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Abstract

Antioxidant activity index was improved for standardization of the antioxidant activity strength on
extracts or pure compounds. Development of this method based on reduction of diphenylpicrylhydrazyl
radical by antioxidant substances. Brown seaweed has been known containing antioxidant compounds
that it capable to reduce reactivity of free radical. The purpose of this study was to determine antioxidant
activity index of Sargassum aquifolium extracts. S. aquifolium was obtained from the shoreline of Talango
Island, Sumenep district. Sample was cleaned, washed, dried, powdered and macerated by ethanol, acetone
70%, methanol, ethanol 80%, methanol 80% and aquadest (1:3 w/v), respectively, three times on 4°C for
24 hours. Filtrate was combined, concentrated and dried to obtain extract. After that it was reacted against
diphenylpicrylhydrazyl radical. Decreasing of radical absorbance was observed with spectrophotometer at
517 nm. The result showed that the inhibition concentration 50% of S. aquifolium methanols extract was the
lower than the others. The antioxidant activity index of S. aquifolium methanol extract was 0.54. According
to the antioxidant activity index, methanol extract of S. aquifolium was included a medium antioxidant and
potential improved as antioxidant nutraceutical.
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Abstrak

Indeks aktivitas antioksidan dikembangkan guna standarisasi kekuatan aktivitas antioksidan baik dari
ekstrak maupun senyawa murni. Metode ini dikembangkan berdasar pereduksian radikal difenilpikrilhidrasil.
Rumput laut cokelat diketahui mempunyai komponen aktif yang bersifat antioksidan. Tujuan penelitian ini
adalah untuk menentukan indeks aktivitas antioksidan ekstrak Sargassum aquifolium. S. aquifolium didapatkan
dari perairan pantai pulau Talango, Kabupaten Sumenep. S. aquifolium dibersihkan, dicuci, dikeringkan,
ditepungkan dan dimaserasi etanol, aseton 70%, metanol, etanol 80%, metanol 80%, dan air (1:3 b/v) tiga
kali pada suhu 4°C selama 24 jam. Fitrat digabungkan, dipekatkan, dan dikeringkan untuk mendapatkan
ekstrak. Ekstrak selanjutnya diuji kemampuannya dalam mereduksiradikal difenilpikrilhidrasil. Penurunan
serapan radikaldifenil pikrilhidrasil diamati dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 517 nm. Hasil
menunjukkan bahwa konsentrasi hambatan 50% ekstrak metanol S. aquifolium lebih kecil dibanding ekstrak
lainnya. Indeks aktivitas antioksidan ekstrak metanol S. aquifolium sebesar 0,54. Berdasar indeks aktivitas
antioksidan maka ekstrak metanol S. aquifolium tergolong antioksidan sedang dan berpotensi dikembangkan
sebagai nutraseutikal beraktivitas antioksidan.

Kata kunci: difenilpikrilhidrasil, ekstrak, indeks aktivitas antioksidan, Sargassum aquifolium
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PENDAHULUAN

Radikal bebas adalah senyawa aktif yang
memiliki ion terluar tidak berpasangan.
Senyawa ini diketahui sebagai penyebab
kerusakan biomolekul dan penyebab penyakit
degeneratif (Arouma 1998). Radikal bebas
juga diketahui berperan terhadap peroksidasi
lemak dalam pangan yang dapat menimbulkan
bau tengik bahan pangan dan menurunkan
mutunya. Penggunaan antioksidan diketahui
dapat mencegah kerusakan sel tubuh dan
komponen pangan (Choe dan Min 2005).

Penelitian tentang antioksidan bahan
alam telah banyak dilakukan. Bioaktif yang
banyak dipelajari sifat antioksidannya adalah
polifenol (Rice-Evans et al. 1997; Hagerman
et al. 1998; Villano et al. 2007). Rumput laut
merupakan salah satu bahan alam yang
mengandung polifenol. Senyawa aktif ini
utamanya dikandung oleh rumput laut cokelat
(Shibata et al. 2004; Firdaus et al. 2006; Nakai
et al. 2006; Nahas et al. 2007; Ganesan et al.
2008; Chandini et al. 2008; Chew et al. 2008;
Wang et al. 2009).

Eiklonia stolonifera, Eisenia bicyclis,
Sargassum  kjelmanianum, S. siliquastrum,
dan S. microcantum telah diuji aktivitas
antioksidannya, seperti kemampuannya
dalam menghambat peroksidasi lemak dan
spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen
species. = ROS) dengan mendonorkan
protonnya sehingga mempercepat proses
terminasi radikal bebas (Wei et al. 2003; Kang
et al. 2004; Firdaus et al. 2010). Jimenez-Escrig
et al. (2001), Raghavendran et al. (2005)
dan Heo et al. (2005) menunjukkan bahwa
ekstrak rumput laut cokelat dapat mencegah
kerusakan LDL, DNA, dan peroksidasi lemak
pada sel hati.

Metode penentuan kapasitas aktivitas
antioksidan telah banyak dikembangkan, yaitu
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP),
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC),
Electron Spin Resonance (ESR), 2,2-azinobis 3
ethyl-benzothiazoline-6-sulphonate  (ABTS)
dan 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
namun metode yang paling banyak digunakan
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dalam pengujian dan kemampuan aktivitas
antioksidan suatu ekstrak atau senyawa adalah
metode DPPH (Scherer dan Godoy 2009).

Hasil uji metode DPPH dapat ditampilkan
dalam berbagai model, yaitu persentase
hambatan, persentase DPPH tersisa, aktivitas
antiradikal, dan aktivitas antioksidan setara
dengan asam askorbat, namun di antara metode
ini, penyajian hasil uji paling banyak berupa
persentasehambatan 50%. Ketiadaan standarisasi
hasil pengujian metode ini menyulitkan untuk
membandingkan kemampuan dan kekuatan
antioksidan dari ekstrak maupun senyawa murni.
Indeks aktivitas antioksidan (IAA) merupakan
salah satu metode untuk menstandarisasi hasil
pengujian antioksidan berdasar metode DPPH.
Penelitian ini dilakukan untuk menentukan
kapasitas antioksidan ekstrak rumput laut
cokelat (S. aquifolium) berdasar IAA.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Biokimia Hasil Perikanan, Fakultas Perikanan
dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya.
Rumput laut cokelat (S.  aquifolium)
didapatkan dari perairan Pulau Talango,
Kabupaten Sumenep, Jawa Timur. Aseton p.a.,
etanol p.a., metanol p.a. dan DPPH dari
Merck. Spektrofotometer merk Spectronic-20,
Baush & Lomb digunakan untuk mengukur
reduksi serapan radikal DPPH.

Ekstrak rumput laut cokelat (S. aquifolium)
didapatkan berdasarkan metode Koivikko et al.
(2005) yang dimodifikasi yakni maserasi,
sentrifugasi, dan pemekatan. Ekstrak yang didapat
selanjutnya diuji aktivitas antioksidannya
secara in vitro menggunakan radikal DPPH
(Brand-Williams et al. 1995). Larutan 0,05
mM DPPH sebanyak 1,0 mL dicampur
dengan 3,0 mL ekstrak terlarut metanol. Nilai
serapan sesaat setelah pencampuran larutan
DPPH dengan ekstrak dinyatakan sebagai
absorbansi t= 0, sementara itu absorbansi
t= 30 merupakan hasil pembacaan serapan
pada menit ke-30. Nilai persentase aktivitas
scavenging radikal (% RSA) didapatkan
berdasar rumus:
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% RSA = A0S o= AbS w1500y
Abs
Konsentrasi hambatan 50% (IC,)

dihitung dengan perangkat lunak GraphPad
Prism versi 5 berdasar hubungan konsentrasi
ekstrak dengan persentase RSA. Konsentrasi
akhir DPPH didapat dari konsentrasi DPPH
tersisa pada menit ke-30. Indeks aktivitas
antioksidan ditentukan dengan rumus:

_ konsentrasi akhir DPPH (g x mL™)

IAA -
IC,, (pgxml™)

Kapasitas aktivitas antioksidan suatu
ekstrak atau senyawa berdasar IAA dapat
terbagi menjadi 4, yaitu IAA < 0,5 artinya
aktivitas antioksidan rendah, IAA 0,5-1 yang
berarti aktivitas antioksidan sedang, IAA 1-2
yang bermakna aktivitas antioksidan kuat dan
IAA > 2 artinya aktivitas antioksidan sangat
kuat (Scherer dan Godoy 2009).

Data hasil penelitian dinyatakan sebagai
rerata dan simpangan baku. Data persentase
pemungutan radikal dianalisis keragamannya
secara satu arah dan perbedaan antar
perlakuan diuji dengan beda nyata terkecil.
Tingkat kepercayaan yang digunakan adalah
sebesar a= 1%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis data menunjukkan bahwa
ekstrak S. agquifolium dan konsentrasinya
berpengaruh sangat nyata terhadap persentase
pemungutan radikal (p< 0,01). Persentase
pemungutan radikal dari berbagai ekstrak
S. aquifolium dan konsentrasinya disajikan
pada Gambar 1, sementara itu konsentrasi
DPPH tersisa, IC, dan TAA berbagai ekstrak
S. aquifolium disajikan pada Tabel 1.

Ekstrak metanol mempunyai persentase
pemungutan radikal paling besar dibanding
ekstrak (Gambar 1). Hal ini
dimungkinkan karena metanol sebagai pelarut
ekstrak mempunyai sifat lebih memudahkan
pemindahan proton (atom hidrogen) ekstrak
ke radikal bebas dari DPPH. Valgimigli et al.
(1995), Brand-Williams et al. (1995), dan Prior

lainnya
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et al. (2005) menjelaskan bahwa metanol adalah
senyawa polar yang mudah memposisikan
atom hidrogen dari suatu senyawa atau gugus
hidroksil untuk membentuk ikatan hidrogen
karena adanya ikatan ini akan memudahkan

perpindahan  proton  (atom  hidrogen
antioksidan) ke radikal bebas.
Makin  besar  konsentrasi  ekstrak

S. aquifolium, aktivitas pemungutan terhadap
radikal bebas makin besar (Gambar 1). Hal
ini kemungkinan terjadi karena keberadaan
gugus hidroksil yang terlarut dalam metanol
lebih banyak dibanding dalam ekstrak yang
terlarut dalam berbagai pelarut. Shahidi dan
Wanasudara (1992) menjelaskan bahwa suatu
aktivitas pemungutan radikal bebas oleh
senyawa fenol mengikuti hukum atau aturan
hubungan struktur-aktivitas, maka senyawa
fenol yang mempunyai gugus hidroksil
lebih banyak akan mudah melakukan ikatan
hidrogen dengan radikal bebas.

Konsentrasi hambatan efektif 50% dari
metanol paling kecil dibanding ekstrak
S. aquifolium lainnya (Tabel 1), artinya
dengan konsentrasi tersebut ekstrak sudah
dapat menurunkan konsentrasi radikal bebas
(DPPH) hingga tinggal 50%. Efektivitas
ini kemungkinan terjadi karena polifenol
S. aquifolium yang terlarut dalam metanol
mempunyai struktur gugus hidroksil yang
banyak dan paling efektif untuk memindahkan
atom hidrogennya ke radikal bebas. Valgimigli
et al. (1995) menegaskan bahwa efektivitas
penurunan radikal bebas oleh polifenol akan
dipengaruhi banyaknya gugus hidroksil pada
senyawa tersebut dan terjadinya pemindahan
atom hidrogen polifenol pada radikal yang
terlebih dahulu terbentuk ikatan hidrogen
antara atom hidrogen dari gugus hidroksil
polifenol dengan radikal bebas.

Indeks aktivitas antioksidan metanol
paling besar dibanding ekstrak S. aquifolium
lainnya (Tabel 1). Hal serupa juga dilaporkan
oleh Firdaus et al. (2006) bahwa efisiensi
radikal bebas ekstrak rumput laut dalam
metanol mempunyai nilai paling besar. Prior
et al. (2005) menegaskan bahwa efektivitas
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Tabel 1 IC, dan IAA dari ekstrak S. aquifolium

Ekstrak IC_, TAA
Etanol 2048,0810 0,0175
Aseton 70% 4065,6250 0,0088
Metanol 66,1554 0,5419
Etanol 80% 1260,9660 0,0284
Metanol 80% 851,4833 0,0421
Akuades 5381,2750 0,0067
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Gambar 1 Persentase pemungutan radikal dari berbagai ekstrak dan konsentrasinya: (1) 100 ppm,

(

dan kekuatan aktivitas antioksidan ditentukan
oleh kemampuan untuk memindahkan atom
hidrogen maupun pemindahan
tunggal. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa ekstrak rumput laut jenis yang
terlarut dalam metanol mempunyai kapasitas
pemindahan atom hidrogen dan elektron
tunggal ke radikal bebas lebih efektif.
Berdasarkan indeks aktivitas antioksidan
dapat dinyatakan bahwa ekstrak metanol
S. aquifolium dapat digolongkan sebagai
antioksidan  yang sedang
dan ekstrak lainnya termasuk lemah, oleh
karena itu walau masih berupa ekstrak,
ekstrak ini dapat berpotensi dikembangkan
sebagai komponen pangan fungsional atau
nutraseutikal yang beraktivitas antioksidan.

elektron

berkekuatan

KESIMPULAN

Ekstrak metanol S. aquifolium mempunyai
aktivitas penghambat radikal bebas paling
besar dan berindeks aktivitas antioksidan
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) 200 ppm, () 500 ppm, () 1000 ppm.

0,54. Berdasar aturan indeks

aktivitas antioksidan, maka ekstrak metanol

sebesar

S. aquifolium tergolong bahan beraktivitas
antioksidan sedang.
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