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FONDA DANISWARA (NIM 09108300029). Skripsi Tentang Uiji Aktivitas
Senyawa Aktif Alga Coklat Sargassum cristaefolium Sebagai Antioksidan Pada
Minyak Ikan Lemuru (Sardinella longiceps) (di bawah bimbingan Ir. Darius M.

Biotech dan Dr. Ir. Hartati Kartika N., MS)
]

Rumput laut adalah bentuk poliseluler dari ganggang (alga) yang hidup di
laut dan tergolong dalam divisi Thallophyta. Tanaman ini tidak mempunyai akar,
batang dan daun seperti lazimnya tanaman tingkat tinggi. Struktur tanaman
secara keseluruhan merupakan batang yang dikenal dengan thallus. Sargassum
cristaefoilum merupakan salah satu golongan alga coklat Phaeophyceae.
Sargassum cristaefolium merupakan alga multiseluler yang memiliki senyawa-
senyawa hasil metabolisme sekunder berupa alkaloid dan flavonoid. Senyawa-
senyawa tersebut kemungkinan merupakan senyawa bioaktif yang dapat
digunakan dalam dunia pengobatan, misalnya sebagai antioksidan. antioksidan
merupakan salah satu bahan aditif yang dapat melindungi bahan pangan dari
kerusakan oksidasi penyebab ketengikan pada minyak ikan. Sehingga dilakukan
penelitian tentang Sargassum cristaefoilum sebagai antioksidan terhadap minyak
ikan lemuru.

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak
Sargassum cristaefolium terbaik untuk menghambat keruskan minyak ikan
lemuru serta mendapatkan senyawa-senyawa bioaktif yang terkandung dalam
Sargassum cristaefolium. Penelitian ini dilaksanakan di, Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya
Malang, Laboratorium Sentral Illmu Hayati, Universitas Brawijaya Malang,
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya serta
Laboratorium Kimia Organik, Fakultas Matematika dan lImu Pengetahuan Alam,
Universitas Brawijaya Malang pada September- Desember 2014.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) Faktorial. Dalam
penelitian ini terdapat dua variabel yaitu variabel bebas dan variabel terikat.
Variabel bebas pada penelitian ini ialah konsentrasi (0 ppm, 100 ppm, 200 ppm,
dan 300 ppm) dan masa simpan (H1, H5, dan H10). Sedangkan variabel terikat
pada penelitian ini ialah Bilangan peroksida dan Bilangan iod parameter uji yang
dilakukan antara lain dpph, bilangan iod, bilangan peroksida, UV-Vis, LCMS.

Berdasarkan hasil ekstrak senyawa aktif Sargassum cristaefolium
diperoleh aktivitas radikal bebas dengan rat-rata nilai IC50 sebesar 108,828 +
21,11 ppm. Penambahan seyawa aktif dari Sargassum cristaefolium dapat
mencegah terjadinya kerusakan pada peroses netralisasi minyak ikan lemuru
dengan perlakuan terbaik atau konsentrasi optimum yaitu pada kosentrasi
sebesar 300 ppm pada uji bilangan peroksida sebesar 3.57 mg/kg, sedangkan
pada uji bilangan iod terbaik pada konsentrasi 300 ppm sebesar 10,82 g/100g.
Hasil analisis dengan metode LC-MS, diduga pada puncak ke 4 terdapat
senyawa Glycyrrhetinic golongan terpenoid.

Disarankan pada penelitian selanjutnya agar dilakukan penelitian lebih
lanjut mengenai senyawa aktif yang terkandung pada Sargassum cristaefolium
dengan pengaplikasian yang berbeda namun tetap menggunakan isolasi dari
Sargassum cristaefolium.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut adalah bentuk poliseluler dari ganggang (alga) yang hidup di
laut dan tergolong dalam divisi Thallophyta. Tanaman ini tidak mempunyai akar,
batang dan daun seperti lazimnya tanaman tingkat tinggi. Struktur tanaman
secara keseluruhan merupakan batang yang dikenal dengan thallus
(Guhardja,1981). Rumput laut mempunyai banyak jenis, terbagi berdasarkan
warna/ pigmennya ke dalam beberapa kelas, yaitu chlorophyceae (alga hijau),
phaeophyceae (alga coklat), rhodophyceae (alga merah), cyanophyceae (alga

hijau biru), myxophyceae dan xanthophyceae (Istini et al., 2009).

Sargassum cristaefoilum merupakan salah satu golongan alga coklat
(Phaeophyceae). Sargassum cristaefolium merupakan alga multiseluler yang
memiliki senyawa-senyawa hasil metabolisme sekunder berupa alkaloid dan
flavonoid. Senyawa-senyawa tersebut kemungkinan merupakan senyawa bioaktif
yang dapat digunakan dalam dunia pengobatan, misalnya sebagai antioksidan
(Fahri et al.,, 2010). Sehingga perlu diadakan sebuah penelitian tentang

antioksidan dari Sargassum cristaefoilum.

Antioksidan merupakan senyawa penting yang mampu menjaga
kesehatan tubuh karena berfungsi sebagai penangkal radikal bebas yang banyak
terbentuk selama metabolisme tubuh. Tubuh memerlukan antioksidan yang
dapat membantu melindungi tubuh dari serangkaian radikal bebas dengan
meredam dampak negatif senyawa ini. Radikal bebas adalah senyawa kimia
yang memliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan di kulit terluar sehingga

sangat reaktif dan mampu bereaksi dengan protein, lipid, atau DNA.



(Sibuea,2003). Muawanah et al. (1997) menambahkan bahwa antioksidan
merupakan salah satu bahan aditif yang dapat melindungi bahan pangan dari

kerusakan oksidasi penyebab ketengikan pada minyak ikan.

Kerusakan minyak atau lemak yang disebabkan oleh reaksi okisdasi
dapat dicegah dengan penambahan antioksidan. Antioksidan mampu
menghambat terbentuknya radikal bebas pada tahap inisiasi dan menghambat
kelanjutan reaksi autooksidasi pada tahap propagansi. Hal ini disebabkan karena
antioksidan memiliki energi aktivasi yang rendah untuk melepaskan satu atom
hidrogen kepada radikal lemak. Sehingga tahap oksidasi lebih lanjut dapat

dicegah (Mudasir et al., 2007).

Meskipun telah ada penelitian sebelumnya mengenai kandungan
senyawa bioaktif pada Sargassum christaefolium, namun masih sedikit
informasi mengenai pemanfaatan Sargassum christaefolium ini sebagai
antioksidan terhadap minyak ikan lemuru. Oleh karena itu, penelitian ini
sangat penting dilakukan untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak
Sargassum christaefolium yang tepat untuk menghambat oksidasi minyak

ikan lemuru.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah dari penelitian ini antara lain:
- Berapakah konsentrasi konsentrasi ekstrak rumput laut Sargasum

cristaefolium mampu menghambat kerusakan minyak ikan lemuru?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini antara lain:

Xi



- Untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak yang terbaik rumput laut Sargasum
cristaefolium dalam menghambat kerusakan minyak ikan lemuru.
1.4 Kegunaan Penelitian
Memberikan informasi mengenai kemampuan ekstrak alga coklat
Sargassum cristaefolium dalam menghambat oksidasi minyak ikan lemuru
Sardinella cristaefolium serta untuk meningkatkan manfaat alga coklat sehingga
dapat digunakan sebagai salah satu alternatif untuk mengembangkan obat baru

dari bahan alam bahari.

1.6. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Parasit dan Penyakit lkan,
Fakultas Perikanan dan lImu Kelautan, serta Laboratorium Sentral lImu Hayati,

Universitas Brawijaya, Malang pada bulan Maret-Mei 2013.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Alga Coklat Sargassum cristaefollium

Di indonesia diperkirakan terdapat lebih dari 15 jenis alga Sargassum dan
yang telah dikenal mencapai 12 jenis. Sedangkan di perairan Indo-Pasifik
tercatat 58 jenis. Alga Sargassum tumbuh sepanjang tahun, alga ini setiap

musim barat maupun timur dapat dijumpai di berbagai perairan (Bosse, 1998).

Alga coklat Sargassum cristaefolium merupakan salah satu marga
Sargassum termasuk dalam kelas Phaeophyceae. Ada 150 jenis marga
Sargassum yang dijumpai di daerah perairan tropis, subtropis dan daerah
bermusi, dingin (Nizamudin,1970). Habitat alga Sargassum cristaefolium tumbuh
diperairan pada kedalaman 0,5-10 m. Klasifikasi Sargassum cristaefolium

menurut Algaebase (2013) antara lain sebagai berikut :

Kingdom : Chromista

Filum : Ochrophyta

Kelas : Phaeophyceae

Ordo : Fucales

Famili : Fucales

Genus : Sargassum

Spesies : Sargassum cristaefolium.

Sargassum cristaefoilum merupakan salah satu golongan alga coklat
(Phaeophyceae). Sargassum merupakan alga multiseluler yang memiliki
senyawa-senyawa hasil metabolisme sekunder berupa alkaloid dan flavonoid.
Senyawa-senyawa tersebut kemungkinan merupakan senyawa bioaktif yang
dapat digunakan dalam dunia pengobatan, misalnya sebagai antioksidan (Fahri

et al., 2010). Gambar Sargassum cristaefolium dapat dilihat pada Gambar 1.
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Sargassum cristaefolium memiliki thalli agak gepeng, licin, tetapi batang
utama bulat agak kasar, holdfast cakram menggaruk. Cabang pertama timbul
pada bagian pangkal sekitar 1 cm dari holdfast. Percabangan berselang-seling
teratur. Daun oval atau memanjang, 40 x 10 mm. Alga ini hidup di zona pasang
surut bagian tengah hingga subtidal. Menempel pada batu karang atau substrat
keras lainnya. Sering membentuk koloni dan berasosiasi dengan kelompok
Sargassum dan Turbinaria. Sebaran. Kosmopolitan di perairan tropis (Ahmad,

2011)

Gambar 1. Sargassum cristaefolium (google image, 2013)

2.1.1. Manfaat Alga Coklat

Hasil penelitian beberapa tahun terakhir menunjukkan adanya
kandungan antioksidan diberbagai jenis alga diluar negeri sehingga berpotensi
sebagai produk pangan fungsional. Selama ini sumber antioksidan yang dikenal
masyarakat adalah yang berasal dari tanaman darat dan masih sangat jarang
yang mengetahui potensi alga sebagai antioksidan. Mengingat alga memiliki

potensi yang besar di Indonesia dan selama ini digunakan sebagai penghasil
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agar-agar, karaginan dan asam alginat yang difungsikan dalam bidang pangan,
mikrobiologi, bioteknologi, tekstil dan farmasi, maka perlu adanya informasi

mengenai potensi fungsional alga dalam bidang kesehatan sebagai antioksidan.

Rumput laut alga coklat merupakan salah satu sumber bahan alam
hayati lautan yang sangat berpotensi sebagai sumber senyawa antioksidan dan
banyak digunakan sebagai suplemen kesehatan. Rumput laut mengandung
vitamin, mineral, asam amino, dan enzim, sehingga dipercaya dapat

membersihkan tubuh dari ancaman radikal bebas (Putra, 2008).

2.1.2. Bioaktif Alga Coklat Sargassum cristaefolium

Dengan berkembangnya ilmu pengetahuan dan teknologi pemanfaatan
alga dalam bentuk olahan semakin meluas. Kandungan metabolit sekunder
dalam alga coklat juga sudah mulai diteliti antara lain kandungan steroid,
alkohol,phenol,vitamin dan pigmen. Ternyata alga coklat sangat kaya akan

kandungan steroid, alkoloid,phenol dan pigmen(Rachmat,1999)

2.1.2.1 Fenol

Sargassum cristaefolium mengandung fucoidan dan komponen fenolik.
Jenis komponen fenolik yang banyak dijumpai pada rumput laut adalah
phlorotanin yang berkisar antara 0,74% sampai 5,06%. Penelitian dari Majiatun
et al(2008) membuktikan bahwa rumput laut memiliki banyak kadar fenolik (total
fenol) yang berbeda-beda tergantung jenis pelarutnya dan metode ekstraksi

serta spesies rumput laut itu sendiri (Muawannah et al, 1997).

.Penggunaan senyawa antioksidan semakin berkembang baik untuk
makanan maupun untuk pengobatan seiring dengan bertambahnya pengetahuan
tentang aktivitas radikal bebas (Boer, 2000). Stres oksidatif merupakan keadaan

yang tidak seimbang antara jumlah molekul radikal bebas dan antioksidan di
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dalam tubuh (Trilaksani, 2003). Senyawa antioksidan merupakan suatu inhibitor
yang digunakan untuk menghambat autooksidasi. Efek antioksidan senyawa
fenolik dikarenakan sifat oksidasi yang berperan dalam menetralisasi radikal

bebas (Rahayu,2012)

2.1.2.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang baik menghambat
banyak reaksi oksidasi, baik secara enzim maupun nonenzim. Flavonoid
bertindak sebagai penampung yang baik radikal hidroksi dan superoksida dan
dengan demikian melindungi lipid membran terhadap reaksi yang merusak

(Utama, 2002)

Flavonoid merupakan kelompok besar fitokimia yang bersifat melindungi
dan banyak terdapat pada buah dan sayuran. Flavonoid sering dikenal sebagai
bioflavonoid yang berperan sebagai antioksidan. Antioksidan dapat menetralkan
atau menginaktifkan reaksi yang tidak stabil pada molekul yang disebut sebagai
radikal bebas yang dapat menyerang sel tubuh. Flavonoid terdapat beberapa

jenis dan masing-masing berperan dalam menjaga kesehatan (Winarsi,2007)

2.2 Antioksidan

Antioksidan didefinisikan sebagai senyawa yang mampu menunda,
memperlambat, atau menghambat reaksi oksidasi. Senyawa antioksidan
memegang peran penting dalam pertahanan tubuh terhadap pengaruh buruk
yang disebabkan radikal bebas. Antioksidan merupakan senyawa yang
mempunyai struktur molekul yang dapat memberikan elektronnya cuma-cuma
kepada radikal bebas tanpa terganggu sama sekali fungsinya dan dapat
memutus reaksi berantai dari radikal bebas (Runtuwene,2008). Sedangkan

menurut Rusdiana (2007) antioksidan didefiniskan sebagai senyawa yang dapat
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memperlambat dan mencegah proses oksidasi. Senyawa ini dapat menstabilkan
senyawa radikal bebas yaitu dengan cara bereaksi dengan elektron bebas pada

kulit terluar dari radikal bebas sehingga terbentuk senyawa yang relatif stabil.

Menurut Hernani dan Raharjo (2005) dalam Kuncahyo (2007), fungsi
utama antioksidan digunakan sebagai upaya untuk memperkecil terjadinya
proses oksidasi dari lemak dan minyak, memperkecil terjadinya proses
kerusakan dalam makanan, memperpanjang masa pemakaian dalam industri
makanan, meningkatkan stabilitas lemak yang terkandung dalam makanan serta
mencegah hilangnya kualitas sensori nutrisi. Lipid peroksida merupakan salah
satu faktor yang cukup berperan dalam kerusakan selama dalam penyimpanan

dan pengolahan makanan.

2.2.1 Fungsi Antioksidan Sargassum cristaefolium

Prabowo (2012) mengatakan Sargassum cristaefolium adalah salah satu
jenis rumput laut coklat yang belum dimanfaatkan secara optimal.
Pengembangan aplikasi alga cokelat Sargassum cristaefolium tidak hanya dapat
dikembangkan pada bidang pangan seperti alginat, makanan ternak serta pupuk,
akan tetapi antioksidan yang terdapat pada alga cokelat Sargassum cristaefolium
juga mampu menghambat kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas pada
produk seperti minyak ikan (Patra, 2008; Winberget al., 2009). Penelitian
Koivikko (2008) menyebutkan bahwa pada alga cokelat Sargassum cristaefolium
ditemukan florotanin yaitu senyawa fenolik yang berperan sebagai sumber

antioksidan.

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi
oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif.

Hal tersebut dapat menghambat kerusakan sel. Berkaitan dengan
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reaksinya di dalam tubuh, status antioksidan merupakan parameter
penting untuk memantau kesehatan seseorang. Tubuh manusia memiliki
sistem antioksidan untuk menangkal reaktivitas radikal bebas, yang
secara berlanjut dibentuk sendiri oleh tubuh. Jika jumlah senyawa oksigen
reaktif ini melebihi jumlah antioksidan dalam tubuh, kelebihannya akan
menyerang komponen lipid, protein maupun DNA sehingga
mengakibatkan kerusakan-kerusakan yang disebut dengan stress
oksidatif (Winarsi 2007).

Antioksidan mampu melindungi tubuh terhadap kerusakan yang
disebabkan spesies oksigen reaktif, mampu menghambat terjadinya penyakit
degeneratif serta mampu menghambat peroksidase lipid pada makanan (Winarsi
2007). Antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan dan berperan penting
untuk mempertahankan mutu produk pangan. Berbagai kerusakan,
yaitu ketengikan, perubahan gizi, perubahan warna dan aroma serta kerusakan
fisik lain pada produk pangan karena oksidasi. Proses oksidasi tersebut dapat

dihambat oleh antioksidan (Hernani dan Raharjo 2005).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mengurangi dampak
terjadinya oksidasi. Pada umumnya minyak ikan komersial menggunakan
antioksidan  komersil seperti  butylated hydroxytoluene (BHT) ataupun
butylated hydroxyanisole (BHA). Belum ada antioksidan alami yang digunakan

pada minyak ikan komersial. (Santoso et al ,2004).

2.3 Minyak lkan Lemuru Sardinella sp

Di Indonesia ada beberapa spesies ikan yang mengandung asam lemak
omega 3 dengan kadar yang tinggi seperti ikan lemuru, tetapi pemanfaatannya

sebagai sumber asam lemak omega 3 masih terbatas. Penelitian sebelumnya
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menunjukkan bahwa minyak hasil samping ikan lemuru dari daerah muncar
Banyuwangi mengandung asam lemak omega 3 dalam kadar tinggi dan dapat
digunakan sebagai sumber asam lemak omega 3. Jumlah minyak ikan hasil
samping pengolahan (pengalengan dan penepungan) ini cukup tinggi, yaitu
4.300 pada tahun 1996 dan belum dimanfaatkan optimal sebagai sumber asam

lemak omega 3 (Ahmadi,2010).

Minyak ikan lemuru merupakan minyak limbah pengolahan ikan lemuru
yang diperoleh dari daerah Muncar ( Jawa Timur ) yang mempunyai kandungan
minyak sebanyak 4,511,8%. lkan lemuru sebanyak 100 kg akan diperoleh
minyak ikan lemuru sebanyak 20 kg. Limbah dari minyak ikan lemuru masih
mengandung asam lemak tidak jenuh ganda omega-3 yang sangat tinggi
sehingga perlu terdapat penimbunan bahan-bahan mengandung kolesterol pada
dinding pembuluh darah yang menyebabkan pembekuan sehingga

menyebabkan penyumbatan pada pembuluh darah (Rusmana et al,2008).

Total kandungan asam lemak n-3 terbanyak adalah pada spesies ikan
lemuru (Sardinella longiceps) ukuran besar (>20 cm panjang total ) adalah
sebesar 69,8 g/100 g minyak atau mendekati 70% dari kandungan minyaknya.
Sedangkan individu asam lemak n-3 yang terdapat pada ikan lemuru (Sardinella
longiceps) adalah 18 : 3n-3, 18 : 4n-3, 20:3n-3, 20:3n-3 (EPA), 22 : 3n-3 dan 22 :
6n-3 (DHA), porsi paling banyak adalah DHA sebesar 26,2 g/100 g minyak atau
sebesar 26 persen, diikuti oleh EPA sebesar 21,8 g/100 g minyak atau hampir 22

persen (Sumardi,1998).

2.4 Uji DPPH
Uji daya antioksidan dengan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picril Hydrazil)

dimaksudkan untuk menguatkan aktivitas suatu senyawa uji sebagai antioksidan.
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DPPH merupakan radikal sintetik yang larut dalam pelarut polar seperti metanol

dan etanol (Rohman dan Riyanto, 2005)

Uji DPPH merupakan uji untuk menentukan aktivitas antioksidan dalam
sampel yang akan diujikan dengan melihat kemampuannya dalam menangkal
radikal bebas DPPH. Sumber radikal bebas dari metode ini adalah senyawa 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazil (Hartanto, 2012). Pengujian aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH banyak digunakan karena sederhana, mudah, cepat dan

peka serta hanya memerlukan sedikit sampel (Zuhra et al., 2008).
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3 METODE PENELITIAN

3.1. Materi Penelitian
3.1.1. Sampel Penelitian

Sampel untuk penelitian ini berupa alga coklat Sargassum christaefolium.
segar yang diperoleh dari perairan Desa Talangu, Kabupaten Sumenep, Madura.
Alga yang diperoleh menempel di karang dan dasar perairan berpasir dengan
kedalam +7 m dibawah permukaan air laut. Alga dicuci dengan air bersih untuk
menghilangkan kotoran dan pasir yang menempel kemudian dimasukkan ke
dalam kantong plastik. Selanjutnya alga dicuci dengan air bersih kemudian
dimasukkan coolbox berisi es balok dan ditutup rapat dengan disegel
menggunakan lackban untuk mempertahankan suhu rendah selama proses
transportasi. Selang waktu pengangkutan dari tempat penangkapan ke

laboratorium + 5 jam.

3.1.2. Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam ekstraksi alga coklat antara lain adalah
erlenmeyer 300 ml, gelas piala 300 ml, corong 100ml, gelas ukur 100 ml,
baskom, pisau, telenan, blender, spatula, rotary vacum evaporator, neraca
analitik dan botol vial. Peralatan yang digunakan untuk uji antioksidan antara lain
tabung reaksi, pipet tetes, pipet volume, bola hisap, spektrofotometer multispec-
1600 UV-Vis merk Shimadzu, Liquid Chromatography Mass Spektrocopy (LC-
MS) waters tipe Hitachi L 6200. Sedangkan untuk identifkasi senyawa
antioksidan dalam minyak ikan lemuru digunakan adalah tabung kolom diameter

50 mm dengan tinggi 1 m, statif, tabung reaksi, rak tabung reaksi.

3.1.3 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan untuk ekstraksi rumput laut Sargassum

christaefolium. dan minyak ikan lemuru. Sedangkan pelarut yang digunakan yaitu
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pelarut n heksan teknis dengan konsentrasi 96% sebagai pelarut non polar.
Bahan lain yang digunakan adalah aquades yang diletakkan pada waterbath
untuk proses pemekatan ekstrak kasar rumput laut melalui rotary vacum
evaporator dan larutan DPPH. Kapas, wol, kaca, pasir laut, silica gel F-254
sebagai uji kromatografi kolom. Minyak ikan lemuru sebagai bahan yang akan di

uji.

3.2 Metode dan Rancangan Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen.
Metode eksperimen adalah mengadakan kegiatan percobaan untuk melihat
suatu hasil. Hasil itu yang akan menegaskan bagaimana kedudukan hubungan
kausal antara variabel yang diselediki (Surakhmad, 1998). Sedangkan menurut
Nazir (1989), tujuan penelitian eksperimen adalah untuk menyelidiki ada tidaknya
hubungan sebab akibat serta berapa besar hubungan sebab akibat tersebut
dengan cara memberikan perlakuan-perlakuan tertentu pada kelompok
percobaan. Ditambahkan oleh Zulnaidi (2007), metode eksperimen adalah
prosedur penelitian yang dilakukan untuk mengungkapkan hubungan sebab
akibat dua variabel atau lebih, dengan mengendalikan pengaruh variabel yang
lain. Metode ini dilaksanakn dengan memberikan variabel bebas secara sengaja
(bersifat induse) kepada objek penelitian untuk diketahui akibatnya didalam

variabel terikat. Berikut tabel model rancangan penelitian.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Penelitian 1.

Dalam penelitian ini, dilakukan terlebih dahulu penelitian ke-1. Penelitian
ke-1 bertujuan untuk memperoleh warna ekstrak yang mempunyai nilai terbaik
dalam uji minyak ikan lemuru yang akan digunakan sebagai penelitian ke-2.

Setiap warna ekstrak yang diperoleh di uji dengan menambahkan minyak ikan
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lemuru dengan perbandingan konsentrasi 3:5 m/v. Warna ekstrak terbaik
berdasarkan uji iod dan peroksida digunakan sebagai penelitian ke-2. Setiap
warna ekstrak yang diperoleh, di uji dengan mencampurkan minyak ikan lemuru .
Warna ekstrak terbaik berdasarkan hasil uji bilangan iod dan peroksida

digunakan sebagai penelitian ke-2.

Sampel

v

Diekstraksi menggunakan pelarut N-heksan perbandingan 1:3 b/v

Disaring hingga diperoleh filtrat
\ 4

Dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada suhu 40° C

y
Ekstrak kasar Sargassum cristaefolium.

N
Kromatografi kolom
| \E
Orange Hijau Hijau kuning
Dilarutkan ke dalam Dilarutkan ke dalam Dilarutkan ke dalam
minyak minyak minyak
| [ !
v v v ] v v
Uji Uii lod Uji Uii lod Uji Uii lod
Peroksida Peroksida Peroksida

Gambar 2. Diagram Alir Penelitian Pendahuluan (Khotimah, 2012)
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3.3.1.1 Persiapan Bahan

Sargassum cristaefolium. diambil secara acak dari dari perairan Desa
Talangu, Kabupaten Sumenep, Kepulauan Madura. Sampel dicuci bersih
dengan menggunakan air mengalir kemudian dibilas dengan air bersih lagi.
Setelah bersih, sargassum cristaefolium ditiriskan dan diangin-anginkan terlebih
dulu sampai kering, kemudian dipotong kecil-kecil. Selanjutnya sampel ditimbang
sebanyak 200 gr kemudian dihaluskan dengan blender untuk memperluas
permukaan. Menggunakan sampel kering dikarenakan meneruskan penelitian
sebelumnya yang juga menggunakan sampel kering. Dan sampel kering kadar

airnya sudah berkurang.

3.3.1.2 Ekstraksi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi dilakukan
dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Cairan penyari
akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung
zat aktif dan zat aktif akan terlarut. Simplisia yang akan diekstraksi ditempatkan
pada wadah atau bejana yang bermulut lebar bersama larutan penyari yang telah
ditetapkan. Bejana ditutup rapat kemudian di kocok berulang-ulang sehingga
memungkinkan pelarut masuk ke seluruh simplisia. Rendaman tersebut disimpan
terlindungi dari cahaya langsung (mencegah reaksi yang dikatalis oleh cahaya

atau perubahan warna) (Indraswari, 2008).

Langkah awal dalam penelitian ini yaitu sampel yang telah didapatkan
dicuci bersih untuk menghilangkan kotoran maupun lendir yang menempel.
Setelah itu sempel dikeringkan dan dipotong kecil-kecil untuk memperluas
permukaan. Dilanjutkan dengan ditumbuk bersama CaCos; sebanyak 0,5 gram
dengan berat sampel yang telah dipotong kecil-kecil sebanyak 100 gram tujuan

menambahkan CaCos; fungsinya yaitu sebagai agen penetral. Kemudian sampel
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dimasukkan ke dalam beaker glass 1000 ml dan diekstraksi dengan pelarut n-
heksan dengan perbandingan 1:3 untuk sampel pelarut. Setiap 24 jam pelarut
diganti dengan pelarut yang baru sampai warna dari pelarut sudah mulai pudar.
Tujuan dari digunakannya pelarut n-heksan adalah untuk mengambil senyawa
metabolit yang ada pada sampel. Penggunaan pelarut dengan menggunakan n-
heksan dikarenakan sifat dari minyak adalah non polar, sehingga agar ekstrak

bisa tercampur dengan minyak menggunakan pelarut non polar yaitu n heksan.
sEW 8 Evaporasi

Setelah sampel terekstrak semua langkah berikutnya dilakukan
evaporasi. Nurmagfirah (2013) menambahkan evaporasi atau penguapan juga
dapat didefinisikan sebagai perpindahan kalor ke dalam zat cair mendidih.
Evaporasi dilaksanakan dengan cara menguapkan sebagian dari pelarut pada
titik didihnya, sehingga diperoleh larutan zat cair pekat yang konsentrasinya lebih
tinggi. Uap yang terbentuk pada evaporasi biasanya hanya terdiri dari satu
komponen, dan jika uapnya berupa campuran umumnya tidak diadakan usaha

untuk memisahkan komponen-komponennya.

Tiap 800 ml larutan ekstrak dievaporasi dengan alat rotary evaporator. Dengan
lama proses kurang lebih 15 menit. Setelah proses evaporasi selesei
dipindahkan ke dalam botol vial 20 ml. Kemudian ekstrak diuapkan dengan
menggunakan nitrogen. Penguapan dengan nitrogen bertujuan agar ekstrak tidak

mengalami kerusakan.

3.3.14 Pemisahan dengan Kromatografi Kolom (Diah et al., 2003)
Partisi atau pemisahan kandungan senyawa bioaktif Sargassum
cristaefolium. dilakukan dengan menggunakan Kromatografi Kolom.

Kromatografi kolom merupakan metode untuk pemisahan campuran.
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Menurut Sastrohamidjojo (2007), prinsip kerja kromatografi kolom ialah
kolom pemisah diisi dengan penyerap zat padat seperti alumina (fasa
tetap) dan dialiri dengan pelarut seperti benzena (fasa bergerak).

Langkah pertama adalah melakukan preparasi fase diam (silica gel) untuk
kromatografi kolom. Disiapkan beaker glass 500ml untuk melarutkan silicagel,
dimana Silica gel sebanyak 30 gram dilarutkan dalam heksan : etil asetat (8 : 2
v/v) 200 mL dan distirer selama +1 jam dengan kecepatan 150 rpm. Tujuan dari
stirer sendiri adalah untuk ekualibrasi antara fase gerak dan fase diam agar fase

diam yang di packing dalam kolom tidak pecah atau retak.

Langkah selanjutnya dilakukan pengisian kolom. Bagian bawah
kolom diisi dengan sedikit kapas dengan cara bantuan kawat atau lidi.
Kemudian dimasukkan bubur silica gel 70-230 mesh, sambil diaduk agar
tidak terdapat rongga udara dalam kolom. Cara memasukkan bubur silica
gel adalah gelas corong di taruh di atas tabung kolom. Kemudian bubur
silica gel yang terdapat pada beaker glass dituangkan pelan-pelan ke
dalam tabung kolom sambil diaduk dengan spatula agar silica gel bisa
larut dalam pelarut. Panjang timbunan bubur silica gel dalam kolom + 15
cm. Setelah pengisian silica gel selesei, kemudian dibiarkan selama 12
jam dan ujung tabung kolom di tutup oleh plastik wrap agar pelarut tidak
menguap dan silica gel tidak pecah. Setelah persiapan dengan pengisian
kolom, dilakukan pemisahan dengan kromatografi kolom. Mula-mula
kromatografi kolom dialirkan ekstrak kasar Sargassum cristaefolium.,
kemudian kran kromatografi dibuka sedikit. Hasil ekstrak dari tabung

kolom ditampung di tabung reaksi. Ekstrak akan meresap ke silica gel
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dalam kolom sampai batas atas silica gel. Selanjutnya, dimasukkan
pereaksi terus menerus sambil kran kolom dibuka. Pereaksi yang
digunakan dalam pemisahan ini adalah eluen campuran pelarut semipolar
berupa etil asetal teknis dan non polar berupa heksan teknis dengan

perbandingan 5:5 v/v, 6:4 viv, 7:3vlv, 8:2 viv.

Untuk perbandingan pelarut 5:5 v/v tabung pertama sampai ke
dua masih belum ada warna yang muncul. Kemudian pada tabung ketiga
sudah ada sedikit warna bening kehijauan sampai tabung ke empat. Pada
tabung ke enam sampai ke kedelapan tabung sudah mulai hijau. Pada
tabung reaksi ke sembilan warna sudah mulai berubah menjadi hijau
kekuningan. Pada tabung reaksi ke sepuluah sampai ke empat belas
warna sudah berubah menjadi kuning dengan perbandingan volume
pelarut 6:4 v/v. Untuk tabung reaksi ke lima belas warna berubah kuning
oranye. Kemudian untuk tabung reaksi ke enam belas sampai delapan
belas warna sudah berubah menjadi orange dengan perbandingan volume
pelarut 7:3 v/v. Kemudian tiap isolat hijau, kuning dan orange dimasukkan

ke dalam botol vial. Berikut tabel hasil uji kolom Sargassum cristaefolium
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Tabel 1. Hasil Uji Kromatografi Kolom Sargassum cristaefolium

TABUNG WARNA WAKTU (PUKUL)
1 Bening 10.20
2 Bening 10.25
3 Bening kehijauan 10.29
4 Bening kehijauan 10.35
5 Bening kehijauan 10.41
6 Hijau 10.44
7 Hijau 10.48
8 Hijau 10.52
9 Hijau kekuningan 10.56
10 Kuning 11.01
11 Kuning 11.05
12 Kuning 11.10
13 Kuning 11.13
14 Kuning 11.17
15 Kuning keorange 11.22
16 Orange 11.26
17 Orange 11.31
18 Orange 11.34

3.3.2 Penelitian ke-1 Pengujian Minyak Ikan Lemuru

Pada hasil uji kromatografi kolom sebelumnya terdapat tiga ekstrak yaitu
ekstrak hijau, kuning dan orange. Kemudian masing-masing ekstrak diujikan
kedalam minyak untuk diketahui bilangan iod dan peroksida. Dalam pengujian
mutu menggunakan bilangan iod dan peroksida, dikarenakan dalam kedua
pengujian bilangan tersebut sudah dikatakan bisa untuk mengetahui kualitas
minyak ikan lemuru. Uji iod digunakan sebagai parameter baik minyak ikan,
sedangkan uji peroksida digunakan sebagai parameter kerusakan minyak ikan.
3.3.2.1 Uji kualitas Bilangan lod pada Minyak Lemuru (Sudarmadiji et al.,

2007)

Bilangan iod merupakan jumlah (gram) iodin yang dapat diikat oleh 100
gram lemak. Ikatan rangkap yang terdapat pada asam lemak yang tidak jenuh

akan bereaksi dengan iodin atau senyawa — senyawa iodin dalam jumlah yang
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lebih besar. Bilangan iod dinyatakan sebagai jumlah gram iod yang diserap oleh
100 g minyak atau lemak pada kondisi yang digunakan (Siew,1995). Persamaan

Bilangan lod :

Bilangan lod

_ (v titran sampel — v titran blanko)X N Na25204 X12.691
4 v sampel

3.3.2.2 Uji kualitas Bilangan Peroksida pada Minyak Lemuru (AOAC,

1990)

Peroksida merupakan suatu tanda adanya pemecahan atau
kerusakan pada minyak karena terjadi oksidasi (kontak dengan udara),
yang meyebabkan bau/aroma tengik pada minyak. Pengukuran angka
peroksida pada dasarnya adalah mengukur kadar peroksida dan
hiperoksida yang terbentuk pada tahap awal reaksi oksidasi lemak.
Oksidasi lemak oleh oksigen terjadi secara spontan jika bahan dibiarkan
kontak dengan udara, sedangkan kecepatan proses oksidasinya
tergantung pada tipe lemak dan kondisi penyimpanannya.Metode uiji
bilangan peroksida pada minyak ikan menggunakan metode AOAC.:
Bilangan Peroksida

_ (v titran sampel — v titran blanko)X N Na25204 X1000
B v sampel

3.3.2.3Bilangan lod dan Peroksida Minyak Lemuru pada Penelitian 1
Dari hasil penelitian pendahuluan dapat diketahui bilangan iod dan
peroksida pada minyak ikan lemuru pada Tabel 2 di bawah ini. Data

selengkapnya bisa dilihat pada lampiran 1.

Tabel 2. Bilangan iod dan peroksida pada minyak lemuru
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Standart

SNI Angka Bil.
Angka lod : . .
Isolat (g/100g) bilangan peroksida Peroksida,
g/-bbe lod (mg/kg)  Ahmadi
(2009)
Minyak ikan lemuru 8,06 + 0,36 9,29+0,14
Mutu A
Ry gsang 1039093  (140- 384007
ekstrak Hijau 165%)

_ ' 3-20
regens 9,00 + 0,08 820+0,14  Meaky
ekstrak Kuning

Mutu B

Minyak ikan +

" (<140%) n
ekstrak Orange Jg* 6,44 + 0,36

Berdasarkan tabel di atas diketahui bahwa ekstrak hijau berperan
baik dalam hasil pengujian bilangan iod. Hal ini mengacu pada data BSN
bahwa nilai mutu bilangan iod grade B adalah < 140%, sedangkan pada
ekstrak hijau nilainya mendekati syarat BSN bermutu B. Berdasarkan data
(BSN,2013) menyatakan bahwa kualitas bilangan iod minyak ikan lemuru
berdasarkan kualitasnya dibagi dalam 2 mutu yaitu mutu A dan mutu B.
Untuk mutu A sendiri nilainya berkisar 140-165 %, sedangkan unruk mutu
B berkisar < 140 %. Menurut Hidayati (2002) menyatakan bahwa, iodium
akan mengadisi ikatan rangkap asam lemak tidak jenuh maupun dalam
bentuk ester. Bilangan iodium tergantung pada jumlah asam lemak tidak
jenuh dalam lemak. Semakin banyak jumlah asam lemak tidak jenuh
dalam minyak semakin tinggi pula bilangan iodium yang dikandung oleh
minyak tersebut. Adanya ikatan rangkap pada asam lemak tidak jenuh

akan memudahkan terjadinya oksidasi di udara atau jika dipanaskan.
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Pada hasil pengujian bilangan peroksida menunjukkan bahwa isolat
warna hijau berperan sangat baik dalam pengujian bilangan peroksida.
Hal ini dikarenakan pada isolat warna hijau memiliki bilangan peroksida
yang terkecil dari semua isolat. Menurut Maulana et al (2014) Parameter
mutu suatu minyak ikan juga ditunjukkan dari besaran angka peroksida.
Angka peroksida memperlihatkan tingkat kerusakan dari suatu minyak
ikan, dimana semakin besar angka peroksida maka kualitas minyak ikan
semakin rendah. Ahmadi (2009) menambahkan standart mutu pada

bilangan peroksida antar 3-20 meqg/kg.

3.3.3 Penelitian ke-2

Penelitian ke-2 melanjutkan penelitian ke-1. Senyawa ekstrak hijau
diidentifkasi oleh Spektrofotometri Uv-vis dengan panjang gelombang 300-
800. Untuk menguji seberapa besar aktivitas antioksidannya dengan
menggunakan metode DPPH dan untuk mengetahui struksur bahan
aktifnya menggunakan alat LC-MS
3.3.3.1 Identifikasi isolat Sargassum  cristaefolium dengan

Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis adalah salah satu metode analisis kimia
secara kualitatif dan secara kuantitatif. Analisis secara kualitatif
berdasarkan pada panjang gelombang yang ditunjukkan oleh puncak
spectrum sedangkan analisis secara kuantitatif berdasarkan pada
penurunan intensitas cahaya yang diserap oleh suatu media. Intensitas ini
tergantung pada tebal tipisnya media dan konsentrasi warna spesies yang

ada pada media tersebut. Pembentukan warna dilakukan dengan cara
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menambahkan bahan pengompleks yang selektif terhadap unsur yang
ditentukan (Fatimah dan Yoskasih, 2006)

Spektrofotometer ini digunakan untuk mengetahui panjang gelombang
dan absorbansi ekstrak hijau pada Sargassum cristaefolium. Hasil ekstrak terbaik
berdasarkan pengujian awal kualitas minyak ikan lemuru dikeringkan dengan gas
nitrogen. ekstrak yang sudah dikeringkan kemudian ditambahkan n heksan 100%
hingga pengenceran 10%dan larutan isolat yang dipilih dituang ke dalam kuvet + 3
ml. Selanjutnya spektrofotometer dinyalakan dan panjang gelombang diatur pada
kisaran 300 — 800 nm, lalu kuvet dimasukkan ke dalam instrumen
spektrofotometer UV-Vis 1700 merk Shimadzu dan dilakukan pengujian. Hasil
dari pengujian yang berupa serapan maksimum yang dibentuk oleh ekstrak yang

dipilih kemudian dibandingkan dengan serapan maksimum spektra ekstrak.

3.3.3.2 Uji struktur kimia bioaktif Sargassum cristaefolium
dengan Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS)
LC-MS digunakan fasa gerak atau pelarut untuk membawa
sampel melalui kolom yang berisi padatan pendukung yang dilapisi cairan
sebagai fasa diam. Selanjutnya analit dipartisikan di antara fasa gerak dan
fasa diam tersebut, sehingga terjadi pemisahan karena adanya perbedaan
koefisien partisi. Sampel yang telah dipisahkan dalam kolom diuapkan
pada suhu tinggi, kemudian diionisasi. lon yang terbentuk difragmentasi
sesuai dengan rasio massa/muatan (m/z), yang selanjutnya dideteksi
secara elektrik menghasilkan spektra massa. Spektra massa merupakan
rangkaian puncak-puncak yang berbeda-beda tingginya (Khopkar, 2008)

3.3.3.3 Uji aktifitas antioksidan dengan metode DPPH
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Salah satu uji untuk menentukan aktivitas antioksidan penangkap radikal
adalah metode DPPH (1,1 Diphenyl-2-picrylhidrazyl). Metode DPPH memberikan
informasi reaktivitas senyawa yang diuji dengan suatu radikal stabil. DPPH
memberikan serapan kuat pada panjang gelombang 517 nm dengan warna violet
gelap. Penangkap radikal bebas menyebabkan elektron menjadi berpasangan
yang kemudian menyebabkan penghilangan warna yang sebanding dengan
jumlah elektron yang diambil (Sunarni, 2005). Uji DPPH digunakan dikarenakan
uji tersebut sudah umum digunakan oleh semua kalangan sehingga hasilnya bisa

terpercaya. Dan pada penelitian sebelumnya juga menggunakan metode DPPH.

Uji DPPH mengacu pada metode yang dilakukan oleh Hanani et al.
(2005) dengan beberapa modifikasi. Ekstrak kasar Sargassum cristaefolium.
dilarutkan dalam pelarut n heksan lalu dibuat dalam berbagai konsentrasi antara
lain 100, 200 dan 300 ppm. Masing-masing konsentrasi sebanyak 1 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 4 mL larutan DPPH
1mM dalam n heksan. Setelah itu, campuran diinkubasi pada suhu 37° C selama
30 menit, selanjutnya serapannya diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 517 nm. Nilai aktivitas antioksidan diperoleh dari

persamaan:

. absorbansi blanko — absorbansi sampel
inhibisi = : X 100%
absorbansi blanko
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4.1 Hasil Penelitian 2

4. PEMBAHASAN

Hasil uji IC50, bilangan peroksida, bilangan iod, UV Vis, dan hasil LCMS

senyawa hijau tua terlihat pada Tabel 3

Tabel 3. Hasil Uji Penelitian Utama

IC50 Perlakuan
(ppm) | Konsen | Masa | Peroksida lod UV-Vis LCMS
trasi simp mg/kg * g/100g **
(ppm) an
(hari)
H1 6,53+0,58 9,07+0,06
0 H5 | 7,22+0,98 | 8,94+0,10 | 667 nm | CaoH24N,0,
H10 8,42+2,18 8,48+0,05
610 nm | C21H260s
H1 4,54+0,45 | 10,13+0,01
108,82 | 100 H5 | 6,59+0,51 | 10,02+0,06 | 533 nm | C23H3.0s
8+ H10 | 4,55%0,59 | 9,74+0,03 | o 0 | CyHa7CIO;
21,11 H1 | 3,80+0,02 | 10,38+0,02 CaHO
200 H5 | 4,20%+4,20 | 10,26+0,06 | 403 nm 307 428
H10 | 3,6720,57 | 9,90+0,12 | 268 nm | CisH1s0s
HL | 2,76:028 | 10,820 | | C,H,40,
300 H5 3,20+0,36 | 10,39+0,06
H10 3,57+0,58 | 10,08%0,09

Ket : * Standart mutu bilangan peroksida 3-20 mg/kg (Ahmadi, 2009)

**Standart mutu B bilangan iod <140 g/100g (SNI, 2013)

4.2 Hasil Uji Aktifitas Antioksidan Metode DPPH

Dari Tabel 3. terlihat nilai rat-rata IC50 ekstrak hijau Sargassum
cristaefolium sebesar 108,824 ppm. Pada penelitian yang dilakukan oleh
Pratama et al, (2015) pada sampel Sargassum duplicatum dengan pelarut etanol
menunjukkan nilai IC50 sebesar 14,351 pg/mL. Hal ini menunjukkan nilai
antioksidan pada sargassum duplicatum mempunyai aktivitas antioksidan yang
sangat kuat. Berbeda dengan penelitian yang saya lakukan menggunakan

sampel jenis sargassum cristaefolium dengan pelarut n heksan menunjukkan

nilai IC50 sebesar 108,828ppm. Untuk nilai IC50 108,828 ppm tergolong sedang
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aktivitas antioksidannya. Perbedaan nilai IC50 pada penelitian tersebut, diduga

karna terjadi perbedaan pelarut antara etanol (polar) dan n heksan (non polar).

Tabel 4. Pengukuran nilai IC50 aktivitas antioksidan metode DPPH (Pratama

et al, 2015)
Nomor Nilai IC50 Keterangan
1 (IC50 < 50ppm) Sangat kuat
2 (50ppm < IC50 < 100ppm) Kuat
3 (100ppm < IC50 < 150ppm) Sedang
4 (150ppm < IC50 < 200ppm) Lemah
5 (IC50 > 200ppm) Sangat lemah

Budhiyanti et al., (2012) menambahkan, suatu hal yang mempengaruhi hasil
aktivitas antioksidan suatu sampel antara lain metode ekstraksi, musim, lokasi

dan spesies yang digunakan dalam penelitian. Berikut grafik rata-rata hasil IC50.

Nilai Rata-rata IC50

140 y=0.3328x + 14.782
120 R?=0.8554

100 <o
80 /

60 / =@=Series1

40 / — Linear (Series1)

20

0 &

0 100 200 300 400

Konsentrasi (ppm)

% inhibisi

Gambar 3. Grafik Rata-rata Hasil IC50

4.3 Hasil Uji Bilangan lod
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Hasil uji statistik nilai bilangan iod ekstrak hijau S. cristaefolium bisa
dilihat pada Tabel 3. Hal selengkapnya bisa dilihat pada Lampiran 2. Dari tabel
interaksi di atas dapat diketahui bahwa perlakuan konsentrasi O ppm atau kontrol
memberikan pengaruh nyata pada masa simpan dengan ditunjukkan adanya
perbedaaan masing-masing notasi. Untuk perlakuan terbaik bilangan iod pada
konsentrasi 300 ppm masa simpan hari 1 sebesar 10,82 g/100g. Pada
konsentrasi 100 ppm antara H1 dan H5 memberikan pengaruh yang nyata.
Sedangkan H5 dan H10 tidak memberikan pengaruh yang nyata. Pada
konsentrasi 200 ppm antara H1 dan H5 tidak memberikan pengaruh yang nyata
dikarenakan mempunyai notasi yang sama. Hal ini dikarenakan, ikatan rangkap
yang terdapat pada asam lemak yang tidak jenuh akan bereaksi dengan
senyawa-senyawa iod. Bilangan iod menunjukkan derajat ketidak jenuhan suatu
minyak atau lemak. Minyak atau lemak yang memiliki bilangan iod tinggi, bisa

dikatakan tingkat ketidak jenuhannya juga tinggi (Ningsih,2008)

Untuk tabel masa simpan, diketahui pada H1 nilai tertinggi bilangan iod
terdapat pada konsentrasi 300ppm. Pada H5 nilai tertinggi bilangan iod tertinggi
pada konsentrasi 300ppm. Sedangkan pada H10 nilai bilangan iod tertinggi pada
konsentrasi 300ppm. Dalam hasil tersebut, untuk hasil bilangan iod pada H10
mengalami penurunan dibanding dengan H5. Di duga diakibatkan karna
senyawa aktif yang terdapat pada sargassum cristaefolium mengalami
penurunan sehingga lemah dalam mencegah terbentuknya radikal bebas.
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang ditambahkan, semakin tinggi pula nilai
bilangan iod. Hal ini diduga ekstrak sargassum cristaefolium mengikat radikal
bebas sehingga penurunan kualitas minyak ikan bisa dihambat. Bilangan iod
merupakan parameter banyaknya ikatan rangkap pada minyak atau lemak.

Semakin banyak ikatan rangkap, semakin mudah minyak teroksidasi karena
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berikatan dengan oksigen membentuk radikal bebas. Adanya antioksidan
mampu mencegah terbentuknya radikal bebas (Djarkasi et al., 2011 ; Oktaviani,

2009)

Berikut tabel 5. uji bilangan iod terhadap interaksi lama masa simpan

dengan konsentrasi.

Kosentrasi Masa simpan (Hari)
(Ppm) 1 5 10
0 9,07 + 0,06 ° 8,94 +0,10 " 8,48 + 0,05 2
100 10,13+ 0,01 ® 10,02 + 0,06 ¢ 9,74 + 0,03 ¢
200 10,38+ 0,02 ' 10,26 + 0,06 ' 9,90+ 0,12 ©
300 10,82 +0,00 " 10,39 + 0,06 ¢ 10,08 + 0,09 ¢

Ket : angka yang didampingi dengan huruf yang berbeda menunjukkan berbeda
signikan pada a = 0,05

. Menurut Hidayati (2002) menyatakan bahwa, iodium akan mengadisi
ikatan rangkap asam lemak tidak jenuh maupun dalam bentuk ester. Bilangan
iodium tergantung pada jumlah asam lemak tidak jenuh dalam lemak. Semakin
banyak jumlah asam lemak tidak jenuh dalam minyak semakin tinggi pula
bilangan iodium yang dikandung oleh minyak tersebut. Adanya ikatan rangkap
pada asam lemak tidak jenuh akan memudahkan terjadinya oksidasi di udara
atau jika ada air dan dipanaskan. Dari grafik dibawah ini disimpulkan semakin

tinggi konsentrasi ekstrak, semakin tinggi pula bilangan iod.
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Gambar 4. Grafik Bilangan iod

4.4 Hasil Uji Bilangan Peroksida

Peroksida merupakan suatu indikasi adanya pemecahan atau kerusakan
pada minyak karena terjadi oksidasi (kontak dengan udara), yang meyebabkan
bau/aroma tengik pada minyak. Ukuran dari ketengikan dapat diketahui dengan
menentukan bilangan peroksida. Semakin tinggi bilangan peroksida maka
semakin tinggi pula tingkat ketengikan dan kerusakan suatu minyak

(Ahmadi,2010)

Pengukuran angka peroksida pada dasarnya adalah mengukur kadar
peroksida dan hiperoksida yang terbentuk pada tahap awal reaksi oksidasi
lemak. Oksidasi lemak oleh oksigen terjadi secara spontan jika bahan dibiarkan
kontak dengan udara, sedangkan kecepatan proses oksidasinya tergantung

pada tipe lemak dan kondisi penyimpanannya (Aminah, 2010).

Hasil lengkap uji bilangan peroksida bisa langsung dilihat pada lampiran
2. Berikut tabel 6 hasil Uji bilangan peroksida terhadap interaksi lama masa

simpan dengan konsentrasi beserta notasi.
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Kosentrasi Masa simpan (Hari)
(Ppm) 1 5 10
0 6,53 + 0,58 ° 7,22 +0,98 ° 8,42 +2,18 ¢
100 4,54 +0,02° 6,59 + 0,51 ° 4,55+0,59 °
200 3,80+0,022 4,20 + 0,55 " 3,67+0,57°2
300 2,76+ 0,28 ° 3,20+ 0,36 2 3,57 +0,59°

Ket : angka yang didampingi dengan huruf yang berbeda menunjukkan berbeda
signikan pada a = 0,05

Untuk variable masa simpan, pada konsentrasi O ppm nilai tertinggi pada
H10 dengan nilai 8,42 mg/Kg. Diduga dikarenakan semakin lama masa
penyimpanan, semakin mudah laju oksidasi nya dan semakin kuat radikal
bebasnya. Untuk konsentrasi 100 ppm nilai terkecil pada H1 dengan konsentrasi
4,54 mg/Kg hal ini diduga ekstrak senyawa aktif sargassum cristaefolium dapat
mencegah atau menghambat laju oksidasi dan bertindak sebagai antioksidan.
Pada konsentrasi 200 ppm nilai terkecil pada H10 dengan nilai 3,67 mg/Kg.
Untuk konsentrasi 300 ppm nilai terkecil terdapat pada H1 yaitu sebesar 2,76
mg/kg. Isnaini, (2013) menambahkan uji bilangan peroksida digunakan untuk
mengetahui tingkat kerusakan struktur suatu minyak (lemak). Asam lemak tak
jenuh dalam minyak ikan dapat mengikat oksigen pada ikatan rangkapnya dan
membentuk peroksida. Semakin kecil bilangan peroksida semakin baik kualitas

minyak ikan.

Tingginya rata-rata bilangan peroksida pada konsentrasi 0 ppm diduga
pada sampel minyak ikan lemuru telah teroksidasi akibat paparan dengan
oksigen dan suhu. Tanpa adanya senyawa aktif Sargassum cristaefolium
menyebabkan minyak ikan lemuru mudah teroksidasi. Dari gambar di bawah ini
terlihat semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin rendah bilangan

peroksidanya.
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Gambar 5. Grafik Bilangan Peroksida
4.5 Hasil Uji UV-Vis

Hasil Spektrum UV Vis (Gambar 6) memperlihatkan ekstrak S.
cristaefolium diketahui terdapat 7 puncak yang berada pada abcis atau panjang
gelombang 667nm,610nm ,533nm, 502nm, 403.5nm, 268nm dan 210nm. Pada
gambar 6 dan gambar 7 mempunyai kemiripan pola spectra. Sehingga diduga

hasil uv vis ekstrak hijau sargassum cristaefolium teridentifikasi sebagai klorofil.

3.000

e —

2.000

1.000+
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0.000! 1 J
200.00 400.00 600.00 800.00
nm.

Gambar 6. Spectra UV-Vis isolat hijau

Abdilah (2014) menambahkan, berdasarkan spektrum UV/Vis ekstrak

Co(ll) turunan klorofil mengalami pergeseran dibandingkan serapan feotinin yaitu
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dari 400nm menjadi 407nm dan puncak selanjutnya mengalami pergesaran dari

664nm menjadi 662 nm

Keterangan:

A Chlorellavulgaris
B: feofitin

C: Co-turunanKlorofil

Gambar 7. Spectra UV-Vis Co turunan klorofil (Abdilah,2014)

Pada gambar 8 memperlihatkan panjang gelombang dan absorbansi hasil
UV-Vis ekstrak hijau sargassum cristaefolium. Menurut Reynold (1990) dalam
Sunarto (2008) menyatakan bahwa absorpsi maksimal oleh klorofil a terjadi
dalam dua berkas gelombang, yang puncaknya pada sekitar 430 dan 660 nm.
Pada klorofii b mengalami puncak pada panjang gelombang 450-645nm..
Menurut Christina et al, (2008) dalam Khotimah (2013), panjang gelombang 450-
500nm teridentifikasi sebagai serapan karotenoid. Sedangkan menurut reynold
(1990) dalam Sunarto (2008) menyatakan bahwa pada panjang gelombang 610-
630nm merupakan phycocyanins yang terdapat pada Rhodophyta,
Cryptomonads dan pada Cyanobacteria. Karakteristik senyawa terpenoid adalah
memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang 206-242 nm dan panjang
gelombang 282-320nm (Caunii et al., 2012; Ismarti, 20011; Rita, 2010).
Sementara senyawa flavonoid memiliki serapan pada panjang gelombang 230-
290 nm dan panjang gelombang 330-550 nm (Saxena, 2012 ; Vicentini et al.,

2007)
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Gambar 8.nilai gelombang dan absorbansi UV-Vis ekstrak hijau Sargassum

cristaefolium
4.6 Hasil Uji LC-MS

Identifikasi senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak Sargassum
cristaefolium dilakukan pada ekstrak warna hijau, hal ini dikarenakan warna hijau
memberikan hasil yang terbaik dibanding warna kuning dan orange. Uji LC-MS
dilakukan dengan dengan LC-MS dengan tipe Hitachi L6200. Berikut gambar di
bawah ini memperlihatkan hasil kromatogram hasil dari ekstrak hijau Sargassum

cristaefolium.

BPI=>NR(2.00)

T2.8 3272

% Intensity
@
8

Retention Time (Min)

Gambar 9. Hasil uji LC MS Isolat Hijau Sargassum cristaefolium
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Dari gambar di atas menunjukkan hasil LCMS isolat hijau didapatkan 4
puncak. Pada puncak pertama terdapat senyawa golongan alkaloid, streroid dan
triterpen. Untuk senyawa golongan alkaloid adalah quinide dengan jumlah massa
324.41680 dan rumus molekul CoH,4N,0,. Quinide merupakan Sebuah alkaloid
kina terdiri dari sinkonin dengan hidrogen pada 6-posisi cincin quinoline diganti
oleh metoksi. Sedangkan senyawa untuk golongan steroid adalah prednison
dengan jumlah massa 358.17802 dan rumus molekul C,;H,60s. Prednison
merupakan obat glukokortikoid sintetik yang sangat efektif sebagai
imunosupresan, dan mempengaruhi hampir semua sistem kekebalan tubuh.
Prednisone adalah sejenis obat yang dikonversi oleh hati menjadi prednisolon
(kelompok B-hidroksi bukan kelompok okso pada posisi 11), yang merupakan
obat aktif dan juga steroid. Digoxigenin dengan jumlah massa 390.51306 dan
rumus molekul Cy3H340s Digoxigenin merupakan sebuah steroid hidroksi yang
terdiri dari 5p-cardanolide memiliki ikatan ganda pada 20 (22) -position serta
gugus hidroksi pada 3B-, 12B3- dan 14p-posisi. Digoxigin telah diisolasi dari
spesies tanaman dari genus digitalis. Selanjutnya golongan senyawa steroid
lainnya adalah Baclomethasone dipropionat dengan jumlah massa 520.22278
dan rumus molekul C,gH3;7CIO;  Baclomethasone dipropionat merupakan sebuah
ester steroid yang terdiri dari beklometason memiliki kelompok propionil di 17-
dan 21-posisi. Untuk kandungan senyawa triterpen antara lain adalah
proscillaridin dengan jumlah massa 530.28797 dan rumus molekul CsoH40s.
Kemudian senyawa selanjutnya adalah a-santonin dengan jumlah massa
246.30162 dan rumus molekul CisH1303. Santonin adalah obat yang banyak
digunakan di masa lalu sebagai anthelminthic, obat yang mengusir cacing parasit
(cacing) dari tubuh, dengan membunuh atau mengeluarkannya. Pada gambar 10
merupakan puncak 1 hasil uji LCMS ekstrak hijau Sargassum cristaefolium

dengan retensi waktu 2,79 menit.
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Gambar 10. puncak 1 isolat hijau uji LC-MS

Kemudian untuk puncak 2 ditemukan senyawa 4-Deoxyphloridzin yaitu
senyawa golongan polifenol. 4-Deoxyphloridzin  mempunyai jumlah massa
420.14230 dan rumus molekul C,;H,404. Senyawa 4-Deoxyphloridzin termasuk
dalam keluarga senyawa poliphenol. Penelitian dari Majiatun et al, (2008)
membuktikan bahwa rumput laut memiliki banyak kadar fenolik (total fenol) yang
berbeda-beda tergantung jenis pelarutnya dan metode ekstraksi serta spesies
rumput laut itu sendiri. Sargassum cristaefolium mengandung fucoidan dan
komponen fenolik. Pada gambar 11 merupakan struktur kimia dari senyawa 4-
Deoxyphloridzin yang dimana termasuk golongan polifenol. Dan untuk gambar
12 merupakan puncak 2 hasil uji LCMS pada ekstrak hijau Sargassum

cristaefolium dengan retensi waktu 4,50 menit.
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Gambar 11. Struktur senyawa 4-Deoxyphloridzin (polifenol)
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Gambar 12. puncak 2 isolat hijau uji LC-MS

Kemudian untuk peak 4 ditemukan senyawa glycyrrhetinic acid
mempunyai jumlah massa dan neriifolin. Senyawa glycyrrhetinic acid merupakan
senyawa golongan dari triterpenoid pentasiklik yang-olean-12 ene digantikan
oleh gugus hidroksi pada posisi 3, kelompok okso pada posisi 11 dan kelompok
karboksi pada posisi 30. Asam glycyrrhetinic atau asam glycyrrhetic adalah
triterpenoid pentasiklik turunan dari jenis beta-Amirin diperoleh dari hidrolisis
asam glycyrrhizic, yang diperoleh dari ramuan akar manis. Hal ini digunakan
dalam bumbu,masker dan rasa pahit obat di lidah dan kina. Hal ini efektif dalam
pengobatan ulkus peptikum dan juga memiliki ekspektoran (antitusif). Sedangkan
sifatnya memiliki beberapa sifat farmakologi tambahan termasuk antivirus,
antijamur, antiprotozoal, dan kegiatan antibakteri. Sedangkan senyawa neriifolin
merupakan glikosida cardenolide yaitu digitoxigenin di mana goup hidroksi pada
posisi 3 telah dikonversi ke yang (6-deoksi-3-O-metil-a-L-glucopyranoside
derivatif. Ditemukan dalam biji Cerbera odollamand di Thevetia ahouia dan

Thevitia neriifolia. Senyawa ini dapat digunakan untuk pengobatan gangguan
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neurodegeneratif.. Dan gambar 14 merupakan puncak ke 4 hasil LCMS ekstrak

repository

hijau Sargassum cristaefolium dengan retensi waktu 7,26 menit.

Mariner Spec /182184 (T/7.22:7.30) -170:173 (T-7.22:7.30) ASC=>NR(2.00)[BP=2434,93]
243.4198

293.4772

% Intensity
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian mengenaiekstrak senyawa aktif Sargassum
cristaefolium sebagai antioksidan pada minyak ikan lemuru Sardinella longiceps

didapatkan kesimpulan sebagai berikut.

o Ekstrak senyawa aktif Sargassum cristaefolium diperoleh aktivitas
radikal bebas dengan nilai IC50 sebesar 108,828 = 21,11 ppm.
Penambahan seyawa aktif dari Sargassum cristaefolium dapat
mencegah terjadinya kerusakan pada peroses netralisasi minyak
ikan lemuru dengan perlakuan terbaik atau konsentrasi optimum
yaitu pada kosentrasi sebesar 300 ppm pada uji bilangan peroksida
sebesar 3.57 mg/kg, sedangkan pada uji bilangan iod terbaik pada
konsentrasi 300 ppm sebesar 10,82 g/100g.

5.2 Saran
Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai senyawa aktif yang
terkandung pada Sargassum cristaefolium dengan pengaplikasian yang

berbeda namun isolasi dari Sargassum cristaefolium tersebut.
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Lampiran 1. Diagram alir tahapan penelitian

Ekstraksi sampel Sargassum cristaefolium

Sampel segar Sargassum
cristaefolium

!

Dicuci dengan air mengalir

\7

Dipotong menjadi ukuran lebih kecil

v

Dicuci dengan air yang mengalir

N

Ditiriskan dan diangin-anginkan selama
<Amalam

v

Dihaluskan menggunakan blender

\2
Ditimbang 50 gram

v

Dimaserasiu dengan perbandingan
pelarut 1:3
N

Didiamkan pada suhu ruang selama 2
hari dengan pergantian pelarut setiap 24

\

Disaring

i

Dipekatkan menggunakan rotary vacum
evaporator

v

Filtrat basah (a)

v

Dinitrogen

v

Filtrat kering




Diagram alir Uji DPPH, UV vis dan LC-MS Sargassum cristaefolium

Alga coklat (Sargassum cristaefolium.)

v

Diekstraksi menggunakan pelarut n-heksan

perbandingan 1:3

\

Disaring hingga diperoleh filtrat

N
Dipekatkan menggunakan rotary vacuum

evaporator pada suhu 40° C

v
Ekstrak kasar Sargassum cristaefolium.
v v
\Z Y Y v \l’ -
0 ppm 100 ppm || 200 ppm 300 ppm Kromatografi kolom
A T A 3 \a
isolat hijau
\ \\Z

v

Uji Spektrofotometri

Uji




Persiapan Uji bilangan peroksida minyak
1. Larutan KI jenuh
Melarutkan + 140g Kl ke dalam 100mL

2. Membuat larutan Na,;S,0, 0,1 N
Melarutkan 24,82 gram Na,S,0, dalam 300 ml aquades

Ditambah 0,1 g Na,CO atau 3 tetes kloroform
Dipindah kelabu ukur

Tambahkan aguades hingga 1000 ml

3 Membuat larutan pati 1%
Melarutkan 1 g amilum ke dalam ke dalam 100 mL aquades
Didihkan sampai bening
Dinginkan

Disaring dan langsung digunakan

Langkah — langkah penentuan bilangan peroksida adalah sebagai berikut

e Sampel sebanyak 5 gr dimasukkan dalam erlenmeyer tertutup

e Ditambahkan 30 ml larutan asam asetat kloroform (3:2) dan segera
ditutup

¢ Digoyang — goyangkan sampai bahan larut

e Ditambahkan 0,5 ml larutan Kl jenuh didiamkan selama 1 menit
sambil digoyang-goyangkan

e Ditambahkan dengan larutan Na,S,03 0,1 N (sampai warna kuning
hampir hilang)

e Ditambahkan 0,5 ml larutan pati 1 %

e Dititrasi dengan Na,S,0, 0,1 N (sampai warna biru hilang)

¢ Dihitung angka peroksida

Angka peroksida= v titrasi x ml Na,S,0; x 1000
Berat sampel (gr)
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Persiapan uji bilangan iod

1. Larutan Yodium-Bromida

Yodium kristal sebanyak 13,2g ditambahkan 1000 ml asam
asetat glacial, kemudian dipanaskan dan diaduk. Setelah
didinginkan maka dipipet 25 ml larutan ini dan diencerkan
sampai 200ml. Selanjutnya dititrasi dengan Na,S,03 0,1 N.
Bromin sebanyak 3 ml dipipet dan dimasukkan ke dalam 200
ml asam asetat glacial, dicampur dengan baik. Dipipet 5 ml
kemudan diencerkan sampai 150 ml dengan air dan
ditambah 10 ml KI 15% dan dititrasi dengan Na,S,03

2. Membuat larutan Kl 15%

3.

15 gram K dilarutkan ke dalam 100 ml aquades.
Membuat larutan Na,S,0, 0,1 N

Melarutkan 24,82 gram Na,S,0, dalam 300 ml aquades
Ditambah 0,1 g Na,COgs atau 3 tetes kloroform

Dipindah kelabu ukur

Tambahkan aguades hingga 1000 ml

Langkah — langkah penentuan bilangan iod adalah sebagai berikut :

Dilarutkan minyak 0,5 gram dalam 10 ml kloroform atau
karbon tetra klorida

Ditambahkan 25 ml larutan iodine bromide dalam asetat
glacial

Dibiarkan selama 1 jam maka akan terjadi pengikatan iodine
oleh minyak pada ikatan rangkapnya (dibiarkan ditempat
gelap) dan kadang-kadang dkocok.

Ditambaha 15% Kl 10 ml kemudian ditambah aquades 10-50
ml yang telah dididihkan.

Dititrasi dengan natrium thiosulfat 0,1 N (warna kuning
pucat) kemudian dilanjutkan menggunakan indikator amilum
(hilangnya warna biru)

Dibuat blanko dengan prosedur yang sama

Di hitung angka iod

Angka iod = (v titrasi blanko — titrasi sampel) x N Na;S,203 x 12,691

Berat sampel (gr)



Lampiran 2. Tabel hasil uji DPPH dan perhitungan IC50

Ekstrak sargassum %

Kosentrasi Absorbansi P A Nl
inhibisi Rata Stdev
rata

1 2 3 1 2 3
Oppm 6,88 6,88 6,88 0 0 0
100
o 2,623 2,628 2,615 61,875 61,802 61,991 61,890 0,10
200
A 0,189 0,117 0,103 97,253 98,299 98,503 98,018 0,67
300
A 0,095 0,073 0,064 98,619 98,939 99,070 98,876 0,23

% inhibisi = ( Absorbansi blanko — absorbansi sampel) x 100 %

Absorbansi blanko

Persamaan regresi linier y = 0,3328x + 14,782

50 = 0,3328x+13,782
X =108,828
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Lampiran 3. Data analisa bilangan iod dan peroksida minyak ikan lemuru

pada penelitian 1.

Isolat

Angka lod (g/1009)

Ulangan 1 UIar;gan Rata — rata
Minyak ikan 7,80 8,31 8,06 + 0,36
Minyak ikan + ekstrak Hijau 10,45 10,32 10,39 £ 0,09
Minyak ikan + ekstrak Kuning 9,02 8,94 8,98 £ 0,08
Minyak ikan + ekstrak Orange 9,82 9,70 9,76 +£ 0,09

Isolat

Angka Peroksida (mg/kg)

Ulangan 1 Ular;gan Rata — rata
Minyak ikan 9,36 9,20 9,29+0,14
Minyak ikan + ekstrak Hijau 3,80 3,89 3,84 + 0,07
Minyak ikan + ekstrak Kuning 8,39 8,19 6,70+ 0,14
Minyak ikan + ekstrak Orange 6,19 6,70 6,44 + 0,36

Ivii



Nilai bilangan lod

12

10

Hasil Penelitian 1 Bil. lod

mulanagn1

H ulangan 2

minyak ikan minyak ikan + minyak ikan + minyK ikan +
ekstrak hijau ekstrak kuning ekstrak orange

Nilai bilangan peroksida

[
o

O R, N WA ULIO N OO

Hasil Penelitian 1 Bil. Peroksida

Hulangan1

M ulangan 2

minyak ikan minyak ikan + minyak ikan + minyak ikan +
ekstrak hijau ekstrak ekstrak
kuning orange
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Lampiran 4. Data analisa bilangan peroksida minyak ikan penelitian 2

Kor('ssz:; asi sluvlnfl ;Zn Jlengan Total R;t;_ STDEV
(Hari) 1 2 3
0 6,18 | 6,22 | 7,20 | 19,60 6,53 0,58
100 4,02 | 4,80 | 4,79 | 13,61 4,54 0,45
200 . 3,78 | 3,82 | 3,79 | 11,39 3,80 0,02
300 2,61 | 3,08 | 259 | 8,28 2,76 0,28
0 7,29 | 6,20 | 8,16 | 21,65 7,22 0,98
100 6,02 | 7,01 | 6,75 | 19,78 6,59 0,51
200 ° 483 | 3,80 | 3,98 | 12,61 4,20 0,55
300 3,61 | 3,01 | 297 | 9,59 3,20 0,36
0 6,65 | 7,75 | 10,86 | 25,26 8,42 2,18
100 4,20 | 4,22 | 524 | 13,66 4,55 0,59
200 0 3,02 | 3,98 | 4,02 | 11,02 3,67 0,57
300 290 | 3,98 | 3,82 | 10,70 3,57 0,58
Total 55,11 | 57,87 | 64,17 | 177,15 | 59,05
TABEL ANOVA
Sumber Keragaman db JK KT F-Hitung | F5%
Perlakuan 11| 108,02 9,82 18,84* 2,20
Masa Simpan 2 5,13 2,57 4,92* 3,40
Konsentrasi Ekstrak 3 92,71 30,90 59,29* 3,01
Masa Simpan*Konsentrasi 6 10,17 1,70 3,25 2,51
Galat 24 12,51 0,521
TOTAL 35| 228,54

Ket : * = berbeda signifikan pada tingkat kesalahan 5%

lix



BNTo,005= T 0.005 x

V2KT Galat

Ulangan

Analisi lanjut dengan Uji Benda Nyata Terkecil (BNT)

=\2,06 222
=1,22
Perlakuan Rata-rata KT Galat BNT 5%
0 ppm (1 hari) 6,53+0,58°
0 ppm (5 hari) 7,22+ 0,98 ¢
0 ppm (10 hari) 8,42+ 2,18°
100 ppm (1 hari) 4,54+ 0,02°
100 ppm (5 hari) 6,59+ 0,51°
100 ppm (10 hari) 4,55+ 0,59"
0,521 1,22
200 ppm (1 hari) 3,80+0,02%
200 ppm (5 hari) 4,20+ 0,55°
200 ppm (10 hari) 3,67+ 0,572
300 ppm (1 hari) 2,76+0,28°
300 ppm (5 hari) 3,20+0,36%
300 ppm (10 hari) 3,57+0,58%
Kosentrasi Masa simpan (Hari)
(Ppm) 1 5 10
0 6,53 + 0,58 ° 7,22 +0,98 ° 8,42 +2,18 ¢
100 4,54 +0,02° 6,59 + 0,51 ° 4,55+0,59 °
200 3,80+0,022 420+0,55" 3,67 0,57 2
300 2,76 +0,28 " 3,20+0,36 2 3,57+0,59°

signikan pada a = 0,05

Ket : angka yang didampingi dengan huruf yang berbeda menunjukkan berbeda



Lampiran 5. Data analisa bilangan iod minyak ikan lemuru penelitian 2.

Konsentrasi Masa Ulangan Rata—- | STD
(ppm) S(IlT;r%n 1 2 3 Lyl rata EV
0 9,13 9,01 9,06 | 27,20 9,07 | 0,06
100 10,13 | 10,12 | 10,24 | 30,39 10,13 | 0,01
200 ' 10,37 | 10,38 | 10,40 | 31,15 10,38 | 0,02
300 10,82 | 10,82 | 10,82 | 32,46 10,82 | 0,00
0 8,85 9,04 8,92 | 26,81 8,94 | 0,10
100 9,95| 10,04 | 10,07 | 30,06 10,02 | 0,06
200 ° 10,30 | 10,19 | 10,28 | 30,77 10,26 | 0,06
300 10,44 | 10,33 | 10,39 | 31,16 10,39 | 0,06
0 8,53 8,44 8,48 | 25,45 8,48 | 0,05
100 9,77 9,74 9,72 | 29,23 9,74 | 0,03
200 0 10,00 9,92 9,77 | 29,69 9,90 | 0,12
300 10,02 | 10,18 | 10,03 | 30,23 10,08 | 0,09
Total 118,31 | 118,21 | 118,08 | 354,60 | 118,200
TABEL ANOVA
Sumber Keragaman db JK KT F-Hitung F 5%
Perlakuan 11| 15,50 1,41 361,36* | 2,20
Masa Simpan 2 1,86 0,93 238,50* 4,30
Konsentrasi Ekstrak 3| 13,48 4,49 1152,33* 3,18
MS*Konsentrasi 6 0,16 0,03 6,83 | 2,45
Galat 24 0,09 | 0,004
TOTAL 46 | 31,09
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Ket : angka yang didampingi dengan huruf yang berbeda menunjukkan berbeda

signikan pada a = 0,05

BNTo,005= T 0.005 x %
= 3,00 L2200
= 0,16
Perlakuan Rata-rata KT Galat BNT 5%
0 ppm (1 hari) 9,07 + 0,06 ¢
0 ppm (5 hari) 8,94 +0,10 "
0 ppm (10 hari) 8,48 + 0,05 ®
100 ppm (1 hari) 10,13+ 0,01 °
100 ppm (5 hari) 10,02 + 0,06 ¢
100 ppm (10 hari) 9,74 + 0,03 ¢
0,004 0,16

200 ppm (1 hari) 10,38 + 0,02 "
200 ppm (5 hari) 10,26 + 0,06 '
200 ppm (10 hari) 9,90 +0,12 ¢
300 ppm (1 hari) 10,82 +0,00 "
300 ppm (5 hari) 10,39 + 0,06 ¢
300 ppm (10 hari) 10,08 + 0,09 ¢
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Kosentrasi Masa simpan (Hari)
(Ppm) 1 5 10
0 9,07 £ 0,06 ° 8,94+0,10° 8,48 £ 0,052
100 10,13 +0,01 © 10,02 + 0,06 ¢ 9,74 £ 0,03 ¢
200 10,38 £ 0,02 10,26 + 0,06 ' 9,90 +0,12 ©
300 10,82 +0,00 " 10,39 + 0,06 ¢ 10,08 + 0,09 ¢
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Lampiran 6. Dokumentasi penelitian

1. Pencucian Sargassum c.

4. Proses penyaringan 5. Proses evaporasi
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8.Pengujian kromatografi kolom 9.pengujian minyak lemuru
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Sargassum Fonda

Vol injection 2 ul

Flow 0.05 ml/min

Collumn C-18 (15mm x 1 mm)
Eluent MeOH

Operating by : Puspa D N Lotulung

BPI=>NR(2.00)

T2.8

LC MS —ESI pos ion

3272

Index Time Lower Bound Upper Bound Height Area
1 2.788500 2.069800 3.347467 327  2659.57
2 4.504800 3.946333 5.144383 288  3062.22
3 6.103600 5.623917 6.742350 241 2525.15
4 7.261100 6.862033 7.581400 107  558.34
Rt 2.78

Dl ell” oo

Mass (M)
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% Intensity

% Intensity

9% Intensity

Mariner Spec /70: 71 (T/2.75:2.79) -59:63 (T-2.75:2.79) ASC=>NR(2.00)[BP=157.2,350]

157.1994

233.2467

58.1969 315.3231 367.4734

ad

350.1

100

L7320 B & 35[9 349471 Fr.3a01 457.5683 e $45.86%
24ba 3738 5012 6286 75

Mass (miz)

Mariner Spec /70:71 (T /2.75:2.79) -59:63 (T -2.75:2.79) ASC=>NR(200)[BP=157.2,350]

157.1994 3501

157.5318
158.1969

152 158.4627 J173.2034 180.7808 1012338 196.7252
195

1538 1676 1814
Mass (miz)

Mariner Spec /70: 71 (T /2.75:2.79) -59:63 (T-2.75:2.79) ASC=>NR(2.00)[BP=157.2,350]

233.2467 688

523,0004
645.8696
L0623 Lsae 8106

5006 5998 6980

2 2050
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% Intensity

% Intensity

Rt 4.50

% Intensity

Mariner Spec /70: 71 (T/2.75:2.79) -59:63 (T-2.75:2.79) ASC=>NR(2.00)[BP=157.2,350]

891.1171

901.8515

791.2101 924.8153 A l Ty |

9024 11318 13612 15906
Mass (miz)

Mariner Spec /70: 71 (T /2.75:2.79) -69:63 (T-2.75:2.79) ASC=>NR(2.00)[BP=157.2,350]
891.1171

901.8515

9248153 A
9688

18200

8234

T4z 12805
Mass (miz)

Mariner Spec /113:114 (T /4.46:4.50) -99:102 (T-4.46:4.50) ASC=>NR(200)[BP=259.4,311]
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Mariner Spec /113:114 (T /4.46:450) -99:102 (T -4.46:450) ASC=>NR(200)[BP=259.4,311]
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Mariner Spec /113:114 (T/4.46:4.50) -99:102 (T-446:450) ASC=>NR(2.00)[BP=259.4,311]
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Mariner Spec /113: 114 (T /4.46:4.50) -99: 102 (T -4.46:4.50) ASC=>NR(2.00)[BP=2594,311]
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Mass (miz)
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Rt 6.1 (Plastisizer ?)

Mariner Spec /153: 154 (T /6.06:6.10) -140: 142 (T -6.06:6.10) ASC=>NR(2.00)[BP=3916,250]
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Mariner Spec /153: 154 (T /6.06:6.10) -140: 142 (T-6.06:6.10) ASC=>NR(2.00)[BP=3916,250]
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% Intensity

% Intensity

Rt

% Intensity

Mariner Spec /153:154 (T /6.06:6.10) -140: 142 (T -6.06:6.10) ASC=>NR(200)[BP=3916,250]
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Mariner Spec /182:184 (T /7.22:7.30) -170:173 (T-7.22:7.30) ASC=>NR(2.00)[BP= 243.4,93]
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% Intensity

9% Intensity

Mariner Spec /182:184 (T /7.22:7.30) -170:173 (T-7.22:7.30) ASC=>NR(2.00)[BP=2434,93]
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Mariner Spec /182:184 (T/7.22:7.30) -170:173(T-7.22:7.30) ASC=>NR(2.00)[BP=2434,93]
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Hasil UJI UV-Vis

Spectrum Peak Pick Report

01/26/2015 09 08 54 PM

Data Set: SARGASSUM C. - RawData
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Measurement Properties No. PIV Wavelength Abs. Description
Wavelength Range (nm.) 200.00 to 800.00 1 @ 867 00 0802
Scan Speed Fast = = BT T =
2 @ 610.00 0206
Sampling Interval: 05 =
Auto Sampling Interval Enabled 3 (] 533 00 0205
Scan Mode Single 4 @ 502.00 0261
5 @ 403 50 2173
Sample Preparation Properties 6 @ 268 50 0860
Weight 7 @ 21000 2101
Volume 8 [3) 797 00 0030},
Dilution 5 © 523 50 0188
ket engin 70 569 50 0121
Additional Information (4] x
- e 1 [+) 521.00 0158
Instrument Properties 12 [+] 483 50 0198
Instrument Type: UV-18600 Series 13 () 303 50 0508
Measuring Mode Absorbance 14 [+) 266 50 0858
Shit Width 20nm
Light Source Change Wavelength 340 8 nm
S/R Exchange Normal
Attachment Properlies
Attachmenl None
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