PENENTUAN AKTIVITASANTIOKSIDAN FIKOBILIPROTEIN DARI
Oscillatoria sp. MENGGUNAKAN METODE VOLTAMMETRI SIKLIK

(Skripsi)

Oleh

INTAN MAILANI

FAKULTASMATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITASLAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2016



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
PHYCOBILIPROTEIN FROM Oscillatoria sp. USING CYCLIC
VOLTAMMETRY METHOD

By

INTAN MAILANI

Phycobiliprotein is a pigment protein of algae and shows potential antioxidation
activity. In this study, phycobiliprotein isolated from the cultivation of
Oscillatoria sp. and the antioxidant activity was measured using cyclic
voltammetry method. Antioxidant activity of phycobiliprotein was measured in
the form of crude and pure pigment (phycocyanin) with ascorbic acid as a positive
control. Antioxidant activity of phycobiliprotein analyzed with UV-Vis
spectrophotometry and showed maximum absorption at 620 nm. The crude extract
concentration is 3.90 x 10° M and pure pigment (phycocyanin) concentration is
3.02 x 10° M. Voltanmogram phycobiliprotein oxidation reactions are at
potential range 1.2-1.3 V with a current phycocyanin pigment oxidation peak
higher than the peak current of oxidation crude extract. Antioxidant coefficient
activity were evaluated by observed reduction potential of radical O, at 0.85 to
1.12 V. Antioxidant coefficient activity obtained from the crude extract is 0.043
and for phycocyanin pigment is 0.047 while ascorbic acid as a positive control is
0.018. Therefore, the antioxidant capability of phycobiliprotein crude extract and
pure pigment phycocyanin both are higher than ascorbic acid.

Keywords: Phycobiliprotein, Oscillatoria sp., Antioxidant, phycocyanin, cyclic
voltammetry.
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INTAN MAILANI

Fikobiliprotein merupakan pigmen protein yang berasal dari alga dan memiliki
potensi sebagai antioksidan. Dalam penelitian ini, fikobiliprotein diisolasi dari
hasil kultivasi Oscillatoria sp. dan diukur aktivitas antioksidannya menggunakan
metode voltammetry siklik. Aktivitas antioksidan fikobiliprotein diukur dalam
bentuk ekstrak kasar dan pigmen murni (fikosianin) dengan asam askorbat sebagai
kontrol positif. ldentifikasi dengan spektrofotometri UV-Vis menunjukkan
serapan fikobiliprotein pada Amas620 nm dan diperoleh konsentrasi dari ekstrak
kasar fikobiliprotein sebesar 3.90 x 10° M dan konsentrasi pigmen murni
(fikosianin) sebesar 3.02 x 10° M. Data hasil voltammogram pengukuran aktivitas
antioksidan fikobiliprotein dengan metode voltammetri siklik menunjukkan
terjadinya reaksi oksidas fikobiliprotein pada daerah potensia antara 1.2 V
sampai dengan 1.3 V dengan arus puncak oksidasi pigmen fikosianin yang lebih
tinggi dibandingkan arus puncak oksidasi ekstrak kasar. Dari sisi reduksi oksigen
kemampuan fikobiliprotein meredam radikal oksigen terjadi pada daerah potensial
0.85-1.12 V. Koefisien aktivitas antioksidan yang diperoleh dari ekstrak kasar
sebesar 0.043 dan pigmen fikosianin sebesar 0.047 sedangkan untuk kontrol
positif asam askorbat sebesar 0.018. Dari hasil voltammogram dan koefisien
aktivitas yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa fikobiliprotein dalam bentuk
ekstrak kasar dan pigmen murni memiliki kemampuan sebagai antioksidan lebih
tinggi dibandingkan asam askorbat.

Kata kunci : Fikobiliprotein, Oscillatoria sp., antioksidan, fikosianin, voltammetri
siklik.
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara maritim yang 70% wilayahnya merupakan laut.
Untuk saat ini dan di masa mendatang, laut memegang peranan penting tidak
hanya sebagai media transportasi dan pariwisata tetapi juga memiliki potensi
sebagai sumber daya alam yang melimpah. Lebih lanjut, letak geografis Indonesia
yang strategis diantara Samudra Indonesia dan Laut Pasifik sertaiklim tropis
menyebabkan perairan Indonesia kaya akan keanekaragaman hayati. Ditinjau dari
aspek kimia bahan alam, keragaman hayati juga mencerminkan keanekaragaman

struktur senyawa metabolit sekunder.

Kagjian secaraintensif mengenai potensi senyawa bioaktif dari biotalaut perairan
Indonesia masih terbatas hanya pada sponge. Beberapa senyawa aktif yang
bersumber dari sponge diantaranya antara lain agosterol A sebagai reversal agent
MDR (Aoki et al., 2001), halicyclamine A (Ara et al., 2011) dan agelasine D
(Aral et al., 2014) sebagai antidormant mycobacterial. Namun perlu dipahami
bahwa sumber potensial untuk kajian senyawa bioaktif tidak hanya terbatas pada
sponge. Beberapa mikroorganisme yang berasosiasi dengan sponge seperti

cyanobacteria juga memiliki potensi sebagai sumber senyawa bioaktif.



Secara umum telah diketahui bahwa cyanobacteria terdiri dari 150 genus dengan
spesies lebih dari 2000 spesies. Selain itu, morphologi cyanobacteria sangat
beragam dari bentuk unicellular dan koloni hingga berbentuk filamen bercabang
maupun tak bercabang (Van den Hoek et al., 1995). Kemampuan cyanobacteria
beradaptasi dengan lingkungannya memungkinkan hidup pada berbagai ekosistem
dan salah satunya mampu berasosiasi dengan berbagai jenis sponge. Berbagai
kajian akan potensi cyanobacteria sebagai sumber bahan aktif yang memiliki nilai
ekonomis telah banyak dilakukan. Hasil kgjian yang telah dilakukan menunjukan
bahwa cyanobacteria merupakan sumber penting senyawa bioaktif untuk
menunjang pengembangan industri farmasi (misal, antibakteria, antifungi,
antivirus, antikanker, dll.) serta senyawa dengan nilai komersial tinggi seperti
polyunsaturated fatty acids (PUFA) dan fikobiliprotein (Tan, 2007; Skulberg,

2000; Sekar dan Chandramohan, 2008).

Fikobiliprotein memiliki lingkup aplikasi yang cukup luas di sektor industri
farmasi, makanan, kosmetik serta di bidang penelitian biomedik dan diagnostik
klinik. Berdasarkan strukturnya, fikobiliprotein merupakan senyawa kompleks
pigmen protein yang memiliki peran penting dalam proses fotosintesa
cyanobacteria. Fikobiliprotein tersusun dalam kompleks supramolekul dan
dinyatakan sebagai phycobilisomes (PBS). Adatiga kelompok fikobiliprotein
yang dikenal yaitu fikosianin (PC, pigmen biru), allofikosianin (APC, pigmen biru
kehijauan) dan fikoeritrin (PE, pigmen merah), yang memperlihatkan serapan
maksimum (Amax) Secara berurutan pada 620 nm, 650 nm dan 565 nm.
Fikobiliprotein, khususnya fikosianin, yang bersumber dari berbagai jenis

cyanobacteria telah dilaporkan memperlihatkan efek farmakologi, seperti



antioksidan, antikanker, neuroprotective, dan anti-inflammatory (Liu et al., 2000

dan Romay et al., 2003).

Saat ini senyawa antioksidan yang bersumber dari alam telah menjadi perhatian
penting sebagai senyawa yang aman dan alternatif pengganti antioksidan sintetis.
Fikobiliprotein dari Spirulina sp. merupakan salah satu senyawa yang telah dikgji
secara lengkap berkenaan dengan potensinya sebagal antioksidan ataupun sebagai
freeradical scavenging baik secarain vitro maupun in vivo. Namun perlu
dipahami bahwa urutan asam amino pada fikobiliprotein dapat bervariasi karena
perbedaan spesies/strains cyanobacteria, Sehingga pengembangan kajian lebih
lanjut masih sangat dibutuhkan untuk dapat memahami keragaman sifat kimia dari
perbedaan fikobiliprotein yang bersumber dari cyanobacteria yang berbeda
(Sonani et al., 2015). Aspek penting lainnya dalam kajian fikobiliprotein yang
perlu diperhatikan adalah metode yang telah dikembangkan untuk mengevaluas
aktivitas senyawa antioksidan sulit dibandingkan satu dengan lainnya. Sehingga

dibutuhkan suatu metoda analisis yang dapat memberikan informasi lebih

lengkap.

Beberapa metode yang umum digunakan untuk mengevaluasi aktivitas senyawa
antioksidan diantaranya adalah menggunakan pereaksi radikal seperti ABTS
(Cano et al., 1998), DPPH (Sanchez et al., 1998) dan spin ESR (Madsen et al.,
1996). Namun, semua metode tersebut membutuhkan pereaksi spesifik dan
membutuhkan waktu yang relatif lama untuk penyiapan sampel. Pengukuran
secara el ektrokimia merupakan metode alternatif untuk menentukan aktivitas

senyawa antioksidan (Kilmartin et al., 2001). Caraini telah terbukti sangat cepat



untuk menentukan kapasitas antioksidan dari berbagai senyawa organik.
Pengukuran potensial oksidast menggunakan voltametri siklik jugatelah
digunakan untuk membandingkan kekuatan antioksidan pada senyawa fenolik
ataupun flavonoid. Bila dibandingkan dengan metode DPPH, metode ini memiliki
beberapa keunggulan diantaranya murah, instrumentasi sederhana, dan cepat.
Selain itu, aktivitas antioksidan dengan metode DPPH hanya dapat dilihat dari
persentase inhibisi, sedangkan metode voltammetri siklik dapat dilihat dari tiga

parameter, yaitu daerah anode, arus, dan potensial (Arteagaet al., 2012).

Dalam penelitian ini telah dilakukan kajian sifat elektrokimia dan efektivitas
antioksidan dari ekstrak fikobiliprotein dari isolat Oscillatoria sp. dengan
menggunakan metode voltammetri siklik. Sebagai informasi isolat Oscillatoria
sp., diperoleh dari hasil isolasi cyanobacteria yang berasosiasi dengan sponge

Callyspongia sp. yang hidup di perairan Lampung.

B. Tujuan Pendlitian

Tujuan dari pendlitian ini adalah untuk menentukan karakteristik aktivitas

antioksidan fikobiliprotein dari Oscillatoria sp dengan metode voltammetri

siklik.



C. Manfaat Pendlitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Memahami polavoltammogram siklik antioksidan yang berasal dari
fikobiliprotein Oscillatoria sp.

2. Mengetahui nilai aktivitas antioksidan fikobiliprotein yang diukur dengan
metode voltammetri siklik guna pengembangan kajian yang berkaitan dengan

sifat antioksidan.



. TINJAUAN PUSTAKA

A. Cyanobacteria (Alga Biru-Hijau)

Cyanobacteria atau alga biru hijau adalah kelompok mikroalga yang paling
primitif. Kelompok ini adalah organisme prokariotik yang tidak memiliki
struktur-struktur sel seperti yang ada pada alga lainnya, contohnya nukleus dan
kloroplas. Mereka hanya memiliki klorofil a, namun mereka juga memiliki

varias fikobilin seperti halnya karotenoid. Pigmen- pigmen ini memiliki beragam
varias sehingga warnanya bisa bermacam-macam dari mulai hijau sampai ungu
bahkan merah. Alga biru hijau tidak pernah memiliki flagella, namun
beberapa filamen membuat mereka bergerak ketika berhubungan dengan
permukaan. Unicell, koloni, dan filamen-filamen. Cyanobacteria adalah
kelompok yang umum dalam budidaya, baik sebagai makan maupun sebagai

organisme pengganggu (Kawaroe et al., 2010).

Cyanobacteria juga merupakan organisme yang penting secara ekologis dan
ekonomis. Secara ekologis, organisme ini memberikan kontribusi yang signifikan
terhadap produksi primer dari berbagai ekosistem, terutama air tawar dan
ekosistem laut, dan memainkan peran penting dalam siklus karbon, oksigen dan

nitrogen (Tomitani et al., 2006). Aplikasi bioteknologi dari Cyanobacteria di



berbagai bidang, seperti pertanian, perikanan, pengendalian polusi (bioremediasi),
bioenergi dan biofuel, dan bahan nutrisi telah terdokumentasi dengan baik
(Patterson, 1996; Abed dkk, 2009). Selain itu, organismeini dikenal untuk
menghasilkan berbagai senyawa bioaktif farmakologis penting seperti antibakteri,
antijamur, antivirus, antikanker, antioksidan dan relaksan otot serta bernilai
komersial tinggi untuk produk-produk penting, seperti polyunsaturated fatty acids
(PUFA) dan fikobiliprotein (Pandey et al., 2007; Sekar dan Chandramohan, 2008;

Eriksen, 2008).

Daam masa pertumbuhannya, suhu optimal yang digunakan untuk kultivas
mikroalga yaitu antara 24-30 °C. Unsur hara yang dibutuhkan terdiri dari
makronutrien (C, H, N, P, K, S, Mg, dan Ca) dan mikronutrien ( Fe, Cu, Mn, Zn,
Co, Mo, Bo, Vn, dan Si). Untuk mengasimilasi karbon anorganik untuk
dikonvers menjadi materi organik dibutuhkan intensitas cahaya selama
pengkultivasian mikroalga. Aerasi menggunakan CO, sangat dibutuhkan sebagai
sumber karbon untuk fotosintesis dan mencegah terjadinya sedimentas pada
sistem kultivasi (Becker, 2004). Selain itu, dergat keasaman (pH) juga dapat
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga. Umumnya pH yang digunakan antara 7-9

(Kawaroe et al., 2010)

B. Oscillatoria sp.

Oscillatoria sp. merupakan kelompok mikroalga jenis Cyanobacteria (alga biru-

hijau) yang paling umum yang tinggal pada habitat yang bervariasi. Desikachary

(1959) menyebutkan terdapat 76 spesies Oscillatoria. Oscillatoria berbentuk tipis



kehitaman tumbuh di lingkungan yang kotor, polusi, dan air yang tenang. Selain
itu Oscillatoria juga tumbuh di kolam, empang, tepi sungai, saluran air dan lain-

lain. Oscillatoria adalah jenis mikroalga yang tahan terhadap berbagai kondisi.

Menurut Desikachary (1959), klasifikasi Oscillatoria sp adalah sebagai berikut:
Kingdom . Bacteria

Filum : Cyanophyta

Kelas : Cyanophyceae

Famili : Oscillatoriaceae

Genus : Oscillatoria

Gambar 1. Oscillatoria sp.

Adapun ciri-ciri dari Oscillatoria sp. adalah sebagai berikut:
1. Tubuh berbentuk benang (filamen) tersusun atas sel — sel yang dipilih dan
rapat
2. Dapat bergerak maju mundur disebut sebagai gerak osilasi
3. Sel membelah memperpanjang tubuh, sedang pertambahan individu dengan

fragmentasi



4. Lebar sdl dapat mencapai 6,8 mm

5. Filamen dapat bergerak dengan cara meluncur lambat.

Sel Oscillatoria sp. membentuk filamen panjang yang dapat pecah menjadi
fragmen yang disebut hormogonia. Hormogonia ini dapat tumbuh menjadi
filamen baru yang lebih panjang lagi. Pemecahan filamen biasanyaterjadi ketika
ada sel yang mati (necridia). Oscillatoria sp. menggunakan fotosintesis untuk
hidup dan bereproduksi. Setiap filamen pada Oscillatoria sp. terdiri dari trikoma
yang terbuat dari sel baris. Ujung dari trikoma dapat berosilasi seperti pendulum

(Guiry, 2011).

Oscillatoria sp. merupakan salah satu kelompok Cyanobacteria. Dimana hampir
semua jenis cyanobacteria dapat memproduksi pigmen berupa klorofil, karoten,

dan juga fikobiliprotein.

C. Fikobiliprotein

Fikobiliprotein adalah kelompok protein yang berikatan dengan gugus tetrapyrol
protestik secaralinear. Gugus protestik tersebut disebut sebagai bilin karena
kedekatan strukturnya dengan pigmen bilin yang terdapat pada manusia yaitu
biliverdin dan bilirubin. Konformas dan hambatan sterik yang dimiliki bilin di
dalam lingkungan aslinya menghasilkan suatu sifat spektroskopi yang spesial
yang diwujudkan dengan warna yang cemerlang dan fluorosens yang cerah pada
protein ini (Glazer, 1994). Fikobiliprotein ini juga dinyatakan sebagai
phycobilisomes (PBSs). Phycobilisomes merupakan kompleks supramol ekul ar

yang terdiri dari substruktur inti dan batang periferal, dan mengandung hingga
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60% dari total protein di cyanobacteria. Terlepas dari penyerapan cahaya dan
transduksi, fungsi tambahan dari PBSs sejauh ini diidentifikasi sebagai sumber

nutrisi penting dalam kebutuhan nitrogen, sulfur atau karbon (Parmar et al., 2011).

Fikobiliprotein dapat ditemukan pada Cyanobacteria atau disebut juga dengan
algabiru-hijau, pada kloroplast rhodopyta (alga merah) dan pada cryptophyceae,
kelas alga eukaryotik uniseluler biflagel (kriptomonad). Dari semuajenis
mikroorganisme tersebut fungsi dari fikobiliprotein adalah sebagal pigmen
pembantu pada proses fotosintesis. Fikobiliprotein menyerap cahaya pada kisaran
panjang gelombang tampak dan mentransfer energi eksitasi ke pusat reaks pada
membran fotosintesis untuk mengubah cahaya matahari tersebut menjadi energi

kimia (Glazer, 1985, 1986, 1989).

Di dalam Cyanobacteria, fikobiliprotein terdapat |ebih dari 60% dari total fraksi
protein selular larut, yang setara dengan hampir 20% dari total berat kering
cyanobacteria (Soni et al., 2008). Fikobiliprotein memiliki spektrum yang luas
untuk aplikasi bioteknologi aktual dan potensial, misalnya dalam bahan nutrisi
dan farmasi, industri makanan, kosmetik, penelitian biomedis, dan diagnostik

klinis.

Fikobiliprotein merupakan senyawa bewarna yang larut dalam air yang terikat
membentuk fikobilisome. Warnadari fikobiliprotein berasal dari gugus prostetik
yang berikatan dengan kovalen dengan kromofor tetraphyrol rantai terbuka. Jalur
biosintesis fikobiliprotein telah diusulkan oleh Brown et al., (1984) melalui

biliverdin pada Gambar 2.
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Gambar 2. Jalur biosintesis fikobiliprotein dari biliverdin (Sara ebat.. 2014).

1. Klasifikas Fikobiliprotein H

Fikosianobilin
Berdasarkan urutan asam amino dan absorbansi maksimumnya, fikobiliprotein
pada Cyanobacteria dan rhodophyta dapat dibagi menjadi tigakelas yaitu :
fikoeritrin (Amaks ~550-565 nm), fikosianin (Amas ~610-625 nm), dan
allofikosianin (Amaks 650 nm). Jikadilihat dengan mata, fikoeritrin akan terlihat
berwarna merah, fikosianin akan terlihat seperti ungu (fikoeritrosianin, R-
fikosianin) hingga biru pekat (C-fikosianin), dan allofikosianin terlihat sebagai
warna biru sedikit hijau (Cohen, 2003). Klasifikasi fikobiliprotein adalah sebagai

berikut;

a. Fikoeritrin

Fikoeritrin (PE) adalah senyawa fikobiliprotein yang berwarna merah. Fikoeritrin
yang dimurnikan dari alga merah mempunyai bentuk heksamer dengan sub unit

struktur (af)gy dan berat molekul 250000. Masing-masing heksamer membawa 34
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bilin. Absorbs fikobiliprotein terlihat pada panjang gel ombang 480 dan 570 nm.
Mayoritas alga merah mengandung R-fikoeritrin, dan B-fikoeritrin. Tidak seperti
fikobiliprotein lain yang digunakan sebagai pewarna makanan dan kosmetik,
fikoeritrin memiliki sifat yang menguntungkan yang membuatnya cocok dalam

penelitian klinis dan biologi molekuler.

b. Fikosianin

Fikosianin adalah jenis fikobiliprotein yang banyak diisolasi dari alga biru-hijau
Soirulina sp. Seperti jenis fikobiliprotein yang lain fikosianin bersifat fluoresen,
dengan absortivitas molar yang tinggi, dan eksitasi dan emisi pada pita panjang
gelombang tampak. Fikosianin adalah protein yang stabil yang dapat berikatan
dengan mudah dengan antibodi dan beberapa protein lain tanpa mengubah
karakteristik spektrum. Fikosianin tidak stabil terhadap panas dan cahaya dalam
larutan berair, tidak larut dalam larutan asam dan terdenaturasi pada suhu diatas
45°C pada pH 5 dan 7 yang mengarah pada perubahan warna (Jespersen et al.,

2005).

c. Allofikosianin

Allofikosianin murni memiliki bentuk trimer (af)s dengan berat molekul 110000.
Seperti halnya fikosianin protein ini dibawa oleh sub unit fikosianobilin.
Allofikosianin mempunyai absorbansi maksimum pada Amaks 650 dan emisi

maksimum Amaks 660 (Glazer, 1994).



13

2. Ekstraks dan Pemurnian Fikobiliprotein

Ekstraks fikobiliprotein biasanya dilakukan dengan dilarutkan dalam buffer
phospat atau ammonium sulfat (Kuddus et al., 2003). Prosedur pemurnian
fikobiliprotein dari ekstrak kasar biasanya diperoleh dengan mengkombinasikan
beberapa teknik yang berbeda, seperti pengendapan dengan ammonium sulfat,
kromatografi pertukaran ion, dan gel kromatografi untuk mendapatkan fikosianin

murni.

Metode isolasi dari fikobiliprotein telah dilaporkan dari beberapa peneliti, proses
isolasi tersebut mencakup beberapa langkah diantaranya, penghancuran dinding
sel dan gangguan sel, isolasi primer, pemurnian, dan karakterisasi produk akhir.
Beberapa metode penghancuran dinding sel dan penghilangan beberapa gangguan
sel baik metode fisik dan kimia. Metode fisik yang digunakan diantaranya
sonikasi, kavitasi dan shock osmotic, sedangkan metode kimia adalah penggunaan
asam, akali, deterjen, enzim, dan kombinas dari metode fisik dan kima
mencakup penghancuran dinding sel, selanjutnyaklarifikasi dengan cara
disentrifugasi sehingga diperoleh ekstrak fikosianin dan supernatan, dilanjutkan
dengan proses fraksinasi dengan ammonium sulfat, dialysis, dan pengendapan
dengan polietilen glikol. Pemurnian lebih lanjut biasanya dicapai dengan
menggunakan metode kromatografi kolom menggunakan absorben, saringan

molekul, penukar ion, hidroksiapetit atau kombinasi mereka (Kuddus et al., 2003).

3. Aplikasi Fikobiliprotein

Menurut Pandey dkk (2013), fikobiliprotein mempunyal beberapa aplikasi

komersil yang telah dikembangkan dibeberapa bidang diantaranya sebagai:
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a. Agen Biomedis

Fikobiliprotein terutama fikosianin yang diekstrak dari berbaga spesies
Cyanobacteria telah dilaporkan memiliki aktivitas farmakologi, seperti
antioksidan, antikanker, saraf, anti inflammasi, hepatoprotektif dan
hipokolesterolemik. Hal ini dikarenakan senyawa tersebut dapat menghilangkan
radikal bebas dan oksigen aktif, membunuh sel tumor dan meningkatkan aktifitas
limfosit, sehingga manfaatnya sangat luas dalam industri farmasi (Sekar dan
Candramohan, 2008). Ketika dievaluasi sebagal antioksidan in-vitro,
fikobiliprotein mempunya kemampuan untuk menarik radikal alkoksil, hidroksil
dan peroksil serta menghambat peroksidasi lemak mikrosomal yang diinduksi
oleh asam askorbat Fe** atau radikal bebas 2, 2’ Azobis (2- amidinopropane)

dihydrochloride, (AAPH) (Bhat dan Madyastha, 2000).
b. Agen Pewarnaan

Aplikasi yang menarik dari fikobiliprotein adalah kegunaannya sebagal pewarna
alami dalam makanan dan kosmetik menggantikan pewarna sintetis, karena pada
umumnya pewarna sintesis bersifat karsinogenik, beracun, atau kurang aman.
Fikosianin banyak digunakan sebagai pewarna makanan seperti permen, eskrim,
susu, dan produk makanan atau minuman ringan (C-fikosianin) dan pewarna
kosmetik seperti lipstick, eyeliner dan eye shadow (C-fikosianin dan R-fikoeritrin).
Sedangkan fikoeritrin banyak digunakan sebagal pewarna neon atau bahan

fluoresens.
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c. Agen Fluorosens

Fikobiliprotein adalah jenis protein yang memiliki warna cerah dan bersifat sangat
fluorosens. Karenasifat fluoresens mereka yang unik, fikobiliprotein dapat
digunakan dalam aplikasi flow cytometry, fluoresens immunoassay dan mikroskop
fluorosensi untuk diagnosis medis. Tinggi koefisien ekstingsi molar dan hasil
kuantum fluoresensi, besar pergeseran nyala, dan kekebalan dari pendinginan oleh
zat biologis secara alami adalah beberapa sifat dari fikobiliprotein yang membuat
pigmen ini menjadi menarik untuk beragam aplikasi dalam sistem deteksi berbasis
fluoresens (Sekar dan Chandramohan, 2008). Dari ketiga kelompok
fikobiliprotein, kelompok fikoeritrin merupakan kelompok yang banyak

digunakan sebagai agen fluorosensi.

D. Antioksidan

1. Pengertian Antioksidan

Antioksidan adalah zat yang diperlukan tubuh untuk menangkap radikal bebas
yang terbentuk secara berlebih di dalam tubuh (Prakasih, 2001). Radikal bebas
adalah atom atau molekul yang tidak stabil dan sangat reaktif. Hal ini disebabkan
karenaradikal bebas mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada
orbital terluarnya. Antioksidan memiliki peranan yang sangat penting dalam
memerangi radikal bebas. Antioksidan dalam tubuh bermanfaat untuk mencegah
reaksi oksidasi yang ditimbulkan oleh radikal bebas baik berasal dari metabolisme
tubuh maupun faktor eksternal lainnya, seperti cahaya matahari, bakteri, dan lain-

lain. Radikal bebas akan bereaksi dengan molekul di sekitarnya untuk
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memperoleh pasangan el ektron supaya mencapai kestabilan atom atau molekul.
Reaksi ini berlangsung terus menerus dalam tubuh dan bilatidak dihentikan akan
menimbulkan berbagai penyakit degeneratif, seperti kanker, jantung, katarak,

penuaan dini, serta penyakit lainnya (Kikuzaki dan Nakatani, 1993).

Radikal bebas yang beredar dalam tubuh berusaha untuk merusak elektron yang
ada pada molekul lain dalam tubuh. Kerusakan yang ditimbulkan dapat
menyebabkan molekul yang terdapat pada sel dalam tubuh menjadi tidak stabil
yang berpotensi menyebabkan proses penuaan dan kanker. Oleh karenaitu,
diperlukan antioksidan sebagai senyawa pendonor elektron kepada senyawa yang
bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa dihambat

(Winarsi, 2007).

2. Sumber Antioksidan

Menurut Dalimartha dan Soedibyo (1999), berdasarkan sumber perolehannya

antioksidan terbagi menjadi 2 macam, yaitu :

a. Antioksidan adami adalah antioksidan yang diperoleh secara alami yang sudah
ada pada bahan pangan, baik yang terbentuk dari reaksi-reaksi selama proses
pengolahan maupun yang diisolasi dari sumber alami dan digunakan sebagai
bahan tambahan makanan. Contoh antioksidan alami antaralain: Vitamin A,
Vitamin C, Vitamin E, Polifenol, Glutation, asam ellagic, dan lain-lain.

b. Antioksidan sintetis adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis
reaks kimia dan telah diproduks untuk tujuan komersial. Contoh

antioksidan sintetis antara lain: Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi
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Toluen (BHT), Propil galat, Tert-Butil Hidoksi Quinon (TBHQ), Tokoferal,

dan lain-lain.

3. MekanismeKerja Antioksidan

Senyawa antioksidan secara umum menghambat oksidasi substrat yang terjadi
dalam tiga tahap utama, yaitu: inisiasi, propagasi, dan terminasi. Tahap inisiasi
terjadi pembentukan radikal substrat, yaitu turunan substrat yang bersifat tidak
stabil dan sangat reaktif akibat hilangnya satu atom H. Radikal substrat akan
bereaksi dengan oksigen membentuk radikal peroks padatahap propagasi.
Radikal peroksi Iebih lanjut akan menyerang substrat yang menghasilkan

hidroperoksida dan radikal substrat baru (Javanmardi et al., 2003).

Antioksidan mampu mendeaktivas radikal melalui dua mekanisme utama, yaitu
perpindahan atom hidrogen (PAH) dan perpindahan elektron bebas (PEB).
Metode PAH mengukur kemampuan dari antioksidan dalam menstabilkan radikal
bebas dengan memberikan atom hidrogennya, sedangkan metode PEB mengukur
kemampuan antioksidan melalui proses transfer elektron untuk mereduksi

berbaga senyawa, seperti logam, karbonil, dan radikal (Prior et al., 2005).

M etode el ektrokimia untuk antioksidan dan penentuan kapasitas antioksidan telah
banyak diterapkan dan memiliki keuntungan berupa sensitivitas, kecepatan,
sederhana dan instrumentasi yang relatif murah, volume sampel sedikit, dengan
kemajuan aat penelitian yang digunakan. Salah satu aspek yang mendukung
metode el ektrokimia adalah elektroaktivitas dari banyak antioksidan, transfer
elektron yang terlibat dalam antioksidan - reaksi radikal bebas, yang

memungkinkan analisa cepat dari kapasitas antioksidan dari serangkaian
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biocompounds organik bahkan dalam sampel komplek atau berwarna (de Lima et

al., 2007).

E. Voltammetri

Voltammetri adalah metode el ektrokimia dengan pengukuran arus sebagai fungsi
potensial. Metode voltammetri mengaplikasikan suatu potensial pada sebuah sel
elektrokimia dan arus yang mengalir melalui sel diukur sebagai fungsi dari
potensial. Plot arus sebagai fungsi potensial disebut voltammogram.
Voltammogram menampilkan informasi kualitatif dan kuantitatif tentang spesi
yang terlibat pada reaks oksidasi dan reduksi (Harvey, 2000). Daam teknik
voltammetri, potensial yang diberikan dapat diatur sesuai keperluan. Kelebihan
dari teknik ini adalah sensitifitasnya yang tinggi, limit deteksi yang rendah dan

memiliki daerah linier yang lebar.

Sinyal eksitasi yang dihasilkan dalam sel kimia pada metode voltammetri
memiliki 4 bentuk diantaranya adalah linear scan, differential pulse, square wave,
dan triangular (cyclic voltametry) (Skoog et al., 1996). Sel voltammetri sendiri
terdiri dari tiga elektroda, yaitu: elektroda kerja, €l ektroda pembanding, dan

elektroda bantu. Adapun sel voltammetri dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Sel Voltammetri, W: Elektroda kerja, R : Elektroda pembanding,
A :Elektroda bantu (Monk, 2001).

1. Elektroda

Elektroda merupakan komponen yang mengalami kontak langsung dengan zat
yang dapat diukur. Biasanya, dalam satu sel voltammetri terdapat tigajenis

elektroda yaitu el ektroda kerja, elektroda pembanding dan el ektroda bantu.

a. ElektrodaKerja

Elektroda kerja merupakan tempat terjadinyareaks reduks atau oksidasi dari
analit. Elektroda kerja biasanya digunakan sebagai salah satu elemen dalam
sistem tiga el ektroda. Elektroda kerja dapat berperan sebagai katoda maupun
anodatergantung dari jenis reaks elektrodatersebut. Potensial elektroda kerja
dapat divariasikan terhadap waktu untuk mendapatkan reaks yang diinginkan dari
analit. Beberapa bahan yang biasa digunakan sebagai elektroda kerjayaitu

merkuri (Hg), emas (Au), platina (Pt), dan karbon inert seperti glassy carbon
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ataupun elektroda lapis tipis dan tetes raksa (Wang, 2000). Teknik voltammetri
memungkinkan penggunaan berbagai jenis elektroda kerja yang disesuaikan
dengan kebutuhan pengukuran. Kinerja elektroda kerja menentukan keberhasilan
teknik ini. Pemilihan elektroda kerja yang digunakan bergantung pada analit yang
akan dianalisis dan arus latar belakang pada daerah potensial pengukuran. Hal-hal
yang perlu diperhatikan adalah jendela potensial elektroda, konduktivitas listrik,
sifat-sifat mekanik, ketersediaan, dan toksiksitas. Elektroda kerjayang paling
umum dan banyak yang digunakan adal ah raksa, karbon, dan logam mulia seperti

platina dan emas (Wang, 2000).

b. Elektroda Pembanding/Elektroda Acuan

Elektroda pembanding adalah elektroda dengan potensia yang dibuat tetap selama
pengukuran dan nilainya tidak bergantung pada jenis dan komposisi larutan yang
diukur. Elektrodaini berfungsi untuk mengontrol arus yang mengalir pada
elektroda kerjadan larutan. Elektroda yang umum digunakan sebagal €l ektroda

pembanding adalah elektroda kalomel atau Ag/AgCl.

c. Elektroda Bantu

Elektroda bantu disebut juga counter electrode, adalah el ektroda pada sel

el ektrokimia bersamaan dengan elektroda kerja. Elektrodaini digunakan untuk
mengalirkan arus antara el ektroda kerja dan elektroda bantu, sehingga arus dapat
diukur. Umumnya digunakan bahan yang bersifat inert, seperti kawat platina (Pt)
atau emas (Au), dan bahkan grafit. Elektroda yang digunakan dalam voltammetri

dapat dilihat pada Gambar 5.



21

Elektroda

Scl gelas

Porous Frit

Gambar 4. Elektroda yang digunakan dalam voltammetri

2. Voltammetri Siklik

Voltammetri siklik adalah teknik yang paling luas digunakan untuk mendapatkan
informasi kualitatif dan kuantitatif tentang reaksi elektrokimia. Voltammetri
siklik digunakan sebagai eksperimen awal pada studi elektroanalisis. Secara
khusus, metode ini digunakan untuk menentukan lokasi dari potensial redoks dari
spesi elektroaktif secara cepat dan memberikan evaluasi yang baik dari pengaruh

media terhadap proses redoks secara keseluruhan (Wang, 1994).

Voltammetri siklik merupakan teknik voltammetri berdasarkan pengukuran arus
selama penyapuan potensial dari potensial awal ke potensial akhir dan kembali
lagi ke potensial awal atau disebut juga penyapuan (scanning) dapat dibalik
kembali setelah reduksi berlangsung. Dengan demikian arus katodik maupun

anodik dapat terukur. Arus katodik adalah arus yang digunakan pada saat
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penyapuan dari arus yang paling besar menuju arus yang paling kecil dan arus

anodik adalah sebaliknya (Khopkar, 2002).

Hasil dari voltammetri siklik ini adalah hubungan antara arus dan potensial

disebut voltammogram siklik seperti dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 5. Voltammogram siklik reaks reduksi-oksidasi

3. Mekanisme Pengukuran Antioksidan dengan Metode Voltammetri Siklik

Pengukuran kapasitas antioksi dan menggunakan metode voltammetri siklik
dilakukan berdasarkan perpindahan elektron bebas. Pengukuran didasarkan pada
daerah anode yang dihasilkan dari voltammogram. Kurvayang dihasilkan daerah
anode bergantung pada donor elektron suatu zat antioksidan ke suatu senyawa
yang mengandung radikal. Besarnya kapasitas antioksidan dengan menggunakan
voltammetri siklik diukur berdasarkan donor elektron suatu zat antioksidan
tersebut yang dihasilkan pada daerah anode tempat terjadinya donor elektron

(Campanellaet al., 2006).
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Penelitian Korotkova et al., 2002 memberikan informasi bahwa potensi
antioksidan dapat dinyatakan dalam koefisien aktivitas antioksidan yang
merupakan slope dari perubahan konsentrasi berbanding densitas arus reduksi
oksigen. Densitas arus reduksi merupakan hasil bagi dari arus yang dihasilkan

dengan luas permukaan elektroda pada proses pemindaian voltammetri.

M etode voltammetri menggunakan proses electroreduction oksigen (ER O5)
sebagal reaksi modeling. Prosesini mirip dengan reduksi oksigen dalam jaringan
dan ekstrak tumbuhan. Dalam penelitian Korotkova et al (2005), pendekatan yang
efektif dan aman untuk penentuan aktivitas antioksidan dari suatu zat diselidiki
dengan merekam arus reduksi oksigen elektrokimia (ER O,) pada elektroda film
merkuri (MFE) dalam beberapa tahap dengan pembentukan spesies oksigen
reaktif (ROS), seperti O, dan HO,'.

05 L~ - Ni04%

0,*" +H' 2 HO,*

HO,®* + HT + e~ = H,0,

Pendekatan ini memungkinkan untuk mengevaluasi interaksi antara antioksidan
dan ROS. Interaksi ini berdasarkan pada mekanisme berikut:

K
0,*~ + R-OH & HO»* + R=0

HO»* + R—OH = H,0, + R=0
dimana ROH adalah bentuk berkurangnya antioksidan dan RO adalah bentuk

teroksidasi (Korotkova et al., 2005).



24

4. Larutan Elektrolit

Analisis secara el ektrokimia, tidak ada pelarut tunggal yang ideal. Pemilihan
pelarut biasanya berdasarkan beberapa faktor diantaranya didasarkan pada
konduktifitas, kemampuan melarutkan elektrolit dan elektroaktif analit, aktifitas
redoks, dan reaktifitas dengan materi yang diteliti. Pelarut tidak boleh
menimbulkan efek adsorbsi dari elektroaktif analit pada elektroda. Pelarut juga
harus tidak bereaksi dengan analit atau dengan produk dan harus tidak
mengalami reaks elektrokimia padarange potensial berlebih (Gosser, 1993;
Reiger, 1993). Larutan elektrolit merupakan kombinasi dari pelarut dan elektrolit
pendukung. Pemilihan larutan elektrolit bergantung pada aplikasinya. Larutan
elektrolit digunakan untuk mengurangi hambatan dari larutan, menambah
konduktifitas dan mengontrol potensial selama penelitian untuk mengurangi efek
migrasi elektron yang mempengaruhi arus yang terukur tidak hanya terukur
dari analit yang berdifusi melainkan juga dari migrasi (Skoog, et al., 1992),

serta mempertahankan agar kekuatan ion konstan (Wang, 1994).

5. Elektrolit Pendukung

Elektrolit pendukung merupakan larutan inert yang dapat berupaklorida, nitrat,
dan sulfat dari Li, Na, dan K, perklorat dari Li, Na dan garam-garam dari basa
tetraalkilamonium. Selain itu, larutan el ektrolit pendukung juga dapat berupa
garam anorganik, asam mineral dan buffer. Elektrolit pendukung yang digunakan
pada analisis dikendalikan oleh potensial bertujuan untuk mengurangi tahanan

dari larutan dan efek elektromigrasi serta menjaga kekuatan ion.
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Syarat elektrolit pendukung diantaranya memiliki rentang potensial standar yang
berbeda dari analit yang diperiksa (setidaknya 100-200 mV). Dalam pemilihan
elektrolit pendukung ini, diharapkan tidak mengganggu reaks pada el ektroda.
Konsentrasi larutan elektrolit ini biasanya antara0,01 M — 1 M (Brett dan Brett,

1994).

F. Asam Askorbat

Asam askorbat atau vitamin C memiliki nama sistematis [IUPAC (5R)-[(15)-1,2-
dihidroksetil]-3,4-dihidroksifuran-2(5H)-on. Rumus kimiavitamin C adalah
CsHsOs dengan berat molekul 176 gram/mol. Zat ini berwujud kristal putih
kekuningan dengan kelarutan yang tinggi dalam air. Nama askorbat berasal dari
kata a - yang berarti tanpa dan scorbotus yang merupakan suatu penyakit akibat
devisiens vitamin C (Kumar et al., 2011). Struktur molekul vitamin C adalah

seperti Gambar 6.

OH
HO

HO
OH

Gambar 6. Struktur asam askorbat

Struktur molekul asam askorbat Vitamin C berperan cukup penting dalam tubuh

organisme. Senyawa ini memiliki dua stereoisomer yaitu D-Asam askorbat dan
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L-Asam askorbat. L-Asam askorbat bertindak sebagai donor elektron untuk 11
(sebelas) jenis enzim pada berbaga organisme. Askorbat juga dapat bertindak
sebagai kofaktor dalam reaksi yang dikatalisis oleh sejumlah enzim oksigenase.
Enzim-enzim tersebut diantaranya adalah a peptidil glisin monooksigenase dan
amidasi monooksigenase. Ini berarti vitamin C berperan sebagai agen pereduksi

atau sebagai antioksidan (Linster dan Schaftingen, 2006).

Sebagai zat penyapu radikal bebas, vitamin C dapat langsung bereaksi dengan
anion superoksida, radikal hidroksil, oksigen singlet dan lipid peroksida. Sebagai
reduktor asam askorbat akan mendonorkan satu elektron membentuk
semidehidroaskorbat yang tidak bersifat reaktif dan selanjutnya mengalami reaksi
disproporsionasi membentuk dehidroaskorbat yang bersifat tidak stabil.
Dehidroaskorbat akan terdegradasi membentuk asam oksalat dan asam treonat.
Oleh karena kemampuan vitamin C sebagal penghambat radikal bebas, maka
peranannya sangat penting dalam menjaga integritas membran sel (Suhartono et

al., 2007).

Reaks askorbat dengan superoksida secarafisologis mirip dengan kerjaenzim
super oksida dismutase (SOD) sebagai berikut (Asada, 1992):
1. Reaks asam askorbat dengan superoksida
20, + 2H" +Askorbat - 2H,0, + Dehidroaskorbat
2. Reaks dengan hidrogen peroksida dikatalisis oleh enzim askorbat
peroksidase

H,O, + 2 Askorbat — 2H,0 + 2 Monodehidroaskorbat
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Berikut ini merupakan contoh voltammogram dari asam askorbat sebagai
perbandingan sampel antioksidan dalam penelitian yang dilakukan oleh
Campanellaet al., (2006) dengan variasi konsentrasi asam askorbat 0,5; 1; 1,5;

dan 2 mM dalam pelarut buffer fosfat.
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Gambar 7. Voltammogram peningkatan konsentrasi asam askorbat (a= 0,5;
b=1; c=1,5; d=2 mM) (Campanellaet al., 2006).

G. Kromatografi Kolom

Kromatografi Kolom merupakan metode pemisahan yang didasarkan pada

pemisahan daya adsorbsi suatu adsorben terhadap suatu senyawa, baik

pengotornya maupun hasil isolasinya. Seberapa jauh komponen itu dapat diserap
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absorben tergantung pada sifat fisika komponen tersebut. Prinsip kerja
kromatografi kolom perbedaan daya serap dari masing-masing komponen,
campuran yang akan diuji, dilarutkan dalam sedikit pelarut lalu dimasukkan lewat
puncak kolom dan dibiarkan mengalir kedalam zat menyerap. Senyawa yang lebih
polar akan terserap lebih kuat sehingga turun lebih lambat dari senyawa non polar
terserap lebih lemah dan turun lebih cepat. Zat yang diserap dari larutan secara
sempurna oleh bahan penyerap berupa pita sempit pada kolom. Pelarut Iebih
lanjut dengan/tanpa tekanan udara masing-masing zat akan bergerak turun dengan
kecepatan khusus sehinggaterjadi pemisahan dalam kolom (Sastrohamidjojo,

2004)

Pemi'sahan komponen campuran melalui kromatografi adsorpsi tergantung pada
kesetimbangan adsorpsi-desorps antara senyawa yang teradsorb pada permukaan
dari fase diam padatan dan pelarut dalam fase cair. Tingkat adsorpsi komponen
tergantung pada polaritas molekul, aktivitas adsorben, dan polaritas fase gerak
cair. Umumnya, senyawa dengan gugus fungsional lebih polar akan teradsorb
lebih kuat pada permukaan fase padatan. Aktivitas adsorben tergantung komposisi

kimianya, ukuran partikel, dan pori-pori partikel (Braithwaite and Smith, 1995).

Solven murni atau sistem solven tunggal dapat digunakan untuk mengelusi semua
komponen. Pemilihan solven eluen tergantung pada jenis adsorben yang
digunakan dan kemurnian senyawa yang dipisahkan. Solven harus mempunyai
kemurnian yang tinggi. Keberadaan pengganggu seperti air, alkohol, atau asam
pada solven yang kurang polar akan mengganggu aktivitas adsorben (Braithwaite

and Smith, 1995).
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H. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis adalah aat yang digunakan untuk mengukur serapan
yang dihasilkan dari interaksi kimiaantararadiasi elektromagnetik dengan
molekul atau atom dari suatu zat kimia pada daerah UV-Vis. Spektrofotometer
UV-Vis adalah anggota teknik analisis spektroskopik yang memakai sumber
radiasi elektromagnetik ultraviolet (190-380 nm) dan sinar tampak (380-780 nm)

dengan memakai instrumen spektrofotometer (Harmita, 2006).

Spektrofotometer UV -Vis merupakan metode analisa yang penggunaannya cukup
luas, baik untuk analisa kualitatif maupun kuantitatif. Untuk analisa kuantitatif
yang diperhatikan adalah:

a. Membandingkan A maksimum

b. Membandingkan serapan (A), daya serap (a)

c. Membandingkan spektrum serapannya

Prinsip dari spektrofotometri UV-Vis adalah mengukur jumlah cahaya yang
diadsorbsi atau ditransmisikan oleh molekul-molekul di dalam larutan. Ketika
panjang gelombang cahaya ditransmisikan melalui larutan, sebagian energi cahaya
tersebut akan diserap (diadsorbsi). Besarnya kemampuan molekul-molekul zat
terlarut untuk mengabsorbsi cahaya pada panjang gel ombang tertentu dikenal
dengan istilah absorbansi (A), yang setara dengan nilai konsentrasi larutan
tersebut dan panjang berkas cahaya yang dilalui (biasanya 1 cm dalam
spektrofotometri) ke suatu point dimana persentase jumlah cahaya yang

ditransmisikan atau diadsorbs diukur dengan phototube.
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Gambar 8. Skema instrument UV-Vis

Sampel yang sering dianalisis dengan spektrofometer UV -Vis adalah senyawa
organik. Senyawa organik yang dapat memberikan serapan adalah senyawa yang
memiliki gugus kromofor dan auksokrom. Gugus kromofor adalah gugus
fungsional tidak jenuh yang memberikan serapan pada daerah ultraviolet atau
cahaya tampak. Hampir semua kromofor mempunyai ikatan rangkap seperti
akena (C=C), C=0, -NO,, benzene, dan lain-lain. Sedangkan auksokrom adalah
gugus fungsional seperti —OH, -NH,, -X, yaitu gugus yang mempunyai elektron
nonbonding dan tidak mengabsorbsi radiasi pada A diatas 200 nm, akan tetapi

mengabsorbsi radiasi UV jauh (Harmita, 2006).

Panjang gelombang dimana absorbsi spektrum maksimum disebut panjang
gelombang maksimum (A maks). Pengukuran ditunjukkan untuk menghitung
jumlah senyawa dalam sampel. Jika konsentrasi senyawa semakin tinggi maka

lebih banyak cahaya yang diabsorbsi oleh sampel (Harmita, 2006).

Pengukuran konsentrasi fikobiliprotein menggunakan UV-Vis dapat dilakukan

dengan mengukur spektrum pigmen fikobiliprotein pada panjang gel ombang 300-
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700 nm. Berdasarkan serapan pada panjang gel ombang maksimum yang
didapatkan dengan mengukur serapan larutan pada panjang gelombang
tertentu, maka dapat dihitung kadar pigmen fikobiliprotein. Gambar 9.
merupakan salah satu contoh kurva absorbansi dari fikobiliprotein berdasarkan
panjang gelombang maksimum dari fikosianin, fikoeritrin dan alofikosianin yang

diisolas dari Lyngbya sp. AO9DM.
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Gambar 9. Spektrum UV-Vis dari fikosianin, fikoeritrin dan allofikosianin
yang diisolasi dari Lyngbya sp. AO9DM (Singh et al., 2015).



(1. METODOLOGI PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Pendlitian

Penelitian ini dilakukan di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi

Teknologi Universitas Lampung dari bulan Maret - Juli 2016.

B. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antaralain Laminar Air Flow,
aerator, aat-alat gelas merk pyrex (erlenmeyer, gelas ukur, pipet tetes, labu ukur,
gelas kimia, pipet volum), botol film ukuran 10 mL, lampu TL 40 Waitt,
sentrifugasi, mikroskop cahaya, ultrasonik, neraca analitik (merk Wiggen
Housser), Spektrofotometer UV-Vis (Cary Eclips 100), dan 1 set alat Potentiostat
(eDAQ Pty Ltd) yang terdiri dari elektroda kerja emas, elektroda referensi

Ag/AgCI, elektroda bantu platina, dan sel elektrokimia berukuran 2,5 mL.

Bahan-bahan yang digunakan antaralain media F/2-Si yang terdiri dari NaNO3
NaH,PO,4.2H,0, N&Si03.9H,0, Trace Element (Nag EDTA.2H,0, FeCl3.6H,0,
MnCl.4H,0, ZnS0,4.7H,0, CoCl, 6H,0, CuS0O,4.5H,0, NaxM00,.2H,0), larutan

vitamin (Biotin (vit H), Cyanokobaamin (vit B12)), air laut, larutan standar
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vitamin C, aquapure, buffer fosfat, serta bahan-bahan pendukung seperti tisu,
alumunium foil, dan sebagainya. Biomaterial yang digunakan adalah isolat
mikroalga Oscilatoria sp., diperoleh dari UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra

Inovasi Teknologi Universitas Lampung.

C. Metode Pendlitian

1. Kultivas Oscillatoria sp.

Metode kultivasi mengacu pada metode yang dilakukan Guillard (2005) yang
dimodifikasi. Sebanyak 200 mL mediaf/2-Si dimasukkan ke dalam labu kultur
dan ditambahkan dengan 25 mL kultur Oscilatoria sp. Induk dan dikultivasi
selama satu minggu, pada suhu ruang, dengan sistem aerasi ke dalam media dan
sistem pencahayaan selama 24 jam menggunakan lampu TL 40 watt. Kultur
tersebut kemudian diperbesar hingga skala 10 L, sertawaktu kultivasi selama satu
minggu. Morfologi mikroalga Oscillatoria sp. diidentifikasi menggunakan

mikroskop konfokal dengan perbesaran 40X (Bold and Wynne, 1985).

2. Pemanenan Oscillatoria sp.

Pemanenan biomassa Oscillatoria sp. dilakukan menggunakan teknik filtrasi atau
penyaringan menggunakan kain saring 380-500 mesh. (Vonshak, 2002). Isolat
Oscilatoria sp. dipanen setelah kondisi optimum (8 hari). Biomassa basah yang
diperoleh dikumpulkan dan disimpan dalam lemari pendingin (suhu 4 °C) jika

tidak langsung digunakan.



3. Ekstraks Fikobiliprotein

Biomassa Oscilltoria sp. selanjutnya diekstrakst menggunakan larutan buffer
fosfat 50 mM pH 7. Prosedur ekstraks dilakukan dengan cara menambahkan
larutan buffer fosfat ke dalam biomassa Oscillatoria sp. yang akan diekstraksi.
Campuran biomassa dan buffer fosfat dengan perbandingan 1 gr/5 ml disonifikasi
selama 30 menit agar homogen. Selanjutnyadisentrifugasi untuk memisahkan
fikobiliprotein dari biomassa Oscillatoria sp. dengan kecepatan minimum 12.000
rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C. Kemudian supernatan dipisahkan dari
endapan. Hasil sentrifus didekantasi dan ekstrak fikobiliprotein digunakan untuk

dianaisis lebih lanjut menggunakan voltammetri siklik.

4. Pemurnian Fikobiliprotein

Fikobiliprotein dimurnikan dengan menggunakan metode kromatografi kolom.
Kolom fluorapetit terlebih dahulu dicuci dengan menggunakan buffer fosfat dan
NaCl untuk menghilangkan pengotor yang masih menempel pada permukaan.
Selanjutnya, ekstrak fikobiliprotein dimasukkan ke dalam kolom dan dielusi

dengan buffer fosfat pH 7.

5. ldentifikas Fikobiliprotein Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Identifikas fikobiliprotein dan penentuan konsentrasi ekstrak kasar dan pigmen
murni dilakukan dengan mengukur spektrum dan serapan fikobiliprotein pada

panjang gel ombang 200-800 nm.
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6. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode Voltammetri
Siklik

a. Persiapan Alat Voltammeter

1. Elektrolit Pendukung

Padatan KNOj3 ditimbang sebanyak 0,253 gram kemudian diencerkan dengan
aquapure dalam labu ukur 25 mL dan dihomogenkan sehingga diperoleh larutan

KNO;3 0,1 M yang digunakan sebagai larutan elektrolit pendukung.

2. Pembuatan L arutan Blangko

Larutan buffer fosfat dipipet sebanyak 2 mL kemudian ditambah dengan e ektrolit
pendukung 0,5 mL KNO30,1 M dan dihomogenkan sehingga diperoleh larutan
blangko. Untuk penentuan kapasitas antioksidan, larutan blangko dibuat duplo
yaitu tanpa dan dengan kandungan oksigen. Larutan blangko tanpa oksigen dibuat

dengan cara dijenuhkan dengan gas nitrogen selama 5 menit.

3. Larutan Kontrol Asam Askorbat (Vitamin C)

Asam Askorbat (Mr = 176 mol/gram) ditimbang sebanyak 0,022 gram kemudian
dilarutkan dalam buffer fosfat dalam labu ukur 25 mL dan dihomogenkan
sehingga diperoleh larutan stok vitamin C 5 mM. Selanjutnya dibuat larutan kerja
Asam Askorbat dari larutan stok 5 mM dengan cara pengenceran. Larutan kerja
Asam Askorbat yang digunakan untuk analisis adalah konsentras 1 mM, 1,5 mM,

dan 2 mM.



4. Voltammetri
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Pada penelitian ini digunakan alat potensiostat (eDaQ Potentiostat). Alat

voltammeter dilengkapi dengan sambungan USB yang dapat terhubung pada

laptop untuk melihat grafik oksidasi dan reduksi. Alat ini juga dilengkapi dengan

tiga elektroda, diantaranya elektroda kerja emas, el ektroda bantu platina dan

elektroda reference perak/perak klorida. Digunakan sel elektrokimia bervolume

2,5 mL untuk larutan kerjayang akan diuji aktivitas antioksidannya. Alat diatur

dengan beberapa kondisi pengukuran oksidasi molekul dan reduksi radikal

fikobilirotein yang disgjikan pada Tabel 1 dan Tabel 2.

Tabel 1. Kondisi Pengukuran Oksidasi Molekul Fikobiliprotein

Parameter Keterangan
Mode Siklik

Initial E 0mv

Final E 1600 mV
Laju selusur 100 mV/detik
Range arus 200 pA

Tabel 2. Kondisi Pengukuran Reduksi Radikal

Parameter Keterangan
Mode Siklik

Initial E omv

Fina E -1300 mV
Laju selusur 100 mV/detik
Range arus 200 pA
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b. Analisis Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Disusun sel elektrokimiayang terdiri dari tiga elektroda yaitu elektroda
pembanding (Ag/AgCl), elektroda kerja (Au) dan elektroda bantu yaitu Platina.
Dihubungkan elektroda pembanding / elektroda kerja/ elektroda bantu pada
konektor potensiostat yang sesuai, yaitu elektroda kerja dihubungkan pada kabel
berwarna hijau, € ektroda pembanding dihubungkan pada kabel berwarna kuning,
dan elektroda bantu yaitu Platina dihubungkan pada kabel berwarna merah.
Dihidupkan potensiostat dan komputer yang terhubung dengan alat tersebut serta
dijalankan software yang mengontrol proses analisis voltammetri. Larutan
pertama dalam proses ini adalah larutan blangko yaitu pelarut buffer fosfat 2 mL
dimasukkan ke dalam sel elektrokimia dan ditambahkan el ektrolit pendukung
KNO3 sebanyak 0,5 mL. Pengukuran larutan blangko tanpa oksigen akan
dihasilkan arus yang dinyatakan sebagai nilai arus residua (les). Pengukuran
larutan blangko yang mengandung oksigen akan menghasilkan arus yang
dinyatakan sebagai nilai limit arus oksigen (Ior). Kemudian perlakuan yang sama
dilakukan pada larutan hasil ekstraks fikobiliprotein dengan variasi konsentrasi
5%; 10%; 15%; 20%(v/v) dan diberi penambahan 0,5 mL elektrolit pendukung
KNO;s. Perubahan yang terjadi diamati pada profil voltammogram yang
dihasilkan. Setiap dilakukan pengukuran, elektroda dibilas dengan akuades.
Pengukuran juga dilakukan untuk kontrol positif, yaitu Asam Askorbat.
Pengukuran larutan standar antioksidan dilakukan dari konsentrasi terendah ke

konsentrasi tertinggi, kemudian dilanjutkan dengan pengukuran larutan sampel.



V. PENUTUP

A. Kesimpulan

Adapun kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah :

1. Berdasarkan polavoltammogram, diperoleh hasil bahwa fikobiliprotein dari
Oscillatoria sp. memiliki kemampuan sebagai antioksidan.

2. Berdasarkan arus oksidasi dan nilai koefisien aktivitas yang dihasilkan, dalam
konsentrasi yang lebih rendah dari asam askorbat, fikobiliprotein memiliki
kekuatan antioksidan yang lebih besar dibandingkan asam askorbat.

3. Ekstrak kasar maupun pigmen murni fikobiliprotein dalam penelitian ini
memiliki kemampuan yang setara sebagai antioksidan dengan koefisien
aktivitas antioksi dan masing-masing sebesar 0.043 dan 0.048.

4. Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan metode voltammetri siklik
dapat digunakan sebagai alternatif untuk mengetahui aktivitas antioksidan

dari fikobiliprotein.
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B. Saran

1. Rasio kemurnian fikobiliprotein masih terbilang cukup rendah, sehingga
diperlukan analisis lebih lanjut untuk mendapatkan rasio kemurnian
fikobiliprotein menggunakan metode pemurnian yang berbeda.

2. Anaisislebih lanjut secara voltammetri dengan melakukan validasi dan
verifikasi metode untuk memenuhi persyaratan penggunaan parameter dari
penelitian yang telah dilakukan.

3. Pendlitian lebih lanjut masih diperlukan untuk mendapatkan informasi
mengenai mekanisme radikal lain terhadap fikobiliprotein.

4. Modifikas terhadap struktur fikobiliprotein untuk mengetahui

pengaruhnya dengan radikal bebas.
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