BAB Il1
METODE PENELITIAN
3.1 Waktu dan Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Riset Kimia dan Laboratorium
Kimia Instrumen Departemen Pendidikan Kimia Fakultas Pendidikan Matematika
dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Pendidikan Indonesia. Waktu penelitian

dimulai bulan Februari sampai Agustus 2019.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah; 1) Ekstraksi pigmen: kaca
arloji, neraca analitik, tabung reaksi, labu Erlenmeyer 100 mL, sonikator ultrasonic
cleaner (Honda w-211), batang magnet, magnetic stirrer (Wisestir Wisol B Lab.
Instrumen), tabung sentrifus, allumunium foil, dan sentrifugasi (H-103N kokusan);
2) Sintesis Zn-klorofil : batang magnet, magnetic stirrer (Wisestir Wisol B Lab.
Instrumen), pH meter (Me204 Mettler Toledo), dan corong pisah; 3) Karakterisasi
pigmen: spektrofotometer UV-mini 1240 Shimadzu, dan spektrofotometer FTIR;
4) Uji fotostabilitas pigmen: lampu kuning LED warm, lampu UV-A (T5 8 Watt
EVACO), dan lampu UV-B (TL 18 Watt Neon Exoterra); 5) Uji stabilitas termal

pigmen : inkubator.

3.2.2 Bahan

Sampel Spirulina platensis diperoleh dari Departemen Biologi Universitas
Padjajaran. Bahan yang digunakan adalah aseton, n-heksana, aquades, asam klorida
0,1 M, kloroform, asam asetat, Zn(Il) asetat dihidrat, dan metanol.

3.3 Prosedur Penelitian

Penelitian ini terdiri dari 3 alur penelitian, yaitu 1) Karakterisasi pigmen
klorofil dan Zn-klorofil, 2)Uji fotostabilitas pigmen klorofil dan Zn-klorofil, 3)Uji
stabilitas termal pigmen klorofil dan Zn-klorofil. Skema penelitian tersebut

digambarkan seperti pada Gambar 3.1.
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Gambar 3.1 Skema penelitian

3.3.1 Karakterisasi Pigmen Klorofil dan Zn-klorofil
3.3.1.1 Ekstraksi Pigmen Klorofil

Tahapan ekstraksi klorofil ditunjukkan pada Gambar 3.2. Ekstraksi klorofil
dilakukan menggunakan metode dari Jongkon (2008), dengan beberapa modifikasi.
Biomassa mikroalga Spirulina platensis ditimbang seberat 0,5 gram lalu
ditambahkan dengan pelarut aseton sebanyak 15 mL, setelah itu disonikasi selama
15 menit, lalu diaduk menggunakan stirrer selama 5 jam. Selanjutnya disentrifugasi
dengan kecepatan 2000 rpm selama 15 menit untuk diambil supernatannya.
Supernatan dikumpulkan dan disimpan di tempat gelap overnight pada suhu -4 °C,

lalu diukur absorbansinya dengan spektro UV-mini 1240 Shimadzu.
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Gambar 3.2 Alur ekstraksi klorofil

3.3.1.2 Ekstraksi Turunan Pigmen Klorofil (Feofitin)

Ekstraksi klorofil dibuat menjadi bentuk turunannya (feofitin) dengan metode
dari Nurhayati (2011) dengan beberapa modifikasi. Ekstrak pigmen klorofil yang
diperoleh dari Spirulina platensis ditambahkan larutan HCI 0,1 M, dan dilakukan
pengadukan dengan stirrer pada suhu 60 °C selama 30 menit. Campuran larutan
selanjutnya ditambahkan n-heksan dan aquades untuk memisahkan fasa ekstrak
feofitin yang larut dalam n-heksan dari fasa aseton-aquades yang banyak
mengandung pigmen polar dan flavonoid. Ekstrak feofitin yang terbentuk

selanjutnya diukur absorbansinya dengan spektro UV-mini 1240 Shimadzu.
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Gambar 3.3 Alur ekstraksi feofitin

3.3.1.3 Ekstraksi Zn-klorofil

Ekstrak Kklorofil termodifikasi Zn dibuat dengan menggunakan metode dari
Nurhayati (2011) dengan beberapa modifikasi. Ekstrak turunan klorofil (feofitin)
yang telah didapatkan ditambahkan dengan kloroform sehingga larutan feofitin
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terlarut dalam kloroform. Larutan selanjutnya ditambahkan dengan buffer asetat pH
5, dan Zn (I1) asetat dihidrat dalam metanol, kemudian diaduk dengan stirrer pada
suhu 60 °C selama 1 jam. Ekstrak Zn-klorofil yang dihasilkan selanjutnya diukur

absorbansinya dengan spektro UV-mini 1240 Shimadzu.
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Gambar 3.4 Alur sintesis Zn-klorofil

3.3.1.4 Analisis Pigmen dengan Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk mengidentifikasi pigmen klorofil,
feofitin, dan Zn-klorofil karena ketiga pigmen tersebut memiliki warna sehingga
dapat diidentifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis. Ekstrak pigmen Klorofil,
feofitin, dan Zn-klorofil diencerkan lalu diukur panjang gelombang 300 nm sampai
dengan 800 nm menggunakan Spektrofotometer UV-mini 1240 Shimadzu untuk
melihat keberadaan masing-masing pigmen dan mengetahui serapan daerah biru
maksimum (Soret band) dan serapan daerah merah maksimum (Q band).
Berdasarkan sumber Nurhayati (2011), puncak serapan Soret band pigmen klorofil,
feofitin, dan Zn-klorofil masing-masing pada 430 nm, 405 nm, dan 424 nm. Puncak
serapan Q band pigmen Klorofil, feofitin, dan Zn-klorofil masing-masing pada 660

nm, 669 nm, dan 658 nm.

3.3.1.5 Analisis Pigmen dengan Spektrofotometer FTIR
Spektrofotometer FTIR digunakan untuk mengidentifikasi pigmen klorofil,
feofitin, dan Zn-klorofil karena ketiga pigmen ini memiliki gugus fungsi dan

struktur yang berbeda. Ekstrak pigmen klorofil, feofitin, dan Zn-klorofil diuapkan
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untuk menghilangkan pelarutnya kemudian diukur serapannya pada bilangan
gelombang 500 nm sampai 4000 nm untuk melihat serapan-serapan dari gugus
fungsi masing-masing pigmen. Setelah itu setiap serapan yang muncul pada
spektrum dianalisis serapan dari gugus fungsinya untuk memastikan keberadaan

dari masing-masing pigmen.

3.3.2 Uji Fotostabilitas Ekstrak Pigmen Klorofil, Feofitin, dan Zn-klorofil

Uji stabilitas terhadap cahaya pada tiap pigmen klorofil, feofitin, dan Zn-
klorofil dilakukan di bawah tiga paparan sinar yang berbeda, yaitu paparan sinar
UV A, paparan sinar UV B, dan paparan sinar kuning. Uji stabilitas pigmen klorofil,
feofitin, dan Zn-klorofil terhadap cahaya dilakukan dengan metode dari Christiana
(2008), dengan beberapa modifikasi penyesuaian. Ekstrak pigmen diencerkan
dengan pengenceran tertentu supaya dapat terukur dengan spektrofotometer.
Ekstrak yang akan diuji terlebih dahilu diukur absorbansi awalnya (tanpa pengaruh
pencahayaan) kemudian dipipet 5 mL dan dimasukkan ke dalam botol vial 10 mL
lalu disimpan masing-masing pada tiga paparan cahaya yang berbeda yaitu paparan
sinar UV A, paparan sinar UV B, dan paparan sinar kuning. Penyimpanan dilakukan

selama 5 jam dengan pengukuran absorbansi serapan UV setiap jamnya.

3.3.3 Uji Stabilitas Termal Ekstrak Pigmen Klorofil, Feofitin, dan Zn-klorofil

Uji stabilitas terhadap suhu pada tiap pigmen klorofil, feofitin, dan Zn-
klorofil dilakukan pada tiga inkubasi suhu yang berbeda, yaitu pada suhu -4 °C, 25
°C, dan 40 °C. Uji stabilitas pigmen klorofil, feofitin, dan Zn-klorofil terhadap suhu
dilakukan dengan metode dari Fajar (2014), dengan beberapa modifikasi
penyesuaian. Ekstrak pigmen diencerkan dengan pengenceran tertentu supaya dapat
terukur dengan spektrofotometer. Ekstrak yang akan diuji terlebih dahilu diukur
absorbansi awalnya (tanpa pengaruh suhu) kemudian dipipet 5 mL dan dimasukkan
ke dalam botol vial 10 mL lalu disimpan masing-masing pada tiga suhu inkubasi
yang berbeda yaitu pada suhu -4 °C, 25 °C, dan 40 °C. Penyimpanan dilakukan

selama 5 jam dengan pengukuran absorbansi serapan UV setiap jamnya.

Chindiar Rizka Alifia, 2019

STABILITAS PIGMEN KLOROFIL DARI Spirulina platensis TERMODIFIKASI LOGAM ZINK (Zn) SEBAGAI
KANDIDAT SENSITIZER ALAMI

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



