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Abstract

Microalgae contain a variety of secondary metabolites that have not been widely used, such as
antioxidant compounds. One of the microalgae that contain antioxidants is the microalgae chlorella
vulgaris, which contains superoxide dismutase compounds that have the potential as a source of
antioxidants. The ABTS method is a method that can be used to determine the antioxidant activity of
proteins including superoxide dismutase compounds. The purpose of the study was to determine the
characteristics and antioxidant activity of superoxide dismutase compounds from the microalgae
chlorella vulgaris using the ABTS method. Microalgae were cultivated and produced wet biomass of
1.17% + 0.34 and isolated using phosphate buffer pH 7 and EDTA which resulted in extract yields of
0.52% + 0.01. The results of the characteristic test with FTIR produced (N-H) and (O-H) groups at a
wave number of 3271 cm-1 and (C-O) at a wave number of 1637 cm-1 and for the characteristics with
SEM, the average particle size was 6.881um. The results of the antioxidant activity test using the
ABTS method obtained an IC50 value of 227.317 ppm + 7.311 which can be categorized as moderate
antioxidant.
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Abstrak

Mikroalga mengandung berbagai metabolit sekunder yang belum banyak dimanfaatkan, seperti
senyawa antioksidan. Salah satu mikroalga yg mengandung antioksidan adalah mikroalga chlorella
vulgaris yaitu terdapat senyawa superoksida dismutase yang berpotensi sebagai sumber antioksidan.
Metode ABTS merupakan metode yang bisa digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan untuk
protein termasuk senyawa superoksida dismutase. Tujuan dari penelitian yaitu mengetahui
karakteristik dan aktivitas antioksidan senyawa superoksida dismutase dari mikroalga chlorella
vulgaris dengan menggunakan metode ABTS. Mikroalga dikultivasi dan dihasilkan biomassa basah
sebanyak 1,17% * 0,34 dan diisolasi dengan menggunakan buffer fosfat pH 7 dan EDTA yang
menghasilkan rendemen ekstrak sebanyak 0,52% + 0,01. Hasil uji karakteristik dengan FTIR
dihasilkan gugus (N-H) dan (O-H) pada bilangan gelombang 3271 cm™ dan (C-O) pada bilangan
gelombang 1637 cm™ dan untuk karakteristk dengan SEM didapat ukuran partikel rata — rata
6,881um. Pada hasil uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode ABTS didapat nilai I1Cs
yaitu 227,317 ppm £ 7,311 yang bisa dikategorikan dengan antioksidan sedang.

Kata Kunci: Mikroalga, Chlorella vulgaris, Superoksida Dismutase, ABTS.

PENDAHULUAN

Laut telah menjadi sumber makanan, mineral
dan juga produk alami untuk memenubhi
kebutuhan manusia. Negara Indonesia
termasuk ke dalam negara yang memiliki
kekayaan laut yang sangat melimpah seperti
ikan, rumput laut, terumbu karang dan juga
mikroalga (Noerdjito, 2019). Mikroalga perlu
dioptimalkan karena  dilaut  Indonesia
mikroalga sangatlah banyak dan
penggunaannya cukup luas diantaranya bisa

digunakan sebagai suplemen, pangan, pakan,
dan juga bahan aktif kosmetik. Tetapi, masih
sedikit orang yang memanfaatkannya. Maka
dari itu, mikroalga perlu untuk dimanfaatkan
(Jelizanur et al.,2019).

Salah satu mikroalga yang banyak diteliti dan
juga dikembangkan yaitu mikroalga Chlorella
vulgaris dimana mikroalga ini memiliki
kandungan yang bermanfaat bagi manusia.
Dengan banyaknya manfaat yang diperoleh
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dari Chlorella vulgaris, maka bisa menjadi
peluang dalam mengembangkan
perekonomian. Chlorella vulgaris memiliki
banyak kandungannya seperti karbohidrat,
lemak, asam nukleat, dan juga protein
termasuk enzim. Pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Chalid (2010) bahwa mikroalga
Chlorella vulgaris memiliki kandungan asam
lemak omega 3, serat, vitamin, protein,
mineral, dan juga enzim SOD vyang
bermanfaat sebagai antioksidan.

Antioksidan merupakan suatu faktor untuk
meningkatkan kekebalan tubuh dan juga
sebagai pelindung dari penyakit yang
berbahaya (Valko et al, 2006). Seiring
berjalannya waktu, pola hidup manusia itu
semakin berubah. Perubahan ini yang akan
mengakibatkan tubuh dari manusia terpapar
dari zat — zat berbahaya dan menyebabkan
penyakit degeneratif. Maka dari itu, terjadilah
suatu peningkatan minat untuk pencarian
sumber baru secara alami yang dapat
menampilkan sifat dari radikal bebas, terutama
yang digunakan dalam biomedis.

Salah satu yang dapat menghasilkan
antioksidan adalah enzim. Ada beberapa
enzim antioksidan yang memiliki peran dalam
menangkal radikal bebas contohnya seperti
enzim superoksida dismutase (SOD), enzim
katalase @ (CAT), dan juga glutation
peroksidase (GPx) (lvanova et al.,, 2016).
Superoksida dismutase (SOD) adalah enzim
antioksidan yang berfungsi untuk suatu
pertahanan radikal bebas agar tidak terjadi
stress oksidatif (Stephenie et al., 2020).
Penelitian yang telah dilakukan oleh Kong
(2020) bahwa beberapa sel dari S.
thermophilus diisolasi dan dapat
meningkatkan aktivitas SOD sebesar 2750
U/mg dan adapun pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Zhao (2020) bahwa aktivitas
SOD pada alga Dictyosphaerium sp yaitu
sebesar 940 U/qg.

Adapun metode untuk uji aktivitas antioksidan
senyawa superoksida dismutase yaitu dengan
menggunakan metode ABTS dimana metode
ini senyawa dapat langsung berinteraksi
dengan larutan ABTS dan metode yang dapat

digunakan untuk menguji antioksidan pada
protein seperti enzim (Arthawani, 2021).

BAHAN DAN METODE

Alat

botol kultur 2000 mL, lampu 19 watt (Philips),
pipa L, botol vial, hemasitometer, selang, pipa
cabang selang, salinometer (Resun), pH meter
(lonix), kaca arloji, aerator (Tamara),
sentrifugasi (Oregon), freeze dryer (Biobase),
timbangan  analitk  (AL-204  Analytical
Balance), pengaduk, spatula, botol semprot,
kertas payung, benang tali, kasa steril, tisu,
tube effendorf, pipet volume, gelas kimia,
gelas ukur,labu ukur, Spektrofotometer FTIR
(Cary 630), Spektrofotemer UV-Vis (Genesys-
10), Scanning Electron Microscope (SEM)
(Phenom Pro X).

Bahan

Mikroalga Chlorella vulgaris, Buffer fosfat
(Merck), Etilenadiaminatetraasetat (EDTA) p.a
(Merck), ammonium fosfat ((NH,)3PQO,4) 40%,
Nikotinamida adenina dinukleotida (NADH),
Natrium Klorida (NaCl) p.a (Merck), Kalium
Klorida (KCI) p.a (Merck), Kalsium Klorida
(CaCl,) p.a (Merck), Magnesium Sulfat
(MgS0O,) p.a (Merck), Magnesium Diklorida
(MgCl,), Natrium Bikarbonat (NaHCOg),
Aquadest, Natrium Karbonat 1,25%, Besi llI
Klorida (FeCl;) p.a (Merck), Dekstrosa, Kalium
Nitrat (KNO3), Pupuk TSP, Ammonium sulfat
((NH4).S0,), Superoksida dismutase p.a

Pembuatan Air Laut Buatan

Pembuatan air laut buatan diawali dengan
menimbang : 24,6 g Natrium Klorida; 0,6 g
Kalium Klorida; 1,36 g Kalsium Klorida; 6,2 g
Magnesium Sulfat; 4,66 g Magnesium Klorida
dan 0,18 g Natrium Bikarbonat dibuat untuk 1
L dengan aquadest. Kemudian disaring
terlebih dahulu sampai terbebas dari partikel
atau kotoran dan diautoklaf (Julianti et al.,
2018).

Pembuatan Media Pertumbuhan

Media  pertumbuhan  berfungsi  untuk
menumbuhkan dan mengembangbiakan
mikroalga. Media pertumbuhan dibuat
dengan menimbang 33 g FeCl; dengan 35 g
EDTA,; 45 g Dekstrosa; 84 g KNO3; 54 ¢
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pupuk TSP dengan 18,9 g EDTA, kemudian
dilarutkan dalam 1 L aquadest (Julianti et al.,
2018).

Kultivasi Mikroalga Chlorella vulgaris
Proses kultivasi dilakukan dalam botol kaca
1000 mL. Disiapkan larutan medium
pertumbuhan yang telah dibuat. Kemudian
disiapkan juga ALB dengan nilai salinitasnya
22 ppt. Setelah itu, ALB dimasukan sebanyak
450 mL ke dalam botol kaca 1000 mL dan
disterilisasi media pertumbuhan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Biarkan media pertumbuhan dan air laut
buatan hingga suhunya menurun menjadi
suhu ruang. Kemudian, 24,5 mL media
pertumbuhan ditambahkan ke dalam botol.
Setelah itu, masukkan 450 mL indukan
mikroalga ke dalam medium pertumbuhan.
Atur tingkat aerasi dan atur cahaya 12 jam
terang dan 12 jam gelap serta amati
pertumbuhannya selama 14 hari (Julianti et
al., 2018).

Pengamatan  Pertumbuhan
Chlorella vulgaris
Pengamatan dilakukan selama 14 hari. Ambil
1 - 2 tetes kemudian letakan dalam
hemasitometri dan tutup dengan objek glass.
Simpan dibawah mikroskop binokuler dan
amati pada pembesaran 400 - 1000.
Kemudian hitung rata rata pertumbuhan
dengan rumus (Kusdarwati et al., 2011) :

Mikroalga

YA+ XB+XC+ XD
4

Jumlah Pertumbuhan Sel = x 10*

Keterangan :

XA = Banyaknya mikroalga di bilik A
XB = Banyaknya mikroalga di bilik B
XC = Banyaknya mikroalga di bilik C
XD = Banyaknya mikroalga di bilik D

Pemanenan Mikroalga Chlorella vulgaris
Mikroalga Chlorella vulgaris didiamkan 1 hari
dalam suhu ruang dan di sentrifugasi.

Isolasi Senyawa Superoksida Dismutase

Isolasi senyawa superoksida dismutase yang
berasal dari biomassa mikroalga Chlorella
vulgaris dilakukan dengan menimbang 0,6 ¢
biomassa mikroalga. Kemudian ditambahkan

2.4 mL buffer fosfat (pH 7). Selanjutnya
ditambahkan larutan EDTA 0,1 M sebanyak 1
mL. Setelah itu, disentrifugasi dengan 4000
rpm. Sentrifugasi dilakukan selama 15 menit
(Tri Panji et al., 2009).

Supernatan yang dihasilkan  dilakukan
pengendapan secara bertingkat dengan
ammonium sulfat. Pengendapan pertama,
ekstrak kasar dari superoksida dismutase
diendapkan dengan ammonium sullfat 40%
kemudian disentrifugasi dengan 3500 rpm
sekitar 5 menit. Untuk pengendapan kedua,
dilakukan dengan amonium sulfat 80% dan
disentrifugasi kembali dengan kondisi yang
sama yaitu 4000 rpm sekitar 10 menit.
Endapan yang dihasilkan dilarutkan kembali
menggunakan buffer fosfat dengan pH 7 dan
hasilnya didialisis selama 24 jam dengan suhu
4°C dengan menggunakan kantong selofan di
dalam buffer fosfat dengan pH 7. Lalu,
endapan diambil dan ditambahkan dengan
buffer fosfat pH 7. Dihasilkan superoksida
dismutase murni (Rahman et al., 2012)

Karakterisasi

Dismutase

a. Gugus Fungsi Senyawa Superoksida
dismutase dengan FTIR
Karakterisasi dengan menggunakan FTIR
ini dilakukan dengan cara menyalakan
PC monitor dan juga menyalakan
instrumen FTIR. Setelah itu, buka aplikasi
Microlab PC (untuk running), aplikasi
Microlab lite (untuk pengolahan data).
Bersihkan  kristal, kemudian  blank
dimasukan dan letakan 1 tetes sampel
diatas kristal. Hasil yang didapat adalah
spektrum yang kemudian diukur bilangan
gelombangnya pada 4000 — 650 cm™
dengan menggunakan aplikasi
SpectraGryph (Kristianingrum, 2016) .

Senyawa Superoksida

b. Morfologi Senyawa Superoksida
dismutase dengan Scanning Electron
Microscope (SEM)

Sampel ditimbang 5 mg kemudian
diletakan diatas tempat sampel dengan
isolasi double-side. Sampel kemudian
dilapisi emas, lalu dimasukan ke dalam
instrumen SEM. Struktur superoksida
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dismutase diamati dilayar monitor dengan
menggunakan skala pembesaran 3000x.
Hasil pengamatannya kemudian difoto
dengan menggunakan kamera digital dan
untuk  partikelnya  diukur  dengan
menggunakan aplikasi Image J
(Subraiman et al., 2019).

Uji Aktivitas Antioksidan Superoksida
dismutase dengan Metode ABTS (2,2
Azinobis (3-Ethylbenzotiazolin) 6-Sulfonat))
Dibuat larutan ABTS yaitu dengan menimbang
7 mg garam ABTS dan 3,5 mg kalium
persulfat. Kemudian, dilarutkan dalam labu
ukur 5 mL aqua pro injection dan ad dalam
labu ukur 25 mL. inkubasi selama 12-16 jam.
Setelah itu dipipet 1 mL dan masukan ke
dalam labu ukur 10 mL ad sampai tanda batas
dan ukur panjang gelombang maksimum
dengan spektrofotometer UV-Vis pada 400-
800 nm. Sampel dibuat larutan stok sebanyak
1000 ppm dan dibuat dalam 5 deret
konsentrasi (50;100;150;200;250). Kemudian,
sampel di pipet dan campurkan dengan
larutan ABTS dimasukan pada vial coklat.
Diinkubasi dan ukur absorbansi pada pajang
gelombang maksimum (Kurniawati & Sutoyo,
2021). Aktivitas penangkal radikal bebas dapat
dilihat dari persen inhibisi yang dapat dihitung
dengan rumus sebagai berikut (Sami &
Rahimah, 2015) :

Abs Kontrol (ABTS)—Abs Sampel

o inhihici —
% inhibisi Abs Kontrol (ABTS)

x 100%

Kemudian hitung dengan persamaam regresi
linier y = ax+b (Sari et al., 2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Biomassa Basah Mikroalga Chlorella
vulgaris

Biomassa basah mikroalga dihasilkan dari
suatu proses Kkultivasi yaitu yang dilakukan
dengan tujuan untuk memperoleh sejumlah
besar sel pada mikroalga. Untuk memperoleh
biomassa yang banyak, maka diperlukan
nutrisi yang baik dan media yang sesuai (Roy,
2017).

Jumlah pertumbuhan sel rata rata pada
mikroalga Chlorella vulgaris selama 14 hari
mengalami peningkatan hingga hari ke-7.
Sedangkan, dari hari ke-8 hingga hari ke-14
mikroalga Chlorella  vulgaris mengalami
penurunan. Hasil rata — rata dari keseluruhan
jumlah sel pada mikroalga Chlorella vulgaris
yaitu sebesar 501 + 105 (sel/mL).

3000 2736
2500
2000

1500

1000

Jumlah rata-rata sel (sel/ml)

500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Hari (Waktu)

Gambar 1 Kurva jumlah rata — rata sel
mikroalga Chlorella vulgaris

Isolasi Senyawa Superoksida Dismutase
Isolasi dilakukan untuk memisahkan biomasa
basah dengan larutan medianya. Isolasi
biomassa basah dilakukan dengan cara
sentrifugasi. Setelah itu, dilakukan pemisahan
antara pelet dan juga filtratnya. Dalam
penelitian ini, yang digunakan yaitu peletnya.
Hasil persen rendemen rata-rata dari
biomassa basah yaitu sebanyak 1,17 + 0,34
(b/v).

Biomassa basah di freez dryer ditimbang dan
dilarutkan dengan menggunakan buffer fosfat
dengan pH 7. Pelarut buffer fosfat tersebut
merupakan pelarut yang digunakan untuk
mengisolasi enzim  agar  menghindari
terjadinya inaktivasi enzim. Selain itu, buffer
fosfat dapat membantu menjaga pH agar tidak
asam atau tidak basa. Enzim akan mengalami
denaturasi jika berupa larutan asam atau
basa. Denaturasi merupakan suatu proses
pemecahan protein yang akan mengakibatkan
enzim menjadi tidak aktif (Zin et al., 2022).

Kemudian, biomassa disentrifugasi dengan
kecepatan 3500 rpm selama 10 menit. Setelah
itu, diambil supernatan dan dilakukan
pengendapan bertingkat dengan
menggunakan ammonium sulfat 40% dan
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80%. Pengendapan bertingkat dilakukan untuk
meningkatkan aktivitas enzim dan juga
memperoleh enzim yang murni. Peningkatan
konsentrasi pada garam dilakukan untuk
memekatkan enzim SOD agar meningkatkan
aktivitas dari enzim SOD. Ketika aktivitas
enzim semakin tinggi maka akan memperoleh
kemurnian yang tinggi juga (Pasaribu et al.,
2018).

Untuk memisahkan enzim dengan garam,
maka dilakukan dialisis dengan menggunakan
kantong selofan. Proses yang akan terjadi
yaitu adanya tekanan osmosis antara di dalam
kantong selofan dan yang berada diluar
kantong selofan. Protein yang memiliki ukuran
molekul yang besar akan tertahan di dalam
kantong selofan sedangkan untuk garam yang
memiliki ukuran molekul yang kecil akan
keluar melalui pori — pori pada kantong
selofan. Keluarnya molekul garam tersebut
dapat menyebabkan ketidakseimbangan di
luar kantong selofan sehingga digunakan
buffer fosfat dengan pH 7 untuk mengurangi
ketidakseimbangan tersebut (Suhito &
Christiena, 2017).

Gugus Fungsi Senyawa
dismutase dengan FTIR

Superoksida

N

3271 4421
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40
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Transmittance [%]

3262 4429

-20

4000 3500 3000

2500

Karakterisasi dengan menggunakan FTIR
dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
adanya gugus fungsi yang ada pada senyawa
SOD. Bilangan gelombang yang digunakan
yaitu 4000-650 cm™ (Shameer & Nishath,
2019).

Berdasarkan Gambar 2 bahwa pada bilangan
gelombang senyawa Superoksida dismutase
yaitu terbentuknya ikatan hidrogen (O-H) dan
gugus Amida (N-H) pada bilangan gelombang
3271 cm™ dan gugus karbonil (C=0) pada
bilangan gelombang 1637 cm™  Untuk
bilangan gelombang pada standar dari
Superoksida dismutase juga terdapat gugus
amida (N-H) dan ikatan hidrogen (O-H) pada
bilangan gelombang 3262 cm™, serta gugus
karbonil (C=0) pada bilangan gelombang
1635 cm™. Gugus fungsi pada standar dan
juga gugus fungsi pada sampel Superoksida
dismutase sudah sesuai dengan penelitian
yang telah dilakukan oleh David (2012) yaitu
adanya penyerapan yang khas dari senyawa
Superoksida  dismutase pada  daerah
fingerprint dan gugus tersebut adalah gugus
amida pada bilangan gelombang 1657 cm™.

¢
{
{

2319 89,42
2206 89,58
2106 8826
1078 8193
/

1637 64 37

660,4 48,1

2352 8875
2115 88,25

1200 833
O

1635 64,36

2000 1500

Wavenumbers [1/cm]

1000 500

Gambar 2 Spektrum FTIR a. Sampel superoksida dismutase b. Standar superoksida dismutase
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Morfologi Senyawa Superoksida dismutase
dengan Scanning Electron Microscope
(SEM)

Karakterisasi dari senyawa Superoksida
dismutase dilakukan untuk mengetahui
morfologi dari senyawa Superoksida
dismutase dimana dalam hal ini bisa
menganalisis bentuk dan juga ukuran partikel
dari senyawa Superoksida dismutase.
Karakterisasi untuk senyawa Superoksida
dismutase ini menggunakan ukuran 20 ym
pembesaran 3000x.

time untuk vitamin C dan senyawa
Superoksida dismutase yaitu 30 menit.

Superoksida dismutase merupakan salah satu
jenis antioksidan endogen yang mampu
mengkatalis radikal bebas dan dijadikan
hidrogen peroksida  (H,O,), sehingga
superoksida dismutase disebut sebagai
scavenger atau pembersih superoksida (O,)
(Morano et al.,, 2012). Pengujian metode
ABTS didasarkan pada kemampuan senyawa
dalam membentuk kation radikal (ABTSY).
Kation radikal (ABTS") dibuat dengan
mereaksikan larutan ABTS dengan kalium
persulfat. ABTS ini berfungsi untuk mengukur
antioksidan yang mengalami reaksi dengan
radikal kation ABTS. Kation radikal (ABTS")
memberikan  serapan maksimum  pada
panjang gelombang 734 nm. Larutan ABTS
akan mengalami reduksi ditandai dengan
warna biru-hijau menjadi tidak berwarna
(Kurniawati & Sutoyo, 2021).

Tabel 1 Hasil uji antioksidan

Sampel ICs0 Keterangan

Standar Vitamin C 4,211 ppm * 0,140 Sangat Kuat
Sampel Superoksida 227,317 ppm + 7,311 Sedang

o N o » . .
Gambar 3 Karakterisasi Superoksida

dismutase dengan Scanning Electron
Microscope (SEM)

Hasil morfologi SEM pada sampel senyawa
Superoksida dismutase dilihat bahwa struktur
mikro pada permukaan sampel yang memiliki
ukuran partikel rata — rata sekitar 6,881 um
yang diukur dengan menggunakan aplikasi
Image J (Free).

Aktivitas Antioksidan Senyawa
Superoksida dismutase dengan Metode
ABTS

Adanya aktivitas antioksidan dari senyawa
superoksida dismutase ditandai dengan
hilangnya warna biru pada pereaksi ABTS
(Imrawati et al., 2017). Uji aktivitas antioksidan
dilakukan terlebih dahulu penentuan panjang
gelombang maksimum dari larutan ABTS.
Panjang gelombang maksimum  yang
dihasilkan adalah 734 nm. Kemudian,
dilakukan operating time untuk melihat waktu
inkubasi optimal bereaksinya sampel dengan
ABTS. Berdasarkan hasil penelitian, operating

dismutase

Metode ABTS ini merupakan metode yang
dapat bereaksi dengan cepat dibandingkan
dengan metode yang lain, serta pengujiannya
yang sederhana, dan mudah untuk diulangi
(Faisal, 2019). Nilai ICsy yang tinggi
menandakan adanya aktivitas antioksidan
yang besar. ICsq merupakan nilai konsentrasi
pada larutan sampel yang dibutuhkan untuk
meredam 50% aktivitas radikal bebas ABTS.
Semakin kecil konsentrasi pada sampel, maka
semakin kecil juga nilai absorbansinya dan
aktivitas antioksidan dari sampel akan
semakin meningkat (Sami & Rahimah, 2015).

Nilai 1Csy dari standar vitamin C yang
dihasilkan yaitu sebesar 4,211 ppm dan untuk
sampel Superoksida dismutase sebesar
227,317 ppm. Nilai ICsq vitamin C dapat
dikategorikan sebagai antioksidan yang
sangat kuat karena berada pada rentang < 50
ppm dan untuk ICsy pada sampel
dikategorikan sebagai antioksidan yang
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sedang karena berada pada rentang 100 —
250 ppm.

KESIMPULAN

Karakterisasi dari senyawa Superoksida
dismutase yaitu terdapat gugus amida (N-H)
dan ikatan hidrogen (O-H) pada bilangan
gelombang 3271 cm™ dan gugus karbonil (C-
O) yaitu pada bilangan gelombang 1637 cm™
dengan ukuran partikel rata — rata yaitu 6,881
pm.

Uji aktivitas antioksidan bisa dilakukan dengan
metode ABTS dengan nilai ICsq yaitu 227,317
ppm dimana nilai tersebut menjadikan
senyawa Superoksida dismutase memiliki
potensi cukup baik sebagai antioksidan alami
karena tergolong antioksidan sedang.
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