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Abstrak

Sargassum cristaefolium termasuk kelas rumput laut cokelat (Phaeophyta) yang tumbuh
melimpah di lautan tropis seperti kepulauan Madura, Indonesia. Berbagai bioaktivitas
menguntungkan bagi kesehatan telah dipromosikan oleh kandungan rumput laut cokelat.
Pada penelitian ini, Sargassum cristaefolium diekstraksi total senyawa-senyawa fitokimia
potensial antioksidannya dengan pelarut berbeda polaritas. Metode ekstraksi dikerjakan
oleh instrumen Microwave-assisted extraction (MAE), menggunakan pelarut polarias
rendah (aseton), polaritas menengah (etanol), dan polar (aquades) secara bertahap,
berturut-turut. Pengaturan instrumen MAE adalah 1:20 sampel (g) / pelarut (ml), 5 menit,
50 °C, 700 W, 18,0 bar. Residu masing-masing pelarut pada sampel diuapkan terlebih
dahulu sebelum diekstraksi bertahap oleh pelarut yang berbeda. Hasil penelitian
memperoleh rendemen senyawa fitokimia tertinggi pada hasil ekstraksi polar
(2,33£0,11%). Aktivitas antioksidan primer (IC50=0,99 + 0,01 mg/ml) maupun aktivitas
antioksidan preventif (ICso= 762,82 + 30,89 ppm) terkuat ditunjukkan oleh hasil ekstraksi
polaritas menengah, yang juga itu memilki kandungan total fenolik tertinggi (9,05 + 0,18
mg GAE/g). Antioksidan rumput laut cokelat efektif diekstraksi secara menyeluruh melalui
metode ekstraksi bertahap, identifikasi senyawa-senyawa bioaktifnya direkomendasikan
pada penelitian berikutnya.
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Abstract

Sargassum cristaefolium belongs to the class of brown seaweed (Phaeophyta) grows

abundantly in tropical oceans like Madura Island, Indonesia. Various bioactivities with KEYWORD:
health benefits have been promoted by brown seaweed contents. Present study, Sargassum .. .. ﬁv'e/
cristaefolium was extracted for its potential antioxidant phytochemicals with solvents in  gxtraction,
different polarities. The extraction method was worked on by a Microwave-assisted  Marine algae,

extraction (MAE) instrument, by using low-polarity (acetone), medium-polarity (ethanol), ~ Phytochemicals compounds

g . . . . Total phenolic
and polar (aquadest) solvents successively in stages. Microwave instrument settings were P

1:20 (g/ml), 5 min, 50 °C, 700 W, 18.0 bar. Each solvent residue in the extracted-sample was
evaporated first before being extracted with different solvents in stages, sequentially. The
result studies obtained the highest phytochemical compounds yield on the polar extraction
(2.33 £ 0.11%). Both the strongest of the primary antioxidant (ICso= 0.99 * 0.01 mg/ml) and
preventive antioxidant (ICso= 762.82 + 30.89 ppm) activities were shown by the medium-
polarity extraction, as well as had the highest total phenolic content (9.05 + 0.18 mgGAE/g).
Brown seaweed antioxidants were effective for extracted thoroughly by sequential
extraction method, identification of its bioactive compounds is recommended in further
research.

1. Pendahuluan

Rumput laut cokelat (Phaeophyta), seperti Sargassum cristaefolium merupakan salah
satu sumber daya laut yang kaya kandungan senyawa-senyawa fitokimia bioaktif. Berbagai
penelitian telah menunjukkan bahwa rumput laut cokelat memiliki banyak manfaat
kesehatan, salah satunya sebagai sumber antioksidan alami, yang dapat melindungi tubuh
dari penyakit yang diakibatkan oleh radikal bebas. Antioksidan adalah senyawa bioaktif yang
dapat menangkal radikal bebas dalam tubuh, sehingga mencegah kerusakan sel dan jaringan
yang dapat menyebabkan berbagai penyakit degeneratif, termasuk kanker, penyakit jantung,
dan penuaan dini (Nimse dan Pal, 2015). Diantara berbagai jenis rumput laut, rumput laut
cokelat (Phaeophyta), seperti Sargassum cristaefolium, terkenal karena kandungan senyawa-
senyawa fitokimia bioaktifnya yang tinggi, termasuk senyawa fenolik, flavonoid, alkaloid,
terpenoid, dan karotenoid, yang berkontribusi pada aktivitas antioksidannya (Ak dan Turker,
2018; Rohim et al., 2019).

Proses ekstraksi senyawa-senyawa fitokimia bioaktif pada rumput laut merupakan
langkah penting yang menentukan kuantitas, kualitas, dan bioaktivitas dari senyawa-senyawa
bioaktif yang terekstraksi. Penggunaan pelarut dengan polaritas yang berbeda dalam
ekstraksi memungkinkan isolasi berbagai senyawa berdasarkan sifat kelarutannya (Lourenco-
Lopes et al., 2023), yakni sesuai dengan prinsip polaritas Like Dissolves Like (Dobberpuhl et
al., 2022). Ekstraksi bertahap dengan pelarut polaritas rendah atau non-polar hingga polar
memungkinkan penarikan senyawa-senyawa fitokimia bioaktif secara lebih menyeluruh.
Metode ini diharapkan dapat mengoptimalkan hasil ekstraksi dengan mendapatkan
rendemen yang lebih tinggi serta bioaktivitas yang lebih menjanjikan.

Berbagai macam teknologi ekstraksi komponen bioaktif dari bahan alam telah umum
digunakan seperti maserasi, soxhletasi, refluks, perkolasi dan infusa, bahkan akhir-akhir ini
telah diaplikasikan teknologi mutakhir untuk ekstraksi yaitu ultrasonik, Pulsed Electric Field
(PEF) dan gelombang mikro (Rohim et al., 2024). Teknologi gelombang mikro yang dikenal
sebagai Microwave-assisted extraction (MAE) dipilih dalam penelitian ini untuk
mengekstraksi senyawa-senyawa fitokimia bioaktif pada rumput laut cokelat. Hal ini
berlandaskan oleh mekanisme aksi MAE, MAE bekerja dengan gelombang mikro
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elektromagnetik (300 MHz - 300 GHz) melalui mekanisme dipolar rotation dan ionic
conduction, yang signifikan mendisintegrasi dinding sel sampel dengan waktu singkat, suhu
rendah, kondisi non-UV dan vakum (Bachtler dan Bart, 2021; Hu et al, 2021). Dengan
demikian, ekstraksi cepat, tingkat ekstraksi dan mutu hasil ekstrak tinggi, serta dapat menjaga
efikasi alami senyawa bioaktif dapat tercapai oleh teknologi MAE.

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengekstraksi total senyawa-senyawa
fitokimia bioaktif pada Sargassum cristaefolium secara bertahap dengan pelarut polaritas
berbeda dan dengan menggunakan teknologi MAE. Hasil ekstraksi dievaluasi aktivitas
antioksidannya secara lengkap, dan dianalisis kandungan senyawa-senyawa bioaktif yang
memungkinkan berkontribusi pada aktivitas antioksidan tersebut.

2. Bahan dan Metode
2.1.  Bahan-bahan kimia

Aseton, etanol, aquades, methanol, FeSO4.7H20, ferrozine, asam
etilenadiaminatetraasetat (EDTA), ferric klorida, hidrogen peroksida, vitamin C, deoksiribosa,
buffer fosfat pH 7,4, 2-thiobarbituric acid (TBA), asam trikloroasetat, reagen Folin-Ciocalteu,
natrium karbonat, dan asam galat dalam absolute grade merupakan bahan-bahan kimia yang
digunakan untuk analisis-analisis pada sampel.

2.2.  Proses Ekstraksi

Bahan utama rumput laut cokelat spesies Sargassum cristaefolium dikumpulkan dari
perairan Kepulauan Madura, Indonesia. Rumput laut ini kemudian dibersihkan, dikeringkan,
dan diserbukkan sebelum digunakan dalam proses ekstraksi. Ekstraksi dilakukan
menggunakan instrumen Microwave-assisted extraction (MAE) (Lourenco-Lopes et al., 2023).
Ekstraksi bertahap dikerjakan oleh tiga jenis pelarut dengan polaritas berbeda: polaritas
rendah (aseton), polaritas menengah (etanol), dan polar (aquades), berturut-turut. Setiap
tahap ekstraksi oleh masing-masing pelarut dilakukan menggunakan rasio sampel terhadap
pelarut 1:20 (g/ml), suhu 50°C, daya 700 W, tekanan 180 bar, selama 5 menit. Setelah setiap
tahap ekstraksi dilakukan, residu pelarut dalam serbuk rumput laut-yang terekstraksi
diuapkan terlebih dahulu sebelum dilanjutkan ke tahap ekstraksi berikutnya (oleh pelarut
polaritas yang berbeda). Hasil ekstraksi dari masing-masing tahap dibebaskan dari pelarut
menggunakan alat rotary vacuum evaporator untuk mengasilkan ekstrak murni dengan
polaritas rendah, polaritas menengah, dan polar. Masing-masing ekstrak murni tersebut
disimpan dalam freezer kulkas (+ -18°C) hingga digunakan untuk analisis.

2.3.  Pengujian Aktivitas Antioksidan Preventif

Antioksidan preventif diuji mengikuti metode Ferrous lon Chelating (FIC) Assay
(Murugan dan lyer, 2013), yakni yang berdasarkan prinsip reaksi ion Fe?* prooksidan dan
ferrozine. Sebanyak 2mL (1:1) larutan sampel dan 0,1 mM FeS0O4.7H20 dihomogenkan
dengan divorteks. Kemudian, ditambahkan 1 ml 0,25 mM ferrozine dan diinkubasi (10 menit,
suhu ruang, kondisi gelap). Berikutnya, absorbansi diukur pada A 562nm oleh alat
spektrofotometer. Nilai aktivitas antioksidan dihitung dalam ICso, yang menyatakan
konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk menginaktivasi 50% ion Fe?* prooksidan sehingga
mecegah pembentukan radikal bebas primer.
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93 2.4. Pengujian Aktivitas Antioksidan Primer
94 Aktivitas antioksidan primer yakni kemampuan sampel dalam meredam radikal bebas,
95 vyang dapat diuji menggunakan metode radikal bebas hidroksil (Utami et al., 2021). Sebanyak
96 100 pL larutan sampel dalam 96-well plate ditambahkan dengan beberapa larutan yaitu 150
97  uL10 mM ferricklorida, 150 uL EDTA 1mM, 150 uL hidrogen peroksida 20 mM, 150 pL vitamin
98 C 1mM, 150 pL deoksiribosa 30 mM dalam buffer fosfat pH 7,4 hingga volume total 3 mL.
99  Kemudian diinkubasi selama 30 menit (37°C). Berikutnya ditambahkan 0,5 mL TBA 1% dan 0,5
100 mLasamtrikloroasetat 5% pada suhu 80°C selama 30 menit. Setelah dingin, absorbansi dibaca
101  pada A 532nm dengan alat Microplate reader. Nilai aktivitas antioksidan dihitung dalam ICsg,
102  yang menyatakan konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk meredam 50% radikal bebas
103  hidroksil.

104
105 2.5.  Analisis Kandungan Total Fenolik
106 Total senyawa fenolik yang terkandung dalam ekstrak rumput laut cokelat Sargassum

107  cristaefolium dapat dianalisis menggunakan metode Folin-Ciocalteu (Susilo et al., 2023),
108  hasilnya dikalkulasi dalam mg GAE/g (mg Gallic Acid Equivalent per gram sampel). Sebanyak
109 30 pl reagen Folin-Ciocalteu (1,0 N) dan 60 pL sampel dicampur dalam 96-well plate, lalu
110  diinkubasi 5 menit. Berikutnya, ditambahkan 150 plL larutan natrium karbonat 20% dan
111  diinkubasi 40 menit, suhu ruang, dan kondisi gelap. Absorbansinya diukur menggunakan alat
112 Microplate Reader (A 730nm) setelah disentrifugasi selama 8 menit (1600xg). Kandungan
113  total fenolik pada sampel dihitung dengan kurva standar Gallic acid (mg GAE/g).

114

115 2.6.  Analisis Statistika

116 Data kuantitatif dihitung rata-rata dan simpangan bakunya (t) dari 3 replikasi. Analisis
117  signifikansi data dikerjakan oleh perangkat lunak Minitab 18, dengan analisis varians (ANOVA)
118  dan uji Tukey (BNJ) dilakukan pada p < 0,05.

119

120 3. Hasil dan Pembahasan

121  3.1. Rendemen Hasil Ekstraksi

122 Proses ekstraksi senyawa-senyawa fitokimia bioaktif dalam Sargassum cristaefolium
123  dengan teknologi Microwave-assisted extraction (MAE) menggunakan pelarut polaritas
124  berbeda-beda secara bertahap (polaritas rendah, polaritas menengah, dan polar., berturut-
125  turut) menunjukkan variasi rendemen hasil ekstraksinya (Gambar. 1). Rendemen tertinggi
126  signifikan diperoleh dengan hasil ekstraksi polar yang bernilai sebesar 2,33%, diikuti oleh hasil
127  ekstraksi polaritas menengah (0,92%) dan hasil ekstraksi polaritas rendah (0,58%). Hasil ini
128 menunjukkan bahwa pelarut polar aquades lebih efektif dalam mengekstraksi senyawa-
129  senyawa fitokimia polar larut air, terutama senyawa fitokimia golongan hidrokoloid (seperti
130 alginat dan fukoidan) dan polisakarida yang umumnya terdapat dalam jumlah yang lebih
131  besar pada rumput laut cokelat (Indahyani et al., 2019; Lokollo dan Hukubun, 2022).

132 Sebaliknya, pelarut polaritas menengah hingga non-polar cenderung mengekstraksi
133  senyawa-senyawa fitokimia bioaktif dengan polaritas rendah hingga menengah seperti
134 karotenoid, terpenoid, alkaloid, flavonoid, fenolik dan steroid. Rendemen yang lebih rendah
135  pada hasil ekstraksi polaritas rendah dan polaritas menengah dapat disebabkan oleh jumlah
136  total senyawa-senyawa fitokimia yang terekstraksinya lebih sedikit, atau oleh karena
137  karakteristik kelarutan senyawa-senyawa fitokimia pada Sargassum cristaefolium yang
138 cenderung polar. Hasil ini sejalan dengan hasil eksperimen (Mansur et al, 2019), yang
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melaporkan bahwa hasil ekstraksi polar cenderung memiliki rendemen lebih tinggi karena
lebih mampu melarutkan berbagai jenis senyawa-senyawa fitokimia yang lebih polar.

- a
35 2,33+0,11
g 27
c
(]
E 15 | b
2
2 g C 0,92 £ 0,04
0,58 £ 0,02
Il -
Ekstraksi polaritas rendah Ekstraksi polaritas Ekstraksi polar
menengah

Gambar 1. Rendemen hasil ekstraksi rumput laut cokelat Sargassum cristaefolium dengan
pelarut polaritas berbeda-beda, secara bertahap. Nilai rata-rata yang ditandai oleh huruf-
huruf berbeda menandakan berbeda signifikan (p < 0,05).

3.2.  Aktivitas Antioksidan Preventif

Aktivitas antioksidan preventif diukur menggunakan uji kelasi ion Fe?* prooksidan,
yang mengindikasikan kemampuan senyawa-senyawa bioaktif untuk mengikat ion logam
yang berpotensi mengkatalisis reaksi pembentukan radikal bebas (Nimse dan Pal, 2015), atau
sebagai pencegah terbektuknya radikal bebas.

Hasil ekstraksi senyawa-senyawa bioaktif Sargassum cristaefolium dengan polaritas
menengah menunjukkan aktivitas antioksidan preventif terbaik signifikan dengan nilai ICso
sebesar 762,82 + 30,89 ppm, diikuti oleh hasil ekstraksi polaritas rendah (ICso= 863,38 + 47,41
ppm) dan hasil ekstraksi polar (ICso= 1353,39 + 96,38 ppm) berturut-turut (Gambar. 2).
Aktivitas pengikatan ion Fe?* prooksidan yang lebih tinggi pada hasil ekstraksi polaritas
menengah dapat dikaitkan dengan kehadiran senyawa-senyawa bioaktif tertentu yang
mampu mengikat ion logam prooksidan, seperti fenolik, flavonoid dan tanin. Senyawa-
senyawa ini diketahui memiliki afinitas yang kuat terhadap ion logam, sehingga mampu
mencegah pembentukan radikal bebas melalui reaksi Fenton (Prior et al., 2005). Aktivitas
antioksidan preventif yang lebih rendah pada hasil ekstraksi polaritas rendah dan polar, ini
diduga oleh karena kandungan senyawa bioaktif pengikat ion prooksidannya yang lebih
rendah atau kemampuannya dalam mengkelat ion prooksidan yang lebih lemah. Dengan
demikian, senyawa-senyawa fitokimia bioaktif dalam Sargassum cristaefolium dengan
aktivitas antioksidan preventif yang lebih kuat dapat lebih banyak terekstraksi oleh pelarut
polaritas menengah seperti etanol dibandingkan pelarut lainnya.
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169
170  Gambar 2. Aktivitas antioksidan preventif (kelasi ion Fe?* prooksidan) pada hasil ekstraksi

171  rumput laut cokelat Sargassum cristaefolium dengan pelarut polaritas berbeda-beda, secara
172 bertahap. Nilai rata-rata yang ditandai oleh huruf-huruf berbeda menandakan berbeda
173  signifikan (p < 0,05).

174
175 3.3.  Aktivitas Antioksidan Primer Terhadap Radikal Bebas Hidroksil
176 Aktivitas antioksidan primer adalah menguji kemampuan senyawa-senyawa fitokimia

177  bioaktif dalam meredam radikal bebas, sehingga mencegah terjadinya stress oksidatif yang
178 memicu berbagai penyakit serius seperti diabetes, penyakit jantung, penyakit alzheimer,
179  kanker, tumor, penyakit Parkinson, dan lain-lain. Dari berbagai jenis radikal bebas yang ada,
180 radikal bebas hidroksil merupakan oksidan paling kuat dan dapat mengabstraksi atom
181 hidrogen dari setiap ikatan karbon-hidrogen dan mengoksidasi senyawa aktif. Radikal
182  hidroksil ini hidroksil merupakan radikal bebas paling reaktif yang telah diketahui karena
183  memiliki potensi reduksi 1-elektron tertinggi (+2310 mV), sehingga mampu merusak dengan
184  serius sel-sel biologis oleh aktivitas perusakannya yang kuat (Dong et al., 2022). Oleh karena
185 itu, hasil ekstraksi Sargassum cristaefolium penting untuk dievaluasi kemampuannya dalam
186 menstabilkan radikal bebas terkuat yakni radikal hidroksil.

187 Tabel 1, nilai ICso aktivitas antioksidan yang lebih rendah menunjukkan kapasitas
188  antioksidatifnya yang lebih tinggi. Hasil ekstraksi Sargassum cristaefolium dengan polaritas
189 menengah menunjukkan aktivitas antioksidan terhadap radikal hidroksil yang terbaik yaitu
190 sebesar ICso= 0,99 + 0,01 mg/ml. Ini berarti bahwa hasil ekstraksi polaritas menengah
191  memerlukan konsentrasi yang lebih rendah untuk menstabilkan 50% radikal bebas hidroksil
192  dibandingkan dengan hasil ekstraksi lainnya, maka dari itu, aktivitas antioksidannya adalah
193  vyangterkuat. Hasil ekstraksi polaritas rendah dan polar menunjukkan nilai ICso masing-masing
194  sebesar 1,50 + 0,09 mg/ml dan 3,54 + 0,23 mg/ml, yang mengindikasikan bahwa aktivitas
195 antioksidannya terhadap radikal hidroksil adalah lebih rendah dibandingkan hasil ekstraksi
196 polaritas menengah. Rendahnya aktivitas antioksidan pada hasil ekstraksi polaritas rendah
197  dapat disebabkan oleh rendahnya kandungan senyawa bioaktif dari golongan fenolik, yang
198 umumnya memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Hal yang berlawanan, hasil
199  ekstraksi polaritas menengah diasumsikan mengandung senyawa fenolik maupun flavonoid
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200 yang lebih tinggi, sehingga dapat berkontribusi terhadap aktivitas antioksidannya yang lebih
201  kuat. (Susilo et al., 2023) melaporkan bahwa hasil ekstrak lamun laut Syringodium isoetifolium
202  yang menunjukkan aktivitas antioksidan terkuat adalah yang memiliki kandungan senyawa-
203 senyawa bioaktif terkaya. Dengan demikian, hasil ekstraksi polaritas menengah paling
204  potensial sebagai agen antioksidan alami berbahan baku lokal dari rumput laut cokelat
205  Sargassum cristaefolium.
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206
207  Gambar 3. Aktivitas antioksidan primer untuk menstabilkan radikal bebas hidroksil pada hasil

208  ekstraksi rumput laut cokelat Sargassum cristaefolium dengan pelarut polaritas berbeda-
209 beda, secara bertahap. Nilai rata-rata yang ditandai oleh huruf-huruf berbeda menandakan
210  berbeda signifikan (p < 0,05).

211
212  3.4. Kandungan Total Fenolik
213 Fenolik dikenal sebagai senyawa antioksidan yang efektif, karena kemampuannya

214  dalam mendonorkan atom hidrogen dan menstabilkan radikal bebas (Adhikari et al., 2019).
215 Senyawa fenolik alami merupakan senyawa yang memiliki karakteristik yaitu cincin aromatik
216 yang mengandung sekurang-kurangnya satu gugus hidroksil. Senyawa fenolik yang
217  mengandung gugus donor elektron langsung melekat pada cincin aromatik memiliki aktivitas
218 antioksidan yang terbaik (Lien et al., 1999). Hasil penelitian ini (Gambar. 4), ekstraksi
219  Sargassum cristaefolium oleh pelarut polaritas menengah mengandung total fenolik tertinggi
220  signifikan (9,05 + 0,18 mg GAE/g). Ini konsisten dengan hasil uji aktivitas antioksidan yang
221  menunjukkan bahwa ekstraksi polaritas menengah memiliki aktivitas yang paling kuat.
222  Kandungan total fenolik pada hasil ekstraksi polaritas rendah yaitu sebesar 5,02 + 0,29 mg
223  GAE/g, sementara hasil ekstraksi polar mengandung total fenolik paling rendah (2,31 £ 0,17
224  mg GAE/g). Hasil ini menunjukkan bahwa pelarut polaritas menengah lebih efektif dalam
225 mengekstraksi senyawa fenolik Sargassum cristaefolium yang berperan penting dalam
226  aktivitas antioksidan. Hal ini karena menunjukkan korelasi dengan aktivitas antioksidan
227  primer maupun antioksidan preventif yang diamati.

228 Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstraksi secara bertahap menggunakan
229  pelarut polaritas berbeda memungkinkan pemisahan komponen bioaktif secara efektif dari
230 rumput laut cokelat Sargassum cristaefolium. Hasil ekstraksi polaritas menengah
231  menunjukkan aktivitas antioksidan terkuat baik dalam uji peredaman radikal hidroksil
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232  maupun antioksidan preventif kelasi ion Fe?*, yang sejalan dengan tingginya kandungan total
233 fenolik.
234
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235
236 Gambar 4. Kandungan total fenolik pada hasil ekstraksi rumput laut cokelat Sargassum

237  cristaefolium dengan pelarut polaritas berbeda-beda, secara bertahap. Nilai rata-rata yang
238 ditandai oleh huruf-huruf berbeda menandakan berbeda signifikan (p < 0,05).

239

240 4. Kesimpulan

241 Ekstraksi bertahap dengan pelarut polaritas berbeda menggunakan teknologi MAE
242  berhasil memisahkan komponen bioaktif rumput laut cokelat Sargassum cristaefolium
243  berdasarkan karakteristik kelarutannya. Hasil ekstraksi polaritas menengah memiliki aktivitas
244  antioksidan primer dan antioksidan preventif yang terkuat dibandingkan hasil ekstraksi
245  polaritas lainnya. Sejalan hal tersebut, ekstraksi polaritas menengah juga mengandung
246  senyawa fenolik tertinggi yang berkontribusi penting terhadap aktivitas antioksidatifnya.
247  Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk elusidasi struktur molekul antioksidatif secara

248  lengkap.
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