom yaitu suatu alat yang digunakan untuk memisahkan
komponen-komponen dalam campuran. Prinsip kerjanya yaitu didasarkan pada
absorbsi komponen yang afinitas permukaanya berada pada fase diam.
Absorben berperan sebagai fase diam dan cairain yang mengalir disepanjang
kolom disebut fase gerak. Sampel yang memiliki afinitas besar akan tertahan dan
yang memiliki afinitas kecil akan mengalir mengikkuti aliran pelarut. Tujuan dari
kromatografi kolom ini yaitu untuk mengisolasi komponen pada sampel dari

campuranya (Nurhayati, 2014).

2.5.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Menurut Liana (2010), kromatografi Lapis Tipis adalah metode pemisahan
fitokimia. Lapisan yang bertugas memisahkan terdiri atas bahan berbutir-butir
(fase diam), diletakan pada penyangga berupa pelat gelas, logam atau lapisan
yang cocok. Campuran yang akan dipisahkan berupa larutan dan ditotolkan
berupa bercak atau pita (awal), kemudian pelat dimasukan ke dalam bejana
tertutup yang berisi larutan (fase gerak), pemisahan terjadi selama perambatan

kapiler (pengembangan). Pendeteksi paling sederhana jika senyawa menunjukan
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penyerapan pada UV gelombang pendek (radiasi utama kira-kira 254mm). Pada
sistem KLT dikenal dengan istilah kecepatan rambat suatu senyawa yang diberi
simbol RF (Reterdation factor). Harga dari Rf ditentukan oleh jarak rambat
senyawa dari titik awal dan jarak rambat fase gerak dari titik awal. Penentuan

harga Rf adalah sebagai berikut:

_Jarakyang ditempuh oleh komponen

Jarak arak yang ditempuh oleh pelarut
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Gambar 7. Proses Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Clark, 2002)



116

KLT merupakan cara cepat dan mudah untuk melihat kemurnian suatu
sampel maupun karakterisasi suatu sampel dengan menggunakan standart. Cara
ini praktis untuk analisis skala kecil karena hanya memerlukan bahan yang
sangat sedikit dan waktu yang dibutuhkan sangat singkat. Kemurnian suatu
senyawa bisa dilihat dalam jumlah bercak yang terjadi pada plat KLT atau jumlah
puncak pada kromatogram KLT. Uji kualitatif dengan KLT dapat dilakukan
dengan membandingkan waktu retensi kromatogram sampel dengan

kromatogram senyawa standar (Handayani et al.,2005).

2.5.3 Fase Diam

Fase diam merupakan bahan penyerap yang berperan dalam memisahkan
senyawa campuran dalam bahan. Terdapat beberapa fase diam yang akan
digunakan dalam kromatografi antara lain fase diam tidak boleh bereaksi dengan
fase gerak, fase diam harus berinteraksi dengan sampel ekstrak, dapat dilewati
oleh fase gerak dan terikat kuat pada posisinya (Ardianingsih, 2009).
Ditambahkan oleh Hasanah (2014) bahwa terdapat beberapa jenis bahan yang
digunakan sebagai fase diam kromatografi kolom antara lain selulosa, silika atau
poliamida.

Fase diam yang digunakan KLT merupakan penjerap berukuran kecil
dengan diameter partikel 10-30um. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase
diam dan semakin sempit ukuranya, maka semaik baik efisiensi dan resolusinya.
Penjerap yang paling sering digunakan yaitu silika dan serbuk selulosa,
sedangkan mekanisme sorpsi yang utama pada KLT yaitu partisi dan adsorpsi.
Besarnya distribusi senyawa sangat ditentukan oleh kesesuaian kepolaran
senyawa antara fase diam dan fase gerak yang digunakan. Senyawa yang polar
akan cenderung terdistribusi pada fase polar sedangkan senyawa nonpolar akan

cenderung terdistribusi pada fase nonpolar (Indharini, 2010).
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2.5.3.1 Silica Gel

Silica gel memiliki struktur dengan gugus polar berupa ikatan Si-O dan O-
H serta dapat berinteraksi dengan senyawa yang dipisahkan silika gel sebagai
fase diam dalam kromatografi. Selain itu silika gel dapat membentuk ikatan
hidrogen antar alkohol, fenol, amina, amida serta asam karboksilat (Hasanah,
2014). Ditambahkan oleh Romiyanto (2014) yang mengatakan bahwa silika gel
merupakan polimer asam silikat dengan berat molekul besar, yang terdiri dari
globula-globula SiO, tetra hidral tidak beraturan yang membentuk kerangka tiga

dimensi, bertekstur padat kenyal, mampu menyerap air dan memiliki sifat polar.
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Gambar 8. Struktur Silica Gel (Hasanah, 2014).

Pada sistem kromatografi, pelarut dan solut berinteraksi dengan fase
diam. Ketika permukaan silica gel kontak langsung dengan pelarut, maka
permukaan akan ditutupi dengan suatu lapisan molekul pelarut. Jika fase gerak
terdiri dari suatu campuran pelarut maka sebagian permukaan akan ditutupi oleh
satu jenis pelarut dan bagian permukaan lain akan ditutupi oleh jenis pelarut
yang lain. Interaksi solut dengan fase diam ditimbulkan oleh dua atau lebih
interaksi, tergantung dari jenis molekul permukaan (Romiyanto, 2014).

Menurut Asyhar (2010) silica gel ada 2 macam yaitu (1) GF245 dengan G
melambangkan gypsum (CaSO,), F melambangkan Fluoroscence dan angka
245 menunjukan besarnya pajang gelombang yaitu 245 nm. Silica gel jenis ini

sering digunakan pada kromatografi lapis tipis (TLC) dan (2) H, tanpa adanya
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gypsum fluoroscence. Silica gel jenis ini biasa digunakan pada kromatografi
kolom. Silica gel dapat membentuk ikatan hidrogen dipermukaanya karena pada
permukaanya terikat gugus hidroksil. Oleh karena itu sifat dari silica gel sangat

polar.

2.5.4 Fase Gerak

Fase gerak merupakan fase yang bergerak pada reaksi pemisahan
senyawa campuran kromatografi berupa bahan cair atau pelarut. Adapun syarat-
syarat fase gerak dalam kromatografi yaitu tidak bereaksi dengan fase diam, fase
gerak mampu melarutkan sampel dan fase gerak mampu melarutkan sampel dan
dapat mengalir melewati fase diam (Ardianingsih, 2009). Ditambahkan oleh
Hasanah (2014), fase gerak yang digunakan dalam kromatografi kolom adalah
pelarut tunggal maupun campuran yang dipilih melalui tingkat kelarutan bahan

dimulai dari pelarut polar hingga non polar.

2.5.4.1 N-Heksan (CgH14)

Heksana (CsHi4) merupakan senyawa hidrokarbon alkana yang memiliki
rumus isomer utama CHs(CH,),CHs. Awalan heks- menunjukkan jumlah atom
karbon yang terdapat di dalamnya dan akhiran -ana menunjukkan ikatan tunggal
yang menghubungkan atom-atom karbon tersebut. Heksana merupakan salah
satu jenis pelarut non polar. Heksana merupakan alkana cair yang diperoleh dari
fraksi ringan dari minyak mentah. Penggunaan utama dari heksana adalah
sebagai campuran bensin dan sebagai pelarut (Daintith, 2004). Ditambahkan
oleh Abdullah dan Widiyawati (2010) yang melaporkan sifat fisik dari n-heksan
adalah berbentuk cair, jernih, tidak berwarna, berbau seperti gasoline, memiliki
sifat tidak larut dalam air dan mudah larut dalam alkohol, tekanan uap 151

mmhg, nilai viskositas 0,31 mPas, memiliki titik didih 760 mmhg pada suhu 62°C
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- 39°C, titik beku -95°C dan nilai kelarutan 20°C (0,1 g/L). Sifat fisika dan kimia

pelarut n-heksan menurut Siswadi dan Permatasari (2009) dapat dilihat pada

tabel 9.
Tabel 9. Sifat Fisika dan Kimia N-Heksan
No Karakteristik Keterangan
1 Rumus molekul CeHia
2 Rumus kimia H30'CH2'CH2'CH2'CH2'CH3
2 Berat molekul 86, 18 g/mol
4 Bentuk, warna Cairan bening
5 Densitas 0.6548 g/cm?®, cair
6 Titik leleh -95°C (178 K)
7 Titik didih 69 (342 K)
8 Kelarutan dalam air Tidak larut
9 Viskositas 0.294 cp (25°C)

Sumber: Siswadi dan Permatasari (2009)

2.5.4.2 Etil Asetat (C4HgO5)

Etil asetat merupakan pelarut polar menengah sehingga golongan
senyawa yang bersifat polar menengah akan larut pada pelarut ini. Etil asetat
adalah pelarut polar menengah (semi-polar) bersifat volatil yang memiliki indeks
polaritas sebesar 4,4 (Reskika, 2011). Etil asetat dengan rumus CH;COOC,Hg
digunakan sebagai pelarut tinta, perekat, resin. Sifat fisika dan kimia dari etil

asetat dapat dilihat pada tabel 10.



Tabel 10. Sifat Fisika dan Kimia Etil Asetat

No Spesifikasi Keterangan

1 Bentuk Cairan tak berwarna
2 Rumus molekul CHO (C,HsOC;Hs)
3 Berat molekul 88,106 g/mol

4 Titik didih (1 atm) 77,1°C

5 Temperatur Kritis 250°C

6 Tekanan kritis

7 Densitas 1.85 g/mol

8 Kemurnian >99.5%

Sumber : Absori dan Paramitha (2011)
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Menurut SNI (1992), etil asetat adalah cairan jernih, tak berwarna, memiliki

bau khas, yang bagian terbesarnya terdiri dari etil asetat yang memiliki rumus

CH;COOC,Hs dan terutama digunakan sebagai pelarut tinta, perekat resin.

Syarat mutu etil asetat dapat dilihat pada tabel 11.

Tabel 11. Syarat Mutu Etil Asetat

Uraian Satuan Persyaratan
Warna Hazen Maks. 10
Kadar etil asetat %b/b Min 99,0
Bobot jenis 20/20°C - 0,900-0,903
Indeks bias, NO 20°C - 1,370-1,375
Jarak destilasi W 76,5-78,5
Sisa penguapan %b/b Maks 0,01
Keasaman %0b/b Maks 0,01
Kadar air %0b/b Maks 0,01

Sumber: SNI (1992)
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2.5.5 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Pada saat ini, KCKT merupakan metode kromatografi cair yang
pemakaianya telah berkembang, baik untuk analisis rutin maupun untuk
preparatif yang banyak dilaboratorium. Apabila dibandingkan dengan
kromatografi gas KCKT diapresiasikan pada suhu kamar dimana senyawa yang
tidak tahan panas dapat ditentukan dengan mudah dan sifat fase gerak dapat
diubah dengan merubah komposisi dan fase gerak yang digunakan (Romiyanto,

2014).

Gambar 9. Instrumen Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (Romiyanto, 2014)

Menurut Putri (2010), komatografi cair kinerja tinggi (KCKT) merupakan
salah satu metode kimia dan fisikokimia. KCKT termasuk metode analisis terbaru
suatu tehnik kromatografi dengan fase gerak cairan dan fase diam suatu
padatan. Banyak kelebihan metode ini apabila dibandingkan dengan metode
lainya. Kelebihan itu antara lain:

o Mampu memisahkan molekul-molekul dari suatu campuran
o Memudahkan pelakasanaan
o Kecepatan analisis dan kepekaan tinggi

o Dapat dihindari terjadinya dekomposisi / kerusakan bahan yang dianalisis
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Resolusi yang baik
Dapat digunakan bermacam-macam detektor

Kolom dapat digunakan kembali

Menurut Indriani (2010), keunggulan KCKT vyaitu dapat menangani yang

stabilitasnya terhadap suhu terbatas, begitu juga dengan volatilitas bila tanpa

menggunakan derivatisasi. KCKT juga dapat memisahkan senyawa yang sangat

serupa degan resolusi, baik waktu yang diperlukan untuk memisahkan suatu

larutan dengan KCKT biasanya singkat. KCKT juga dapat digunakan untuk

analisa kuantitatif dengan daik dan denga presisi yang tinggi dengan koevisien

variasi dapat kurang dari 1%.

Menurut Ardianingsih (2009), rangkaian alat atau komponen dasar yang

biasa dipakai dalam tehnik kromatografi ion terdiri dari:

>

Eluent, yaitu berfungsi sebagai fase gerak yang akan membawa sampel
masuk kedalam kolom pemisah.

Pompa, berfungsi untuk mendorong eluent dan sampel masuk ke dalam
kolom. Kecepatan alir ini dapat dikontrol dan perbedaan kecepatan bisa
mengakibatkan perbedaan hasil.

Injektor, yaitu tempat masuknya sampel dan kemudian sampel dapat
didistribusikan masuk kedalam kolom.

Kolom pemisah ion, , berfungsi memisahkan ion yang terdapat dalam
sampel, keterpaduan antara kolom dan eluent bisa memberikan hasil yang
maksimal, begitu pula sebaliknya jika tidak ada kecocokan maka tidak akan

memberikan hasil.
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2.5.5.1 Prinsip Kerja KCKT

Prinsip kerja KCKT adalah sebagai berikut : dengan bantuan pompa fase
gerak cair dialirkan melalui kolom ke detektor. Cuplikan dimasukan ke dalam
aliran fase gerak dengan cara disuntikan. Di dalam kolom terjadi pemisahan
komponen-komponen campuran, karena perbedaan kekuatan interaksi antara
solut dengan fase diam. Solut yang kurang kuat interaksinya dengan fase diam
maka akan keluar dari kolom terlebih dahulu dan solut yang kuat berinteraksi
dengan fase diam akan keluar dari kolom lebih lama. Setiap komponen
campuran yang keluar dari kolom kemudian dideteksi oleh detektor kemudian
direkam dalam bentuk kromatogram. Jumlah peak menyatakan komponen
sedangkan luas peak menyatakan konsentrasi komponen dalam campuran.
Komputer dapat digunakan untuk mengontrol sistem kerja dari KCKT,
mengumpulkan serta mengolah data hasil pengukuran KCKT. Pada kromatografi
atau KCKT, jika pasangan fase diam lebih polar dan fase gerak lebih non polar
dikenal dengan KCKT fase nornal (normal phase) dan apabila pasangan fase
diam lebih non polar dari pada fase geraknya maka dikenal dengan KCKT fase
terbalik (reversed phase KCKT) (Romiyanto, 2014).

Mekanisme KCKT menurut Kupiec (2004), merupakan sistem yang
digunakan dalam kromatografi sering dikelompokan kedalam salah satu dari
empat jenis berdasarkan mekanisme kerja, adsorpsi, partisi, pertukaran ion dan
eksklusi. Adsorpsi kromatografi muncul dari interaksi antara zat terlarut
permukaan fase diam padat. Kromatografi partisi melibatkan fase diam cair yang
bercampur dengan eluen dan dilapisi pada suatu pendukung inert. Pertukaran
ion kromatografi memiliki fase diam dengan ionically dibebankan permukaan
yang berbeda dari tuduhan sampel. Tehnik ini didasarkan pada ionisasi sampel
itu kuat pada muatan sampel, semakin kuat daya tarik pada fase diam karena itu

akan memakan waktu lebih lama untuk mengelusi dari kolom. Ukuran eksklusi
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adalah yang sederhana contohnya scrining oleh ukuran molekul. Tahap stasioner
terdiri dari bahan dengan tepat dikontrol ukuran pori. Partikel yang lebih kecil

tertangkap dalam materi kolom dan akan mengelusi lambat partikel lebih besar.

2.6 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometer merupakan instrumen yang digunakan untuk analisa
kimia berdasarkan sifat-sifat dengan interaksi antara energi radiasi dengan
radiasi elektromagnetik dengan zat kimia. Hasil dari interaksi ini dapat
menimbukkan beberapa peristiwa seperti pemantula, pembiasan, interferensi,
difraksi, absorbansi, fluorosensi dan ionisasi (Sudarmadiji et al.,2007). Menurut
Suparmi dan Sahri (2009), besarnya serapan cahaya sebanding dengan jumlah
molekul sesuai dengan hukum Lambert-Beer dengan ketentuan larutan harus
jernis dan encer, alat tidak terdisosiasi, berasosiasi atau bereaksi dengan pelarut,
rumus perhitungan ialah: A=gbc
Keterangan:
A = Absorbansi
& = Absorptivitas Molar (Molar extintion coefficient)

b = Tebal Tempat Komponen
¢ = Kosentrasi Komponen

Gambar 10. Spektrofotometri UV-vis

Spektrofotometri merupakan suatu metode analisa yang didasarkan pada

pengukuran serapan sinar monokromatis oleh suatu lajur larutan berwarna pada



125

panjang gelombang spesifik dengan menggunakan monokrom prisma atau Kisi
difraksi dengan detektor fototube. Spektrofotometri dapat dianggap sebagai
perluasan suatu pemeriksaan visual dengan studi yang lebih mendalam dari
absorbsi energi. Absorbsi radiasi oleh suatu sampel diukur pada berbagai
panjang gelombang dan dialirkan oleh suatu perkam untuk menghasilkan
spektrum yang khas untuk komponen yang berbeda (Indriani, 2010).

Prinsip dari spektrofotometri UV-Vis yaitu mengukur jumlah cahaya yang
diabsorbsi atau ditansmisikan oleh molekul-molekul di dalam larutan. Ketika
panjang gelombang cahaya ditransmisikan melalui lautan sebagian energi akan
diserap (diabsorpsi). Besarnya kemampuan molekul-molekul zat terlarut untuk
mengabsorbsi cahaya panjang gelombang tertentu dikenal dengan istilah
absorbansi, yang setara dengan nilai dari konsentrasi larutan tersebut dan
panjang berkas cahaya yang dilalui (1 cm dalam spektrofotometri) menuju suatu
point dimana presentase jumlah cahaya yang ditransmisikan atau diabsorbsi
diukur dengan phototube (Rusli, 2009).

Spektrofotometri UV-Vis adalah anggota teknik analisis spektrokopik yang
memakai sumber REM (radiasi elektromagnetik) ultraviolet dekat (190-389 nm)
dan sinar tampak (380-780 nm) dengan memakai instrumen spektrofotometer.
Spektrofotometri UV-Vis melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada
molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometri UV-Vis lebih banyak dipakai

untuk analisis kuantitatif dibandingkan kualitatif (Mukti, 2013).
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3. METODE PENELITIAN
3.1 Materi Penelitian

3.1.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan untuk
ekstraksi dan isolasi, serta peralatan untuk analisa. Alat-alat yang digunakan
untuk proses ekstraksi dan isolasi antara lain gunting, timbangan digital,
beakerglass (500 ml, 1000 ml), gelas ukur 100 ml, spatula, corong kaca, labu
erlenmeyer 250 ml, corong pisah, rotary vacuum evaporator, sendok bahan, pipet
tetes, kolom kromatografi, statif, dan botol vial/botol sampel 10 ml. Adapun
peralatan yang digunakan pada proses analisa antara lain penggaris, cutter,
pensil, pipa kapiler, pinset, beakerglass 50 ml, pipet tetes, Spektrofotometer UV-

Vis merk Shimadzu 1601, dan instrumen KCKT (Kromatografi Cair Kinerja

Tinggi).

3.1.2 Bahan Penelitian

diambil dari kawasan pantai Sumenep, Madura. Adapun bahan kimia
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bahan utama dan bahan
kimia. Bahan utama yang digunakan adalah rumput laut coklat Padina australis
yang yang digunakan antara lain dietil eter PA , metanol PA (pro analysis), dietil
eter PA, etil asetat PA, CaCO,, n-heksan PA , garam (NaCl), air, silica gel F-254,
aliminium foil, plastic wrap, kertas saring kasar dan halus, kapas, pasir laut, plat
KLT (Kromatografi Lapis Tipis) silica gel (SiO,) F-254, kertas label, kertas tisu

dan gas nitrogen (N,).
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3.2 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksploratif. Analisis dalam penelitian deskriptif hanya dilakukan sampai taraf
deskripsi, yaitu menganalisis atau menyajikan data secara sistemik sehingga
lebih mudah dipahami dan disimpulkan, sedangkan penelitian eksploratif
bertujuan untuk menemukan sesuatu yang baru berupa pengelompokan suatu
gejala atau fakta tertentu. Penelitian deskriptif eksploratif bertujuan untuk
menggambarkan suatu variabel, gejala, dan keadaan atau fenomena apa adanya
tanpa menguji suatu hipotesis tertentu (Arikunto, 2002). Penelitian eksploratif
bertujuan untuk menggambarkan suatu keadaan atau fenomena tertentu secara
sistematis, faktual dan akurat melalui berbagai sifat dan faktor yang

mempengaruhinya (Chusairi, 2013).

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Persiapan Sampel Padina australis

Sampel rumput laut coklat Padina australis yang baru diambil dari laut
segera dicuci dengan air laut, dimasukkan ke dalam plastik berwarna hitam
kemudian diikat dan dimasukkan ke dalam karung plastik. Perlakuan tersebut
bertujuan untuk mempertahankan kualitas rumput laut, terutama agar tidak
terkena cahaya matahari secara langsung yang dapat merusak pigmen dalam
rumput laut. Setelah sampai di laboratorium, tanpa dikeluarkan dari wadahnya,

rumput laut disimpan di dalam freezer untuk mempertahankan kesegarannya.

Sebelum dilakukan proses ekstraksi, sampel rumput laut coklat Padina
australis diambil dari dalam freezer, kemudian dibawa ke dalam ruang gelap dan
dicuci dengan air mengalir untuk membersihkan sampel dari kotoran, serta

memilah sampel agar tidak tercampur dengan spesies rumput laut lain.
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Selanjutnya sampel dikering anginkan dengan cara dihamparkan di atas kertas

dan bantuan kain untuk mengurangi air pada permukaan sampel.

3.3.2 Ekstraksi

Ekstraksi pigmen dilakukan dengan menggunakan metode Maserasi.
Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan peredaman serbuk sampel
kedalam air atau pelarut organik sampai meresap sehingga melarutkan susunan
sel dan zat-zat yang terkandung didalamnya (Daud et al., 2011). Menurut
Setyohadi et al., (2013) perbedaan konsentrasi didalam dan diluar sel pada saat
proses maserasi berlangsung memicu terjadinya aliran pelarut yang mengalir
pada sel sehingga terjadi pemecahan dinding serta membran sel dan juga terjadi
pembengkakan pada sitoplasma. Masuknya zat pelarut kedalam sel
mengakibatkan zat yang terkandung didalam sitoplasma akan larut kedalam
pelarut sesuai tingkat kelarutanya.

Menurut indah et al.,(2010), pelarut metanol merupakan pelarut yang
mamu mengekstrak paling banyak zat warna dibandingkan dengan pelarut lain.
Hal ini dikarenakan metanol bersifat dapat bercampur dengan air dan dapat
melarutkan senyawa organik yang terkandung pada bahan dengan cara merusak
sel yang ada didalam jaringan sehingga pigmen dapat larut dalam bahan hingga
bahan berwarna pucat, sedangkan peran aseton yaitu mengangkat pigmen yang
bersifat semipolar.

Sampel rumput laut Padina australis dicuci lalu ditiriskan, kemudian
dipotong-potong dengan ukuran = 1,5 cm menggunakan gunting, selanjutnya
sampel ditimbang sebanyak 100 gram dan dihaluskan dengan menggunakan
mortar alu dengan tujuan untuk memperluas permukaan sampel. Pada saat
proses penghalusan sampel ditambahkan + 0,5 gram CaCO; sebagai penetral

karena proses ekstraksi akan berjalan secara maksimal pada pH netral.
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Pada saat proses maserasi, sampel rumput laut Padina autrallis dimasukan
kedalam beaker glass yang sudah dibungkus dengan menggunakan alumunium
foil agar terhindar dari cahaya yang dapat merusak pigmen atau dapat
menimbulkan degradasi yang memiliki sifat sensitif terhadap cahaya.
Ditambahkan pelarut metanol (CHs;OH) dan aseton (CH3;COCHs;) dengan
perbandingan 7/3 (v/v) sebanyak 300 ml kedalam beaker glass kemudian ditutup
menggunakan cling wrap untuk meminimalkan penguapan pelarut dan dilapisi
dengan alumunium foil untuk meminimalkan dari paparan cahaya. Penggunaan
pelarut metanol dikarenakan metanol mempunyai sifat universal sehingga dapat
melarutkan senyawa yang memiliki sifat polar dan non polar, sedangkan
menggunakan aseton yaitu dengan tujuan mengekstrak senyawa organik yang
bersifat polar. Selanjutnya sampel diletakan dalam ruangan gelap pada suhu
ruang selama 2 kali 24 jam.

Setelah dilakukan maserasi langkah selanjutnya vyaitu dilakukan
penyaringan (filtrasi) menggunakan kertas Whatmen no. 42 untuk memisahkan
hasil filtrat dengan residu sehingga filtrat yang dihasilkan bersih tanpa tercampur
dengan residu. Dilakukan lagi dengan lama waktu 12 jam untuk memaksimalkan

hasil maserasi.

3.3.3 Fraksinasi dan Evaporasi

Fraksinasi atau partisi bertujuan untuk mengendapkan fraksi dari pigmen
yang terkandung didalam filtrat hasil dari maserasi. Menurut Yuliasih et al.,
(2013) fraksinasi yaitu proses pemisahan fraksi yang memiliki karakteristik
berbeda dalam larutan dengan prinsip Like Dissolves Like yaitu pelarut polar
akan melarutkan pelarut yang bersifat polar dan non polar. Pada proses
fraksinasi dilakukan penambahan dietil eter (C4H100), saturasi garam dan air

secara berturut (100 ml : 50 ml : 120 : 10 ml) dengan menggunakan corong
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pisah, saat penambahan larutan kedalam filtrat sesekali digoyangkan untuk
menghomogenkan larutan untuk memaksimalkan proses fraksinasi.

Pada saat proses fraksinasi berlangsung, terjadi pemisahan antara dua
fase yaitu fase atas dan fase bawah berdasarkan kelarutan dan massa jenisnya.
Penggunaan dietil eter (C4H;00) bertujuan untuk mengikat senyawa pigmen yang
terkandung dalam filtrat hasil maserasi. Dietil eter (C4H1,0) memiliki sifat non
polar sehingga dapat melarutkan senyawa pigmen yang bersifat non polar. Dietil
eter memiliki massa jenis paling ringan didalam larutan menyebabkan senyawa
pigmen yang terlarut terangkat keatas dan membentuk fase atas. Air dan saturasi
garam bersifat polar dan memiliki massa jenis lebih berat dibandingkan dengan
dietil eter dan membentuk fase bawah.

Fase bawah tidak digunakan pada proses fraksinasi sedangkan fase atas
yang mengandung hampir seluruh senyawa pigmen ditampung dalam labu
erlenmeyer. Kemudian dipekatkan atau dievaporasi menggunakan rotary vacuum
evaporator untuk menguapkan pada fase atas. Sebelum melaukan pemekatan
labu evaportor dibungkus menggunakan plastik hitam terkait dengan sifatnya
yang sangan rentan terhadap cahaya dan suhu tinggi. Pemekatan dilakukan
pada suhu 35°C dengan kecepatan 100 rpm selama 30 menit. Penggunaan suhu
30°C didasarkan pada titik didih dietil eter (C4H,0) yaitu 35,5 °C, dimana dalam
kondisi vakum titik didih pelarut akan menadi lebih rendah. Prinsip kerja
evaporator menurut Kristijarti dan Arlene (2012), yaitu penurunan tekanan yang
menyebabkan turunya titik didih dari cairan, sehingga cairan yang memiliki titik
didih rendah akan menguap terlebih dahulu dan kemudian akan terkondensasi
kembali pada labu penampung.

Hasil pemekatan berupa (crude) ekstrak kasar yang diambil menggunakan
sendok bahan dan dipindahkan pada botol sampel. Kemudian ekstrak crude

yang ada pada botol sampel dikeringkan menggunakan gas nitrogen untuk
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menguapkan dietil eter yang masih tersisa sehingga didapatkan ekstrak kasar
yang benar-benar kering. Kemudian botol sampel ditutup dengan plastik wrap
kemudian dibungkus dengan alumunium foil dan disimpan di dalam freezer.
Prosedur ekstraksi rumput laut coklat Padina australis hingga didapatkan ektrak

crude dapat dilihat pada gambar 11.

Rumput laut cokelat Padina australis

v

Dicuci dan dibersinkan

v

Dipotong-potong +1 cm

v

Ditimbang 100 gram
v

Dihaluskan dengan mortar alu dan ditambah CaCO; + 0,5 gram

v

Dimaserasi dengan metanol : aseton 7:3 sebanyak 300 ml
selama 24 jam sebanyak 2 kali perendaman

v

Disaring dengan kertas saring kasar dan halus

v

Filtrat dipartisi dengan dietil eter dan larutan
saturasi garam dan air

v

Terbentuk 2 fase

|
v v

Fase atas Fase bawah
v v
Diuapkan dengan rotary vacum evaporator Dibuang tidak digunakan
pada suhu 35°C pada 100rpm selama 30 menit
v
Dikeringkan dengan gas Nitrogen
v

Ekstrak kasar pigmen kering

Gambar 11. Ekstraksi dan Fraksinasi Rumput Laut Coklat (Modifikasi
metode da Costa et al.,2009)
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3.3.4 Isolasi Pigmen

Isolasi pigmen rumput laut coklat Padina australis dilakukan menggunakan
metode kromatografi kolom. Kromatografi kolom adalah proses pemisahan fraksi
berdasarkan perbedaan distribusi campuran komponen antara fase gerak dan
fase diam. Fase diam adalah pengisi kolom di mana 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 (Noviyanti, 2010). 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 (CgHy4) dan etil asetat
(C4Hg0Os,) yang cenderung bersifat non polar.

Isolasi pigmen dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi
kolom. Silica gel F-245 ditimbang sebanyak 35 gram kemudian dilarutkan dalam
200 ml n-heksan dan ethil asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v) dalam beaker
glass kemudian ditutup dengan menggunakan plastik Wrap agar tidak menguap.
Kemudian Silica gel dihomogenkan dengan magnetic stirer dengan kecepatan
150 rpm selama 1 jam, penghomogenan dengan magnetic stirer yaitu dengan
tujuan agar tidak terjadi gelembung didalam kolom kromatografi yang
menyebabkan (fase diam) silica gel pecah.

Kolom kromatografi dipasang pada statif dan diisi dengan kapas dan
dibasahi dengan fase gerak kemudian dipadatkan didasar kolom kromatografi
dengan bantuan lidi. Pemberian kapas yang diletakan pada dasar kromatografi
kolom bertujuan untuk menahan fase diam agar tidak keluar melalui kran kolom
kromatografi. Kemudian kolom kromatografi diisi dengan fase diam n-heksan

dengan ethyl asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v) sampai setengah bagian
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kolom kromatografi. Dimasukan sedikit demi sedikit kedalam kolom kromatografi
dengan menggunakan sendok dalam posisi kran kolom kromatografi terbuka.
Setelah bubur silica gel dimasukan kran kolom kromatografi kembali ditutup.
Pada kolom kromatografi diketuk-ketuk menggunakan bola hisap dengan tujuan
agar fase diam yang ada didalam kolom kromatografi benar-benar padat dan
permukaanya rata.

Kolom kromatografi yang telah dipreparasi dibiarkan selama semalam +
12 jam dengan tujuan agar silica gel benar-benar padat. Selama didiamkan
semalam kondisi mulut dan ujung kran kolom kromatografi ditutup menggunakan
plastik wrap dan diikat tali dengan tujuan untuk memaksimalkan terjadinya
penguapan fase gerak. Batas atas pada fase gerak ditandai dengan
menggunakan kertas label untuk mengetahui padat atau tidaknya fase diam
dalam kolom kromatografi. Padat atau tidaknnya fase diam dapat ditandai
dengan turunya permukaan fase diam, terdapat gelembung udara, terbentuk
retakan atau lapisan-lapisan dalam silica gel.

Kolom kromatografi yang berisi fase diam yang telah padat, ditambahkan
sea sand atau pasir laut £ 2,5 gram diatas permukaan fase diam kemudian
diratakan dengan cara diketuk menggunakan bola hisap agar permukaanya rata.
Pemberian sea sand atau pasir laut bertujuan untuk menyaring kotoran atau
residu yang tidak diperlukan dari ekstrak kasar rumput laut. Dikurangi volume
dari fase gerak yang ada pada kolom kromatografi dengan cara membuka kran
kolom sampai mencapai batas permukaan sea sand kemudian kran ditutup
kembali. Ekstrak kasar dari Padina autralis dilarutkan dengan 5 ml fase gerak
yaitu n-heksan dengan ethil asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v), kemudian
dimasukan kedalam kolom kromatografi dengan bantuan pipet tetes secara
perlahan melalui dinding bagian dalam dengan tujuan agar permukaan sea sand

tidak rusak. Kemudian kran kolom dbuka sehingga ekstrak kasar dapat meresap
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kedalam fase diam. Setelah permukaan sampel yang meresap telah mendekati
permukaan sea sand, segera tambahkan fase gerak. Fase gerak ditambahkan
secara berurutan hingga terbentuk pita warna didalam fase diam. Selanjutnya
tiap fraksi warna dari tiap komponen pigmen ditampung dalam botol vial
berukuran 10 ml dan dikelompokan berdasarkan warna.

Penuangan fase gerak merupakan salah satu penting yang harus
diperhatikan dalam proses kromatografi kolom agar fase diam tidak pecah.
Kemampuan dalam fase diam memisahkan senyawa pigmen menjadi kurang
maksimal apabila mengalami pecah atau rusak. Pecahnya fase diam terjadi
karena kondisinya kering atau tidak terisi oleh pelarut, ditandai dengan
munculnya garis atau sekat horizontal dan bintik putih tidak beraturan yang
terbentuk dari kristal silica gel yang kering karena terendam oleh fase gerak.
Semakin lama kolom digunakan, pecahnya fase diam akan semakin
mengembang dan berangsur angsur merata sepanjang fase diam didalam kolom,
sehingga kemampuan fase diam dalam memisahkan senyawa pigmen semakin
menurun. Prosedur isolai pigmen dengan menggunakan kolom kromatografi

dapat dilihat pada gambar 12.
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Kolom dipasang pada statif
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Ditambahkan Sea sand 2,5 gr

!

Fase gerak dikeluarkan hingga
sea sand

»

>

A 4
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Masing-masing fraksi ditampung sesuai warna

v

Isolat pigmen murni

Gambar 12. Skema kerja isolasi pigmen dengan kromatografi kolom
(Pangestuti et al.,2007) yang dimodifikasi oleh Wijayanti (2010).



136

3.4 Identifikasi Pigmen
3.4.1 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Ekstrak pigmen kasar hasil ekstraksi selanjutnya dilakukan identifikasi
dengan menggunakan KCKT (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi). Proses ini
disebut juga proses pemisahan , yaitu memisahkan antara komponen pigmen
yang satu dengan yang lain yang terdapat pada rumput laut coklat jenis Padina
australis dengan melihat serapan maksimum panjang gelombang dari masing-
masing puncak yang terbentuk. Identifikasi dengan kromatografi cair kinerja
tinggi (KCKT) mengacu pada metode Hegazi et al.,(1998).

Langkah pertama yang dilakukan dalam sistem kerja KCKT yaitu ekstrak
pigmen kasar dilarutkan dalam 5 ml fase gerak (aseton : metanol : amonium
asetat, 80 : 10 : 10 v/v). Dalam kromatografi cair kinerja tinggi, fase gerak selain
berfungsi sebagai pembawa komponen-komponen campuran menuju detektor,
fase gerak merupakan salah satu faktor penentu keberhasilan proses analisis
(Puspitaningtyas et al., 2013). Tahap berikutnya sebanyak 20 pl larutan pigmen
diinjeksikan pada KCKT dengan fase diamnya adalah ODS (C-18) 5 um dengan
sistim elusi gradient metanol, aseton dan amonium asetat (1 M) dan laju alir 1,0
ml/menit.

Menurut Putra (2004), elusi gradien yaitu penambahan kekuatan fase
gerak selama analisis kromatografi berlangsung. Efek dari elusi gradien adalah
mempersingkat waktu retensi dari senyawa-senyawa yang tertahan kuat pada

kolom. Skema kerja dari KCKT dapat dilihat pada gambar 13.
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Ekstrak pigmen kasar

v

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

v

Diinjeksi larutan pigmen sebanyak 20 pl ke dalam KCKT dengan fase
diam yaitu ODS (C-18) 5 um dengan fase gerak metanol, aseton dan
amonium asetat (1 M) (80: 10 :10. v/v) dan laju alir 1,0 ml/menit

v

Dianalisis pada panjang gelombang 400-700 nm

Gambar 13. Skema Kerja Instrumen KCKT (Hegazi et al.,1988).

3.4.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis tipis (KLT) yaitu untuk mengidentifikasi ekstrak kasar
pigmen dan isolat hasil isolasi kromatografi kolom. ldentifikasi ini dilakukan
berdasarkan metode yang digunakan oleh Pangestuti et al.,(2007) yang telah
dimodifikasi oleh hasanah (2014). Pada penelitian ini menggunakan fase diam
yaitu silica gel F-254 dan fase gerak n-heksan dan aseton dengan perbandingan
7:3 (v/v) sebanyak 10 ml.

Tahapan pertama dalam KLT adalah membuat garis pada plat dengan
menggunakan pensil pada kedua ujung plat. Bagian bawah pelat berukuran 1 cm
yang bertujuan untuk menentukan posisi awal fraksi ketika ditotolkan, sedangkan
bagian atas plat berukuran 0,5 cm sebagai batas yang ditembus oleh pelarut.
Selanjutnya fraksi dari kolom yang ditampung dalam tabung reaksi diambil
secukupnya menggunakan pipa kapiler dan ditotolkan pada pelat KLT.

Setelah bercak tersebut mengering, plat dimasukan dalam beaker glass

yang berisi fase gerak. Dimasukan fase gerak + 5 ml yang dimasukan dalam
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beaker glass 50 ml. Selanjutnya beaker glass ditutup dengan plastik wrap dan
biarkan sampai pelarut bergerak mendekati garis atas. Kemudian diambil dengan
pinset tanpa menyentuh garis atas pelat. Totol yang terbentuk pada plat diamati
dan dihitung nilai Rf-nya (retardation factory). Sari (2012) menyatakan bahwa
derajat retensi dinyatakan dari zat setelah pengembangan, dapat dihitung

dengan rumus :

_Jarakyang ditempuh oleh senyawa
~ Jarak arak yang ditempuh oleh pelarut

Pelat KLT Ekstrak pigmen yang diduga mengandung B-
¢ karoten, klorofil dan fukosantin
Dipotong 1x5 cm dan diberi garis batas ¢
atas 0,5 cm dan garis batas bawah 1,0 cm Dilarutkan 1 ml fase gerak n-
¢ heksan dengan aseton 7:3 (v/v)
Fase gerak dimasukan ke dalam beaker glass, - - ¢ - -
fase gerak heksan dengan aseton (7:3 v/v) Diambil dengan pipa kapiler

\ 4
Ditotolkan pada plat KLT

v

Plat KLT dimasukan kedalam beaker glass
yang berisi fase gerak

v

Beaker glass ditutup dengan plastik wrap sampai
pelarut mencapai batas atas pada KLT

v

Diambil dengan menggunakan pinset

v

Hitung nilai Rf (Retardation factor)

Gambar 14. Skema Kerja Kromatografi Lapis Tipis (Pangestuti et al., 2007) yang
dimodifikasi oleh Hasanah (2014).
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3.4.3 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotrometri UV-Vis digunakan untuk mengidentifikasi pigmen ,
selanjutnya diidentifikasi berdasarkan panjang gelombang dan nilai
absorbansinya. Penelitian ini mengacu pada metode Fretes et al.,(2012). Prinsip
kerja dari spektrofotometri UV-Vis yaitu berdasarkan pada penyerapan cahaya
atau energi radiasi yang diserap sehingga memungkinkan jumlah zat penyerap
dalam larutan secara kuantitatif (Triyati, 1985).

Isolat warna yang diketahui sebagai pigmen B-karoten, klorofil dan
fukosantin berdasarkan warna dan nilai Rf yang dari proses KLT terlebih dahulu
dikeringkan dengan dialiri menggunakan gas nitrogen (N,). Isolat warna yang
telah kering diencerkan menggunakan aseton PA sampai pengenceran 10%
kemudian dimasukkan ke dalam cuvet £ 3 ml. Selanjutnya dimasukan kedalam
instrumen spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1601 dan diuji pada kisaran
panjang gelombang 300-800 nm, sehingga diketahui pola spektra dan nilai
absorbansi maksimal dari isolat warna yang diuiji.

Penerapan spektrofotometri UV-Vis pada senyawa organik didasarkan
pada transisi n-1r atau - 1. Transisi ini terjadi pada daerah dengan spektrum
sekitar 300-200 yang digunakan dalam eksperimen dan memerlukan gugus
kromofor dalam molekul tersebut. Kromofor merupakan gugus tak jenuh kovalen
yang dapat menyerap radiasi dalam daerah-daerah UV dan Vis, pada senyawa
organik dikenal pula auksokrom yaitu gugus jenuh yang terikat pada kromofor.
Terikatnya gugus auksokrom pada kromofor dapat mengubah panjang
gelombang dan intensitas serapan maksimum (Pratimasari, 2009).

Utami et al., (2010), setiap pengukuran harus dilakukan pada panjang
gelombang maksimum. Pada panjang gelombang maksimum kepekaan juga

maksimum, karena pada panjang gelombang tersebut perubahan serapan untuk



140

satuan konsentrasi adalah yang paling besar. Ditambahkan oleh indriani (2010),
hasil pengujian berupa serapan maksimum yang terbentuk kemudian
dibandingkan dengan serapan spectra maksimum. Prosedur spektrofotometri

dapat dilihat pada gambar 15.

Ekstrak pigmen kering Padina australis

'

Dilarutkan dalam aseton PA

v

Ekstrak pigmen cair Blanko (aseton)

| |
v

Masing-masing dituang pada kuvet sebanyak + 3 ml

v

Spektrofotometer diatur pada panjang gelombang 300-800 nm

v

Dimasukan kuvet ke dalam spektrovotometri UV-Vis

v

Diukur absorbansi dan panjang gelombang sampel

v

Didapat panjang gelombang dan nilai absorbansi

Gambar 15. Skema Kerja Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
(Fretes, 2012).
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3.4.4 Pengukuran Rendemen

Rendemen merupakan parameter yang penting untuk mengetahui nilai
ekonomis dan efektivitas suatu produk. Semakin tinggi nilai rendemen maka hasil
akhir yang dihasilkan semakin banyak. Analisa rendemen merupakan suatu
presentase produk yang diperoleh dari perbandingan berat awal bahan dengan
berat akhir. Sehingga diketahui hilangnya berat ketika mengalami proses

pengolahan.

Pigmen yang telah diketahui nilai absorbansinya dikonversikan dengan
menggunakan hukum ‘Lambert-Beer. Menurut Markham (1988), hukum
‘Lambert-Beer’ adalah A= € bc.

Keterangan :

A = Absorbansi
€ = Absortifitas Molar
b = Lebar Bagian Kuvet Dalam

¢ = Konsentrasi (molar)

Dari rumus diatas, dapat ditentukan hasil dari kadar masing-masing pigmen.

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

nilai kadar yang didapatkan
) Wi W x 100%

- jumlah awal sampel yang digunakan
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Data hasil penelitian identifikasi komponen pigmen rumput laut coklat
Padina australis dengan isolasi kolom kromatografi, uji identifikasi dengan
Kromatografi Lapis tipis (KLT), pola spektra dengan Spektrofotomeri UV-Vis dan
analisa komponen pigmen dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi, dapat dilihat

pada tabel 12.

Tabel 12. Hasil Isolasi dan Identifikasi Pigmen Padina australis

Ui Hasil
identifikast Alat Literatur
Padina australis
tR (Time Retension) Menurut Limantara dan
Heriyanto (2010)
KCKT Fukosantin 10,22 Fukosantin 10,11
Spektra Shimadzu
KCKT Tipe LC- Klorofil b 20,12 Klorofil b 30,88
20A Klorofil 40,10 Klorofil a 38,39
B-karoten 62,14 B-karoten 57,14
- Isolat warna kuning pekat - Menurut Yudiati et al., (2011), B-
pada botol nomer 1 dan 2 karoten berwarna kuning.
- Isolat warna hijau pekat - Menurut Pramesti (2013) klorofil
bata botol nomer 28 b berwarna hijau kuning
Kromatogra Kromatogra sampai 35
fi Kolom fi Kolom - Isolat warna biru pekat pada |- Menurut Pramesti (2013) klorofil
botol nomer 54 sampai 60. a berwarna hijau biru
- Isolat warna kuning orange
padabotol nomer 73 sampai |- Menurut Mufti et al.,(2014)
81 fukosantin berwarna orange
Ulangan
1 2 3 ) *
Kromatogra - Menurut Yudiati et al.,(2011),
fi Lapis Pelat KLT B-karoten Nilai Rf B-karoten yaitu 0,8 - 1
Tipis (KLT) 1,0 0,97 1,05 _ Rl
Menurut Pramesti (2013), Nilai Rf
Klorofil b Klorofil a yaitu 0,42 — 0,56.
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0,48 0,51 0,54 : ..
_ - Menurut Pramesti (2013) Nilai Rf
Klorofil a yaitu 0,57 — 64.
0,6 0,57 0,62
- Menurut Zaelanie dan Hartati
- (2014) Nilai Rf fukosantin yaitu
Fukosantin 0.25 - 0.28.
0,26 0,27 0,28
Ulangan _
1 2 3 - Menurut Khotimah et al., (2013)
panjang gelombang B-karoten
B-karoten N
Spektrofoto yaitu 400-700 nm.
: 475,00 | 470,00 | 450,50
metri UV- ' .
Vis Klorofil b - Menurut Aryanti (2008) panjang
it gelombang klorofil b yaitu 519
Spektrofoto 1610 499,00 669,00 401,00 nm.
metri UV- Klorofil a - Menurut Kalalo et al.,(2014)
panjang gelombang klorofil a
662,00 425,00. 412,50 yaitu 380-700 nm
Fukosantin - Menurut Wijayanti (2010),
345,00 661,50 439,00 | panjang gelombang 450-465 nm.
Nilai Rendemen
B-karoten 0,037 = 0,001413
Rendemen Klorofil b 0,205 + 0,0405

Klorofil a 0,267 + 0,000733
Fukosantin 0,425 + 0,26092

4.2 Pembahasan

4.2.1 Identifikasi Pola Spektra dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

(KCKT)

Analisa kualitatif komponen pigmen rumput laut coklat Padina australis

dilakukan dengan menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

(KCKT) yang didasarkan pada waktu retensi dan untuk tujuan identifikasi. Prinsip

dari Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) yaitu berdasarkan pada tingkat

kepolaranya dan pada metode ini digunakan tekanan tinggi untuk membantu

mendorong fase gerak oleh elusi gradient nya. Hasil analisa komponen pigmen

dengan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dapat dilihat pada gambar 16.




144

80

! ) 3 S o
60 i
- ; '
i s t
0§l | 4 ;
0 | J ""—'_.""UJ‘ ; Ay ~

| 20 Il 0 80
Waktu retensi (ty) / menit

Intensitas /f mAU

Gambar 16. Kromatogram dari Ekstrak Kasar Padina australis

Dari penelitian ini mengacu pada literatur menurut Limantara dan Heriyanto
(2010), yang menggunakan fase diam dan fase gerak yang hampir sama. Pada
setiap puncak atau peak menandakan adanya pigmen yang terkandung dalam
rumput laut coklat jenis Padina australis. Urutan dari setiap puncak atau peak
sesuai dengan urutan dari tingkat kepolaranya. Dari pigmen yang memiliki tingkat
kepolaran paling tinggi sampai pada pigmen yang memiliki tingkat kepolaran
paling rendah, karena pada penelitian ini diterapkan sistem fase terbalik atau
‘reversed phase’. Menurut Syarif (2009), Kromatografi fase terbalik
menggunakan fase diam yang kurang polar dari pada fase gerak nya, karena
pada umumnya metode KCKT menggunakan fase diam yang bersifat hidrofobik.

Dari hasil KCKT diatas didapatkan jumlah peak atau puncak pada
kromatogram ekstrak kasar Padina australis berkisar antara 11 peak atau puncak
dengan intensitas yang berbeda dengan jumlah totolan yang terdapat pada pelat
KLT. Hal ini menunjukan bahwa pada kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT)
dapat memisahkan pigmen yang tidak teridentifikasi oleh KLT. Menurut Syarif

(2009), menyatakan bahwa kelebihan dari metode KCKT adalah cepat, daya
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pisah baik, peka, kolom dapat digunakan berulang kali dan alat atau
perangkatnya dapat digunakan secara otomatis. Diketahui bahwa terdapat 4
puncak pada KLT yang memiliki warna pekat. Berdasarkan sistem reversed
phase yang digunakan pada penelitian ini, diketahui bahwa pita pigmen yang
muncul terlebih dahulu yaitu pigmen yang memiliki waktu tambat paling kecil,
memiliki sifat lebih polar dibandingkan dengan pita pigmen yang muncul
setelahnya (Christina et al., 2008). Berdasarkan waktu retensi (tR) 4 puncak hasil

kromatogram pada grafik dapat dilihat pada tabel 13.

Tabel 13. Waktu Retensi (tR) Untuk Pigmen Padina australis

Waktu Retensi (tR)
Limantara dan

Jenis Pigmen Waktu Retensi (tR)

No Padina australis Heriyanto (2010)
1 Fukosantin 10,22 5,85
2 Klorofil b 20,12 30,88
3 Klorofil a 40,10 38,01
4 B- karoten 62,14 57,14
5 Zaexantin 19,72 19,68
6 Klorofil b 33,63 33.40
7 Klorofil b’ 34,91 34,40
8 Klorofil a’ 38,41 38,39
9 Klorofil a’ 40.13 40,10
10 Feofiftin a 56,84 56,79
11 Beta-karoten 62,10 62,08

Waktu retensi (tr) adalah ukuran waktu injeksi mulai cuplikan hingga suatu
komponen pigmen keluar dari kolom, dengan kata lain yang diperlukan dalam
suatu komponen campuran untuk keluar dari kolom (Wijayanti, 2010). Dari data
diatas untuk rumput laut coklat Padina australis agak berbeda dari hasil yang
diperoleh dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Limantara dan Heriyanto
(2010). Hal ini dikarenakan fase diam yang digunakan berbeda merk, sehingga

waktu retensi yang dilakukan pada penelitian ini agak bergeser. Waktu retensi
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pada KCKT sensitif terhadap perubahan fasa diam, suhu, nilai pH, komposisi
fase gerak dan laju.

Dari 11 puncak atau peak yang dihasilkan, diambil hanya 4 puncak atau
peak yang disesuaikan dengan hasil dari KLT. Pigmen yang diambil untuk
dianalisa yaitu B-karoten, Kklorofil b, klorofil a dan fukosantin. Berdasarkan dari
keempat pigmen tersebut pigmen yang paling memiliki sifat polar yaitu
fukosantin karena memiliki waktu retensi yang paling singkat dibandingkan

dengan waktu retensi pigmen lainya.

4.2.2 Kromatografi Kolom

Isolasi komponen pigmen rumput laut coklat Padina australis dilakukan
dengan menggunakan kolom kromatografi dengan tujuan memisahkan antara
komponen senyawa pigmen yang terdapat pada Padina australis. Dalam
penelitian ini digunakan normal phase yaitu fase diam yang bersifat polar dan
fase gerak yang bersifat non polar. Fase diam yang digunakan yaitu silica gel f-
254 (SiO3) dengan ukuran 60 mesh, kemudian fase gerak yang digunakan yaitu
n-heksan (CgH14) dan etil asetat (C4HsO,) dengan perbandingan 8:2, 7:3, 6:4 dan
5:5 (v/v). N-heksan memiliki tingkat kepolaran yang rendah dan bersifat non polar
dari etil asetat yang memiliki sifat semi polar, sehingga semakin tinggi
perbandingan n-heksan dalam campuran fase gerak maka semakin non polar
sifat dari fase gerak tersebut begitu pula sebaliknya. N-heksan akan melarutkan
senyawa pigmen yang bersifat non polar, sedangkan etil asetat akan melarutkan
senyawa pigmen yang bersifat lebih polar. Isolasi menggunakan kromatografi
kolom dimulai dengan penggunaan fase gerak yang paling non polar yaitu n-
heksan dan etil asetat dengan perbandingan 8:2 (v/v) secara kontinyu serta
ditingkatkan polaritasnya sesuai dengan tingkat kepolaran dari senyawa pigmen

yang dikeluarkan.
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Dari uraian diatas dapat diambil kesimpulan bahwa senyawa pigmen yang
bersifat non polar dari ekstrak kasar pigmen Padina australis akan keluar terlebih
dahulu karena memiliki interaksi yang lemah terhadap fase diam yang bersifat
polar. Sedangkan senyawa pigmen yang bersifat lebih polar akan keluar secara
berurutan setelah senyawa pigmen yang bersifat non polar sesuai dengan tingkat
kepolaranya karena memiliki interaksi yang lebih kuat dengan fase diam dan
sebanding dengan polaritas fase gerak yang ditambahkan. Noviyanti (2010),
menyatakan 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 dengan sangat lambat. Proses

isolasi pigmen rumput laut coklat Padina australis dapat dilihat pada gambar 17.

Gambar 17. Hasil Isolasi Kolom Kromatografi
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Gambar diatas menujukan fraksi atau pita warna didalam kolom
kromatografi berdasarkan tingkat kepolaranya. Fraksi warna kuning pekat keluar
dengan penambahan fase gerak n-heksan dan etil asetat dengan perbandingan
8:2 (vlv), fraksi warna hijau pekat keluar dengan penambahan fase gerak n-
heksan dengan etil asetat perbandingan 7:3 (v/v), fraksi warna biru pekat keluar
dengan penambahan fase gerak n-heksan dengan etil asetat perbandingan 6:4
(v/v) dan fraksi warna orange pekat keluar dengan penambahan fase gerak
perbandingan 5:5 (v/v).

Dari isolasi pigmen pada ekstrak (crude) Padina australis didapatkan 87
botol isolat warna dengan empat warna dominan yaitu kuning pekat terdapat
pada botol ke 2 dan 3, isolat berwarna hijau pekat terdapat pada botol ke 28
sampai 35, isolat berwarna biru pekat terdapat pada botol ke 54 sampai 60 dan
isolat yang berwarna orange terdapat pada botol ke 73 sampai 81. Hasil isolasi
pigmen yang ditampung didalam botol vial berukuran = 10 ml dapat dilihat pada

gambar 18.

Gambar 18. Hasil Isolasi Pigmen Padina australis
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Menurut Yudiati et al.,(2011), B-karoten mengindikasikan munculnya pita
berwarna kuning. Menurut Fadillah et al.,(2014) bahwa klorofil b mengindikasikan
munculnya warna hijau kekuning-kuningan. Menurut Adnan (2010), pada klorofil
a mengindikasikan munculnya warna biru kehijauan. Sedangkan menurut Murti et

al.,(2010), mengindikasikan bahwa munculnya warna orange adalah fukosantin.

4.2.3 Identifikasi Pigmen Dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Hasil isolat yang diduga sebagai komponen pigmen dari rumput laut coklat
jenis Padina australis kemudian diidentifikasi dengan menggunakan metode
kromatografi lapis tipis (KLT) untuk membuktikan bahwa isolat tersebut
merupakan komponen dari pigmen Padina australis atau tidak berdasarkan totol
warna yang muncul dan perhitungan nilai reterdation factor (Rf). Dalam
identifikasi pigmen dengan kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan plat KLT
silica gel F-254 sebagai fase diam dan menggunakan n-heksan:aseton dengan
perbandingan 7:3 (v/v) sebagai fase gerak. Tujuan penggunaan fase gerak yaitu
untuk melarutkan senyawa yang tudak polar, polar dan semi polar, sehingga
senyawa yang diidentifikasi akan larut dan tertarik keatas sesuai dengan tingkat
kepolaranya Hasil isolat yang diduga [-karoten, klorofil a, klorofii b dan
fukosantin dalam pengujian KLT komponen pigmen rumput laut coklat Padina

australis dapat dilihat pada gambar 19.
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Gambar 19. Hasil Proses KLTdari Isolasi Pigmen (B-karoten, klorofil a,

klorofil b, fukosantin)

Dari gambar diatas diketahui bahwa pengujian KLT menghasilkan spot
warna kuning pekat, hijau pekat, biru pekat dan oranye. Menurut Yudiati et
al.,(2010), menyatakan bahwa nilai Rf dari B-karoten yaitu 0,8-1 dengan warna
yang dihasilkan Kuning pekat. Hal ini tidak berbeda jauh dengan nilai Rf yang
diperoleh dari KLT diatas yaitu 1,0 ; 0,97 ; 1,05. Nilai Rf dari Klorofil a dan b
menurut Pramesti (2013), klorofil a yaitu kisaran 0,57-0,64 dengan warna yang
dihasilkan biru kehijauan, sedangkan hasil penelitian yaitu biru pekat (klorofil a)
Padina australis dengan nilai Rf 0,6 ; 0,57 ; 0,62. Sedangkan klorofil b yaitu
kisaran 0,42-0,56 dan hasil penelitian menunjukan nilai Rf klorofil b Padina
australis yaitu 0,48 ; 0,51 ; 0,54 dapat dinyatakan bahwa nilai Rf klorofil b Padina
australis masuk dalam range.

Nilai Rf fukosantin yaitu kisaran 0,25-0,28 dan hasil penelitian diatas
didapatkan nilai Rf fukosantin Padina australis yaitu 0,26 ; 0,27 ; 0,28 dapat
dinyatakan bahwa nilai Rf fukosantin Padina autralis masuk dalam range. Hasil
dari totolan KLT apabila didapat lebih dari 1 spot maka dapat dikatakan hasil
isolat tersebut tidak murni (Zaelanie dan Hartati, 2014). Nilai Rf diperoleh dengan

cara membagi jarak yang ditempuh pigmen dengan jarak yang ditempuh pelarut.
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Gambar 20. Pola Pemisahan Pigmen Rumput Laut Coklat Padina
australis (Wijayanti, 2010).

Pada gambar 19 diatas menunjukan jumlah totol hasil pemisahan pigmen
penyusun alga coklat Padina australis menggunakan KLT (Kromatografi Lapis
Tipis). Jika dilihat dari warna dan jumlah totol, pigmen penyusun rumput laut
coklat Padina australis terbentuk 8 warna yaitu totol (1) warna kuning sebagai
karoten,totol (2) warna abu-abu sebagai feofiftin, totol (3) hijau biru sebagai
klorofil a, totol (8) warna hijau sebagai klorofil b, totol (4) kuning oranye, (5)
orange pekat, (6) oranye, (7) oranye diduga sebagai karotenoid golongan
xantofil. Warna dari hasil KLT diatas digunakan sebagai dasar untuk
mengidentifikasi pigmen.

Pigmen warna kuning diduga merupakan B-karoten, hal ini didukung oleh
Jeffrey et al., (1998) yang menyatakan bahwa pigmen (-karoten berwarna
kuning. Pigmen hijau biru diduga sebagai klorofil a, warna hijau kuning diduga
sebagai klorofil b, pigmen kuning, kuning oranye, kuning pekat diduga sebagai
fukosantin. Analisa terhadap faktor reterdasi (Rf) masing-masing dari totol
digunakan untuk mengindikasikan berdasarkan warna. Perbedaan kepekaan
warna totol pigmen yang nampak pada pemisahan pigmen tersebut berkaitan

dengan konsentrasi pigmen yang terkandung didalamnya.
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4.2.4 Hasil Spektofotometri UV-Vis

Untuk menguatkan hasil KLT maka diperlukan identifikasi lanjutan
menggunakan Spektrofotometri UV-Vis. ldentifikasi ini dipilih karena prosenya
sederhana dan tidak perlu melakukan preparasi khusus. Sampel dimasukan
pada cuvet spektro kemudian ditaruh pada tempat khusus pada alat kemudian
didetektor dan pola spektra akan terbaca dan panjang gelombang yang
dihasilkan. Selain itu sampel yang digunakan untuk proses identifikasi ini sangat
sedikit £ 20 um. Keuntungan dari identifikasi menggunakan alat spektrofotometer
UV-Vis adalah cara yang sederhana dan konsentrasi larutan yang sangat kecil
(Indriani, 2010).

Hasil sampel pigmen yang diduga sebagai isolat dari p-karoten, klorofil a,
klorofil b dan fukosantin dilakukan untuk identifikasi selanjutnya, yaitu identifikasi
dengan Spektrofotometer UV-Vis menggunakan metode Fretes et al.,(2012)
dengan rentan panjang gelombang yang digunakan yaitu 300-800 nm. Dari uji
spektrofotometer UV-Vis didapatkan hasil pada isolat [B-karoten serapan
absorbansi tertinggi didapat pada panjang gelombang 450.50 nm dan 475.00
nm.

Hasil isolat klorofil b dengan serapan absorbansi tertinggi didapat pada
panjang gelombang 401,00 dan 669,00 nm. Pada isolat klorofii a dengan
serapan absorbansi tertinggi didapat pada panjang gelombang 412.50 nm,
425.00 nm dan 662.00 nm. sedangkan pada isolat fukosantin dengan serapan
absorbansi tertinggi didapat pada panjang gelombang 439,00 nm dan 661,50
nm. Hasil grafik absorbansi rumput laut coklat Padina australis dapat dilihat pada

gambar 21.
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Gambar 21. Pola spektra Padina australis (a) B-karoten, (b) klorofil a, (b) klorofil
b,(fukosantin)
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Dari gambar pola spektra diatas dengan menggunakan pelrut aseton
menunjukan nilai absorbansi maksimum pada tiap pigmen rumput laut coklat
Padina australis hampir sama dengan acuan literatur yang digunakan. Dimana
terlihat panjang gelombang maksimum pada B-karoten berada pada panjang
gelombang 475,00 nm, 470,50 nm, 450,50 nm. Serapan maksimum pada klorofil
a berada pada panjang gelombang 662,00 nm, 425,00 nm, 412,00 nm. Serapan
maksimum pada klorofil b berada pada panjang gelombang 499,00 nm, 669,00
nm, 401,00 nm, dan serapan maksimum pada fukosantin berada pada panjang
gelombang 345,00, 661,00 dan 439,00 nm. Menurut Wijayanti (2010), panjang
gelombang yang dimiliki oleh B-karoten yaitu 426 nm, 451 nm dan 476 nm.

Klorofil a pada panjang gelombang 414 nm, 432 nm dan 418 nm.

Absorbansi adalah perbandngan intensitas cahaya yang diserap oleh
intensitas cahaya yang datang. Nilai dari absorbansi ini akan tergantung pada
kadar dari zat yang terkandung. Semakin banyak kadar zat yang terkandung
dalam suatu sampel maka semakin banyak molekul yang menyerap cahaya pada
panjang gelombang tertentu sehingga nilai dari absorbansinya semakin besar
pula atau sama dengan nilai absorbansi nya berbanding lurus dengan

konsentrasi zat yang terkandung dalam sampel (Neldawati et al., 2013)

4.2.5 Rendemen Pigmen

Perhitungan rendemen dilakukan untuk mendapatkan atau mengetahui
seberapa besar evektifitas dari riset yang dilakukan. Semakin tinggi nilai
rendemen maka dapat dikatakan semakin efektif karena semakin banyak pula
ekstrak yang didapat. Nilai rendemen dari 3-karoten yaitu 0,037 + 0,001413, nilai
rendemen dari Kklorofil a yaitu 0,267 = 0,000733, nilai rendemen dari klorofil b

yaitu 0,205 £ 0,0405 dan nilai rendemen dari fukosantin yaitu 0,425 + 0,26092
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Menurut Khotimah et al.,(2013), dalam rendemen mengalami pengurangan
akibat dari adanya proses atau prosedur yang dilakukan. Adanya perbedaan
rendemen yang didapat karena adanya perbedaan kuantitas yang didapat saat
kromatografi kolom. Pada penelitian Simanjunta et al.,(2014) menyebutkan
bahwa berdasarkan analisa diketahui bahwa terdapat interaksi nyata antara lama
ekstraksi dan rasio dari pelarut terdapat rendemen pigmen. Pengukuran dari
persen berat rendemen pigmen dilakukan dengan membandingkan antara berat

estrak pekat dan berat sampel dikali dengan 100 %.
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5 PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ldentifikasi komponen pigmen pada rumput

laut coklat Padina australis dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut:

5.2

Pigmen yang terdapat dalam rumput laut coklat jenis Padina australis
antara lain B-karoten, klorofil a, klorofil b dan fukosantin.

Kandungan dari masing-masing komposisi pigmen rumput laut coklat jenis
Padina australis yaitu B-karoten 0,037; klorofil a 0,267%; klorofil b 0,205%;
dan fukosantin 0,425% .

Berdasarkan hasil uji dari Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) dari
masing-masing komposisi pigmen rumput laut coklat jenis Padina australis
didapatkan nila tR (retension time) fukosantin 10,22; klorofil b 20,12; klorofil

a 40,10; B-karoten 62,14

Saran

Perlu diadakan penelitian dan pemanfaatan lebih lanjut mengenai

komponen pigmen yang terdapat pada rumput laut coklat jenis Padina australis

dengan pengambilan sampel dari lokasi dan daerah yang berbeda
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Lampiran 1. Diagram Alir Prosedur Penelitian ldentifikasi Pigmen Pada
Rumput Laut Coklat Padina australis Dengan KCKT

Rumput laut coklat Padina australis

v

Diekstraksi

v

Disaring

v

Difraksinasi

v

Fase atas

v

Dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator

v

Dikeringkan dengan gas N,

v

v

Fase bawah

Ekstrak pigmen kering

v

Isolasi pigmen dengan
kromatografi kolom

v

Identifikasi isolat pigmen

Dihitung nilai Rf (Reterdation Factor)
dengan kromatografi lapis tipis (KLT).

Pola spektra dengan menggunakan
alat Spektrofotometer UV-Vis

v

Identifikasi ekstrak pigmen kering

v

Identifikasi dengan kromatografi
Lapis Tipis (KLT)

v

Analisa pola spektra dengan
kromatografi cair kinerja tinggi
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Lampiran 2. Prosedur Ekstraksi dan Fraksinasi (da Costa et al.,2009)

>

Prosedur Ekstraksi

Rumput laut coklat Padina australis dicuci dan dibersihkan dengan air
mengalir, kemudian dipotong-potong denga ukuran £1,5 cm

Rumput laut coklat Padina australis ditimbang sebanyak 100 gram dan
dihaluskan dengan menggunakan mortar dan alu sambil ditambahkan
CaCOsx 0,5 gram.

Dimaserasi dengan metanol (CH3;OH) dan aseton (CH;COCHs) dengan
perbandingan 7/3 sebanyak 300 ml selama 24 jam sebanyak 2 kali.
Disaring dengan menggunakan kertas Whatmen No. 42 hingga
didapatkan filtrat.

Prosedur Fraksinasi

Filtrat Dietil Eter (C4H100), saturasi garam dan air dimasukan kedalam
corong pisah n secara berurutan dengan berbandingan berturut-turut
yaitu 50 ml : 25 ml : 60 ml : 5 ml didalam ruangan gelap.

Larutan dalam corong pisah dihomogenkan sampai terbentuk dua fase
yaitu fase atas dan bawah.

Fase atas ditampung dalam labu erlenmeyer dan fase bawah dibuang.
Fase atas yang yang ditampung dalam labu erlenmeyer dipekatkan
dengan rotary vacuum evaporator pada suhu 35°C pada 100 rpm dalam
kondisi labu evaporator ditutup plastik hitam sampai pelarut menguap dan
terbentuk pasta atau kerak.

Pasta atau kerak diletakan didalam botol sampel kemudian dialiri dengan
gas nitrogen (N,) untuk menguapkan sisa pelarut sehingga didapatkan
ekstrak kasar pigmen kering.

Botol sampel ditutup dengan plastik wrap dan dilapisi dengan alumunium

foil, kemudian disimpan didalam freezer.
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Lampiran 3. Prosedur Isolasi Dengan Kromatografi Kolom (Markham, 1988)

>

Preparasi Kolom Kromatografi

Silica gel F-254 ditimbang sebanyak 35 gram kemudian dihomogenkan
dengan fase gerak m-heksan (CgHis) dan etil asetat (C4HgO,) dengan
perbandingan 8/2 (v/v) sebanyak 200 ml dengan mengunakan magnetic
stirer selama 1 jam dengan kecepatan 150 rpm sampai benar-bear
didapatkan bubur silica gel.

Kolom dipasang pada statif, kemudian kolom diisi dengan fase gerak
untuk membasahi bagian dalam kolom, kemudian kapas direndam
dengan larutan fase gerak, dibentuk bulat tipis dan dimasukan kedalam
kolom dengan bantuan lidi.

Fase gerak ditambahkan secara perlahan sampai setengah tinggi kolom.

Bubur silica gel dimasukan kedalam kolom secara perlahan-lahan dengan
bantuan sendok melalui dinding bagian dalam kolom sambil terus diaduk.

Kolom dipadatkan dengan cara diketuk-ketuk pada bagian kolom dengan
menggunakan bola hisap, kemudian didiamkan selama £12 jam sampai
bubur silica gel padat dan ditambahkan pasir laut atau sea sand

sebanyak + 2,5 gram.

Isolasi Pigmen

Ekstrak kasar pigmen dilarutkan dalam ekstrak kasar pigmen kering +0,3-
0,4 £ 10 ml fase gerak n-heksan (CsH14) dan etil asetat (C;HgO,) dengan
perbandingan 8:2 (v/v).

Bagian kran pada kolom kromatografi dibuka dan fase gerak dikeluarkan
sampai batas sea sand sambil ditambahkan fase gerak sedikit demi
sedikit agar silica gel pada kolom tidak pecah.

Ekstrak pigmen dimasukan secara perlahan ke dalam kolom kromatografi
dengan menggunakan bantuan pipet tetes.

Setelah ekstrak kasar melewati Sea sand dan masuk ke dlam silica gel,
kemudian ditambahkan fase gerak n-heksan dan etil asetat dengan
perbandingan 8:2 v/v sedikit demi sedikit agar silica tidak pecah.

Fraksi yang keluar dari kromatografi kolom ditampung dengan
menggunakan botol vial sesuai dengan warna.

Polaritas dari fase gerak dinaikan sesuai dengan pergantian warna fraksi

yang keluar dari kromatografi kolom dengan penambahan n-heksan
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(CeH14) dan etil asetat (C4HgO,) dengan perbandingan 7:3, 6:4, 5:5 (v/v)

sampai semua warna fraksi keluar dari kolom.

Lampiran 4. Prosedur ldentifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
(Pangestuti et al., 2008) yang dimofidifikasi oleh Hasanah, (2014).

- Disiapkan fase gerak n-heksan : aseton 7:3 (v/v) sebanyak 10 ml ke
dalam beaker glass kemudian fitutup dengan plastik wrap agar tidak
menguap.

- Plat KLT silica gel F-254 dipotong dengan ukuran 1x5 cm dan diberi garis
batas bawah 1,0 cm dari batas tepi dan garis batas atas 0,5 cm dari batas
tepi dan terbentuk jarak 3,5.

- Fraksi yang diduga terdapat komponen pigmen ditotolkan pada garis
batas bawah plat KLT dengan menggunakan pipa kapiler.

- Plat KLT dimasukan kedalam beaker glass yang berisi fase gerak dan
ditunggu sampai pelarut bergerak sampai garis batas atas dan ditutupi
dengan plastik cling wrap, kemudian plat KLT diambil menggunakan
pinset.

- Dihitung nilai Rf (Reterdation Factor) dengan rasio jarak yang ditempuh
oleh totol warna dengan jarak yang tempuh oleh pelarut.

- Di keringkan dengan menggunakan gas nitrogen (N,), kemudian disimpan
didalam freezer

Lampiran 5. Prosedur ldentifikasi dengan Spektrofotometri UV-Vis (Fretes
et al., 2012).

- Sampel kering fraksi komponen pigmen hasil identifikasi dari KLT yang
telah diketahui nila Rf nya dilarutkan dalam aseton PA dan dituangkan
dalam kuvet sebanyak + 3 ml .

- Alat Spektrofotometer UV-Vis diatur pada panjang gelombang 300-800
nm.

- Kuvet dimasukan pada instrumen Spektrofotometer UV-Vis.

- Diukur panjang gelombang dan absorbansi sampel.
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Lampiran 6. Prosedur Identifikasi dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT)

- Ekstrak pigmen kasar kering dilarutkan dalam 5 ml fase gerak (metanol :
aseton : amonium asetat, 80 : 10 : 10 v/v)

- 20 pl larutan pigmen diinjeksikan ke KCKT dengan fase diam ODS (C-
18) 5 um dengan sistem elusi gradient metanol, aseton, dan amonium
asetat (1 M) (80 : 10 : 10, v/v) dan laju alir sebesar 1,0 ™/imenit

-  Dianalisis pada panjang gelombang 430 nm

Lampiran 7. Prosedur Pembuatan Larutan

>

Prosedur Pembuatan Larutan Saturasi Garam (Costa et al., 2009)

- Disiapkan = 1500 gram garam grosok

- Dimasukan kedalam botol plastik dengan ukuran 1500 ml dan
ditambahkan air hingga penuh.

- Dihomogenkan dengan cara dikocok sampai larutan jenuh (garam tidak
larut lagi).

- Larutan garam jenuh disaring dengan menggunakan kertas saring kasar
dan halus dengan bantuan corong kemudian dilakukan 2 kali penyaringan

- Didapat larutan saturasi garam.

Pembuatan Larutan Ekstraksi
Metanol (CHsOH) : Aseton (CHsCOCHS3) 7:3 (v/v) 300 ml

- Metanol = % x 300 ml = 210 ml

- Aseton = 110 x 300 ml =90 ml

Pembuatan Fase Gerak Kromatografi Kolom

Heksan (CgHya) : Etil Asetat (C4HgO5) 8:2 (v/v) 200 ml
- Heksan = 1% X 200 ml = 160 ml
- Etil Asetat= % x 200 ml = 40 m|

Heksan (CgH14) : Etil Asetat (C4Hs0,) 7:3 (v/v) 200 ml
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- Heksan = % X 200 ml = 140 ml

- Etil Asetat= % X 200 ml = 60 ml
Heksan (CgH14) : Etil Asetat (C4HgO,) 6:4 (v/v) 200 ml

- Heksan = 1% X 200 ml =120 ml

- Etil Asetat= % X 200 ml =80 ml

» Pembuatan Fase Gerak Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Heksan (CgHy4) : Aseton (CH3COCHj3) 7:3 (v/v) 10 ml

- Heksan :1—70x10mI=7mI

3

- Aseton = o X 10 ml =3 ml

> Pembuatan Fase Gerak KCKT

- Metanol =22 x5ml=4ml
100
10
- Aseton=—x5ml=0,5ml
100

- Amonium Asetat = % x5 ml=0,5ml
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Lampiran 8. Dokumentasi Proses Penelitian
» Proses Ekstraksi Rumput Laut Coklat Padina australis

- Maserasi

\ $ (784 »
[ — e el
d.Penimbangan CaCO; e. Penghalusan dan f. Penambahan Pelarut
penambahan CaCO;

/ B NG 0 E
g. Proses maserasi h. Proses filtrasi
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> Pembuatan Saturasi Garam

a. Dimasukan garam grosok dan ditambah air b. Dikocok dan didiamkan

c. Penyaringan 1 dan 2 d. Saturasi garam
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> Proses Fraksinasi

a. Penuangan larutan b Terbentuk 2 fase ¢ Pengukuran fase
atas

g /

» Proses Evaporasi dan Pengeringan Gas Nitrogen

5 #/\/ F . e
a. Filtrat hasil partisi b. Proses evaporasi c¢. Hasil Evaporasi d. Pengeringan
dengan N,

A~
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» Proses Isolasi Pigmen Rumput Laut Padina australis dengan
Kromatografi Kolom

- Preparasi Kolom Kromatografi

a. Penimbangan Silica gel
150 rpm selama 1 jam

d. Penimbangan Sea Sand e. Dimasukan fase gerak f. Dimasukan Sea Sand
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a.lsolasi pigmen Padina australis dengan kromatografi kolom

» Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

a. Preparasi dan Proses Uji Kromatografi Lapis Tipis
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- Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT

U — |

-
K
; L L=
I—‘ L I [y SE——
a. Hasil proses KLT Ekstrak Kasar c. Hasil Proses KLT dari Hasil Isolasi

> Bagian Alat Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) Shimadzu LC
20A

b. Kolom Untuk Fase erak
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d.Injektor e. Detektor

> Identifikasi Pigmen Dengan Spektrofotometri UV-Vis

b. Ekstrak Pigmen Kering
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c. Pengenceran aseton dalam cuvet d. Cuvet dimasukan dalam alat
spektrovotometer

d. Pengukuran nilai absorbansi e. Kromatogram Hasil Spektrofotometri
UV-Vis
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Lampiran 9. Data Hasil Isolasi Pigmen Rumput Laut Padina australis
Kromatografi Kolom

- Ulangan 1
No Waktu Warna Konsentrasi Fase Gerak (v/v)
Botol

" 11:11 WIB Bening (Fase antara) (8:2) N-Heksan : Ethyl Asetat
2 11:18 WIB Kuning Pekat (B-karoten) (8:2)
3 11:21 WIB Kuning Pekat (B-karoten) (8:2)
4 11:24 WIB Kuning Bening (8:2)
5 11:26 WIB Kuning Bening (8:2)
6 11:39 WIB Kuning Bening (8:2)
7 11:30 WIB Bening (8:2)
8 11:34 WIB Bening (8:2)
9 11:36 WIB Bening (8:2)
10 11:37 WIB Bening (8:2)
11 11:40 WIB Bening (8:2)
12 11:42 WIB Hijau Bening (8:2)
13 11:44 WIB Hijau Bening (8:2)
14 11:46 WIB Bening (8:2)
15 11:49 WIB Bening (8:2)
16 11:51 WIB Bening (8:2)
17 11:55 WIB Bening (8:2)
18 11:58 WIB Bening (8:2)
19 12:00 WIB Bening (8:2)
20 12:01 WIB Bening (8:2)
21 12:03 WIB Hijau Bening (8:2)
22 12:06 WIB Hijau Bening (8:2)
23 12:10 WIB Hijau Bening 7:3 N-Heksan : Ethyl Asetat
24 12:12 WIB Hijau Bening (7:3)
25 12:05 WIB Hijau Bening (7:3)
26 12:18 WIB Hijau Bening (7:3)
27 12:21 WIB Hijau Bening (7:3)
28 12:26 WIB (7:3)
29 12:27 WIB (7:3)
30 12:29 WIB (7:3)
31 12:30 WIB (7:3)
32 12:32 WIB (7:3)
33 12:35 WIB (7:3)
34 12:36 WIB (7:3)
35 12:38 WIB (7:3)
36 12:41 WIB Bening (7:3)
37 12:43 WIB Bening (7:3)
38 12:45 WIB Bening (7:3)
39 12:47 WIB Bening (7:3)
40 12:49 WIB Bening (7:3)
41 12:51 WIB Bening (7:3)
42 12:53 WIB Bening (7:3)
43 12:55 WIB Bening (7:3)
44 12:57 WIB Bening (7:3)
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45 12:59 WIB Biru Bening 6:4 N-Heksan : Ethyl Asetat
46 13:02 WIB Biru Bening (6:4)
47 13:04 WIB Biru Bening (6:4)
48 13:07 WIB Biru Bening (6:4)
49 13:09 WIB Biru Bening (6:4)
50 13:13 WIB Biru Bening (6:4)
51 13:15 WIB Biru Bening (6:4)
52 13:19 WIB Biru Bening (6:4)
53 13:21 WIB Biru Benin (6:4)
54 13:23 WIB (6:4)
55 13:26 WIB (6:4)
56 13:29 WIB (6:4)
7 13:31 WIB (6:4)
58 13:34 WIB (6:4)
59 13:38 WIB (6:4)
60 13:40 WIB (6:4)
61 13:42 WIB Biru Bening (6:4)
62 13:45 WIB Biru Bening (6:4)
63 13:47 WIB Biru Bening (6:4)
64 13:50 WIB Bening (6:4)
65 13:52 WIB Bening (6:4)
66 13:54 WIB Bening 5:5 N-Heksan : Ethyl Asetat
67 13:57 WIB Bening (5:5)
68 14:01 WIB Orange Bening (5:5)
69 14:05 WIB Orange Bening (5:5)
70 14:08 WIB Orange Bening (5:5)
71 14:10 WIB Orange Bening (5:5)
72 14:13 WIB Orange Bening (5:5)
73 14:16 WIB (5:5)
74 14:18 WIB (5:5)
75 14:21 WIB (5:5)
76 14:24 WIB (5:5)
77 14:28 WIB (5:5)
78 14:31 WIB (5:5)
79 14:34 WIB (5:5)
80 14:35 WIB (5:5)
81 14:38 WIB (5:5)
82 14:40 WIB Kuning Bening (5:5)
83 14:43 WIB Kuning Bening (5:5)
84 14:45 WIB Kuning Bening (5:5)
85 14:48 WIB Bening (5:5)
86 14:50 WIB Bening (5:5)
87 14:54 WIB Bening (5:5)
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Lampiran 10. Perhitungan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Pigmen Rumput

Laut Padina australis

» Rumus Perhitungan Rf (Reterdation Factor

Jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik asal

Harga Rf = - AN
Jarak yang ditempuh oleh pelarut dari titik asal

- Rf B-Karoten

3,5cm
Rf =
3,5cm
=10
3,4cm
Rf =
3,5cm
= 0,97
3,7cm
Rf =
3,5cm
=1,05
- Rf Klorofil a
2,1cm
Rf =
3,5cm
=0,6
Rf = 2cm
3,5cm
= 0,57
2,2cm
Rf =
3,5cm

Rf Klorofil b

_1,7cm
a 3,5cm

= 0,48

Rf

_ 1,8cm

Rf =
3,5cm

=0,51
_19cm

4 3,5cm

=0,54

Rf

Rf Fukosantin

0,92 cm
Rf =

3,5cm

=0,26

0,98 cm
Rf =

3,5cm
=0,27

1cm

Rf =
3,5cm

=0,28



Lampiran 11. Perhitungan Rendemen

Rendemen (%) =

e B- Karoten

Ulangan 1
_0,002145
100 gram

=0,002145 %

X 100 %

e Kilorofil a

Ulangan 1
_ 0,001746
100 gram

=0,001746 %

X 100 %

e Klorofil b

Ulangan 1
_ 0,002015
100 gram

=0,002015 %

X 100 %

e Fukosantin

Ulangan 1
_ 0,001955
100 gram

=0,001955 %

X 100 %

Berat akhir

X 100%

Ulangan 2
_0,001893
100 gram

=0,001893 %

X 100 %

Ulangan 2
_0,002039
100 gram

=0,002039 %

X 100 %

Ulangan 2
_0,001996
100 gram

=0,001996 %

X 100 %

Ulangan 2
_0,001898
100 gram

=0,001898 %

X 100 %
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Ulangan 3
~0,002139
100 gram

=0,002139 %

X 100 %

Ulangan 3
_0,001884
"~ 100 gram

=0,001884 %

X 100 %

Ulangan 3
~0,002119
"~ 100 gram

=0,002119 %

X 100 %

Ulangan 3
_0,001934
"~ 100 gram

=0,001934 %

X 100 %
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Lampiran 12. Data Absorbansi, Kadar Pigmen dan Rendemen Padina australis

> Data Absorbansi

P‘ijgjrr::n Ulangan | Panjang Gelombang Absorbansi Pengenceran
1 475,00 0,457 10™
B-Karoten 2 470,50 0,456 10™
3 450,50 0,534 10™
1 662,00 0,398 10*
Klorofil a 2 425,00 0,422 10*
3 412,50 0,300 10
1 499,00 0,416 10*
Klorofil b 2 669,00 0,223 10
3 401,00 0,463 10
1 345,00 0,176 10
Fukosantin 2 661,50 0,128 10*
3 439,00 0,657 10*
» Data Rendemen
Jenis Rendemen Standart deviasi
Pigmen Vlangan D7) (%) Nilai Rendemen
1 100 gr 0,081
B-Karoten 2 100 gr 0,018 0,037 % + 0,001413
3 100 gr 0,014
1 100 gr 0,238
Klorofil a 2 100 gr 0,274 0,267 % * 0,000733
3 100 gr 0,291
1 100 gr 0,047
Klorofil b 2 100 gr 0,016 0,205 % + 0,0405
3 100 gr 0,348
1 100 gr 0,106
Fukosantin 2 100 gr 0,773 SR R h
3 100 gr 0,397




Data Kadar Pigmen
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Jenis Pigmen

Ulangan

Kadar Pigmen

B-Karoten

1

0,081 gram

0,018 gram

0,014 gram

Klorofil a

0,238 gram

0,274 gram

0,291 gram

Klorofil b

0,047 gram

0,016 gram

0,348 gram

Fukosantin

0,106 gram

0,773 gram

Wl N | W N P W N P W N

0,397 gram




Lampiran 13. Perhitungan Kadar Pigmen
Hukum Lambert-Beer, yaitu:

A = ¢ebc
Keterangan:

A = Absorbansi

€ = Absorptifitas molar (Molar Extention Coefficient)

b = Lebar bagian dalam cuvet

¢ = Konsentrasi (molar)

e B-karoten

Ulangan 1
A =¢€bc

0,457 = 134x10°(1 mol*cm™)x1
cmxcC

0,457
134 x10° (1 mol* )

C = 3,410x10° (1 mol™)

Mencari Massa:

Mol = gr X 1000
Mr V (ml)
X 1
3,410x10° = X 0eL
536,87 10000
3,410x10° = s
5368,7

X = 5368,7 x 3,410 x°
X =0,081 gr

Ulangan 2
A = ebc

0,456 = 134x10°(1 mol*cm™)x1
cmxc

0456
134 x10°3 (1 mol* )

C= 3,402x10° (1 mol™)

Mencari Massa:

Mol = ar « 1000
Mr V (ml)
3,402x10° = X x 1000
536,87 10000
3,402x10° = X
5368,7

188

X =5368,7 x 3,402 x 10°®

X = 0,018 gr
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Ulangan 3 Mencari Massa:
A =¢ebc
Mol = ar « 1000
0,534 = 134x10%(1 molem™)x1 Mr V(mi)
cmxcC
X 1

0,534 2,641x10° = v L0

= 2 536,87 10000
134x10° (1 mol*)
g X

C = 2,641x10° (1 mol?) 204107 = a7

X =5368,7 x 2,641 x 10°°

X = 0,014 gr
e Klorofil a
Ulangan 1 Ulangan 2
A = ebc A = ebc
0,398 = 78,75x10%(1 mol*cm™)x1 0,422 = 78,75x10%(1 mol*cm™)x1
cmxc cmxc
_ 0,398 h 0,422
78,75x10° (1 mol*) 78,75x10° (1 mol*)
C =0,054 x 10° (1 mol™) C = 5,358 x 10°® (1 mol™)
Mencari Massa: Mencari Massa:
Mol = _9r 1000 Mol = . 9r . 1000
Mr V (ml) Mr V (ml)
0,054x10° = _ X 1000 5,358 x10° = _ X 1000
893,5 10000 893,5 10000
-5 X -6 X
0,054x10° = —— 5,358 x10° = ——
8935 8935
X =8935 x 0,054 x 10° X =8935 x 5,358 x 10°

X = 0,005 gram X = 0,048gram



Ulangan 3
A =¢ebc
0,300=78,75x10%(1mol*cm™)x1 cmxc

) 0,300
78,75x10° (1 mol*)

C =x10°(1 mol?

o Klorofil b
Ulangan 1
A = ¢ebc
0,416=78,75x10%(1mol*cm™)x1 cmxc
0,416
C= 3
78,75x10” (1 mol*)

C = 5,282 x10°® (1 mol™?)

Mencari Massa:

Mol = gr X 1000
Mr V (ml)
5,28 2x10° = Lx 000
893,5 10000

5,282 x10° = -
8935

X =8935 x 5,282 x 10°
X = 0,047 gr

Mencari Massa:

Mol = gr . 1000
Mr V (ml)
3,264x10° = Lx 02
893,5 10000
3,264x10° = ——
8935
X =8935 x 3,264 x 10°
X =0,291 gr
Ulangan 2
A = ¢gbc

0,223=78,75x10%(1mol*cm™)x1 cmxc
0,223
) f
78,75x10° (1 mol*)

C = 2,832x10” (1 mol™)

Mencari Massa:

Mol = gr 3 1000
Mr V (ml)
2,832x10° = Lx 000
893,5 10000
2,832x10° =

8935
X =8935 x 2,832 x 10°
X =0,253 gr



Ulangan 3
A =¢ebc

0,463 = 78,75 x10% (1 mol*cm™)x1 cmxc

A 0,463
78,75x10° (1 mol*)

C = 5,879x10° (1 mol™)

e Fukosantin

Ulangan 1

A =¢€bc

0,176=109 x10°(1mol*cm™)x1 cmxc

0,176
109 %102 (1 mol* )

C=161,4x10° (1 mol ™)

Mencari massa:

Mol = or » 1000
Mr V (ml)
5 X 1000
161,4 x 10° = X
658,92 10000
161,4 x 10° = o
6589,2

X =6589,2 x 161,4 x 10°
X =0,106 gram
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Mencari Massa:

Mol = gr . 1000
Mr V (ml)
5,879x10° = Wi 00

X
893,5 10000
- X
5,879x10°% = ——
8935
X =8935 x 5,879x 10°
X =0,052 gr

Ulangan 2
A = ¢ebc
0,128=109 x10° (lmol*cm™)x1 cmxc
0,128
100103 (1 molt)

C=117,4x10° (L mol )

Mencari massa:

Mol® & 1000
Mr V (ml)
¢ X 1000
117,4 x 10° = %
658,92 10000
117,4 x 10° = S
6589,2

X =6589,2 x 117,4 x 10°
X =0,773 gram
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Ulangan 3 Mencari massa:
A =¢bc r
Mol = 97 1000
0,657 = 109x10°(1molcm™)x1 Mr V(ml)
st X 1000
602,7 x 10° = x
_ 0,657 658,92 10000
109x10° (1 mol*) A\
602,7 x 10° =
6589,2

C =602,7 x 10° (1 mol 1)

X =6589,2 x 602,7 x 10
X =0, 397 gram

Lampiran 14. Perhitungan Kadar Rendemen Pigmen

Berat akhir
Rendemen (%) = ——x100%
Berat awal
> B-karoten
Ulangan 1 Ulangan 2
_ 0081 o0% 0018 500
100 gram 100 gram
= 0,081 % = 0,018 %

0,081 + 0,018+0,014

Rata-rata Rendemen (x) = .

= 0,037 %
Standar Deviasi
n e —
j=1(xi—X)

SZ
n-1

Ulangan 3

0,014
100 gram

x100%

_ (0,081 -0,037)%+ (0,018 —0,037)%+ (0,014 —0,037)?

3—-1

. 1,93x1073+3,61x10"* +529x10~*
Y 2
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S =0,001413
Nilai rendemen 3-karoten = 0,037 % £ 0,001413

> Klorofil a

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
0,005

—— x100% ﬂxloo% &Xloo%

100 gram 100 gram 100 gram

= 0,005% =0,048 % 2§ %

0,005 + 0,048+0,291
3

Rata-rata Rendemen (x) =

=0,114 %

Standar Deviasi
n . =
2= (Xi—X)

n—1

SZ

_ (0,005 —0,114)?+ (0,048-0,114)%+ (0,291 ~0,114)?
- 3—-1

1,18x 102 +4,35x 1073 + 3,13x10~2
2

= 0,026825

Nilai rendemen Klorofila = 0,114 %+ 0,026825

> Klorofil b

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
0,047

— x100% ﬂxloo% ﬂxlOO%

100 gram 100 gram 100 gram

= 0,047 % =0,253 % = 0,052 %

0,047 + 0,253+0,052
3

Rata-rata Rendemen (x) =

=0,117 %
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Standar Deviasi
n LV .
2= (Xi—X)

n-—1

SZ

_ (0,047 —0,117)%+ (0,253 —0,117)%+ (0,052 —0,117)?
X 3-1

49x10734+1,84x10°%2+4,22x10 2
2

=0,03275
Nilai rendemen Klorofila = 0,117 %= 0,03275

> Fukosantin

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
0,106
— x100%
100 gram ﬂxloo% ﬂxloo%
100 gram 100 gram
= 0
= LEE Y = 0,773 %

0,106 + 0,773+0,397
3

Rata-rata Rendemen (x) =

=0,425%

Standar Deviasi
n ., =
j=1(xi—x)

SZ_
n-1

_ (0,106 —0,773)%+ (0,773-0,425)%*+ (0,397 —0,425)?
d 2l

393x1071+1,21x1071+7,84x1073
2

0,26092
Nilai rendemen Fukosantin = 0,425 % + 0,2609



p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@



