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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan fitokimia, total fenol, dan aktivitas
antioksidan dari mikroalga Spirulina sp., Nannochloropsis sp., dan Chlorella sp. Mikroalga
diekstrak dengan ekstraksi tunggal menggunakan etanol. Skrining fitokimia dilakukan secara
kualitatif. Analisis total fenol dilakukan secara spektrofotometri dengan metode Folin-Ciocalteu.
Analisis antioksidan dilakukan dengan metode 2,2-diphenyi-1-picrylhydrazyl (DPPH) dan Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP). Skrining fitokimia menunjukkan keberadaan tanin, flavonoid,
steroid, glikosida, dan alkaloid pada ekstrak etanol ketiga jenis mikroalga, sedangkan saponin
hanya terdeteksi pada ekstrak etanol Spirulina sp. dan Chlorella sp., adapun triterpenoid tidak
terdeteksi pada ekstrak etanol ketiga jenis mikroalga. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kandungan total fenol, aktivitas antioksidan (IC,,), dan kapasitas antioksidan (FRAP) tertinggi
diperoleh pada ekstrak etanol Spirulina sp. dengan nilai berturut turut sebesar 0,32 + 0,025 mg
GAE ¢g'D.W., 518,94 ppm, dan 49,95 + 2,02 (umol Fe?*" eq.g'D.W). Dalam penelitian ini diketahui
bahwa kandungan fenol total memiliki korelasi yang kuat dengan kapasitas antioksidan metode
FRAP (R2= 0,84), dan aktivitas antioksidan metode DPPH (R?= 0,79).

KATAKUNCI: mikroalga, DPPH, FRAP, uji fitokimia, kandungan total fenol

ABSTRACT

This study investigated the phytochemical composition and antioxidant activity of the ethanol
extracts of microalgae Spirulina sp., Nannochloropsis sp. and Chlorella sp. Microalgae was
extracted using a one-step extraction with ethanol. Phytochemical screening was conducted
qualitatively. Analysis of total phenolic content was carried out using spectrofotometry with Folin-
Ciocalteu method. The antioxidant assays was analyzed by 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). Method the phytochemical screening revealed
the presence of tannin, flavonoid, steroid, glycoside and alkaloid in all microalga, while saponin
was only detected in Spirulina sp. and Chlorella sp. and triterpenoid was not detected in any
species microalgae. The result showed that etanolic extract of Spirulina sp. has the higest content
of total phenolic content, antioxidant activity and antioxidant capacity i.e. 0.32 #+0.025 mg GAE
g'D.W, 518.94 ppm and 49.95 #2.02 (umol Fe*" eq.g'D.W) respectively. Total phenolic content
had strong correlation to the antioxidant capacity of FRAP method (R? =0.84) and antioxidant
activity of DPPH method (R? =0.79).

KEYWORDS: microalgae, DPPH, FRAP, phytochemical test, total phenolic content

PENDAHULUAN penduduk dunia menjadikan pengobatan herbal untuk
menjaga kesehatan primer mereka (Erlich, 2011).

Banyak orang percaya bahwa produk denganlabel  Eksplorasi bahan hayati dan potensinya sebagai obat
“alami” lebih aman dan baik untuk tubuh. Organisasi  herbal saat ini banyak dilakukan. Salah satu

kesehatan dunia (WHO) mengestimasi bahwa 80% komoditas yang belum banyak dieksplorasi di
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Indonesia dan mempunyai potensi tinggi dalam
pengembangan obat herbal adalah mikroalga.
Mikroalga kaya akan sumber karbohidrat, protein,
enzim dan serat. Di samping itu mikroalga
mengandung vitamin dan mineral seperti vitamin
A,C,B1,B2,B6, niasin, iodin, kalium, besi, magnesium
dan kalsium (Priyadarshani & Rath, 2012).

Mikroalga adalah jenis rumput laut atau alga yang
berukuran mikroskopis. Dalam siklus makanan di
perairan, mikroalga berperan sebagai produsen utama.
Diperkirakan bahwa 40% fotosintesis secara global
dilakukan oleh mikroalga (Aung et al., 2013).
Mikroalga dapat menjadi alternatif sumber produk alami
yang kontinyu dan terpercaya, karena mikroalga
dapat dikultivasi dalam bioreaktor dalam skala besar
(Chen, 1996). Selain itu kondisi sel mikroalga dapat
dikontrol, dengan menggunakan media yang bersih
dalam pertumbuhannya, sehingga mereka tidak
terkontaminasi herbisida, pestisida dan substansi
toksik lainnya (Lubian et al., 2000). Mikroalga telah
dikenal sebagai sumber berbagai pigmen berharga
yaitu chlorophyl a, zeaxanthin, canthaxanthin and
astaxanthin (Rocha et al., 2003). Saat ini beberapa
spesies mikroalga sudah di produksi dalam skala
besar yaitu Spirulina sp. dan Chlorella sp. untuk
konsumsi multivitamin manusia dan Nannochloropsis
sp. untuk pakan ikan.

Spirulina sp. adalah mikroalga berbentuk spiral
yang karena sifatnya yang bernutrisi tinggi dan
kehadiran senyawa bioaktif seperti phycocyanin
menjadi salah satu mikroalga yang banyak dipelajari
(Moraes et al.,2011). Chlorella sp. oleh Bold & Wynne
(1985) dikategorikan ke dalam kelompok alga hijau
yang memiliki jumlah genus sekitar 450 dan jumlah
spesies lebih dari 7500. Nannochloropsis sp. adalah
alga hijau uniseluler berbentuk bola dengan diameter
sekitar 2-5 um, kelas Eustigmatophyceae.
Nannochloropsis sp. memainkan peranan penting
dalam sistem rantai makanan, umumnya digunakan
sebagai pakan dan secara luas dikultivasi untuk
budidaya ikan dan udang (Gwo et al., 2005)

Skrining fitokimia merupakan metode yang
sederhana, cepat, serta sangat selektif, yang dapat
digunakan untuk mengidentifikasi golongan senyawa
serta mengetahui keberadaan senyawa-senyawa aktif
biologis yang terdistribusi dalam jaringan tanaman
(Nohong, 2009; Uddin, 2011). Menurut Sani et al.
(2014) hasil uji skrining fitokimia pada jenis mikroalga
Tetrachelmis chui, menunjukkan bahwa ekstrak etanol
Tetraselmis chui mengandung senyawa fitokimia
golongan alkaloid, flavonoid, dan glikosida flavonoid.

Mikroalga diduga juga memiliki kemampuan
aktivitas antioksidan. Banyak penelitian tertarik untuk
mengeksplorasi kemampuan antioksidan mikroalga
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di antaranya pada Botryococcus (Rao et al., 2006),
Dunaliella (Herrero et al., 2006), Haematococcus
(Ceron et al., 2007) dan 32 mikroalga terpilih (Goiris
et al., 2012). Penelitian-penelitian ini menunjukkan
bahwa mikroalga memiliki potensi sebagai
antioksidan.

Pengujian antioksidan dapat menggunakan
metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) dan
ferric reducing antioxidant power (FRAP). Perbedaan
antara kedua metode tersebut adalah metode FRAP
merupakan uji antioksidan yang langsung mengukur
total antioksidan dalam suatu bahan. Sebaliknya,
metode DPPH, tidak secara langsung mengukur total
antioksidan, melainkan mengukur kemampuan
antioksidan untuk bereaksi dengan radikal bebas yang
dihasilkan dalam sistem pengujian. Pada tumbuhan
terrestrial, kelas antioksidan yang penting adalah
senyawa fenolik, yang menunjukkan beberapa
mekanisme antioksidan (Pietta, 2000). Antioksidan
dari senyawa fenolik yang bersumber dari tanaman
meliputi senyawa flavonoid, asam cinamat, kumarin,
tokoferol, kerotenoid dan asam polifungsional organik
(Shahidi & Wanasundara 1992).

Dalam upaya eksplorasi obat herbal dari mikroalga
maka dilakukan penelitian terhadap tiga spesies yang
mudah dikultivasi yaitu Spirulina sp., Nannochloropsis
sp., dan Chlorella sp. Penelitian ini bertujuan
mempelajari kandungan fitokimia, kandungan total
fenol dan aktivitas antioksidan dari tiga spesies
mikroalga tersebut.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
biakan murni mikroalga jenis Spirulina sp.
Nannochloropsis sp., dan Chlorella sp. Etanol p.a.
(Merck), metanol p.a. (Merck), 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich), folin ciocialteu,
2,4,6-tri-piridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma-Aldrich),
pereaksi Dragendroff, dan pereaksi Mayer.

Metode

Kultivasi dan pemanenan mikroalga jenis
Nannochloropsis sp., Chlorella sp. dan
Spirulina sp.

Pada media air laut steril diberikan biakan
mikroalga Nannochloropsis sp., Chlorella sp. dan
Spirulina sp. dengan kepadatan awal masing—masing
1 x 10*sel/ml, kemudian ditambahkan pupuk conway
(Amini, 1990). Kultivasi mikroalga dilakukan selama
5-7 hari. Pemanenan dilakukan pada umur Spirulina



Uji Fitokimia, Kandungan Total Fenol dan Aktifitas Antioksidan Mikroalga Spirulina sp............ (Diini Fithriani et al.)

sp. 5-7 hari pemeliharaan yaitu pada fase
eksponensial (fase pertumbuhan). Biomassa
mikroalga dipanen dengan menggunakan sentrifuse
untuk Nannochloropsis sp. dan Chlorella sp. dan
penyaringan dengan kain satin untuk Spirulina sp.
Biomassa kemudian dicuci dengan air dengan
perbandingan 1: 20 (biomassa : air) dan disentrifuse
menggunakan sentrifuse dengan kecepatan 2455 G,
temperatur 10 °C, selama 10 menit. Supernatan
dibuang dan endapan biomassa dicuci kembali dengan
air. Pencucian ini diulang hingga biomassa memiliki
pH 7. Biomassa hasil pencucian kemudian
dikeringkan dengan freeze dryer hingga diperoleh
bubuk mikroalga.

Ekstraksi mikroalga

Mikroalga diekstraksi dengan menambahkan
etanol dengan perbandingan biomassa dan etanol 1 :
10, dimaserasi satu hari dan disentrifuse dengan
kecepatan 2455 G, dan suhu 10 °C, selama 10 menit.
Supernatan yang berwarna pekat dikumpulkan dan
kemudian dipekatkan menggunakan rotavapor vakum
(Buchi R-205 dan Buchi R-215 ) sampai tidak ada
pelarut yang tersisa. Kemudian ekstrak yang
mengering dalam labu rotavapor dimasukan kedalam
botol gelap dan dikeringkan dengan bantuan gas
nitrogen. Proses ekstraksi ini diulang sebanyak 3 kali.

Uji fitokimia

Pembuatan larutan uji untuk skrining fitokimia
(alkaloid, saponin, tanin, steroid, triterpenoid,
glikosida) dilakukan dengan melarutkan ekstrak
mikroalga Spirulina sp., Chlorella sp., dan
Nannochloropsis sp. dalam etanol p.a. dengan
perbandingan 1: 10.

Pemeriksaan alkaloid dilakukan dengan
mereaksikan larutan uji dengan pereaksi Dragendroff
dan larutan uji dengan pereaksi Mayer. Terbentuknya
endapan jingga pada reaksi dengan pereaksi
Dragendroff dan endapan kuning pada reaksi dengan
pereaksi Meyer menunjukkan adanya alkaloid
(Farnsworth, 1966).

Pemeriksaan saponin dilakukan dengan
mengamati pembentukan busa setelah pengocokan.
Busa setinggi 1-10 cm yang stabil selama tidak
kurang dari 10 menit, dan tidak hilang pada
penambahan 1 tetes HCI 2N menunjukkan adanya
saponin (Anon., 1995).

Pemeriksaan tanin dilakukan dengan mereaksikan
3 ml larutan uji dengan 5 tetes NaCl 1 % dan 3 tetes
larutan gelatin. Apabila terbentuk endapan maka
larutan ekstrak positif mengandung tanin (Robinson,
1991, Sarker et al., 2005 ).

Pemeriksaan steroid dan triterpenoid dilakukan
dengan reaksi Lieberman-Burchard. Terbentuknya
cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan larutan
menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan bila
muncul cincin biru kehijauan menunjukkan adanya
steroid (Ciulei, 1984).

Pemeriksaan glikosida dilakukan dengan Uji
Liebermann-Burchard. Terjadinya warna biru atau hijau
menunjukkan adanya glikosida (reaksi Liebermann-
Burchard) (Anon., 1989).

Pemeriksaan flavonoid terhadap ekstrak etanol
mikroalga dilakukan dengan uji Taubeck. Larutan
berfluoresensi kuning di bawah UV 366 nm, intensif
menunjukkan adanya flavonoid (Anon., 1989).

Uji aktivitas antioksidan

Aktivitas antioksidan ekstrak etanol mikroalga diuji
berdasarkan 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
menurut Li et al. (2006). Sebanyak 10 mg sampel
dilarutkan dalam metanol PA kemudian dibuat seri
konsentrasi dari 100; 200; 400; 800 ppm. Sebanyak
160 ul ekstrak dari tiap seri konsentrasi sampel,
ditambah 40 pl larutan DPPH. Setelah 30 menit pada
suhu ruang, absorban diukur pada panjang gelombang
517 nm. Sebagai kontrol negatif digunakan metanol
dengan pengerjaan yang sama dan sebagai blanko
digunakan 200 pl metanol p.a. tanpa penambahan
larutan DPPH

Persen penghambatan dihitung dengan rumus:

(A-B)-(C-D)
(A-D)

% Hambatan = x 100%

Dimana: A= Absorbansikontrol negatif
B = Absorbansi Blanko
C = Absorbansi kontrol ekstrak
D= Absorbansi ekstrak

Data persentase penghambatan digunakan untuk
mencari nilai Inhibition Concentration 50 dalam ppm,
Nilai IC_ ditentukan dengan analisis probit
menggunakan microsoft software excel 2007.

Uji Kapasitas antioksidan

Kapasitas antioksidan ekstrak etanol mikroalga
diuji menggunakan ferric reducing antioxidant power
(FRAP) menurut Varga et al. (1998) dan Sz0llosi &
Varga, (2002) yang dimodifikasi.Sebanyak 20 pl
ekstrak (1000 ppm), ditambah 150 pl reagen Frap.
Setelah 10 menit pada suhu 37 °C, absorban diukur
pada panjang gelombang 595 nm. Sebagai standar
digunakan FeSO,.7H,O dengan pengerjaan yang
sama. Standar dibuat dengan melarutkan FeSO,.7H,0
dalam aquades dan dibuat pada konsentrasi 1; 0,9;
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0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; dan 0,1 umol/l.
Kapasitas antioksidan dikalibrasi terhadap standar
FeSO,.7H,O dan diekspresikan sebagai pmol Fe*
eq.g-1D.W)

Uji total fenol

Pengujian total fenol ekstrak mikroalga diuji
berdasarkan metode Chatatikun et al. (2013). Ekstrak
mikroalga dilarutkan dalam aquades dan dibuat pada
konsentrasi 10.000 ppm. Sebanyak 50 pl ekstrak
ditambahkan aquades sebanyak 50 pl. Larutan
kemudian ditambah 50 pl larutan folin 10 % dan 50
I larutan bicarbonat (60 g/L). Mikroplat selanjutnya
diinkubasi pada suhu ruang selama 60 menit.
Absorbansi dibaca dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 750 nm. Standar asam galat
dibuat dengan melarutkan asam galat dalam aquades
dan dibuat pada kosentrasi 3,125; 6,25; 12,5; 25;
50; 100 (g/ml). Aquades juga digunakan sebagai
blanko. Untuk standar dan blanko diuji dengan cara
yang sama seperti sampel. Total fenol dikalibrasi
terhadap standar asam galat dan diekspresikan
sebagai mg gallic acid equivalent (G.A.E.) g-1D.W.

Analisis statistik

Penelitian dilakukan dengan tiga kali ulangan dan
hasil diekspresikan sebagai nilai rata rata dengan
standar deviasi. Korelasi antara total fenol dan
kapasitas antioksidan dihitung dengan menggunakan
microsoft software excel 2007.

HASIL DAN BAHASAN

Hasil uji fitokimia dari biomassa mikroalga Spirulina
sp., Nannochloropsis sp., dan Chlorella sp.
menunjukkan bahwa Spirulina sp., Nannochloropsis
sp., dan Chlorella sp. mengandung senyawa tanin,
flavonoid, steroid, glikosida dan alkaloid. Namun,
saponin hanya terdeteksi pada Spirulina sp. dan
Chlorella sp. sedang triterpenoid tidak terdeteksi pada
ketiga jenis mikroalga (Tabel 1).

Kandungan senyawa fitokimia dipengaruhi
berbagai faktor yaitu spesies, varietas, kondisi
pertumbuhan, variasi musim, metode pengolahan dan
penyimpanan (Pyo et al., 2014). Tanin berfungsi
sebagai antioksidan sekunder, karena tanin memiliki
kemampuan mengkelat ion besi dan memperlambat
oksidasi (Amarowicz, 2007). Flavonoid adalah
senyawa yang terdapat secara luas di alam dan
dikategorikan menurut struktur kimia ke dalam
flavonoal, flavon, flavonon, isoflavon, katekin, antosianin,
dan kalkon (Buhler & Miranda, 2002). Flavonoid adalah
salah satu dari banyak molekul yang digunakan oleh
sel untuk melindungi bahaya reaktif oksigen spesies
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(Prochazkova et al., 2011). Flavonoid saat ini menjadi
fokus perhatian karena potensinya yang
menguntungkan terhadap kesehatan dan flavonoid
dilaporkan mengandung anti virus, anti alergi, anti
platelet, anti inflamasi, anti tumor, dan aktivitas
antioksidan (Heim et al., 2002). Posisi grup hidroksil
dan grup lain dalam struktur kimia flavonoid sangat
penting untuk mencegah radikal bebas (Buhler &
Miranda, 2002). Alkaloid digunakan sebagai agen
anastesi dan banyak ditemukan pada tanaman obat
(Herouart, 1988 dalam Wadood et al., 2013). Hasil uji
fitokimia menunjukkan bahwa Spirulina sp. dan
Chlorella sp. mengandung saponin. Saponin memiliki
efek terhadap level kolesterol, kanker, kesehatan
tulang, dan menstimulasi sistem imun. Bagian bukan
gula dari saponin juga memiliki aktivitas antioksidan
yang memiliki manfaat seperti menurunkan risiko
kanker dan penyakit hati.

Hasil uji kandungan total fenol menunjukkan bahwa
total fenol bervariasi antara 0,1062 + 0,003-0,3172 +
0,06 mg GAE g'D.W. Pada mikroalga Chlorella sp.
nilai yang diperoleh yaitu 0,1062 + 0,003 mg GAE g
'D.W berada di bawah kisaran total fenol yang diteliti
terhadap 6 batch Chlorella sp. oleh Goiris et al. (2012)
yaitu 0,25 + 0,09 - 3,04 + 0,20 mg GAE g'D.W. Total
fenol yang dihasilkan mikroalga Nanochloropsis sp.
adalah 0,2613 £ 0,09 lebih rendah daripada mikroalga
Nannochloropsis yang diteliti Goiris et al. (2012) yaitu
1,65+ 0,10 — 2,17 £ 0,03 mg GAE g'D.W. Adanya
perbedaan total fenol pada spesies yang sama
dimungkinkan karena total fenol dipengaruhi beberapa
faktor di antaranya stres. Menurut Reyes & Zevallos
(2003) cahaya matahari adalah salah satu bentuk
pemicu stres yang dapat meningkatkan biosintesis
kandungan senyawa fenol pada jaringan tanaman.
Lebih jauh cahaya matahari memegang peranan
penting dalam anthocyanin biosynthetic pathway.
Kandungan total fenol pada tanaman dipengaruhi
beberapa faktor yaitu genetik, lingkungan dan
teknologi yang diterapkan setelah proses pemanenan
(Barberan & Espin, 2001).

Hasil uji aktivitas antioksidan metode DPPH
disajikan pada Gambar 1 dan Tabel 2. Pada Gambar
1 persentase penghambatan tertinggi diperoleh dari
mikroalga Spirulina sp. pada konsentrasi 800 ppm
dengan hambatan sebesar 60,027% * 0,07%.
Chlorella sp. menunjukkan aktivitas penghambatan
terkecil dengan nilai hambatan sebesar 32,84 £ 0,91
pada konsentrasi 800 ppm. Sedangkan
Nannochloropsis sp. menunjukkan persentasi
hambatan sebesar 44,27 + 0,64.

Data persentase hambatan setiap konsentrasi ini,
selanjutnya digunakan untuk menghitung nilai IC,;
dengan menggunakan analisis probit. Nilai IC_ dapat
didefinisikan sebagai besarnya konsentrasi yang dapat
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menghambat aktivitas radikal bebas sebanyak 50%.
Semakin kecil nilai IC,, menunjukkan semakin besar
aktivitas antioksidan pada suatu bahan (Molyneux,
2004). Dalam uji DPPH, nilai IC_, mikroalga bervariasi
antara 518,94-1388,85 ppm. Hasil uji menunjukan
bahwa Spirulina sp. memiliki aktivitas antioksidan
terkuat yang ditandai dengan nilai IC, terkecil sebesar
518,94 ppm (Tabel 2). Aktivitas antioksidan ekstrak
etanol Spirulina sp. pada penelitian ini masih lebih
rendah dari penelitian Yudiati et al. (2011), dengan
IC ,, sebesar 383 ppm. Hal ini dimungkinkan karena
senyawa antioksidan mikroalga memiliki polaritas
yang berbeda beda (Li et al., 2007). Metanol dapat
mengekstrak zat yang ada pada Spirulina sp. lebih
banyak dibandingkan etanol. Hal ini disebabkan
karena metanol mempunyai kemampuan melarutkan
solute yang lebih besar dibandingkan etanol. Metanol
mempunyai parameter polarity ( ET ) sebesar 55,4
sedangkan nilai ET etanol sebesar 51,9 (Buchori,
2007).

Hasil uji kapasitas antioksidan FRAP (Tabel 2)
menunjukkan bahwa kapasitas antioksidan bervariasi
antara 25,39 £ 3,5-49,95 + 2,02 ymol Fe?" eq.g-'D.W
dengan nilai kapasitas antioksidan tertinggi pada
Spirulina sp. dan terendah pada Chlorella sp. Uji FRAP
didasarkan pada reaksi transfer elektron dari
antioksidan ke senyawa Fe **TPTZ (Ou et al., 2000).
Nilai FRAP yang diperoleh pada mikroalga Chlorella
sp. adalah 25,39 + 3,5 (umol Fe* eq.g-1D.W). Pada
penelitian Goiris et al. (2012) yang meneliti enam
batch Chlorella sp. diperoleh kapasitas antioksidan
sebesar 6,37 £0,24 — 64,65 + 5,80 ymol eq trolox.g-

Nannochloropsis pada penelitian ini sebesar 25,39 +
3,5 ymol Fe?* eq.g-1D.W). sedangkan dua batch
mikroalga Nannochloropsis sp. yang diteliti oleh Goiris
et al. (2012) menghasilkan nilai FRAP 40,68 + 1,6—
40,80 £ 1,05 ymol eq trolox.g-1D.W.

Hasil uji aktivitas antioksidan (DPPH) dan hasil uji
kapasitas antioksidan (FRAP) untuk mikroalga
Nannochloropsis sp. dan Chlorella sp. cenderung lebih
rendah dari Spirullina sp. Hal ini dapat disebabkan
karena kandungan total fenol dari Nannochloropsis
sp. dan Chlorella sp. lebih rendah dibanding Spirullina
sp. (Tabel 2). Hasil analisis korelasi antara kapasitas
antioksidan (FRAP) dan total fenol adalah R?= 0,84
sedangkan dari hasil analisis korelasi antara aktivitas
antioksidan (DPPH) dan total fenol diperoleh R®>= 0,79
(Gambar 2). Hasil ini menunjukkan bahwa kandungan
total fenol berkontribusi positif dan kuat terhadap
aktivitas maupun kapasitas antioksidan baik dengan
metode DPPH maupun metode FRAP. Hal ini sesuai
dengan beberapa penelitian yang menyimpulkan
bahwa fenolik menjadi antioksidan utama di banyak
spesies tanaman tingkat tinggi seperti, sayuran, buah
dan tanaman medis (Jimenez-Escrig et al., 2001; Cai
et al., 2004; Soong & Barlow, 2004; Li et al., 2007).
Senyawa fenolik dapat berperan sebagai antioksidan
karena kemampuannya untuk mendonasikan atom
hidrogen atau elektron untuk membentuk intermediat
radikal bebas yang stabil (Karunamoorthy et al.,
2012). Hasil ini sejalan dengan penelitian
Hajimahmoodi et al. (2009) serta Shetty (2015) yang
menyimpulkan bahwa fenol merupakan kontributor
utama terhadap aktivitas antioksidan mikroalga. Hasil

1D.W. Nilai FRAP vyang diperoleh oleh penelitian Goiris et al. (2012) pada mikroalga
Tabel 1. Hasil uji fitokimia pada ekstrak etanol Spirulina sp., Nannochloropsis sp., dan Chlorella sp.
Table 1. Result of phytochemical test on the etanol extract of Spirulina sp., Nannochloropsis sp. and Chlorella
sp.
Uji Fitokimia/ Spirulina Nannochloropsis Chlorella Ket /Description
Phytochemical Test sp. sp. sp. elerangan P

Tanin + + + Terjadi endapan/Formation of a precipitation

. Fluoresensi kuning intensif/Intensive yellow
Flavonoid + + +

fluorescence

Steroid + + + Cincin kehijauan/Greeny ring
Glikosida + + + Warna biru atau hijau/Blue or green colour
Alkaloid + + + Endapan jingga/Orange precipitation
Saponin + - + Busa permanen/Permanent foam

Triterpenoid - - -

Cincin coklat/Brown ring

Keterangan/Note: Tanda + ada indikasi senyawa bioaktif dan tanda - tak ada indikasi senyawa bioaktif/
Sign + there are indication of bioactive compounds and the sign - there are no indication of

bioactive compounds
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menujukkan bahwa ada korelasi antara kapasitas
antioksidan dan kandungan fenol, tetapi dengan nilai
R? yang lebih rendah (0,541). Sedangkan menurut
Reyes & Zevallos (2003) antioksidan utama yang
terdapat pada jaringan tanaman adalah senyawa
fenolic, vitamin C dan E, dan karotenoid.

Selain kandungan fenol yang lebih rendah, lebih
rendahnya aktivitas dan kapasitas antioksidan pada
Chlorella sp. dan Nannochloropsis sp dapat pula
disebabkan dinding sel Chlorella sp. dan
Nannochloropsis sp. yang cenderung lebih kuat
dibandingkan Spirulina sp., sehingga proses ekstraksi
tidak secara optimal mengeluarkan seluruh zat aktif
dari mikroalga Chlorella sp. dan Nannochloropsis sp.
Sebagian dinding sel mikroalga mengandung selulosa
dan beberapa spesies memiliki tambahan tri-laminar
sheat (TLS) yang mengandung algaenan, substansi
yang dikenal memiliki ketahanan terhadap degradasi
(Versteegh & Blokker, 2004).
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Dalam penelitian ini jika dilihat dari nilai uji DPPH
(Tabel 2), mikroalga yang diuji tidak cukup potensial
sebagai sumber antioksidan karena tingginya nilai IC_
yang diperoleh. Bahan dikatakan sebagai antioksidan
sangat kuat apabila memiliki nilai IC_, kurang dari 50
ppm, kuat apabila nilai IC,, antara 50-100 ppm,
sedang apabila nilai IC,  antara 10-150 ppm, lemah
apabila memiliki nilai IC, antara 150-200 ppm, dan
sangat lemah apabila memiliki nilai IC,, lebih dari 200
ppm (Molyneux, 2004).

Berbeda dengan hasil uji DPPH yang menunjukkan
potensi antioksidan yang sangat lemah, hasil uji FRAP
pada penelitian ini (Tabel 2) menunjukkan tiga spesies
mikroalga yang dipelajari berada pada kategori
medium dengan nilai 25,39 + 3,5-49,95 + 2,02 ymol
Fe?* eq.g-'D.W. Bahan dikatakan sebagai antioksidan
sangat kuat apabila memiliki nilai kapasitas
antioksidan lebih dari 500 pmol Fe (1) g, kuat apabila
memiliki nilai kapasitas antioksidan antara 100-500

B Spirulina sp.
O Nannochloropsis sp.
m Chlorella sp.

400 800

Konsentrasi/Concentration (ppm)

Gambar 1. Persentase penghambatan ekstrak etanol mikroalga terhadap radikal bebas DPPH.
Figure 1. Inhibition percentage of microalgae ethanolic extract on the DPPH free radical.

Tabel 2. Nilai IC, uji DPPH, kapasitas antioksidan dan kandungan total fenol Spirulina sp. dan Nannochloropsis
sp.
Table 2. IC,, value of DPPH assay, antioxidant capacity and total phenolic content of Spirulina sp. and
Nannochloropsis sp.
Spesies/Species Total Fenol/Total Phenolic Content ICsp (PPM) FRAP
(mg GAE g-'D.W) % (umol Fe2+ eq.g-1D.W)
Nannochloropsis sp. 0.2613 + 0.09 906.96 26.00 £ 2.75
Spirulina sp. 0.3172 £ 0.06 518.94 49.95+ 2.02
Chlorrella sp. 0.1062 + 0.003 1388.85 25.39+3.5
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Kapasitas antioksidan/Antioxidant
capacity (Yamol Fe2+ eq.g-1D.W)
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Gambar 2.
antioksidan metode DPPH (b).
Figure 2.
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Korelasi antara kandungan total fenol dengan kapasitas antioksidan metode FRAP (a) dan aktivitas

Correlation between total phenolic content with antioxidant capacity using FRAP method (a) and

antioxidant activity using DPPH method (b).

pmol Fe (II) g', medium apabila nilai kapasitas
antioksidan antara 10—100 pmol Fe (Il) g dan apabila
memiliki nilai kapasitas antioksidan kurang dari 10
termasuk lemah (Wong et al., 2006).

Kurangnya aktivitas antioksidan pada uji DPPH
dapat disebabkan karena tidak semua senyawa
antioksidan bereaksi positif terhadap DPPH. Dalam
uji DPPH, antioksidan dengan sifat hidrofobik kuat,
menunjukkan reaktivitas rendah (Nenadis & Tsimidou,
2002; Musialik & Litwinienko, 2005; Sharma & Bhat,
2009). Ekstrak Nannochloropsis sp. berwarna hijau
kekuningan yang menunjukkan adanya pigmen
karoten yang terekstrak, karoten bersifat hidrofobik.
Menurut Lubian et al. (2000) Nannochloropsis sp.,
salah satu mikroalga laut yang biasa digunakan dalam
budidaya, telah dikenal luas sebagai sumber
karotenoid.

Beberapa komplikasi juga dapat disebabkan oleh
ionisasi sebagian dari senyawa yang diuji, yang
mempengaruhi laju reaksi mereka dengan DPPH,
sehingga tergantung pH (Musialik & Litwinienko,
2005). Pada sampel yang mengandung antosianin
memicu kerancuan dalam pengukuran aktivitas
antioksidan. Antioksidan fenolik bereaksi secara
lambat dengan DPPH, mencapai kondisi stabil pada
1-6 jam atau lebih lama (Bondet et al., 1997).

KESIMPULAN

Hasil skrining fitokimia menunjukkan keberadaan
tanin, flavonoid, steroid, glikosida dan alkaloid pada
ekstrak etanol ketiga jenis mikroalga. Sedangkan

saponin hanya terdeteksi pada ekstrak Spirulina sp.
dan Chlorella sp. Adapun triterpenoid tidak terdeteksi
pada ketiga jenis ekstrak mikroalga. Aktivitas
antioksidan (IC, ), kapasitas antioksidan (uji FRAP)
dan kandungan total fenol terbaik ditemukan pada
ekstrak etanol Spirulina sp. dengan nilai berturut turut
518,94 ppm, 49,95 + 2,02 (umol Fe** eq.g'D.W) dan
0,32 £ 0,0025 mg GAE g'D.W. Dalam penelitian ini
diketahui bahwa kandungan total fenol memiliki
korelasi yang kuat dengan kapasitas antioksidan
metode FRAP dengan R2= 0,84 dan aktivitas
antioksidan metode DPPH dengan R2=0,79.
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