ILMU KELAUTAN Desember 2011 Vol. 16 (4) 187-192 ISSN 0853-7291

Aktivitas Antioksidan dan Toksisitas Ekstrak Metanol
dan Pigmen Kasar Spirulina sp.

Ervia Yudiati*, Sri Sedjati, Sunarsih dan Rani Agustian

Marine Station Laboratory, Teluk Awur Jepara, Jurusan limu Kelautan, FPIK
Universitas Diponegoro, Semarang.
Telp 0291 599194, Hp.081326228096, email:eyudiati@gmail.com

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengukur aktivitas antioksidan dan menguji toksisitas ketiga ekstrak. Penelitian
dilakukan secara laboratoris. Ekstrak Kasar Spirulina sp didapatkan melalui proses maserasi dengan pelarut
methanol. Ekstrak pigmen kasar diperoleh melalui partisi dengan pelarut methanol/aseton serta eter. Aktivitas
antioksidan dilakukan dengan mengukur IC,, dengan metode spektrofotometri dengan DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) sedangkan kadar toksisitas dilakukan dengan menghitung LC,, dengan uji BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test). Kromatografi Kolom Terbuka dilakukan untuk mengisolasi pigmen sedangkan identifikasi pigmen
dilakukan dengan teknik Kromatografi Lapis Tipis dan metode spektroskopi. Data dianalisis secara deskriptif. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kasar metanol, ekstrak pigmen kasar methanol/aseton dan eter mempunyai
nilailC,,323,7; 51 dan 34,85 ppm. Nilai LC,,dari ekstrak methanol r, ekstrak kasar pigmen methanol/aseton dan eter
berturut-turut adalah 113,20; 65,22 ppm dan 34,11 ppm. Hasil isolasi pigmen dan identifikasi pigmen menunjukkan
bahwa pigmen mengandung B-karoten dan klorofil a. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ketiga ekstrak positif
mengandung senyawa golongan flavonoid dan sterol. Ekstrak pigmen kasar Spirulina sp. selain mempunyai aktivitas
antioksidan yang tinggi juga mempunyai toksisitas yang tinggi terhadap nauplii Artemia sp.

Kata kunci: Spirulina sp,ekstrak metanol, ekstrak kasar pigmen, IC,, LC,,.

Abstract

The aims of this research were to determine the antioxidant activities and level of toxicity of those three extracts.
Spirulina sp crude extract has obtained by maseration technique with methanol solution while crude pigment extract
has collected by partition technique with methanol/acetone and ether solution. The laboratory experiments of
antioxidant activities (IC,,) was determine by DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and spectrophotometrical methods
while the level of toxicity was done by BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). The pigment was isolated using the Couloumb
Chromatography Methods while pigment identification was done by Thin Layer Chromatography Methods and
confirmed spectrophotometrically. The data was analized descriptively. The results showed that IC,, of methanol
extract, crude pigment methanol/acetone and ether were 323.7; 51 and 34.85 ppm, respectively. Furthermore, the
toxicity level LC,, of methanol extract, crude pigment methanol/acetone and ether were 113.20; 65.22 and 34.11
ppm respectively. B-carotene and chlorophyll & was identified and isolated. Those three extract contains flavonoid and
sterol. It is concluded that crude pigment extract of Spirulina sp. has a high antioxidant activity as well as toxicity to the
nauplii of Artemia sp.
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sebagai makanan bahkan dilaporkan sejak zaman
Aztec. Spirulina merupakan biomassa yang dikeringkan

Pendahuluan

Spirulina sp. adalah mikroalga bersel tunggal
termasuk golongan cyanobacterium mikroskopik
berfilamen. Spirulina sp. memiliki lebar spiral antara
26-36 uym dan panjang spiralnya antara 43-57 um.
Terdapat sejarah yang panjang dalam penggunaan

dari Arthrospira platensis, suatu bakteri yang dapat
berfotosintesis dan ditemukan di seluruh dunia baik
pada air tawar maupun air laut. Spirulina dapat
berkoloni pada lingkungan yang ekstrim yang tidak
cocok untuk organisme lain.
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Penelusuran bahan hayati dan potensinya
sebagai obat saat ini merupakan upaya yang terus
menerus dilakukan. Sampai saat ini telah dilakukan
skrining terhadap sekitar 15.000 produk bahan hayati
laut untuk aktivitas biologis dan 45 diantaranya telah
dilakukan potensinya sebagai bahan obat bahkan
telah dilakukan uji preklinis maupun Klinis (Milledge,
2007). Hanya dua macam yang berhasil terdaftar
sebagai obat. Salah satunya adalah yang berasal dari
jenis siput laut (Milledge, 2011) dan tidak ada satupun
yang berasal dari mikroalga (Wijffels, 2007). Sampai
tahun 1980an, hampir semua kegiatan laboratoris
difokuskan pada makroalga (Borowitzka, 1995).
Spirulina sp. dapat menghasilkan berbagai senyawa
bioaktif yang bernilai tinggi. Species mikroalga ini kaya
akan protein, asam lemak esensial seperti y Linoleic
Acid, vitamin, mineral serta pigmen baik 3-karoten dan
khlorofil &« maupun fikosianin (Spolaore et al., 2006;
Henrikson, 2009).

Arlyza (2005) dan Mohammad (2007)
melaporkan keberhasilannya dalam ekstraksi pigmen
Phycocyanin, salah satu pigmen dari Spirulina
platensis yang merupakan pewarna alami dan
mempunyai aktivitas antioksidan tinggi. Mikroalga
Porphyridium dan Rhodella juga kaya akan
phycobiliprotein (Becker, 1994; Singh et al., 2006; Raja
etal.,2008). Phycobiliprotein sudah banyak digunakan
pada penelitian-penelitian imunologi karena kaya akan
bahan fluoresens (Spolaore et al., 2006; Raja et al.,
2008). Ekstrak pigmen karoteniod Iuthein dari
mikroalga Chlorella pyrenoidosa dilaporkan
mempunyai aktivitas antioksidan serupa (Kusmiati et
al., 2010) dan berkaitan dengan peristiwa katarak
pada mata. Informasi tentang aktivitas antioksidan 3
karoten dan klorofil & pada makroalga Eucheuma
cottonii telah dilaporkan oleh Merdekawati & Susanto
(2010). Penelitian terkait peningkatan produksi 3
karoten pada mikroalga Dunaliella dan astaxanthin
dari Haematococcus dengan sistem outdoor (Del
Campo et al., 2007) telah pula dilaporkan. Informasi
tentang kandungan [ karoten dan klorofil o serta
aktivitasnya pada Spirulina sp. khususnya belum
banyak ditemukan sehingga penelitian ini perlu
dilakukan.

Materi dan Metode

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Budidaya Laut (Marine Culture Laboratory), Marine
Station Teluk Awur, Jepara. Materi yang digunakan
adalah Spirulina sp powder produksi PT. Trans Pangan
Spirulindo. Nauplii Artemia sp didapatkan dengan
cara menetaskan kista Artemia. Kista Artemia sp
yang dipakai diproduksi oleh Globe Brand Inve
(Thailand) LTD Packed for PT. Pangan Lestari.
Penelitian dilaksanakan pada bulan September
sampai November 2011.

Ekstraksi dilakukan secara maserasi dengan
menggunakan pelarut methanol PA kemudian
dikeringkan dengan rotary evaporator. Sebagian
ekstrak methanol dilakukan partisi dengan
menggunakan pelarut methanol:aseton PA dengan
perbandingan 7: 3 ( v/v). Ekstrak eter didapatkan
dengan melakukan partisi ekstrak methanol/aseton
dengan pelarut dietil eter PA, kemudian dikeringkan.
Setelah terpisah, dilakukan isolasi ekstrak dengan
metode Kromatografi Kolom Terbuka. Fase diam yang
digunakan adalah silica gel sedangkan fase geraknya
menggunakan pelarut n-heksana: dietil eter: aseton
dengan perbandingan 6:3:2 (v/v/v). Saat elusi
berlangsung, pita warna kuning (B-karoten) dan hijau
kebiruan (klorofil &) yang muncul ditampung dalam
vial.

Ketiga ekstrak selanjutnya diidentifikasi dengan
metode WKromatografi Lapis Tipis dengan silica gel
sebagaifase diam. Fase gerak yg digunakan adalah n-
hexan:dietil eter;aseton dengan perbandingan 3:2:1
(v/v/v). Ekstrak pigmen kering ditotolkan pada pelat
KLT menggunakan pipa kapiler dan dihitung nilai
Rfnya. Selain nilai Rf, spektrofotometer digunakan
untuk melihat hasil serapan maksimal yang dihasilkan
pada panjang gelombangtertentu.

IC,, adalah parameter yang digunakan untuk
mengukur aktivitas antioksidan. Metode yang
digunakan adalah spektrofotometri dengan reagen
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Banerjee et al.,
2005) yang mempunyai kemampuan sebagai
penangkal radikal bebas atau pendonor hydrogen
(Panovska, 2005). Pengujian dilakukan dengan
mengambil sejumlah sampel sesuai dengan deret
konsentrasi yang diinginkan kemudian ditambah
dengan reagen DPPH 0,1 mM. Inkubasi pada sampel
tersebut dilakukan pada suhu ruang selama 30 menit.
Absorbansi diukur dengan spektrofotometer UV-Vis
dengan melihat nilai serapannya pada panjang
gelombang 517 nm. Kurva IC,, dibuat dengan nilai %
penghambatan sebagai sumbu Y dan seri konsentrasi
sebagaisumbu X.

Uji toksisitas dilakukan dengan uji BSLT
(Ghisalberti, 1993). Pengujian dilakukan dengan
menentukan deret konsentrasi terlebih dahulu.
Setelah itu, sepuluh ekor nauplii Artemia sp
dimasukkan pada masing-masing sampel di setiap
serial konsentrasi dan dipaparkan pada suhu ruang
selama 24 jam. Persentase kematian didapatkan
dengan cara menghitung mortalitas nauplii Artemia sp
yang terjadi setelah dilakukan pemaparan pada ketiga
ekstrak. Kurva LC,, dibuat dengan nilai %
penghambatan sebagai sumbu Y dan seri konsentrasi
sebagai sumbu X. Brine Shrimp Lethality Test
merupakan suatu pengujian dan suatu preskrining
awal untuk menentukan apakah suatu senyawa
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Tabel 1. Nilai IC,, dan LC,, ekstrak metanol, ekstrak kasar pigmen methanol/aseton
dan ekstrak kasar eter pada mikroalga Spirulina sp.

Jenis Ekstrak

Nilai 1C50(ppm)

Nilai LC 50(ppm)

Ekstrak methanol

Ekstrak kasar pigmen methanol/aseton

Ekstrak kasar pigmen eter

323.70 113.20
51.0 65.22
34.85 3411

mempunyai kandungan bioaktif. Nauplii Artemia sp
yang baru menetas identik dengan sel kanker.

Uji fitokimia dilakukan sesuai metode dari Arifin
et al. (2006) dan Nobakht et al. (2010) Adapun
golongan senyawa yang diujikan adalah alkaloid,
flavonoid, steroid dan terpenoid. Uji alkaloid dilakukan
dengan mereaksikan ekstrak methanol dengan reagen
Mayer dan Wagner. Senyawa positif apabila terbentuk
endapan berwarna segera setelah diteteskan kedua
macam reagen. Uji flavonoid dilakukan dengan cara
penambahan pita Magnesium pada ektrak metanol.
Reaksi positif apabila terbentuk warna kemerahan.
Uji steroid dilakukan dengan pemberian chloroform 1
ml dan 1 ml H,SO, pekat pada masing-masing ekstrak.
Reaksi positif ditandai dengan terbentuknya filtrat
berwarna hijau kekuningan yang berpendar.
Penambahan dengan 2 ml asam asetat anhidrat dan
asam sulfat pekat dilakukan untuk menguji ada
tidaknya kandungan senyawa golongan terpenoid.
Apabila positif, maka akan terbentuk cincin berwarna
hijau biru. Semua data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Aktivitas antioksidan yang diekspresikan
dengan nilai IC,, menunjukkan bahwa ekstrak metanol
mempunyai nilai yang jauh lebih besar apabila
dibandingkan dengan ekstrak kasar pigmen. Nilai IC,,
ekstrak pigmen methanol/aseton lebih rendah dan
ekstrak pigmen eter mempunyai nilai terendah (Tabel
1). Semakin kecil nilai IC,, semakin besar aktivitas
antioksidannya (Atoui et al., 2005). IC,, ekstrak kasar
tertinggi karena methanol yang digunakan sebagai
pelarut merupakan pelarut universal dan akan
mengambil semua senyawa baik polar, non polar
maupun semi polar (Harbone, 1994 dalam
Fathiyawati, 2008). Pelarut yang digunakan dalam
ekstraksi pigmen mampu memecah ikatan kompleks
protein-klorofil, ikatan non kovalen dan mengekstraksi
pigmen secara kuantitatif (Gross, 1991).

Hasil isolasi melalui Kromatografi Kolom
menunjukkan bahwa pigmen Spirulina sp
mengandung B-karoten dan klorofil o sesuai dengan
laporan Henrikson (2009). Pada fraksinasi terlihat
bahwa B-karoten membentuk lapis tunggal berwarna

merah kekuningan sedangkan klorofil a membentuk
lapis tunggal berwarna hijau kebiruan (Merdekawati &
Susanto, 2011). Analisa spektroskopi juga
mengkonfirmasi hal tersebut. Serapan terbesar -
karoten dihasilkan pada panjang gelombang 453,3 nm
sedangkan serapan klorofil & dihasilkan pada panjang
gelombang 663 nm. Hal ini sesuai penelitian yang
dilakukan oleh Jeffrey (1977).

Identifikasi dengan Kromatografi Lapis Tipis
juga menguatkan adanya totol tunggal dari kedua
senyawa pigmen tersebut. Gross (1991) melaporkan
bahwa pigmen betakaroten berwarna kuning merah,
sehingga dapat diasumsikan bahwa totol 1 merupakan
betakaroten. Penelitian Britton et al. (1995) dengan
fase gerak non polar diperoleh nilai Rf 0,8 - 1,0 sesuai
dengan penelitian ini (Rf=0,84). Warna hijau kebiruan
pada spot B diduga merupakan klorofil o. Hasil
penelitian yang dilakukan Wang et al. (1995) dengan
fase gerak yang sama menunjukkan Kklorofil o
mempunyai kisaran nilai Rf 0,40. Nilai tersebut tidak
jauh berbeda dengan penelitian iniyaitu 0,41.

[-karoten dan klorofil @« merupakan antioksidan.
Antioksidan adalah senyawa yang dapat meredam
dampak negatif dari oksidan yang berupa kerusakan
asam lemak, DNA dan protein. [-karoten dapat
memodulasi sistem imun dengan meningkatkan
limfosit B dalam peredaran darah sehingga
meningkatkan aktifitas sel NK dan TNF-a (Ravi, 2010).
Selain itu, B-karoten juga bekerja sinergis dengan
vitamin C dan vitamin E. Sifat-sifat tersebut membuat
B-karoten dapat melindungi tubuh dan dapat
mencegah berbagai penyakit, menghambat
pertumbuhan sel kanker, mencegah serangan jantung,
katarak, mengobati penyakit kulit, meningkatkan
fungsi kekebalan tubuh dan lain-lain (Silalahi, 2006).
Menurut penelitian dari Karkos et al, 2008 efek
antioksidan dari Spirulina mampu menghambat
peroksidasi lemak lebih signifikan (65%) dibandingkan
dengan antioksidan kimia seperti tofkoferol (35%) dan
BHA (45%).

Aktivitas antioksidan pada klorofil dapat
disebabkan beberapa hal. Klorofil mampu
mengangkap oksigen singlet dan melakukan
resonansi maupun vibrasi untuk membuang energi
yang berlebihan ke lingkungan (Yanishlieva, 2003).
Mekanisme ini didukung oleh struktur utama klorofil,
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yaitu tetrapirol yang merupakan struktur-ena
terkonjugasi. Struktur ini menyebabkan energi menjadi
stabil, terutama melalui resonansi dalam struktur
orbital pi yang overlap (Lee et al., 2002). Klorofil juga
dimungkinkan mampu menangkap radikal bebas
karena klorofil termasuk senyawa yang lipofilik (Burrati
etal., 2001)

Uji fitokimia menunjukkan bahwa ketiga ekstrak
positif mengandung senyawa flavonoid dan sterol.
Flavonoid merupakan senyawa antioksidan tersier dan
umum terdapat dalam pigmen tumbuhan (Poeloengan
et al., 2006). Senyawa golongan flavonoid bersifat
multifungsional karena dapat bereaksi sebagai
pereduksi, penangkap radikal bebas, pengkelat logam
dan peredam terbentuknya singlet oksigen (Trilaksani,
2003). Studi oleh Cos et al. (2001) dan Gulcin et al.
(2004) mendukung dan memperkuat pernyataan yang
sama. Aktivitas penghambatan radikal bebas pada
mikroalga ini hampir sama dengan ekstrak batang
tumbuhan rempah Kneuma laurina yaitu 39,72 ppm
(Praptiwi et al., 2006). Terbukti bahwa senyawa pigmen
pada Spirulina sp. mampu berfungsi sebagai reduktor
pada proses oksidasi

Uji toksisitas BSLT yang diekspresikan dengan
nilai LC,, menunjukkan bahwa ekstrak metanol
mempunyai nilai yang lebih besar apabila
dibandingkan dengan ekstrak kasar pigmen. Nilai LC,,
ekstrak methanol tertinggi diikuti dengan ekstrak
kasar pigmen methanol/aseton dan eter mempunyai
nilai terendah (Tabel 1). Meyer et al., (1982)
menyatakan bahwa tingkat toksisitas dari suatu
ekstrak dapat ditentukan dengan melihat harga
LC,,nya. Metode BSLT dipilih karena metode ini mudah
dikerjakan, murah, cepat dan cukup akurat serta
mampu memprediksi aktivitas cytotoxicity dan
pesticidal (Ghisalberti, 1993). Suatu ekstrak dianggap
toksik bila memiliki nilai LC,, <1000 ppm, dan senyawa

dianggap toksik bila memiliki nilai LC,, £ 30 ppm.
Tingkat toksisitas tersebut akan memberi makna
terhadap potensi aktivitasnya sebagai antitumor.
Semakin kecil harga LC,, semakin toksik suatu
senyawa. Belay (2002) dan Ravi (2010) menyatakan
bahwa Spirulina sp. merupakan suplemen makanan
manusia yang bermutu dan mempunyai efek terapi.
Hasil menunjukkan bahwa pigmen eter memberikan
makna terhadap potensi aktivitasnya sebagai
antitumor.

Kesimpulan

Aktivitas antioksidan dan toksisitas ekstrak
kasar Spirulina sp. memperoleh nilai yang tertinggi
diikuti dengan ekstrak methanol/aseton dan ekstrak
eter memberikan nilaiterendah.
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