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KAJIAN POTENSI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN RUMPUT LAUT
Caulerpa racemosa DARI PANTAI SUNDAK KABUPATEN GUNUNGKIDUL

Arief Kurniawan®, Eko Nurcahya Dewi %, Tri Winarni Agustini?
'Mahasiswa program Studi Teknologi Hasil Perikanan Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan Universitas Diponegoro
’Staf Pengajar Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universitas Diponegoro

ABSTRAK

Caulerpa racemosa merupakan salah satu jenis alga hijau yang memiliki kandungan
nutrisi yang sangat tinggi. Caulerpa racemosa yang berasal dari perairan pantai selatan
diduga mengandung senyawa bioaktif antioksidan yang tinggi seperti senyawa fenolik,
pigmen dan vitamin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya potensi
aktivitas antioksidan dari ekstrak Caulerpa racemosa dan mengetahui senyawa yang
dominan terhadap kandungan antioksidan. Penelitian ini bersifat experimental
laboratories menggunakan desain penelitian Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan
perlakuan tiga jenis pelarut yang berbeda tingkat kepolaran. Hasil penelitian didapatkan
aktivitas antioksidan tertinggi terdapat pada ekstrak etil asetat dengan nilai ICso = 180,290
ppm. Hasil uji skrining fitokimia didaptkan bahwa senyawa alkaloid dan senyawa fenolik
terdapat dalam semua jenis ekstrak Caulerpa racemosa. Kadar fenolik total tertinggi
terdapat pada ekstrak etil asetat sebesar 70,222 mg GAE/g ekstrak, kadar klorofil a,
klorofil b dan karotenoid tertinggi pada ekstrak etil asetat yaitu 3,117 mg/g sampel; 2,246
mg/g sampel; dan 2,748 mg/g sampel. Caulerpa racemosa berpotensi sebagai antioksidan
alami, antioksidan yang dihasilkan bersifat semi polar, dan senyawa yang dominan dari
kandungan antioksidan adalah senyawa fenolik, klorofil a dan karotenoid.

Kata Kunci: Caulerpa racemosa, Antioksidan, DPPH, Fenolik, Klorofil, Karotenoid

PENDAHULUAN

Bahan pangan sekarang ini banyak menggunakan antioksidan sintetis, dimana zat
sintetis tersebut akan teroksidasi di dalam tubuh sehingga dapat memicu terbentuknya
radikal bebas. Molekul radikal bebas sangat mudah bereaksi dengan molekul lain dengan
cara mengoksidasi sehingga dapat berpengaruh negatif terhadap tubuh antara lain
mengakibatkan kerusakan lipida, protein, DNA dan membran sel. Kerusakan-kerusakan
tersebut dapat memicu timbulnya penyakit degeneratif seperti kanker, diabetes, dan

tekanan darah tinggi (Santoso et al., 2010).
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Usaha untuk mengatasi masalah tersebut adalah mengganti zat antioksidan sintetis
dengan zat antioksidan yang bersifat alami. Antioksidan alami adalah antioksidan yang
diekstrak dari bahan-bahan alami, seperti tumbuh-tumbuhan.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa alga laut memiliki potensi sebagai
penghasil senyawa antioksidan. Salah satu jenis alga laut yang juga dapat dijadikan
sumber antioksidan alami adalah C. racemosa. Rumput laut ini terdapat di perairan
Indonesia. C.racemosa merupakan salah satu jenis alga hijau yang belum banyak
dimanfaatkan kandungan antioksidannya.

C. racemosa yang berasal dari perairan pantai selatan diduga mengandung senyawa
bioaktif antioksidan yang tinggi seperti senyawa fenolik, klorofil dan karotenoid. Hal ini

dikarenakan kondisi perairan seperti arus, gelombang, intensitas cahaya dan pasang surut

yang tinggi.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat

Penelitian ini menggunakan bahan utama C. racemosa yang diambil dari Pantai
Sundak Gunungkidul Yogyakarta. Bahan pelarut yang digunakan adalah n-heksan (teknis),
etil asetat (teknis) dan methanol (teknis). Bahan kimia lain yang digunakan adalah
kloroform, DPPH, aquades, logam Mg, HCI, CH3COOH, H,SO,, pereaksi Mayer, reagen
Folin-Ciocalteu, natrium karbonat, asam galat, kertas label, dan aluminium foil.

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Solar Tunnel Dryer, Rotary
evaporator, botol vial, Sprayer, plat TLC Silika Gel GF254 dari MERCK, Labu Erlenmeyer,
chamber+tutup, timbangan analitik, pipet ukur, pipet tetes, Mikropipet, tabung reaksi,
tabung sentrifuge, sentrifuge, spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), corong, labu Round
bottom Flask, cuvet dan rak tabung reaksi.

Persiapan sampel

Rumput laut C. racemosa dibersihkan dari kotoran-kotoran yang menempel

kemudian dikeringkan dengan menggunakan Solar Tunnel Dryer (STD).
Ekstraksi
C. racemosa kering sebanyak 50 gram dimaserasi dengan pelarut heksana (1:10)

selama 24 jam pada suhu ruang dengan bantuan sonikator. Filtrat disaring dan residu
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yang didapatkan kemudian dimaserasi lagi selama 2 jam dan 1 jam. Residu dari maserasi
pelarut n-heksana dimaserasi lagi dengan pelarut etil asetat dan dilanjutkan dengan
pelarut methanol dengan cara yang sama. Filtrat yang dihasilkan kemudian dievaporasi
dengan rotary evaporator pada suhu 40°C.

Uji kromatografi lapis tipis

Prosedur dari metode KLT adalah dengan meletakkan ekstrak pada plat KLT. Plat KLT
kemudian dikeringkan dan disemprot dengan larutan 0,004% DPPH dalam metanol. Plat
didiamkan selama 10 menit dan diamati. Uji positif sebagai antioksidan apabila terjadi
perubahan warna pada plat KLT dari warna ungu berubah menjadi kuning dengan latar
ungu disekitar spot.

Uji skrining fitokimia (Suzery dan Kusrini ,2004)

5 mg ekstrak dilarutkan dalam 5 ml etanol. 1 ml tiap ekstrak ditambah 5 ml
campuran kloroform dan air suling (1:1) lalu dikocok; dan larutan dibiarkan beberapa saat
(5 menit). Lapisan kloroform di bagian bawah digunakan untuk pemeriksaan senyawa
steroid dan triterpenoid sedangkan lapisan air untuk pemeriksaan senyawa flavonoid dan
saponin.
uji senyawa flavonoid

Sebagian dari lapisan air (2 ml) dari tahap preparasi di atas diambil dan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan 1-2 butir logam magnesium dan 3 tetes
asam klorida pekat (HCI). Sampel positif mengandung senyawa flavonoid jika terbentuk
warna orange hingga merah.
uji senyawa saponin

Sebagian dari lapisan air (2 ml) dari tahap preparasi di atas diambil dan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi kemudian larutan dikocok kuat-kuat. Sampel positif mengandung
senyawa saponin apabila terbentuk busa yang permanen yang tidak hilang dalam waktu
15 menit.
uji senyawa alkaloid

Lapisan koroform ditambahkan 10 tetes asam sulfat pekat (H.SO,) dan dikocok
perlahan, dibiarkan sampai terbentuk lapisan asam. Lapisan asam (bagian dibawah cincin
bening yang terbentuk dari penambahan asam sulfat) diambil dan ditambah satu tetes

pereaksi Mayer. Reaksi positif ditandai dengan kabut putih hingga gumpalan putih.
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uji senyawa steroid dan triterpenoid

Lapisan kloroform dari tahap preparasi di atas diambil dan dimasukkan dalam pipet
Pasteur yang didalamnya sudah terdapat arang. Filtrat yang sudah keluar dari pipet
Pasteur dimasukkan ke dalam 3 buah lubang pada plat tetes dan dibiarkan sampai kering.
Kemudian dalam tiap-tiap lubang pada plat tetes ditambahkan satu tetes asam asetat
anhidrat ((CH3CO),0) dan satu tetes asam sulfat pekat (H,SO4). Sampel positif
mengandung senyawa steroid ditunjukan dengan warna biru sampai ungu sedangkan
sampel positif mengandung senyawa triterpenoid jika ditunjukan dengan warna merah.
uji senyawa fenolik

Sebagian dari lapisan air dari tahap preparasi di atas diambil dan dimasukkan ke
dalam plat tetes. Kemudian ferri klorida pada tiap plat tetes yang telah diberi sampel.
Adanya senyawa fenolik ditandai dengan terbentuknya warna biru atau ungu.

Uji DPPH (Banerjee et al., 2005)

Sampel ekstrak dengan berbagai konsentrasi (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
ppm) diambil sebanyak 3 ml dimasukkan dalam tabung reaksi yang sudah dibungkus
aluminium foil kemudian ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,004 %. Larutan dikocok
sampai homogen dan dibiarkan selama 30 menit dalam suhu ruang.

Absorbansinya diukur pada panjang gelombang 517 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Visible. Nilai presentase inhibisi (penghambatan) yang diwakili oleh

nilai ICsp dihitung dengan rumus sebagai berikut:
Abs DPPH - Abs ekstrak 41009

Abs DPPH
Uji kadar fenolik Folin-Ciocalteu (Andayani et al., 2008)
Ekstrak rumput laut ditimbang sebanyak 3 mg dan dilarutkan dengan 3ml (0,003 L)
etanol 96% sehingga didapatkan konsentrasi 1000 ppm. Larutan sampel diambil sebanyak
2 ml dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 5 ml aquadest dan reagen folin-

ciocalteu sebanyak 0,5 ml dan didiamkan selama 5 menit.
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Larutan ditambahkan 1 ml larutan Na,CO; 7%, dihomogenisasi dan diinkubasi.
Inkubasi dilakukan dalam kondisi gelap selama 1 jam. Untuk mengefektifkan proses
inkubasi tabung reaksi dibungkus dengan aluminium foil.

Larutan selanjutnya disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 2000 rpm.
Pengukuran kandungan total fenol dilakukan dengan spektrofotometer UV-Visible (UV-
Vis) Shimadzu dengan panjang gelombang 725 nm. Kandungan total fenol dinyatakan
sebagai mg asam galat/g sampel dengan rumus sebagai berikut :
y=ax+b

Kadar Fenolik :
mg x X ml Vtotal + 1000ml

g sampel
Keterangan:
y = Absorbansi ekstrak
a dan b= Nilai yang didapat dari persamaan linier kurva standar asam galat
X = Konsentrasi asam galat
Vtotal = Volume total dalam
setiap larutan uji
g = Berat sampel

Uji kadar klorofil dan karotenoid (Gross, 1991)

Sebanyak 5 mg ekstrak sampel dari tiap pelarut ditimbang dan dilarutkan dalam 5 ml
aseton 80% sehingga diperoleh larutan induk sampel 1000ppm.

Larutan induk dibuat konsentrasi 100 ppm. Setiap sampel diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 645, 663 dan 480 nm. Perhitungan klorofil dan karotenoid dihitung
berdasarkan rumus sebagai berikut:

Klorofila =12,7 X Agsz — 2,69 X Agas
Klorofil b =22,9 X Asas — 4,68 X Ags3

Karotenoid =

(A480+ 0,114 x A663 - 0,638 x A645)xV x10°
112,5x0,1x10

V =volume ekstrak
Analisa data
Data yang diperoleh dari penelitian dapat dianalisa dengan Analiys of Varians

(ANOVA) (Hanafiah, 2000). Selanjutnya untuk mengetahui hubungan antar parameter,
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dilakukan uji regresi dan uji korelasi. Menurut Hartono (2001). Kekuatan hubungan

dikuantifikasi melalui suatu koefisin yang dikenal sebagai koefisien korelasi

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kromatografi Lapis Tipis

Ekstrak C. racemosa dari tiap pelarut yang didapat diuji aktivitas antioksidan secara
kualitatif dengan metode Kromatografi Lapis Tipis. Hasil yang diperoleh menunjukkan
perubahan warna dari ungu menjadi kuning kehijauan.

Tabel 1. Hasil Uji Antioksidan secara Kualitatif

Pelarut Ada/tidak
n-Heksan ++

Etil asetat +++
Metanol +

Berdasarkan hasil dari uji KLT tersebut menunjukkan tingkat aktivitas antioksidan
yang tinggi ditunjukkan pada ekstrak Etil asetat dan aktivitas antioksidan yang rendah
terdapat pada ekstrak metanol. Radikal DPPH merupakan radikal sintetik yang berwarna
ungu, adanya senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan atau mampu menangkap
radikal DPPH akan menyebabkan perubahan warna (menjadi pucat). Hal ini sesuai dengan
pernyataan Lestario et al. (2008), ketika DPPH direaksikan dengan senyawa yang dapat
mendonorkan atom hydrogen, DPPH akan tereduksi dan kehilangan warna violetnya
menjadi warna kuning pucat.

Uji Skrining Fitokimia

Uji heksan | Etil Metanol
asetat
Flavonoid - - Vv
Saponin - - -
Alkaloid - Vv Vv
Steroid - - -
Triterpenoid | - - -
Fenol Vv Vv Vv

Berdasarkan uji skrining fitokimia, bahwa ekstrak C. racemosa mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid dan fenolik. Menurut Widyawati (2011), kandungan dan kadar

senyawa fitokimia yang berbeda akan mempengaruhi aktivitas antioksidannya. Senyawa
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fitokimia pada tanaman dapat diekstrak dengan pelarut yang sesuai. Tingkat kepolaran

pelarut menentukan komponen senyawaan fitokimia yang terekstrak.

Uji DPPH

Inhibisi yang diperoleh pada ekstrak C. racemosa dengan menggunakan pelarut Etil
asetat menunujukan yang paling tinggi dibandingkan dengan pelarut metanol dan n-
Heksan. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak menunjukkan nilai inhibisi semakin tingg. Hal
ini sesuai pernyataan Mardawati et al. (2008), bahwa semakin tinggi konsentrasi pelarut,
maka semakin tinggi persentase inhibisinya, hal ini disebabkan pada sampel yang semakin
banyak, maka semakin tinggi kandungan antioksidannya sehingga berdampak juga pada
tingkat penghambatan radikal bebas yang dilakukan oleh zat antioksidan tersebut
(Gambar 1)
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Gambar 1. Grafik Persentase Penghambatan Radikal Bebas.

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dinyatakan dalam nilai I1Cso. Menurut
Andayani et al. (2008), besarnya aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai ICsp, yaitu
konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas DPPH.
Molyneux (2004) menambahkan, bahwa aktivitas antioksidan yang tinggi ditunjukkan
oleh nilai ICsp yang rendah.

Tabel 2. Nilai ICs dari Ekstrak Rumput Laut Caulerpa racemosa

Pelarut ICs0 (ppm)
n-heksan 336,264
Etil asetat 180,290
Metanol 367,811
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Aktivitas antioksidan pada ekstrak dengan menggunakan pelarut Etil asetat dikategorikan
aktif, hal ini berdasarkan pernyataan Andayani et al. (2008) bahwa suatu bahan
mempunyai aktivitas antioksidan jika mempunyai nilai ICso kurang dari 200 ppm. Zuhra et
al. (2008) menambahkan secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan
sangat kuat jika nilai ICso kurang dari 50 ppm, kuat untuk 1Csq bernilai 50-100 ppm, sedang
jika bernilai 100-150 ppm, dan lemabh jika nilai ICso bernilai 151-200 ppm.
Uji kadar fenolik total
Hasil pengukuran absorbansi asam galat dibuat kurva standar asam galat guna

mengetahui persamaan regresi (Gambar 2 ) Hasil dari perhitungan kadar fenolik total
didapatkan untuk kadar fenolik tertinggi terdapat pada ekstrak Caulerpa racemosa
dengan menggunakan pelarut Etil asetat yaitu 70,222 mg GAE/g sampel, Menurut
Adawiyah et al. (2001), dalam determinasi kandungan total fenol, ekstrak Etil asetat dapat
menghasilkan
kandungan fenol paling tinggi, dimana Etil asetat lebih efektif melarutkan senyawa fenol
dari pada metanol dan n-Heksan dan Etil asetat merupakan salah satu pelarut yang sering
digunakan untuk mengekstrak senyawa fenol.

Kadar fenolik total yang telah dihitung kemudian dikorelasikan dengan persentase
penghambatan radikal bebas. Dimana korelasi dilakukan pada konsentrasi 100 ppm
(Lampiran 6). Grafik hubungan antara kadar fenolik total dengan persentase

penghambatan radikal bebas disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Kurva Kalibrasi Asam Galat.
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Tabel 3. Kadar Fenolik Total Ekstrak Caulerpa racemosa

Pelarut Kadar Fenolik total
(mg GAE/g sampel)

n-heksan 55,444

Etil asetat 70,222

Metanol 43,666

Hubungan dari kadar fenolik total dengan persentase penghambatan radikal bebas
didapat persamaan y = 0,647x — 6,124. Korelasi dari kadar fenolik dan persentase inhibisi
memiliki korelasi yang mendekati 1, dimana korelasi memiliki keeratan yang sangat kuat
sekali dengan nilai r sebesar 0,994. Nilai determinasi (R?) yang diperoleh sebesar 0,990,
hal ini menunjukan bahwa kadar fenolik dalam menghambat radikal bebas sebesar 99%.

Senyawa fenolik mampu menghambat radikal bebas dengan cara menyumbangkan
hidrogennya. Menurut Pise et al. (2010), senyawa fenolik pada alga dapat menangkap
senyawa oksigen reaktif (ROS), menetralkan radikal bebas dan sebagai modulator enzim
untuk mencegah oksidasi lemak, sehingga senyawa fenolik berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidan. Heo et al. (2006) menambahkan senyawa fenol dikaitkan dengan
aktivitas DPPH dimana senyawa fenol merupakan antioksidan efektif yang dapat
memainkan peran penting dalam menstabilkan peroksida lemak, bahkan dengan mudah
mentransfer atom hidrogen radikal peroksil lemak sehingga dapat meredam proses

radikal bebas.

50
X 40
5 %8 y =0.647x - 6.124 ,/0/
2 1 R2 = 0,990
< 0 - T T T |
0 20 40 60 80

Kadar Fenolik (mg GAE/g sampel)

Gambar 3. Korelasi Kadar Fenolik dengan Persentase Inhibisi (100 ppm)
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Uji klorofil a, b dan karotenoid

Tabel 4. Kandungan Klorofil a, b dan Karotenoid.

Parameter n-Heksan Etil Asetat Methanol
Klorofil a (mg/g sampel) 1,992 3,117 1,587
Klorofil b (mg/g sampel) 2,106 2,246 2,188
Karotenoid (mg/g sampel) 1,834 2,748 1,642

Berdasarkan hasil pengujian klorofil a, b dan karotenoid (Tabel 4) dapat diketahui
bahwa kadar tertinggi dari ketiga jenis pigmen adalah pada ekstrak etil asetat C.
racemosa. Nilai klorofil a, b dan karotenoid ekstrak etil asetat C. racemosa secara
berturut-turut adalah 3,117 mg/g sampel; 2,246 mg/g sampel; dan 2,748 mg/g sampel.
Hal ini berarti ketiga jenis pigmen tersebut lebih banyak terkandung pada senyawa semi-
polar.

Berdasarkan hasil data yang diperoleh dari pengukuran kadar klorofil a, b dan
karotenoid dengan persentase penghambatan radikal bebas pada konsentrasi 100 ppm
didapatkan grafik hubungan (Gambar 4, 5, 6). Nilai r pada korelasi klorofil a, b dan
karotenoid secara berturut-turut sebesar 0,994; 0,554 dan 0,980. Korelasi yang
ditunjukan klorofil a dan karotenoid memiliki keeratan yang kuat sekali sedangkan untuk
klorofil b keeratannya kuat.

Pengaruh kadar klorofil a terhadap persentase penghambatan radikal bebas dapat
diketahui dengan adanya nilai koefisien determinasi (R?). Besarnya nilai R? yang diberikan
sebesar 0,989 menunjukkan bahwa sekitar 98,9% persentase penghambatan radikal
bebas dipengaruhi oleh kadar klorofil a. Klorofil a memiliki korelasi yang sangat kuat
terhadap penghambatan radikal bebas dengan pendonoran atom hidrogen. Menurut
Lestario et al. (2008), pendonoran atom hidrogen dari gugus metil klorofil a dapat
mencegah proses oksidasi lemak

Korelasi klorofil b dengan persentase penghambatan radikal bebas tidak sebaik
korelasi dari klorofil a. Hal ini dikarenakan Caulerpa racemosa memiliki warna hijau tua
yang berarti lebih banyak mengandung klorofil a. Menurut Astawan dan Kasih (2008),
bahwa sayuran yang berwarna hijau disebabkan oleh pigmen hijau yang disebut klorofil.
Sayuran daun yang berwarna hijau tua lebih banyak mengandung klorofil a, sebaliknya

yang berwarna hijau muda lebih banyak mengandung klorofil b. Amini (2004),
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menambahkan bahwa pada kelompok Chlorophyceae pigmen terbesar yang dimiliki
adalah klorofil a, sehingga warna selnya menjadi hijau.

Pengaruh kadar karotenoid terhadap persentase penghambatan radikal bebas dapat
diketahui dengan adanya nilai koefisien determinasi (R?). Besarnya nilai R? yang diberikan
sebesar 0,961 menunjukkan bahwa sekitar 96,1% persentase penghambatan radikal
bebas dipengaruhi oleh kadar karotenoid.

Berdasarkan nilai korelasi menunjukkan bahwa karotenoid berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidan. Menurut Cinar (2004), karotenoid merupakan kelompok pigmen
dengan warna bervariasi yang didistribusikan diseluruh tumbuhan. Karotenoid berperan
menghambat oksidasi lemak dan sebagai antikarsinogenik. Soebagio et al. (2007)
menambahkan bahwa karotenoid merupakan senyawa antioksidan alami yang dapat

memberikan perlindungan dari pengaruh negatif radikal bebas.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan maka dapat

diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Ekstrak Caulerpa racemosa berpotensi sebagai antioksidan alami;

2. Penggunaan pelarut yang berbeda menghasilkan aktivitas yang berbeda. Golongan
senyawa antioksidan yang terbaik pada ekstrak Caulerpa racemosa bersifat semi polar
dengan nilai ICsp yaitu 180,290; dan

3. Senyawa antioksidan yang dominan pada ekstrak Caulerpa racemosa adalah senyawa

fenolik, klorofil a dan karotenoid.
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