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ABSTRAK

Penelitian mengenai potensi Fe®, Co”" dan Ca®" terhadap peningkatan aktivitas
klorofil sebagai antioksidan pada alga hijau Halimeda discoidea telah dilakukan.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kandungan klorofil alga hijau
Halimeda discoidea, menentukan pengaruh Fe?", Co*" dan Ca®" terhadap klorofil
pada Alga Hijau Halimeda discoidea sebagai antioksidan, menentukan potensi
klorofil pada alga hijau Halimeda discoidea sebagai antioksidan. Penentuan
klorofil dengan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis. Identifikasi gugus fungsi
dengan menggunakan FT-IR. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan
metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrasil) pada panjang gelombang 515 nm
menghasilkan data IC50. Pada penelitian ini kadar klorofil dari alga hijau sebesar
9,94 mg/m’, sementara ekstrak klorofil memiliki nilai ICso sebesar 68,99 pg/mL
yang dikategorikan sebagai antioksidan kuat, sedangkan ekstrak klorofil dengan
penambahan ion logam Fe®" pada konsentrasi 50, 100, 150 ppm memiliki ICso
berturut-turut sebesar 56,12; 44,17; dan 61,27 pug/mL. Dilain pihak ekstrak
klorofil dengan penambahan ion logam Co>" pada konsentrasi 50, 100, dan 150
ppm memiliki ICsy berturut-turut sebesar 46,47; 57,39; dan 19,04 pg/mL dan
ekstrak klorofil dengan penambahan ion logam Ca®" pada konsentrasi 50,
100,150 ppm memiliki ICsy berturut-turut sebesar 84,48; 50,80; dan 40,22
pg/mL. Aktivitas antioksidan ekstrak klorofil tergolong kuat sedangkan ekstrak
klorofil yang mengandung logam Fe*" 100 ppm, Co®" dan Ca*" dengan
konsentrasi 150 ppm menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat,
sehingga ekstrak klorofil dari alga hijau berpotensi sebagai antioksidan.

Kata kunci : Alga hijau, antioksidan, ion Ca*', ion Co*", ion Fe*', klorofil, DPPH,
spekrtrofotometer Uv-Vis, FT-IR
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ABSTRACT

Research on the potential of Fe*™ Co®" and Ca®* to the increased activity of
chlorophyll as antioxidant in green algae Halimeda discoidea has been done. This
study aims to determine the chlorophyll content of green algae
Halimedadiscoidea,determine the effect of Fe*" Co®" and Ca®" to the chlorophyll
in green alga Halimeda discoidea as antioxidants, determine the potential of
chlorophyll in the green alga Halimeda discoidea as an antioxidant. Determination
of chlorophyll using Uv-Vis spectrophotometer. Identification of functional
groups by using FT-IR. Testing of antioxidant activity with DPPH (1,1-diphenyl-
2-pikrilhidrasil) at a wavelength of 515 nm to produce data IC50. In this study, the
chlorophyll content of green algae at 9.94 mg/m™ while the extract chlorophyll
have ICsy of 68.99 png/ mL categorized as a powerful antioxidant, while the
chlorophyll extract with the addition of metal ions Fe*" at a concentration of 50,
100, 150 ppm have ICsg respectively for 56.12; 44.17; and 61.27 pg/ mL. On the
other hand chlorophyll extract with the addition of the metal ions Co*" at
concentrations of 50, 100, and 150 ppm have ICs respectively for 46.47; 57.39;
and 19.04 ug / ml and the extract chlorophyll with the addition of the metal ions
Ca®" at concentrations of 50, 100, 150 ppm have ICs, respectively for 84.48;
50.80; and 40.22 pg/ mL. The antioxidant activity of the extract chlorophyll is
relatively strong while the extract chlorophyll-containing metals Fe*" of 100 ppm
Co”" and Ca*" with a concentration of 150 ppm showed a very strong antioxidant
activity, thus extract chlorophyll from green algae potential as antioxidants.

Keywords: green algae, antioxidants, ion Ca®", ion Co*" ion Fe*" chlorophyll,
DPPH, spekrtrofotometer Uv-Vis, FT-IR
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara maritim yang permukaan buminya
didominasi oleh lautan. Bahan alam laut banyak dimanfaatkan dalam bidang
pertanian sebagai bahan pangan, industri, kesehatan, dan lingkungan yang
umumnya bersumber dari organisme hayati (Khotimah dkk., 2013).

Rumput laut merupakan salah satu komoditi ekspor yang potensial untuk
dikembangkan. Namun rumput laut masih banyak diekspor dalam bentuk bahan
mentah berupa rumput laut kering. Rumput laut merupakan sumber pendapatan
bagi masyarakat pesisir. Selain dapat digunakan sebagai bahan makanan,
minuman, dan obat-obatan, beberapa hasil olahan alga seperti agar-agar, alginate
dan karaginan. Beberapa jenis rumput laut mengandung mineral penting seperti
iodin, kalsium dan selenium yang berguna untuk metabolisme tubuh (Khotimah
dkk., 2013).

Rumput laut merupakan tanaman tingkat rendah yang tidak memiliki
perbedaan susunan kerangka seperti akar, batang dan daun dari kebanyakan alga
dan berperan dalam proses fotosintetik. Berdasarkan pigmen atau zat warna yang
dikandung dalam alga dikelompokkan atas empat kelas yaitu ganggang merah
Rhodophyceae, ganggang cokelat Phaeophyceae, ganggang hijau Chlorophyceae,
dan ganggang hijau-biru Cyanophyceae (Supirman dkk., 2013). Secara umum
rumput laut mengandung pigmen yaitu klorofil a dan b, xantofil serta senyawa
karoten yang dapat berfungsi sebagai antioksidan. Senyawa kimia yang dihasilkan

oleh rumput laut pada umumnya yaitu senyawa terpenoid dan senyawa aromatik



(Tamat dkk., 2007). Berdasarkan penelitian, Supardy dkk. (2011) rumput laut
Halimeda discoidea mengandung pigmen golongan karotenoid yaitu B-karoten
dan klorofil.

Klorofil merupakan pigmen berwarna hijau yang terdapat dalam kloroplas
bersama dengan karoten dan xantofil (Winarno, 2004). Klorofil pada umumnya
dikenal berperan dalam proses fotosintesis (Maddu dkk., 2015). Kloroplas
berfungsi sebagai tempat berlangsung fotosintesis, di mana pigmen-pigmen pada
membran tilakoid akan menyerap cahaya matahari dan mengubah energi cahaya
menjadi energi kimia (Lakitan, 2001). Klorofil juga mampu berfungsi sebagai
antioksidan karena klorofil dapat mencegah oksidasi yang belebihan dalam tubuh.
Klorofil mengandung enzim yang berfungsi dalam menetralkan aktivitas radikal
bebas (Iriyani dan Nugrahani, 2014). Pemanfaatan klorofil sebagai bahan pangan
masih sedikit, padahal klorofil mampu meningkatkan fungsi metabolik dalam
tubuh (Mardaningsih dkk., 2012). Sementara menutur Mortensen (2006) sumber
klorofil di Indonesia sangat melimpah.

Kondisi salinitas air laut dan konsentrasi ion-ion logam media kultur
berperan aktif pada pertumbuhan dan proses fotosintesis pada rumput laut
(Sutomo, 1990). Ion logam Mg2+ memiliki peranan fisiologis dan molekul klorofil
merupakan molekul utama dalam tanaman karena Mg®" merupakan inti molekul
klorofil (Datu dkk., 2013). Klorofil tidak stabil yang mudah terdegradasi oleh
paparan panas, asam, cahaya, pH lingkungan dan oksigen. Hal ini disebabkan
karena ikatan koordinasi dengan Mg®" dalam klorofil mudah lepas (Mortensen,
2006). Untuk meningkatkan kestabilan ekstrak klorofil dan kemapuan anti
oksidasi dapat dilakukan dengan mengganti Mg®" dengan ion logam lain (Abdilah,

2014).



Besi dapat ditemukan hampir di semua tempat seperti lapisan geologis dan
badan air. Besi mempunyai peran bagi makhluk hidup sebagai salah satu unsur
esensial dalam pembentukan klorofil bagi tumbuhan (Supriyatna dkk., 2013).
Logam kobal dalam tubuh berperan dalam pembentukan vitamin B12 yang sangat
penting untuk menjaga normalitas kerja semua sel, kobal memiliki jari-jari ion
yang menyerupai jari-jari magnesium serta kelektronegatifan yang lebih besar dari
mangnesium sehingga dapat membentuk kompleks baru yang stabil dengan
klorofil (Abdillah dkk., 2014).

Antioksidan adalah zat yang memperlambat dan mencegah terjadinya
proses oksidasi karena itu antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan, terutama
mencegah kanker dan tumor. Di samping itu, antioksidan juga dapat
mempertahankan mutu produk pangan karena dapat mencegah proses oksidasi
yang berpotensi menyebabkan kerusakan (Tamat dkk., 2007). Penggunakan
antioksidan Dbertujuan untuk mencegah terjadinya oksidasi sehingga tidak
menyebabkan penyakit. Antioksidan, dalam konsentrasi yang rendah, dapat
menghambat atau mencegah terjadinya proses oksidasi (Nawaly dkk., 2009).

Berdasarkan uraian di atas telah dilakukan penelitian pengenai “potensi
Fe’', Co*" dan Ca* terhadap peningkatan klorofil sebagai antioksidan pada alga

hijau halimeda discoidea”.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Berapa kandungan klorofil pada Alga Hijau Halimeda Discoidea?
2. Bagaimana pengaruh Fe®", Co**dan Ca*" terhadap klorofil pada Alga Hijau

Halimeda Discoidea sebagai antioksidan?



3. Bagaimana potensi klorofil pada Alga Hijau Halimeda Discoidea sebagai

antioksidan?

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian
1.3.1 Maksud Penelitian

Adapun maksud dalam penelitian ini adalah untuk mengetahui dan
memahami kandungan klorofil dan potensi Fe’", Co®’dan Ca®" terhadap

peningkatan klorofil sebagai antioksidan pada alga hijau halimeda discoidea.

1.3.2 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dalam penelitian ini adalah
1. Menentukan kandungan klorofil Alga Hijau Halimeda Discoidea.
2. Menentukan pengaruh Fe*', Co®" dan Ca®" terhadap klorofil pada Alga
Hijau Halimeda Discoidea sebagai antioksidan.
3. Menentukan potensi klorofil pada Alga Hijau Halimeda Discoidea sebagai

antioksidan.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai kandungan
klorofil Alga Hijau Halimeda Discoidea dan potensi Fe*', Co*"dan Ca”" terhadap

peningkatan klorofil sebagai antioksidan pada alga hijau halimeda discoidea.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Laut

Rumput laut merupakan tumbuhan laut yang sangat berpotensi sebagai
sumber pangan dan obat-obatan. Rumput laut mengandung polisakarida yang
banyak digunakan sebagai bahan pangan, rumput laut kaya akan senyawa yang
bermanfaat bagi kesehatan diantaranya pigmen yang dihasilkan oleh rumput laut
merah, rumput laut hijau, dan rumput laut coklat. Jenis rumput laut yang
mempunyai pigmen yang spesifik dengan komposisi yang berbeda (Merdekawati
dan Susanto, 2009).

Berbagai jenis rumput laut yang terdapat di seluruh dunia yang berkhasiat
sebagai obat, ternyata beberapa marga di antaranya merupakan marga yang
terdapat umum tumbuh dan tersebar luas di perairan laut Indonesia. Marga-marga
tersebut antara lain adalah Acanthophora, Gracilaria, Gelidium, Hypnea,
Sargassum, Codium, Halimeda dan Ulva. Rumput laut tersebut umumnya tumbuh
menempel pada batu di perairan pantai pasang-surut termasuk di daerah terumbu
karang, kecuali Codium dan Caulerpa yang dapat tumbuh pula pada beberapa
substrat selain batu misalnya pasir dan lumpur di daerah yang agak terlindung.

Klasifikasi rumput laut secara garis besar terdiri dari 3 kelas, yaitu rumput
laut hijau (Chlorophyceae), ramput laut merah (Rhodophyceae), dan rumput laut
coklat (Phaeophyceae) (Merdekawaty dan Susanto, 2009). Rumput laut ini
merupakan salah satu kelompok tumbuhan laut yang mempunya sifat yang tidak

dapat dibedakan antara bagian akar, batang dan daun, sehingga seluruh bagian



tumbuhan disebut thallus dan tergolong tumbuhan tingkat rendah (Suparmi dan
Sahri, 2009).

Secara taksonomi alga dikelompokkan ke dalam divisi Rhodophyta dan
berdasarkan kandungan pigmen di bagi ke dalam empat kelas menurut
(Anggadireja dkk., 2007) sebagai berikut:

1. Chlorophyceae (ganggang hijau) yaitu makroalga yang didominasi oleh zat
warna (klorofil).

2. Phaeophyceae (ganggang coklat) yaitu makroalga yang didominasi zat
warna coklat (karotenoid) dan alga kelas ini dapat menghasilkan alginate.

3. Rhadophyceae (ganggang merah) yaitu makro yang didominasi zat warna
merah, ungu, lembayung. Rhadophyceae lebih banyak dibudidayakan
karena dapat menghasilkan karaginan dan agar.

4. Cyanophyceae (ganggang biru-hijau), yaitu makroalga yang didominasi zat
warna biru sampai kehijauan (fikosianin).

Alga dapat hidup sebagai fitoplankton yang mengapung dalam air serta
dapat juga hidup menancap atau melekat didasar laut. Alga yang hidup didasar
laut banyak terdapat di sepanjang pantai dari zona pasang surut, diperairan yang
jernih beberapa jenis alga dapat hidup sampai kedalaman lebih 150 m. Alga pada
umumnya banyak ditemukan melekat pada batu, potongan karang, cangkang
moluska, potongan kayu dan sebagainya, apabila terlepas dari substrat dasar,
dapat hidup mengambang di permukaan karena mempunyai gelembung-
gelembung udara sebagai pelampung seperti yang terdapat pada Sargassum sp.
(Nontji, 2002).

Seluruh wujud alga terdiri dari semacam batang yang disebut thallus, hanya
bentuknya yang beraneka ragam. Substansinya bermacam-macam, ada yang
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lunak, keras mengandung kapur, berserabut dan lain sebagainya. Alga yang
berkapur (calcareous) misalnya Halimeda banyak ditemukan di terumbu karang
tersebut (Nontji, 2002).

Alga hijau ditemui hidup dalam perairan dengan berbagai ragam kondisi
mulai dari perairan tawar sampai dengan perairan laut. Alga hijau (Chlorophyta)
merupakan salah satu kelompok alga terbesar dengan keanekaragaman jenis yang
tinggi, bentuk hidup alga ini bervariasi mulai dari bentuk yang uniseluler,
berkoloni, berfilamen, berbentuk lembaran ataupun berupa tabung. Sel-sel alga
hijau mempunyai kloroplas yang berwarna hijau, mengandung klorofil a dan b
serta karotenoid (Widiana dkk., 2011). Selain memiliki klorofil sebagai pigmen
fotosintesis, alga hijau juga memiliki karotenoid sebagai pigmen tambahan.
Karotenoid utama yang dimiliki alga hijau diantaranya [-karoten, lutein,
violaxantin, zeaxantin dan neoxantin (Fretes dkk., 2012).

Menurut Romimohtarto dan Juwana (2009), alga hijau (Chlorophyceae)
terdapat berlimpah di perairan hangat (trofik) dan terdapat beberapa genus alga
hijau yang diantaranya sering dijumpai di perairan pantai Indonesia diantaranya
adalah:

a. Halimeda terdiri dari 18 jenis. Marga ini berkapur dan menjadi salah satu
penyumbang endapan kapur di laut. Halimeda tuna terdiri dari rantai
bercabang dari potongan tipis berbentuk kipas. Alga ini terdapat di bawah
air surut, pada pantai berbatu dan paparan terumbu, tetapi potongan-
potongannya dapat tersapu ke bagian atas pantai setelah terjadi badai.

b. Ulva, mempunyai thallus berbentuk lembaran tipis seperti sla, oleh
karenanya dinamakan sla laut. Ada tiga jenis yang tercatat, satu

diantaranya, U. vreficulata. Alga ini biasanya melekat dengan



menggunakan alat pelekat berbentuk cakram pada batu atau pada substrat
lain.

c. Valonia (V. ventricosa), mempunyai thallus yang membentuk gelembung
berisi cairan berwarna ungu atau hijau mengkilat, menempel pada karang
atau karang mati.

d. Dictyosphaera (D. caversona) dan jenis-jenis dari marga ini di Nusa

Tenggara Barat dinamakan bulung dan dimanfatkan sebagai sayuran.

2.2 Alga Hijau Genus Halimeda

Halimeda secara umum terdapat di perairan tropis dan mensekresikan
CaCOs; yang telah mati akan menyuplai pada pasir karbonat. Alga ini mendeposit
CaCOs; sebagai aragonit pada sisi luar thallus. Halimeda berperan pada formasi
terumbu karang dan umumnya sebagai pengikat sedimen (Susanto, 1995).

Genus Halimeda dicirikan dengan karakteristik talus coenocytic, genus ini
berkembang baik di terumbu karang bersubstrat keras. Pada umumnya Halimeda
mempunyai bentuk percabangan yang hampir sama yaitu dichotomous dan
trichotomous, bentuk segmen yang silindris dan garis permukaan utrikel yang
hampir sama yaitu heksagonal dan polygonal. Talus Halimeda banyak
mengandung kapur dan membentuk koloni-koloni atau berkelompok dan
mempunyai alat perekat berupa rhizoid dan bersegmen (Tampubolon dkk., 2013).

Beberapa spesies makroalga hijau dari genus halimeda, diantaranya

(Tampubolon dkk., 2013):



a. Halimeda Micronesia

Gambar 1. Halimeda micronesica (Agusti, 2016)

Klasifikasi

Kingdom : Plantae

Divisi : Chlorophyta

Ordo : Bryopsidales

Family : Halimedaceae

Genus : Halimeda

Spesies : Halimeda Micronesia

Alga Halimeda micronesica seperti yang terlihat pada gambar 1. memiliki
spesifikasi pertumbuhan thalli kompak, menjalar tinggi mencapai 10 cm,
percabangan utama trichotomus, segmen lebar 7 mm, panjang 5 mm, berbentuk
discoidal dan kadang-kadang berbentuk silinder. Tumbuh pada substrat karang,
batu, menempel diantara sela-sela karang hidup. Keberadaannya di daerah tubir

dengan kedalaman 5-50 m terutama pantai berkarang (Anonim, 2013).



b. Halimeda opuntia

Gambar 2. Halimeda opuntia (Agusti, 2016)

Makroalga spesies Halimeda opuntia memiliki bentuk thalli kompak,
bentuk blade berupa lembaran-lembaran kecil dengan permukaan kasar.
Percabangan segmen bertumpuk menjalar dan membentuk pertumbuhan baru.
Segmen relative kecil berbentuk pipih, bulat dan bergelombang. Warna bagian
bawah yang menyerupai blade biasanya berwarna putih dan bagian atas
permukaan berwarna hijau tua atau hijau muda. Tunas segmen baru terletak pada
segmen utama pada bagian lekukan. Umumnya habitatnya berada pada sela-sela
karang yang hidup atau mati, batu, pecahan karang dan berpasir (Langoy dkk.,

2009).

c. Halimeda macroloba

Gambar 3. Halimeda macroloba (Agusti, 2016)
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Klasifikasi

Kingdom : Plantae

Divisi : Chlorophyta

Ordo : Bryopsidales

Family : Haalimedaceae
Genus : Halimeda

Spesies : Halimeda macroloba

Alga spesies Halimeda macroloba memiliki hijau pudar keputihan, tegak,
rimbun, berukuran sedang, tinggi mencapai 16 cm, menanamkan diri dalam
substrat dengan serabut rhizoid yang berbentuk umbi. Thalli berupa segmen-
segmen dengan klasifikasi ringan hingga sedang. Hidup di zona pasang surut
bagian tengah yang berdasar pasir bercampur sedikit lumpur. Sering ditemukan

tumbubh di sela-sela padang lamun (Anonim, 2013).

d. Halimeda discoidea

Gambar 4. Halimeda discoidea (Agusti, 2016)
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Klasifikasi

Kingdom : Plantae

Divisi : Chlorophyta

Ordo : Bryopsidales
Family : Halimedaceae
Genus : Halimeda

Spesies : Halimeda discoidea

Halimeda discoidea merupakan alga yang berkapur dan tegak, rimbun
yang pertumbuhannya lambat. Halimeda memiliki thallus berbentuk tegak dan
memiliki holdfast (akar) yang secara normal melindungi substrat tetapi terkadang
juga untuk melindungi kehidupannya pada karang. Thallus pada Halimeda mudah
menjadi kapur yang panjangnya mencapai 12 cm dan berbentuk segmen-segmen
dengan klasifikasi ringan hingga sedang. Warnanya hijau keputihan dan tingginya
mencapai 15 cm, habitat hidup alga spesies Halimeda discoidea yaitu di zona
pasang surut bagian tengah dengan dasar pasir berlumpur halus. Sering berasosiasi
dengan kelompok Halimeda lainnya dan juga tumbuh diantara tanaman lamun dan

tersebar merata diseluruh perairan (Langoy dkk., 2009).

2.3 Klorofil

Klorofil merupakan pigmen hijau alam yang umumnya terdapat pada
tumbuhan hijau dan memiliki peranan sangat penting dalam proses fotosintesis
(Maddu dkk., 2015). Seperti alga dan cyanobacteria (Nurusholah dkk., 2014).
Klorofil salah satu pigmen alami yang ditemukan pada setiap organisme
fotoutotrof yaitu tumbuhan hijau baik yang berada di lautan maupun di daratan,
klorofil dalam proses fotosintesis dapat mengabsorbsi cahaya pada panjang
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gelombang merah, biru dan ungu dimana penyerapan cahaya oleh klorofil
disebabkan karena adanya struktur porfirin yang berkoordinasi dengan ion
magnesium (Sandiningtyas dan Suendo, 2010). Adapun struktur klorofil dapat

dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Struktur klorofil a dan b (Inanc, 2011).

Menurut Milenkovic dkk., (2012), komponen vital dalam proses
fotosintesis yaitu klorofil. Klorofil dapat mengubah energi cahaya menjadi energi
kimia, perbedaan antara struktur klorofil a (CssH72MgN4Os) dan klorofil b
(CssH70MgN4Og) dengan berat molekul berturut-turut 893,49 dan 906,51
gram/mol. Hal ini menyebabkan perbedaan warna antara keduanya yaitu klorofil a
berwarna hijau kebiruan dan klorofil b berwarna hujai kekuningan (Hosikian dkk.,
2010).

Kandungan klorofil suatu tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu
salah satu umur daun. Susanto (2008), melakukan penelitian pengeruh umum
panen suatu tanaman dengan kandungan klorofil, hasilnya semakin tua umur

panen semakin banyak jumlah klorofil yang dihasilhan. Posisi daun dalam
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tanaman serta perbedaan spesiesnya sangat mempengaruhi kandungan klorofil
suatu tanaman (Gond dkk., 2012).

Klorofil bersifat tidak stabil dan lebih mudah rusak bila terkena sinar
matahari, panas, asam dan basa, klorofil dalam daun terikat pada protein, dalam
proses pemanasan proteinnya terdenaturasi dan klorofil dilepaskan (Rozak dan
Hartanto, 2008).

Klorofil terdapat dalam kloroplas bersama dengan karoten dan xantofil
(Winarno, 2004). Kloroplas berfungsi sebagai tempat berlangsungnya proses
fotosintesis, pigmen-pigmen pada membran tilakoid akan menyerap sumber

cahaya dan mengubah energi cahaya menjadi energi kimia (Lakitan, 2001).

2.4 Ton Logam Fe*

Salah satu bahan yang kaya akan zat besi adalah rumpu laut. Rumput laut
merupakan salah satu bahan makanan yang kaya akan zat besi. Dari penelitian
yang telah dilakukan, Gracilaria changgi mengandung zat besi 95,6 mg per 100 g
dalam berat kering dan kandungan zat besi Sargassum sp adalah 68.21 mg per
100 g berat kering. Zat besi yang terkandung dalam rumput laut memiliki
bioavailabilitas yang tinggi, rumput laut selain memiliki kandungan besi yang
cukup tinggi, rumput laut juga merupakan sumber serat pangan yang baik
(Yuniarti, 2011).

Besi merupakan unsur kimia yang dapat ditemukan hampir disemua
tempat yaitu pada bagian lapisan geologis dan badan air. Besi berperan sebagai
penyusun sitokrom dan klorofil bagi tumbuhan. Secara garis besar besi

mempunyai peran bagi makhluk hidup. Salah satu peran besin yaitu sebagai salah
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satu unsur esensial dan berperan sebagai penyusun sitokrom dan klorofil bagi
tumbuhan (Supriyatna dkk., 2013).

Besi (Fe) merupakan unsur esensial karena merupakan bagian dari enzim-
enzim tertentu dan merupakan bagian dari protein yang berfungsi sebagai
pembawa electron pada fase terang fotosintesis dan respirasi, besi diserap oleh
tanaman dalam bentuk Fe*" dan Fe’". Fe penting bagi pembentukan klorofil,
karbohidrat, lemak, protein dan enzim, akan tetapi meskipun Fe tidak menjadi
komponen klorofil namun berperan sebagai katalisator pada sintesis polisakarida.
Fungsi unsur Fe pada tanaman ikut dalam proses fotosintesis dan respirasi
(Primaryadi, 2015).

Menurut Primariyadi (2015) menyatakan bahwa Fe berperan penting
dalam regulasi metabolisme sel sebagai unsur esensial pada mikroalga sehingga

jika kekurangan konsentrasi Fe akan menekan pertumbuhan sel.

2.5 Ton Logam Co**

Kobal merupakan logam transisi yang memiliki berat molekul 59,93 g/mol
yang berbentuk padat pada suhu kamar, berwarna abu-abu perak, memiliki titik
didih 2.870-2.927 °C, titik leleh 1.495 °C, tidak berbau serta merupakan oksidator
kuat dan bisa menimbulkan api dan eksplosif bila terkena panas dan bersifat stabil
bila berada di udara (Widowati, dkk., 2008).

Menurut Widowati dkk. (2008), kobalt digunakan sebagai: (1) bahan
magnet, sebagai katalisator pengolahan minyak bumi dan berbagai industri kimia;
seperti bahan pengering cat; tinta; berbagai industri porcelain keramik, dan kaca.
(2) menstabilisasi buih pada minuman bir. Kobalt digunakan sebagai unsur mikro

yang ditambahkan dalam bahan makan dan obat-obatan. (4) kobalt radioaktif
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digunakan untuk berbagai bidang kesehatan. kobal digunakan untuk sterilisasi
peralatan medis dan terapi pasien kanker. (5) industri plastik serta iradiasi pada
industri pangan untuk membunuh mikroorganisme dan mengawetkan pangan.
Logam kobal dalam tubuh berperan dalam pembentukan vitamin B12 yang
sangat penting untuk menjaga normalitas kerja semua sel dan maturasi sel-sel

darah merah (Abdilah, 2014).

2.6 Ton Logam Ca**

Unsur kalsium diperlukan oleh tanaman dalam jumlah relatif banyak dan
diserap dalam bentuk ion Ca*". Kekurangan kalsium dapat menghambat
pertumbuhan tunas baru, jika terjadi pada awal pembungaan dapat menyebabkan
gugurnya kuncup bunga. Namun untuk kekurangan kalsium ringan biasanya
ditandai oleh daun yang keriting dan munculnya warna putih pada tepian daun
muda yang disebabkan oleh menurunnya kadar klorofil. Sedangkan kekurangan
kalsium yang parah bisa menyebabkan kerusakan dan kematian akar dan dapat
menyebabkan tanaman menjadi kerdil, pertambahan panjang yang lambat, dan

pertamahan tepi daun terhambat sehingga daun menggulung (Karlinda 2017).

2.7 Antioksidan

Senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi elektron ( elektron donor).
Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang dapat menangkal
atau meredam dampak negatif oksidan. Antioksidan bekerja dengan cara
mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga
aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat di hambat (Pratama dkk., 2015).

Keberadaan antioksidan dapat ditemukan secara endogen yang dihasilkan

oleh tubuh sendiri, dan eksogen yang berasal dari makanan, antioksidan yang ada
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pada makanan berasal dari tanaman telah lama dikenal potensinya dan telah lama
diketahui untuk menstabilkan senyawa radikal yang dapat diukur aktivitas
antioksidannya (Panjaitan dkk., 2010). Sehingga senyawa antioksidan memiliki
peran yang sangat penting dalam dunia kesehatan karena kemampuannya dalam
menghambat pembentukan radikal bebas serta dapat menghambat oksidasi asam
nukleat, protein, lemak, DNA sehingga dapat mengurangi berbagai penyakit
degeneratif serta mencegah penyakit tumor (Biranti dkk., 2009).

Radikal bebas memiliki reaktivitas yang sangat tinggi dan mudah bereaksi
dengan molekul lain yaitu DNA, protein, karbohidrat dan lainnya. Radikal bebas
tidak dapat mempertahankan bentuk asli dalam waktu yang lama dan berusaha
untuk berikatan dengan molekul yang bersifat stabil dan mengambil elektronnya
(Panjaitan dkk., 2010).

Antioksidan salah satu bahan aditif yang dapat melindungi bahan pangan
dari kerusakan oksidasi serta dapat berupa zat gizi seperti vitamin E dan vitamin
C dan zat non gizi seperti pigmen karoten, klorofil, likopen, dan flavanoid.
Berdasarkan sumbernya antioksidan digolongkan dalam antioksidan alami dan
antioksidan sintetik (Tamat dkk., 2007). Berdasarkan penelitian tentang
antioksidan marak dilakukan akhir-akhir ini karena bertujuan untuk menemukan
antioksidan alami untuk pengobatan preventive yang disebabkan karena jumlah
antioksidan yang dimiliki oleh tubuh untuk mencegah kerusakan oksidatif masih
kurang serta banyak antioksidan sintetik yang bersifat karsinogenik (Kong dkk.,

2010).

2.8 Uji Aktivitas Antioksidan
Pengujian aktivitas antioksidan pada umumnya menggunakan metode
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) karena pengukuran antioksidan dengan

metode DPPH yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan reagen yang banyak
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dibandingkan dengan metode lain. Metode pengujian antioksidan dengan metode
ini dapat dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif (Tamat dkk., 2007).

Larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan bereaksi dengan
antioksidan sehingga DPPH berubah menjadi 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazine
yang bersifat tidak radikal, pembentukan 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazine ditandai
dengan terjadi perubahan warna larutan dari ungu menjadi kuning pucat
(Molyneux, 2004).

Aktivtas antioksidan dengan metode DPPH dinyatakan dalam niali ICsg
(Inhibitor Concentration 50). ICs berarti konsentrasi larutan substrat atau sampel
yang dapat menghambat aktivitas DPPH sebanyak 50 %, semakin besar aktivitas

antioksidan maka nilai ICsy akan semakin kecil (Molyneux, 2004).
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Alga Hijau Halimeda
discoidea diperoleh dari kepulauan Barrang Lompo, aseton p.a, etanol p.a, metanol
p-a, akuades, HCI, NaOH, FeCl,.4H,0, CoCl,.6H,0, CaCl,, pH meter, 1,1difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH), padatan vitamin C, kertas saring Whatman 42, buffer

asetat, asam askorbat, plastik wrap, tissue roll dan aluminium foil.

3.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik (ohaus
Analytical plus) Laboratorium Biokimia, magnetic stirrer, mikro pipet, cuvet,
corong Buchner, oven (Genlab LTD, Type 275 OC), Evaporator Rotary
Laboratorium Biokimia, perangkat alat ultrasonik Ney Ultrasonik 28 H
Laboratorium Kimia Fisika, spektrometer Uv-Vis SHIMADZU Uv-2600
Laboratorium Kimia Terpadu, FTIR model SHIMADZU IRPrestige-21
Laboratorium Kimia Terpadu, incubator (Memmerth) Laboratorium Biokimia,

dan peralatan gelas yang umum digunakan di Laboratorium Biokimia.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan mulai Bulan April 2017 sampai Agustus 2017 di
Laboratorium Biokimia, Laboratorium Kimia Terpadu dan Laboratorium Kimia
Anorganik Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,

Universitas Hasanuddin.
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3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Isolasi Klorofil dari Alga Hijau Halimeda discoidea (Abdillah, 2014)
Sampel ditimbang sebanyak 5 gram, digerus dan ditambahkan dengan

100 mL aseton p.a, kemudian diekstraksi dengan alat ultrasonik selama 15 menit

pada suhu 50 °C. Campuran kemudian disentrifugasi selama 10 menit lalu di

saring. Filtrat yang diperoleh dievaporasi sampai kering. Ekstrak kering

ditambahkan dengan etanol p.a sebanyak 600 mL. Filtrat yang diperoleh

digunakan untuk pembuatan pengaruh logam pada klorofil.

3.4.2 Penentuan Kadar Klorofil Secara Spektrofotometri (Abdillah, 2014)

Sebanyak 0,1 g sampel rumput laut digerus menggunakan mortal. Setelah
halus ditambahkan aseton 80% ke dalam gelas kimia sampai volume 20 mL dan
di aduk. Campuran disimpan selama 24 jam di tempat gelap. Campuran
kemudian disaring dengan kertas saring whatman No.42. Filtrat yang diperoleh
dianalisis konsentrasi klorofil @, b, dan klorofil total dengan menggunakan

spektrofotometer Uv/VIS pada panjang gelombang 400-700 nm.

3.4.3 Pembuatan Kompleks Logam Klorofil (Abdillah, 2014)
3.4.3.1 Pembuatan Kompleks Fe** Klorofil

Pembuatan ekstrak kompleks Fe*" klorofil dilakukan dengan mengambil
100 mL ekstrak rumput laut ke dalam gelas kimia 400 mL, kemudian
ditambahkan dengan HCl 1 N sampai pH menjadi 5 sambil diaduk dengan
menggunakan magnetic stirrer. Larutan dipipet sebanyak 25 mL ke dalam empat
erlenmeyer berbeda yang mengandung Fe®" masing-masing dengan konsentrasi

0 ppm, 50 ppm, 100 ppm dan 150 ppm. Ke dalam masing-masing erlenmeyer
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ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5 sambil diaduk dengan magnetic

stirrer.

3.4.3.1 Pembuatan Kompleks Co*" Klorofil

Pembuatan ekstrak kompleks Co”" klorofil dilakukan dengan mengambil
100 mL ekstrak rumput laut ke dalam gelas kimia 400 mL, kemudian
ditambahkan dengan HCl 1 N sampai pH menjadi 5 sambil diaduk dengan
menggunakan magnetic stirrer. Larutan dipipet sebanyak 25 mL ke dalam
empat erlenmeyer berbeda yang mengandung Co®" masing-masing dengan
konsentrasi 0 ppm, 50 ppm, 100 ppm dan 150 ppm. Ke dalam masing-masing
erlenmeyer ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5 sambil diaduk dengan
magnetic stirrer.
3.4.3.2 Pembuatan Kompleks Ca’" Klorofil

Pembuatan ekstrak kompleks Ca®" klorofil dilakukan dengan mengambil
100 mL ekstrak rumput laut ke dalam gelas kimia 400 mL, kemudian
ditambahkan dengan HCI 1 N sampai pH menjadi 5 sambil diaduk dengan
menggunakan magnetic stirrer. Larutan dipipet sebanyak 25 mL ke dalam
empat erlenmeyer berbeda yang mengandung Ca®’ masing-masing dengan
konsentrasi 0 ppm, 50 ppm, 100 ppm dan 150 ppm. Ke dalam masing-masing
erlenmeyer ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5 sambil diaduk dengan

magnetic stirrer

3.5 Analisis Spektroskopi
Analisis spektroskopi yang dilakukan dalam penelitian ini adalah analisis

spektrofotometer Uv-Vis dan spektrofotometer IR.
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3.5.1 Analisis Uv/Vis

Sampel ekstrak Fe’', Co®" dan Ca*" klorofil ditimbang sebanyak 50 mg
kemudian dilarutkan dengan 5 mL etanol p.a dan diukur spektrum elektroniknya
dengan menggunakan spektrofotometer Uv/Vis pada panjang gelombang

300-700 nm.

3.5.2 Analisis FT-IR

Sekitar 10 mg sampel ekstrak kompleks Fe**, Co*" dan Ca®" klorofil di
haluskan dalam lumpang dan dicampurkan dengan serbuk KBr (5-10% sampel
dalam serbuk KBr). Selanjutnya ditentukan langsung menggunakan diffuse
reflectance measuring (DRS-800) yang dipasang pada tempat sampel. Serbuk
KBr dimasukkan ke dalam sample pan dan background ditentukan. Spektrum
sampel ditentukan dengan cara memasukkan sampel yang telah dicampur dengan
KBr pada sample pan dan spektrum diperoleh pada rentang bilangan gelombang

340-4500 cm’!, resolusi 4 cm™, dan jumlah scan = 300.

3.6 Uji Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode perendaman radikal
bebas DPPH yang dimodifikasi. Larutan induk ekstrak alga hijau yang telah
diketahui konsentrasinya dibuat dalam 5 seri konsentrasi yaitu 1, 2, 3, 4, dan
5 ppm dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM kemudian dicukupkan
volumenya hingga 5 mL dengan methanol p.a dan sebagai pembanding digunakan
vitamin C dengan seri konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm. Campuran tersebut
dikocok dan di inkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit. Dan dilakukan pada
ekstrak alga hijau yang mengandung logam Fe*", Co”" dan Ca*" dengan perlakuan

yang sama. Sebagai kontrol negatif digunakan 1 mL akuades sebagai pengganti
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sampel. Sebelumnya ditentukan panjang gelombang maksimum dengan
menggunakan metanol sebagai blanko. Semakin banyak radikal DPPH yang
dinetralisir ditunjukkan oleh semakin pudarnya warna campuran reaksi atau
semakn besar selisih absorbansi terhadap blanko. Adapun % inhibisi ditentukan

dengan menggunakan persamaan (2)

Inhibisi (% ) = “—2 x 100% )

Keterangan : Ay = Absorbansi blanko
A = Absorbansi larutan sampel

Konsentrasi sampel dan persen inhibisi yang di peroleh diplot masing-
masing pada sumbu x dan y pada persamaan regresi liner. Persamaan tersebut di
gunakan untuk menentukan nilai ICsy dari masing-masing sampel dinyatakan
dengan nilai y sebesar 50 dan nilai x yang akan diperoleh sebagai ICsy (Nurjanah
dkk., 2011). Adapun rumus ICs ditentukan dengan persamaan regresi linear. Dari
persamaan y = a + bx dapat dihitung nilai ICsyp dengan menggunakan
persamaan (3)

ICso=(50—-a): 3)

Keterangan : 1Csy = Konsentrasi sumbu x
50 = Konsentrasi sumbu y

ICso merupakan konsentrasi larutan substrat atau sampel yang mampu
mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50 %. Semakin kecil nilai IC50 berarti semakin
tinggi aktivitas antioksidan. Secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan sangat kuat jika nilai 1Csy kurang dari 50 ppm (IC50 <50 ppm), kuat
(50 ppm <ICsp <100 ppm), sedang (100 ppm <ICsy <150 ppm), lemah (150 ppm

<ICsp <200 ppm), dan sangat lemah (ICso>200 ppm) (Molyneux, 2004).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi dan Penentuan Kadar Klorofil dari Alga Hijau Halimeda discoidea
Hasil isolasi klorofil dari alga hijau Halimeda discoidea dianalisis kadar
klorofilnya dengan spektrofotometer Uv-Vis yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan klorofil pada alga hijau Halimeda discoidea

Sampel Kandungan klorofil mg/m3

Alga hijau Halimeda discoidea 9,94 mg/m’.

Berdasarkan pada Tabel 1, kandungan klorofil pada alga hijau Halimeda
discoidea diperoleh kadar klorofil sebesar 9,94 mg/m’. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan Abdilah (2014), kadar klorofil dari Chlorella vulgaris sebesar
11,64 mg/g, kadar yang diperoleh lebih kecil dibandingkan dengan penelitian
Abdilah (2014). Hal ini disebabkan oleh perbedaan spesies yang mempengaruhi
jumlah kandungan klorofil yang terdapat pada tanaman dan hal ini berkaitan
dengan kemampuan biosintesis klorofil tanaman satu dengan yang lain berbeda-

beda.

4.2 Identifikasi dengan Spektrofotometer Uv-Vis

Hasil identifikasi klorofil dari Alga hijau Halimeda discoidea dengan
Spektrofotometer Uv-Vis dihasilkan panjang gelombang yang ditunjukkan pada
Tabel 2.

Panjang gelombang yang didapatkan pada alga hijau dan dibandingkan

dengan penelitian sebelumnya berbeda, hal ini disebabkan karena perbedaan
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sumber klorofil dan perbedaan pelarut yang digunakan. Adapun absorpsi panjang
gelombang dari ekstrak klorofil alga hijau yang dihasilkan dapat dilihat pada
Lampiran 14.

Tabel 2. Perbandingan Panjang Gelombang Alga Kontrol dengan yang

Dipaparkan Logam
Alga Kontrol A (nm)
dengan alga
yang dipaparkan Hasil Penelitian Penelitian sebelumnya
logam
Chlorella vulgaris (Abdillah, 2014)
415 dan 663
Kontrol 409 dan 664 Daun bayam (Nurhayati dn
Suendo, 2010)
413 dan 667
Logam Fe*' 409 menjadi 410 -
. 409 menjadi 418 Chlorella vulgaris (Abdi}lah, 2014)
Logam Co 664 menjadi 654 400 menjadi 407
664 menjadi 662
409 menjadi 411

2+
Logam Ca 664 menjadi 663 i

Terjadinya pergeseran panjang gelombang maksimum dapat menjadi
indikasi terbentuknya ikatan klorofil dengan logam. Spektrum absorbsi yang
mengandung logam Fe** klorofil pengalami pergeseran pada panjang gelombang
409 nm menjadi 410 nm, hasil spektrum ini menunjukkan bahwa ekastrak Fe"
klorofil mengalami pergeseran dari ekstrak klorofil. Spektrum Uv/Vis Co*"
klorofil pengalami pergeseran dari ekstrak klorofil dari panjang gelombang
maksimum 409 menjadi 418 dan 664 nm menjadi 654 nm dapat dilihat pada
Lampiran 16. Hasil spektrum ini menunjukkan bahwa ekastrak Co** klorofil
mengalami pergeseran dari ekstrak klorofil. Hal ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Abdillah (2014) di mana spektrum serapan Co”" klorofil terjadi
pergeseran pada panjang gelombang 400 nm menjadi 407 nm dan 664 nm menjadi

662 nm. Spektrum Uv/Vis Ca®" klorofil pengalami pergeseran dari ekstrak klorofil
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dari panjang gelombang maksimum 409 menjadi 411 dan 664 nm menjadi 663 nm
dan dapat dilihat pada Lampiran 15. Hasil spektrum ini menunjukkan bahwa
ekastrak Ca®" klorofil mengalami pergeseran dari ekstrak klorofil. Perbedaan
serapan panjang gelombang yang didapatkan di sebabkan oleh perbedaan

tanaman, pelarut dan waktu ekstraksi yang digunakan.

4.3 Analisis dengan FTIR

Berdasarkan analisis FTIR spektrum infa merah (IR) dari ekstrak alga
hijau sebagai kontrol dan ekstrak alga hijau dengan penambahan ion logam dapat
dilihat pada Gambar 6. Gugus fungsi yang terdapat pada ekstrak alga hijau

sebelum dan sesudah penambahan logam dapat dilihat pada Tabel 3.
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Gambar 6. Spektrum IR ekstrak kontrol alga hijau dengan ekstrak alga hijau
dengan penambahan logam
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Spektrum IR mengindikasikan adanya beberapa gugus fungsi yang
terdapat pada ekstrak kontrol alga hijau sebagai berikut pada gugus OH
(Hidroksil) memiliki bilangan gelombang 3429,43 cm™', pada bilangan gelombang
2924,09 untuk vibrasi gugus fungsi C-H sp3 , bilangan gelombang 1730,15 untuk
vibrasi gugus fungsi C=0, pada bilangan gelombang 1379,10 untuk vibrasi gugus
fungsi CHs, dan pada bilangan gelombang 1033,85 untuk vibrasi gugus fungsi
C-O.

Setelah penambahan ion logam puncak-puncak serapan yang diamati mirip
dengan puncak-puncak serapan untuk ekstrak kontrol alga hijau. Tetapi puncak

serapan mengalami pergeseran seperti yang ditunjukkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Data spektrum IR ekstrak klorofil kontrol dengan ekstrak klorofil dengan

yang dipaparkan logam
Bilangan Gelombang (cm™)
Gugus
No . Ekstrak Ekstrak Klorofil Dengan Penambahan
Fungsi Klorofil Logam
Kontrol  Logam Fe’* Logam Co”* Logam Ca™
1 O-H hidroksil  3429,43 3444,87 3450,65 3444,87
2 C-Hsp’ 2924,09 2968,45 2960,73 2980,02
3 C=0 1730,15 1699,29 1705,07 1705,07
4 CH; 1379,10 134438 1340,53 1338,60
5 C-O 1033,85 1018,41 1020,34 1020,34

Pada vibrasi C=0, CHj3, dan C-O menunjukkan pergeseran bilangan
gelombang namun pergeseran tersebut tidak signifikan. Berbeda dengan vibrasi
O-H hidroksil dan CH sp’. Jika dibandingkan antara vibrasi O-H pada ekstrak
alga hijau dengan penambahan logam dengan ekstrak alga hijau kontrol terjadi
pergeseran pada ion logam Fe’" dan Ca®" sebesar 15,44 cm™, dan pada ion logam
Co™" sebesar 21,22 cm™. Pergeseran bilangan gelombang tersebut menunjukkan

bahwa terjadi proses pengikatan ion logam pada ekstrak klorofil alga hijau.
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4.4 Analisis Antioksidan dengan metode DPPH

Hasil analisis uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH, absorbansi
ekstrak dan DPPH diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
515 nm. Panjang gelombang tersebut dapat digunakan untuk pengukuran metode
DPPH sebab panjang gelmbang maksimum yang dapat digunakan adalah 515-520
nm dan panjang gelombang yang diperoleh digunakan untuk pengukuran sampel
dan kontrol.

Hasil yang diperoleh dari metode DPPH dihitung aktivitas antioksidannya
dengan menggunakan parameter ICsy yang didefinisikan sebagai konsentrasi
larutan setiap sampel yang menyebabkan tereduksinya aktivitas DPPH sebesar
50 %. Pembanding yang digunakan pada pengujian aktivitas antioksidan adalah
asam askorbat. Nilai ICsy dari masing-masing sampel, asam askorbat dapat dilihat

pada Tabel 4

Tabel 4. Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Fe*'.

Persamaa

(1)
Sampel K.onsentras Absorbansi A’ . . n Regresi 1C30
i (ug/mL) Inhibisi Linear (ng/mL)
1 0,344 1,432
2 0,343 L7
Klorofil 3 0,339 2865 Y= 071X g g9
4 0,336 3,724 T0.601
5 0,335 4,011
1 0,341 0,292
2 0,339 0,877
4 2+ > > =
Klog%ﬁl mFe 3 0,336 1,754 Y~ g’gfgx 56,12
PP 4 0,334 2,339 :
5 0,328 4,093
1 0,344 2272
o 2 0,341 3,125
Klolr(‘)’gl +n1je 3 0,336 4,545 77 11’3218" 44,17
pp 4 0,334 5,113 :
5 0,328 6,818
l 0,439 16,698
) 2 0,434 17,647
Kl"lr;’(?l +I£e 3 0.433 17,836 ¥ 2’550" 6127
pp 4 0,429 18,595 ’
5 0,427 18,975
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Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga di peroleh hasil seperti

pada Tabel 4 (Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 13).
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Gambar 7. Grafik Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Fe®”.

Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga diperoleh hasil seperti
pada Gambar 6. Menunjukkan bahwa ekstrak klorofil pada konsentrasi 1 pg/mL
memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 1,43 %, konsentrasi 2 pug/mL
sebesar 1,71 %, konsentrasi 3 pg/mL sebesar 2,86 %, konsentrasi 4 pg/mL
3,72 %, dan pada konsentrasi 5 pug/mL sebesar 4,01%. Hasil analisis klorofil yang
mengandung logam Fe** 50 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya
hambatan radikal bebas sebesar 0,29 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 0,87 %,

komsentrasi 3 pg/mL 1,75 %, konsentrasi 4 pug/mL sebesar 2,32 %, dan pada
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konsentrasi 5 pg/mL sebesar 4,09 %. Klorofil mengandung logam Fe*" 100 ppm

pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 2,27 %,

konsentrasi 2 pg/mL sebesar 3,12 %, komsentrasi 3 ng/mL 4,54 %, konsentrasi 4

pg/mL sebesar 5,11 %, dan pada konsentrasi 5 ug/mL sebesar 6, 81%. Klorofil

yang mengandung logam Fe*" 150 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya

hambatan radikal bebas sebesar 16,698 %, konsentrasi 2 pug/mL sebesar 17,647 %,

komsentrasi 3 pg/mL 17,836 %, konsentrasi 4 pg/mL sebesar 18,596 %, dan

pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar 18,093 %.

Tabel 5. Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Co”",
Konsentras . % Persamaz.l IC50
Sampel . Absorbansi .. .. N Regresi
i (ug/mL) Inhibisi Linear (ng/mL)
1 0,344 1,432
2 0,343 1,719
klorofil 3 0,339 2865 Y 8’67316" 68,99
4 0,336 3,724 ’
5 0,335 4,011
1 0,421 0,941
Klorofil + 2 0,419 1,412 y =1,082x
Co* 50 ppm 3 0,410 3,529 0282 46,47
4 0,409 3,765
5 0,403 5,176
1 0,416 1,887
Klorofil + 2 0,410 3,310 _
Co>" 100 3 0,407 X ?’%‘39" 57,39
ppm 4 0,406 4,245 ’
5 0,400 5,660
1 0,479 9,108
Klorofil + 2 0,463 12,144 — 2990x
Co>" 150 3 0,442 16,129 Y s 19,04
ppm 4 0,440 16,509 ’
5 0,432 18,027
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Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga d peroleh hasil seperti

pada Tabel 5 (Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 13)
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Gambar 8. Grafik Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Co®".

Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga diperoleh hasil seperti
pada Gambar 7. Menunjukkan bahwa ekstrak klorofil pada konsentrasi 1 pg/mL
memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 1,43 %, konsentrasi 2 ug/mL
sebesar 1,71 %, konsentrasi 3 pg/mL sebesar 2,86 %, konsentrasi 4 pg/mL
3,72 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar 4,01%. Hasil analisis klorofil yang
mengandung logam Co®" 50 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya
hambatan radikal bebas sebesar 0,94 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 1,41 %,

komsentrasi 3 pg/mL 3,52 %, konsentrasi 4 pg/mL sebesar 3,76 %, dan pada
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konsentrasi 5 pg/mL sebesar 5,17 %. Klorofil yang mengandung logam Co™

100 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas

sebesar 1,88 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 3,31 %, konsentrasi 3 pg/mL 4,01

%, konsentrasi 4 ng/mL sebesar 4,24 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar

5,66 %. Klorofil yang mengandung logam Co>" 150 ppm pada konsentrasi

1 pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 9,11 %, konsentrasi

2 pg/mL sebesar 12,14 %, komsentrasi 3 pg/mL 16,12 %, konsentrasi 4 pg/mL

sebesar 16,50 %, dan pada konsentrasi 5 pug/mL sebesar 18,02 %.

Tabel 6. Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Ca™".
Konsentras . % Persama:.l I1CS0
Sampel i (ng/mL) Absorbansi Inhibisi Regresi (ug/mL)
Linear

1 0,344 1,432
2 0,343 1,719

Klorofil 3 0339 2865 Y O710X 6g99

+ 0,601
4 0,336 3,724
5 0,335 4,011
1 0,447 2,401
Klorofil + 2 0,442 3,493 y =0,567x

Ca®" 50 ppm 3 0,440 3,930 2,096 84,48
4 0,438 4,366
5 0,436 4,803
1 0,346 0,859

Klorofil + 2 0,338 3,151 y =0,974x

Ca®* 100 ppm 3 0,336 3,724 +0.515 50,80
4 0,334 4,297
5 0,331 5,157
1 0,346 1,424
2 0,345 1,709

C;%lolr‘s’glpgm 3 0,342 2,564 Y 3’92155”‘ 40,22

4 0,333 5,128 ’

5 0,330 5,982
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Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga diperoleh hasil seperti

pada Tabel 6 (Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 13)
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Gambar 9. Grafik Aktivitas Antioksidan dari ekstrak klorofil yang dihasilkan
menggunakan logam Ca®".

Pengukuran aktivitas antioksidan klorofil dari alga hijau dilakukan pada
masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga diperoleh hasil seperti
pada Gambar 8. Menunjukkan bahwa ekstrak klorofil pada konsentrasi 1 pg/mL
memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 1,43 %, konsentrasi 2 pg/mL
sebesar 1,71 %, konsentrasi 3 pg/mL sebesar 2,86 %, konsentrasi 4 pg/mL
3,72 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar 4,01 %. Hasil analisis klorofil yang
mengandung logam Ca®" 50 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya
hambatan radikal bebas sebesar 2,40 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 3,49 %,

komsentrasi 3 pg/mL 3,93 %, konsentrasi 4 pg/mL sebesar 4,36 %, dan pada
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konsentrasi 5 pg/mL sebesar 4,80 %. Klorofil yang mengandung logam Ca®*"
100 ppm pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas
sebesar 0,85 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 3,15 %, komsentrasi 3 pg/mL 3,72
%, konsentrasi 4 pg/mL sebesar 4,29 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar
5,15 %. Klorofil yang mengandung logam Ca®" 150 ppm pada konsentrasi
I pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas sebesar 1,42 %, konsentrasi
2 pg/mL sebesar 1,70 %, komsentrasi 3 pg/mL 2,56 %, konsentrasi 4 pg/mL
sebesar 5,12 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL sebesar 5,98 %.

Uji aktivitas antioksidan menggunakan larutan pembanding vitamin C
sebagai kontrol positif karena merupakan antioksidan yang larut dalam air.
Penggunaan kontrol positif pada pengujian aktivitas antioksidan ini adalah untuk
mengetahui seberapa kuat potensi antioksidan yang ada pada ekstrak klorofil dan
ekstrak klorofil yang mengandung logam jika dibandingkan dengan vitamin C.

Pengukuran aktivitas antioksidan vitamin C dapat dilihat pada Tabel 7

Tabel 7. Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat

Persamaan
Konsentrasi % I1C50
Sampel Absorbansi Regresi
(ug/mL) Inhibisi (ng/mL)
Linear
1 0,433 11,812
2 0,293 40,325
y=19,73x
Vitamin C 3 0,190 61,303 2,65
-2,301
4 0,094 80,855
5 0,048 90,224

Pengukuran aktivitas antioksidan vitamin C di lakukan pada

masing-masing lima seri konsentrasi pengenceran sehingga di peroleh hasil seperti
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pada Tabel 4 (Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 13) Menunjukkan bahwa
vitamin C pada konsentrasi 1 pg/mL memiliki daya hambatan radikal bebas
sebesar 11,81 %, konsentrasi 2 pg/mL sebesar 40,32 %, konsentrasi 3 pg/mL
sebesar 61,30 %, konsentrasi 4 pg/mL 80,85 %, dan pada konsentrasi 5 pg/mL
sebesar 90,22 %.

Aktivitas antioksidan dari sampel mengakibatkan perubahan warna pada
larutan DPPH yang semula berwarna ungu menjadi ungu muda dan kuning pucat
tergantung dari jenis sampel dan aktivitas antioksidan yang terkandung dalam
ekstrak sampel (Agusti, 2016). Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan
yang sangat kuat jika memiliki nilai ICsy <50 pg/mL, kuat jika memiliki nilai ICs
antara 50-100 pg/mL dan lemah jika nilai ICsg antara 150-200 pg/mL. Sedangkan
senyawa yang memiliki nilai ICsy lebih dari 200 pg/mL merupakan senyawa yang
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat lemah atau hampir tidak dapat
dikategorikan sebagai antioksidan (Malyneux, 2004). Tabel 4, 5, dan 6
menunjukkan aktivitas antioksidan pada ekstrak klorofil kuat karena memiliki
nilai 1Csy antara 50-100 pg/mL, sedangkan ekstrak klorofil yang mengandung
logam Fe*™ 100 pg/mL, Co*" dan Ca®*" 150 pg/mL aktivitas antioksidannya
sangat kuat karena nilai ICsy nya <50 pg/mL dan asam askorbat sebagai
pembanding termasuk antioksidan yang sangat kuat karena memiliki nilai ICs
sebesar 2,65 pg/mL.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan nilai inhibisi menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak klorofil dan ekstrak klorofil yang
mengandung logam dan asam askorbat maka semakin besar pula persentase
penghambatan radikal bebas yang dihasilkan. Hal ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Amirullah (2017) yang menyatakan bahwa semakin tinggi
konsentrasi yang dimiliki oleh sampel maka semakin tinggi aktivitas

antioksidannya.
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BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kadar klorofil dari alga hijau sebesar 9,94 mg/m’, sementara ekstrak
klorofil memiliki nilai ICsy sebesar 68,99 ng/mL yang dikategorokan sebagai
antioksidan kuat, sedangkan ekstrak klorofil dengan penambahan ion logam Fe*"
pada konsentrasi 50, 100, 150 ppm memiliki ICsy berturut-turut sebesar 56,12;
44,17; dan 61,27 pg/mL. Dilain pihak ekstrak klorofil dengan penambahan ion
logam Co”" pada konsentrasi 50, 100, dan 150 ppm memiliki ICso berturut-turut
sebesar 46,47; 57,39; dan 19,04 pg/mL dan ekstrak klorofil dengan penambahan
ion logam Ca®* pada konsentrasi 50, 100,150 ppm memiliki 1Csy berturut-turut
sebesar 84,48; 50,80; dan 40,22 pg/mL.

Aktivitas antioksidan ekstrak klorofil tergolong kuat sedangkan ekstrak
klorofil yang mengandung logam Fe®" 100 ppm, Co®" dan Ca*" dengan
konsentrasi 150 ppm menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat,

sehingga ekstrak klorofil dari alga hijau berpotensi sebagai antioksidan.

5.2 Saran

Pada penelitian selanjutnya sebaiknya melakukan pengujian ekstrak
klorofil dari alga hijau dengan pelarut yang berbeda dan spesies yang digunakan
lebih dari satu sehingga dapat diperoleh kandungan klorofil yang tinggi dan perlu

dilakukan pengujian efek lain seperti toksisitas, antibakteri.
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Lampiran 1. Bagan Kerja Isolasi Klorofil dari Alga Hijau Halimeda

Discoidea

[ Alga hijau Halimeda Discoidea

Residu I filtrat

» Ditimbang sebanyak 5 gram
» Digerus dengan mortal
» Ditambahkan dengan 100 mL aseton p.a
» Diekstraksi dengan alat ultrasonic selama 15 menit
pada suhu 50 °C

» Disentrifugasi selama 10 menit
» Disaring

» Diekstraksi dengan 50 mL Digabungkan

aseton p.a
» Disaring

»  Disaring dengan Buchner

»  Dievaporasi

[Ekstrak klorofil J

» Dilarutkan dengan 600 mL etanol p.a

[ Ekstrak Klorofil }

Catatan : Pengerjaan dilakukan ditempat yang terlindung dari cahaya matahari
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Lampiran 2. Bagan Kerja Penentuan Kadar Klorofil Secara
Spektrofotometri

Sampel ]

» Ditimbang sebanyak 0,1 gram

» Digerus dengan mortal

» Dimasukkan ke dalam gelas kimia berisi 200 mL aseton p.a
» Diaduk

» Didiamkan selama 2x24 jam ditempat gelap

» Disaring dengan kertas saring whatman no. 42

‘ Residu @rat I

» Dilakukan analisi konsentrasi klorofil a,

b dan  klorofil  total  dengan
spektrofotometer pada  panjang

gelombang 400-700 nm

[ Kadar Klorofil

Catatan : Pengerjaan dilakukan ditempat yang terlindung dari cahaya matahari

43



Lampiran 3. Bagan Kerja Pembuatan Ekstrak Kompleks Logam Fe*
klorofil

| Klorofil I

» Diambil 100 mL ke dalam gelas kimia

» Ditambahkan dengan HCI 1 N sampai pH 5
» Diaduk dengan magnetic stirer

» Dipipet sebanyak 25 mL ke dalam 4 erlenmeyer berbeda yang

mengandung Fe*"

() (o) (o) [

» Ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5

» Diaduk dengan magnetic stirrer

» Dipindahkan ke dalam botol

Hasil I
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Lampiran 4. Bagan Kerja Pembuatan Ekstrak Kompleks Logam Co**
klorofil

‘ Klorofil

» Diambil 100 mL ke dalam gelas kimia

» Ditambahkan dengan HCI 1 N sampai pH 5
» Diaduk dengan magnetic stirer

» Dipipet sebanyak 25 mL ke dalam 4 erlenmeyer berbeda yang

mengandung Co®"

() (o) (o) [

» Ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5

» Diaduk dengan magnetic stirrer

» Dipindahkan ke dalam botol

Hasil I
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Lampiran 5. Bagan Kerja Pembuatan Ekstrak Kompleks Logam Ca™*
klorofil

‘ Klorofil

» Diambil 100 mL ke dalam gelas kimia

» Ditambahkan dengan HCI 1 N sampai pH 5
» Diaduk dengan magnetic stirer

» Dipipet sebanyak 25 mL ke dalam 4 erlenmeyer berbeda yang

mengandung Ca*"

() (o) (o) [

» Ditambahkan dengan NaOH 1 N sampai pH 8,5

» Diaduk dengan magnetic stirrer

» Dipindahkan ke dalam botol

Hasil I
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Lampiran 6. Bagan Kerja Analisis dengan Spektrofotometer Uv-VIS

[ Ekstrak sampel Fe®*, Co*" dan Ca®" klorofil J

»  Ditimbang sebanyak 50 mg
»  Dilarutkan dengan etanol p.a
»  Dikocok

»  Dimasukkan dalam kuvet

»  Diukur absorbansinya pada A 300-700 nm.

[ Data UV-VIS J

Lampiran 7. Bagan Kerja Analisis dengan FTIR

[ Ekstrak sampel Fe**, Co*" dan Ca®" klorofil J

»  Diambil 10 mg dan dihaluskan dengan lumpang

»  Dicampurkan dengan serbuk KBr

»  Dibuat pellet

»  Dimasukkan pada tempat sampel

»  Serbuk KBr dimasukkan ke dalam sample pan dan

background ditentukan.
»  Spectrum ditentukan dengan memasukkan sampel yang telah

di campur KBr pada sample pan

[ Data FTIR J
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Lampiran 7. Bagan Kerja Uji Antioksidan Metode DPPH

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

(o

»  Ditimbang sebanyak 7,9 mg

»  Dilarutkan dengan methanol p.a dalam labu ukur 50 mL
»  Dihimpitkan methanol p.a sampai tanda batas

»  Dihomogenkan

[ Larutan DPPH ]

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Earutan DPPH 1 mM ]

» Dipipet sebanyak 1 mL

» Ditambahkan 4 mL larutan methanol p.a

» Dibiarkan selama 30 menit ditempat gelap

» Diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-VIS pada
panjang gelombang 400-800 nm.

‘ A maks I
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Lampiran 8. Bagan Kerja Pembuatan Larutan Vitamin C

Asam Askorbat

- Ditimbang sebanyak 10 mg

- Dilarutkan dengan 100 mL larutan metanol p.a

Larutan induk Asam Askorbat 1000 ppm

Masing-masing dipipet berturut-turut 50, 100, 150, 200, dan
250 pL.

- Ditambahkan larutan DPPH sebanyak 4 mL

- Dicukupkan volumenya hingga 5 mL dengan metanol

- Dihomogenkan

Larutan Asam Askorbat 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm
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Lampiran 9. Bagan Kerja Pengujian Aktivitas Antioksidan

Ekstrak Fe?"

Ekstrak Co*" dan

klorofil Ekstrak Klorofil CaZ* klorofil

- Dibuat dalam 5 seri konsentrasi 1, 2, 3,

4 dan 5 ppm dalam larutan metanol p.a

Ekstrak dengan seri konsentrasi

- Ditambahkan 1 ml larutan DPPH pada
masing-masing konsentrasi
- Dicukupkan volumenya hingga 5 ml

dengan metanol p.a

Sebagai pembanding
digunakan asam askorbat
(vitamin C) dengan seri
konsentrasi dan volume
yang sama dengan
perlakuan ekstrak

Blanko dibuat dari 5 ml

metanol p.a
kontrol Sampel uji Blanko

- Dikocok dan dibiarkan selama 30 menit
pada suhu kamar dan ruangan yang
gelap

- Diukur absorbansi dengan
spektofotometer UV-VIS pada panjang

gelombang maksimum

Data Absorbansi

- Dihitung persentase hambatan radikal

Data ICs
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Lampiran 10. Perhitungan Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

mM =—

0,4mM =

mg DPPH = 7,9 mg

51



Lampiran 12. Panjang Gelombang Maksimum (A,,) DPPH
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Lampiran 13. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dan
ekstrak klorofil yang dipaparkan logam dan asam askorbat

1. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 1,432
2 1,719
3 2,865
4 3,724
5 4,011

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil

absorbansi kontrol - absorbansi sampel

% aktivitas antioksidan = “bsorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

L o 0,349 - 0,344
% aktivitas antioksidan =—————x 100 % = 1,432 %
0,349
2. Konsentrasi 2 pg/mL
L o 0,349 - 0,343
% aktivitas antioksidan =———x 100 % = 1,719 %
0,349
3. Konsentrasi 3 pg/mL
L o 0,349 - 0,339
% aktivitas antioksidan =——————x 100 % = 2,865 %
0,349
4. Konsentrasi 4 pg/mL
o o 0,349 - 0,336
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 3,724 %
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5. Konsentrasi 5 pg/mL

o o 0,349 - 0,335
% aktivitas antioksidan =——————x 100 % = 4,011 %
0,349
45
X 4 y=0.716x +0.601
= 35 R2=0.958 =
< 3 /
2 25
=
& 15 -—
g 1
-E 0.5
% 0 T T T T
0 1 2 3 4 6
konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai ICsy:

Y=ax+b
y=0,716x + 0,601

50=0,716x + 0,601

50- 0,601
X = —
0,716
x = 68,993
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2. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan
logam Fe*"

a. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe’" 50 ppm

Konsentrasi (ug/mL) Aktivitas antioksidan (%)
1 0,292
2 0,877
3 1,754
4 2,339
5 4,093

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe®"
50 ppm

o o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “beorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

o L 0,342 - 0,341
% aktivitas antioksidan =—————x 100 % = 0,292 %
0,342
2. Konsentrasi 2 pg/mL
o L 0,342 - 0,339
% aktivitas antioksidan = ——————x 100 % = 0,877 %
0,342
3. Konsentrasi 3 pg/mL
. S 0,352 - 0,336
% aktivitas antioksidan = ——————x 100 % = 4,545 %
0,352
4. Konsentrasi 4 pg/mL
o L 0,342 - 0,336
% aktivitas antioksidan :W x 100 % =1,754 %
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5. Konsentrasi 5 pg/mL

0,342 - 0,328

% aktivitas antioksidan :W x 100 % =4,093 %

45

S

< 35 y = 0.906x - 0.848 /

i~ R? = 0.949 pd

= /

£ 25

g 2 ——

g 15

g 1

= 05 —

% 0 T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b

y = 0,906x — 0,848

50 = 0,906x — 0,848
50 + 0,848

0,906

x = 56,12

b. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe*" 100 ppm

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 2,272
2 3,125
3 4,545
4 5,113
5 6,818
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Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe®"
100 ppm

o o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “beorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

L L 0,352 - 0,344
% aktivitas antioksidan =——————x 100 % = 2,272 %
0,352
2. Konsentrasi 2 pg/mL
o o 0,352 - 0,341
% aktivitas antioksidan =———————x 100 % = 3,125 %
0,352
3. Konsentrasi 3 pg/mL
o L 0,352 - 0,336
% aktivitas antioksidan = ———————x 100 % = 4,545 %
0,352
4. Konsentrasi 4 pg/mL
o L 0,352 - 0,334
% aktivitas antioksidan =—————x 100 % = 5,113 %
0,352
5. Konsentrasi 5 pg/mL
.. L 0,352 - 0,328
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 5,818 %

y=1.108x + 1.051 =

—

0 1 2 3 4 5 6

aktivitas antioksidan (%)
S = N W kA N &N O 0

konsentrasi sampel (ppm)
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Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b
y=1,108x + 1,051

50=1,108x + 1,051

50- 1,051
=—2
1,108

x =44,17

c. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe’" 150 ppm

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 16,698
2 17,647
3 17,836
4 18,595
5 18,975

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Fe®" 150 ppm

o o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “bsorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

L o 0,527 - 0,439
% aktivitas antioksidan =————— x 100 % = 16,698 %
0,527
2. Konsentrasi 2 pg/mL
L o 0,527 - 0,434
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 17,647 %

3. Konsentrasi 3 pg/mL
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o o 0,527 - 0,433
% aktivitas antioksidan :W x 100 % =17,836 %

4. Konsentrasi 4 pg/mL

o o 0,527 - 0,429
% aktivitas antioksidan :OST x 100 % = 18,595 %
5. Konsentrasi 5 pg/mL
o o 0,527 - 0,427
% aktivitas antioksidan :OST x 100 % =18,975 %
195
X
< D y=0.550x ¥ 16.3
g 185 R2=0.964
% 18
é 17.5 A
E .
.§ 16.5 . : . : :
% 0 1 2 3 4 5 6
konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai ICsy:
Y=ax+b
y=0,550x + 16,3

50=0,550x + 16,3

~50-16,3
0,550

x=61,27
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3. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Ekstrak Kklorofil dipaparkan

logam Co”"

a. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Co** 50 ppm

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 0,941
2 1,412
3 3,529
4 3,765
5 5,176

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Co*" 50 ppm

absorbansi kontrol - absorbansi sampel

% aktivitas antioksidan =

absorbansi kontrol

1. Konsentrasi 1 pg/mL

0,425 - 0,421

% aktivitas antioksidan = 0475

2. Konsentrasi 2 pg/mL

% aktivitas antioksidan = 0435

3. Konsentrasi 3 pg/mL

0,425 - 0,410

% aktivitas antioksidan = 0475

4. Konsentrasi 4 pg/mL

0,425 - 0,409

% aktivitas antioksidan = 0435

5. Konsentrasi 5 pg/mL

0,425 - 0,403

% aktivitas antioksidan = 0475

0,425 -0,419

x 100 % = 0,941 %

x 100 % = 1,412 %

x 100 % = 3,529 %

x 100 % = 3,765 %

x 100 % = 5,176 %

x 100 %
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6.000

;\? y=1.082x - 0.282 »

= 5.000 R?— 0.948 /

= 4.000 -

=<

£ 3.000 /

=

<

S 2.000

<

= 1.000 or‘/

=

“ 0.000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai ICsy:
Y=ax+b
y = 1,082x — 0,282

50 = 1,082x — 0,282
50 + 0,282
1,082

x =46,47

b. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Co*" 100

ppm
Konsentrasi (pg/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 1,887
2 3,302
3 4,009
4 4,245
5 5,660
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Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Co*" 100
ppm

o o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “beorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

.. . 0,424 - 0,416
% aktivitas antioksidan =——————x 100 % = 1,887 %
0,424
2. Konsentrasi 2 pg/mL
o o 0,424 - 0,410
% aktivitas antioksidan =——————x 100 % = 3,302 %
0,424
3. Konsentrasi 3 pg/mL
. . 0,424 - 0,407
% aktivitas antioksidan = —————— x 100 % = 4,009 %
0,424
4. Konsentrasi 4 pg/mL
. . 0,424 - 0,406
% aktivitas antioksidan = ———— < 100 % = 4,245 %
0,424
5. Konsentrasi 5 pg/mL
o o 0,424 - 0,400
% aktivitas antioksidan =———— x 100 % = 5,660 %
0,424
6.000
& y=0.849x + 1.273 /
: 5.000 2=1().947
[+
.'g 4.000
2
= 3.000
=
[
2 2.000 /
z
< 1.000
[
0.000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Konsentrasi sampel (ppm)
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Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b
y =0,849x + 1,273

50=0,849x + 1,273

©50- 1,273
X 0,849

x=57,39

c. Aktivitas antioksidan Ekstrak Kklorofil dipaparkan logam Co”" 150

ppm
Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 9,108
2 12,144
3 16,129
4 16,509
5 18,027

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Co®" 150
ppm

o S absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “bsorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

o o 0,527 - 0,479
% aktivitas antioksidan =———————x 100 % = 9,108 %
0,527
2. Konsentrasi 2 pg/mL
o o 0,527 - 0,463
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 12,144 %

3. Konsentrasi 3 pg/mL
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o L 0,527 - 0,442
% aktivitas antioksidan :W x 100 % =16,129 %

4. Konsentrasi 4 pg/mL

o o 0,527 - 0,440
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 16,509 %

5. Konsentrasi 5 pg/mL

o o 0,527 - 0,432
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 18,027 %

20.000

=2.220x +7.723
Y P a /

15.000 R>=0.918

aktivitas antioksidan (%)

(
5.000
0.000 . T . . .
0 1 2 3 4 5
Konsentrasi sampel (ppm)
Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b

y=2,220x + 7,723

50=2,220x + 7,723

507,723
X000

x =19,04
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4. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Ekstrak Kklorofil dipaparkan

logam Ca®'

a. Aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Ca’ 50 ppm

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 2,401
2 3,493
3 3,930
4 4,366
5 4,803

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Ca®" 50 ppm

% aktivitas antioksidan =

absorbansi kontrol - absorbansi sampel

absorbansi kontrol

1. Konsentrasi 1 pg/mL

0,458 - 0,447

% aktivitas antioksidan = 0453

2. Konsentrasi 2 pg/mL

0,458 - 0,442

% aktivitas antioksidan = 0453

3. Konsentrasi 3 pg/mL

0,458 — 0,440

% aktivitas antioksidan = 0458
4. Konsentrasi 4 pg/mL

0,458 — 0,438

% aktivitas antioksidan = 0458

5. Konsentrasi 5 pg/mL

% aktivitas antioksidan = 0458

0,458 — 0,436

x 100 % = 2,401 %

x 100 % = 3,493 %

x 100 % = 3,930 %

x 100 % = 4,366 %

x 100 % = 4,803 %

x 100 %
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y=0.567x +2.096
R?=0.949

N W A N

aktivitas antioksidan (%)

konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b
y=0,567x + 2,096

50=0,567x + 2,096

~50-2,096
0,567

X = 84,48

b. Aktivitas antioksidan Ekstrak Kklorofil dipaparkan logam Ca’" 100

ppm
Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 0,859
2 3,151
3 3,724
4 4,297
5 5,157
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Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Ca*" 100
ppm

o o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = “beorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

L o 0,349 - 0,346
% aktivitas antioksidan =———————x 100 % = 0,859 %
0,349
2. Konsentrasi 2 pg/mL
o o 0,349 - 0,338
% aktivitas antioksidan =———————x 100 % = 3,151 %
0,349
3. Konsentrasi 3 pg/mL
o L 0,349 - 0,336
% aktivitas antioksidan =—————— x 100 % = 3,724 %
0,349
4. Konsentrasi 4 pg/mL
o L 0,349 - 0,334
% aktivitas antioksidan = ———————x 100 % = 4,297 %
0,349
5. Konsentrasi 5 pg/mL
L L 0,349 - 0,331
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 5,157 %

F=0.974x +0.515 ~J

y
2=0.903 /

[\S R VS B L Y. o)

aktivitas antioksidan (%)

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

konsentrasi sampel (ppm)
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Perhitungan nilai 1Cs:
Y=ax+b
y=0,974x + 0,515

50=0,974x + 0,515

50-0,515
="
0,974
x=50,80

c. Aktivitas antioksidan Ekstrak Kklorofil dipaparkan logam Ca’" 150

ppm
Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 1,424
2 1,709
3 2,564
4 5,128
5 5,982

Perhitungan aktivitas antioksidan Ekstrak klorofil dipaparkan logam Ca®" 150

ppm

. o absorbansi kontrol - absorbansi sampel
% aktivitas antioksidan = bsorbansi kontrol x 100 %

1. Konsentrasi 1 pg/mL

o o 0,351 - 0,346
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 1,424 %
2. Konsentrasi 2 pg/mL

L o 0,351 - 0,345
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 1,709 %

3. Konsentrasi 3 pg/mL
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o o 0,351 -0,342
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 2,564 %

4. Konsentrasi 4 pg/mL

. L 0,351 -0,333
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 5,128 %
5. Konsentrasi 5 pg/mL
o o 0,351 - 0,330
% aktivitas antioksidan :W x 100 % = 5,982 %
7

&

S 6 y=1.253x-0.398

g 5 R2=0.918

.=

i 7

53

g ) g

2 1

~

0 T T T T
0 1 2 3 4 6
konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai ICs:
Y=ax+b

y =1,253x - 0,398

50 = 1,253x — 0,398
~ 50+0,398
1,253

x = 40,22
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5. Kurva pengukuran aktivitas antioksidan Vitamin C

Konsentrasi (ug/mL)
Aktivitas antioksidan (%)
1 11,812
2 40,325
3 61,303
4 80,855
5 90,224

Perhitungan aktivitas antioksidan Vitamin C

absorbansi kontrol - absorbansi sampel

% aktivitas antioksidan =

absorbansi kontrol

1. Konsentrasi 1 pg/mL

% aktivitas antioksidan = 0451

2. Konsentrasi 2 pg/mL

0,491 - 0,293

% aktivitas antioksidan = 0451

3. Konsentrasi 3 pg/mL

0,491 - 0,190

0 .. C _
% aktivitas antioksidan 0491
4. Konsentrasi 4 pg/mL

0,491 - 0,094

% aktivitas antioksidan = 0451

5. Konsentrasi 5 pg/mL

% aktivitas antioksidan = 0451

0,491 - 0,433

0,491 — 0,048

x100%=11,812 %

%100 % = 40,325 %

%100 % = 61,303 %

%100 % = 80,855 %

%100 % = 90,224 %

%100 %
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120
S y=19.73x - 2.301
= 100 R2=0.971
= 80
3
= 60
=
s
§ 40
=
S 20
2 '

0 T T T T
0 1 2 3 4 6
konsentrasi sampel (ppm)

Perhitungan nilai ICsy:
Y=ax+b
y=19,73x — 2,301

50 = 19,73x — 2,301
©50+2,301
1973

x=2,650

71




Lampiran 14. Perhitungan Pembuatan Ekstrak Ion Logam

1. Pembuatan Logam Fe**

a. Pembuatan Logam Fe®" 50 ppm

mg Ar Fe
50 ppm = X
volume Mr FeCly.4H,0
50 = X
50 =
mg = ’

=4,4377 mg

=0,0044 gram

b. Pembuatan Logam Fe** 100 ppm

mg Ar Fe
100 ppm = X
volume Mr FeCly.4H,0
100 = X
100 =—
mg = ’

= 8,8755 mg

=0,0089 gram
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c. Pembuatan Logam Fe** 150 ppm

150 ppm = £ X ArFe
volume Mr FeCly.4H,0
150 = , X ,
150 = —
mg = '

=13,3133 mg

=0,0133 gram

2. Pembuatan Logam Co™*

a. Pembuatan Logam Co®" 50 ppm

50 ppm = X Ar Co
volume Mr CoCl,.6H,0
50 =—X ”
50 =— :
mg = '

=5,0468 mg

=0,0050 gram

b. Pembuatan Logam Co*" 100 ppm

mg Ar Co
X
volume Mr CoCly.6H,O

100 ppm =
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100

100

mg

= 10,0936 mg

=0,0101 gram

c. Pembuatan Logam Co™" 150 ppm

150 ppm = =

150

150

mg

mg Ar Co
X
volume Mr CoCl,.6H,O

= 15,1405 mg

=0,0151 gram

3. Pembuatan Logam Ca®"

a. Pembuatan Logam Ca®" 50 ppm

50 ppm =

50

50

mg Ar Ca
X
volume Mr CaCl,
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mg =

=3,4683 mg

=0,0034 gram

b. Pembuatan Logam Ca** 100 ppm

100 _ Img Ar Ca
ppm volume x Mr CaCl,
100 =—
mg = .
=6,9367 mg
=0,0069 gram

c¢. Pembuatan Logam Ca*" 150 ppm

mg Ar Ca
150 ppm = X
volume Mr CaClp
150 =
mg = '
=10,4015 mg

=0,0104 gram



Lampiran 15. Panjang Gelombang Alga Kontrol dan yang Dipaparkan Logam
1. Spektrum panjang gelombang klorofil

Spoectrum Peak Pick Roeport ANDITOT A0 S0 AR
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2. Spektrum panjang gelombang klorofil yang dipaparkan logam F e

Spectrum Peak Pick Report
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3. Spektrum panjang gelombang klorofil yang dipaparkan logam Co**
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4. Spektrum panjang gelombang klorofil yang dipaparkan logam Ca’

Spectrum Peak Pick Report HRSMATIFTS | D30T:00 AR
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