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RINGKASAN

DEWI INDRA PURNAMASARI. Pengaruh Konsentrasi Biakan dan Lama
Inkubasi dengan Trichoderma viride terhadap Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kasar
Sargassum filipendula Segar (di bawah bimbingan Ir. Bambang Budi Sasmito,
MS dan Dr. Ir. Hardoko, MS)

Sargassum filipendula potensial sebagai sumber antioksidan alami, yang
banyak ditemukan di perairan Indonesia. Salah satunya di Pantai Ponjuk Desa
Padike Kecamatan Talango Kabupaten Sumenep Pulau Madura. Antioksidan
alami dapat melindungi tubuh terhadap kerusakan yang disebabkan spesies
oksigen reaktif. Untuk mendapatkan zat antioksidan dari Sargassum filipendula
diperlukan metode inkubasi sampel yang tepat. Penambahan metode fermentasi
dan penambahan konsentrasi biakan yang tepat pada saat inkubasi sampel
berpengaruh terhadap zat antioksidan yang akan didapatkan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi biakan dan lama
inkubasi yang tepat untuk mengekstrak senyawa antioksidan pada Sargassum
filipendula, sehingga ekstrak yang dihasilkan optimal dan memiliki aktivitas
antioksidan yang baik.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Teknologi Hasil Perikanan dan
Laboratorium Mikrobiologi Dasar Fakutas Perikanan dan Illmu Kelautan
Universitas Brawijaya Malang pada bulan Januari 2012 - Maret 2013.

Metode yang digunakan adalah metode eksperimen. Penelitian dibagi
menjadi 2 tahap yaitu penelitian pendahuluan dan utama. Rancangan yang
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial yang terdiri dari 2
faktor, 3 level dan 2 kali ulangan. Parameter uji yang digunakan ada dua yaitu
kuantitatif dan kualitatif. Parameter kualitatifnya yaitu uji senyawa fitokimia
sedangkan parameter kuantitatifnya yaitu jumlah rendemen, kadar air, nilai ICs
dan total fenol. Untuk mengetahui pengaruh perlakuan terhadap respon
parameter uji, dilakukan analisis keragaman (ANOVA) dengan uji F pada taraf
5% dan jika terdapat hasil yang berbeda sangat nyata maka dilakukan uji Duncan
pada taraf 5% untuk mengetahui perlakuan terbaik.

Hasil penelitian pendahuluan menunjukan bahwa konsentrasi biakan 5%
dan lama inkubasi 6 hari memberikan nilai 1Csy yang lebih rendah daripada
kontrol yaitu sebesar 41.54 ppm. Semakin rendah nilai ICso maka semakin tinggi
aktivitas antioksidannya. Konsentrasi biakan 5% dan lama inkubasi 6 hari
kemudian dijadikan titik acuan untuk penelitian utama. Persen kadar air tertinggi
pada perlakuan konsentrasi biakan 3% dan lama inkubasi 7 hari sebesar 96.94%
sedangkan kadar air terendah pada perlakuan konsentrasi biakan 7% dan lama
inkubasi 11 hari sebesar 93.37%. Persen rendemen tertinggi pada perlakuan
konsentrasi biakan 7% dan lama inkubasi 11 hari sebesar 26.26% sedangkan
persen rendemen terendah pada perlakuan konsentrasi biakan 3% dan lama
inkubasi 7 hari sebesar 13.64%. Aktivitas antioksidan terendah pada perlakuan
konsentrasi biakan 3% dengan nilai ICs, sebesar 87.69 ppm, sedangkan pada
perlakuan lama inkubasi 7 hari dengan nilai 1Csy sebesar 71.27 ppm. Nilai total
fenol tertinggi pada perlakuan konsentrasi biakan 3% sebesar 51.48 mg
GAE/1000 g, sedangkan pada perlakuan lama inkubasi 7 hari sebesar 55.56 mg
GAE/1000 g. Hasil uji fitokimia dari perlakuan yang terbaik menunjukan bahwa
ekstrak Sargassum filipendula positif mengandung senyawa flavonoid, alkaloid,
dan fenolik. Perlakuan yang terbaik untuk mengekstrak antioksidan dari
Sargassum filipendula adalah perlakuan konsentrasi 3% dan lama inkubasi 7 hari
karena memiliki aktivitas antioksidan yang paling kuat.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut merupakan salah satu komoditas hasil laut yang penting,
serta tumbuh dan tersebar hampir di seluruh perairan laut Indonesia. Tumbuhan
ini bernilai ekonomi tinggi dalam bidang industri makanan maupun bukan
makanan (industri kosmetik, tekstil, dan farmasi), untuk memenuhi permintaan
dalam negeri maupun luar negeri (Indriani dan Sumiarsih, 1992).

Ganggang coklat adalah salah satu ganggang yang tersusun atas zat
warna atau pigmentasinya. Phaeophyta (ganggang coklat) ini berwarna coklat
karena mengandung pigmen xantofis. Bentuk tubuhnya seperti tumbuhan tinggi.
Thallus dari jenis golongan Phaeophyceae bersel banyak (multiseluler),
umumnya mikroskopik dan mempunyai bentuk tertentu. Sel mengandung
promakropora yang berwarna coklat kekuning-kuningan karena adanya
kandungan fukoxantin yang melimpah. Dinding sel sebagian besar tersusun oleh
tiga macam polimer yaitu selulosa, asam alginat, fukan dan fukoidin (Hamid,
20009).

Sargassum sp. merupakan alga coklat yang termasuk dalam kelas
Phaeophyceae. Salah satu jenis Sargassum sp. yaitu Sargassum filipendula.
Ciri-ciri marga Sargassum filipendula adalah bentuk thallus yang umumnya
silinder atau gepeng, tumbuh dan berkembang pada substrat dasar yang kuat,
berukuran relatif besar, cabangnya rimbun menyerupai pohon, bentuk daun
melebar, lonjong seperti pedang, mempunyai gelembung udara yang umumnya
soliter, panjangnya mencapai 7 meter (di Indonesia terdapat spesies yang
panjangnya 3 meter), dan warna thallus umumnya coklat (Hartono, 2008).

Hasil penelitian beberapa tahun terakhir menunjukkan adanya kandungan

antioksidan di beberapa jenis alga di luar negeri sehingga berpotensi sebagai



produk pangan fungsional (Kusumawati, 2009). Secara sederhana antioksidan
dinyatakan sebagai senyawa yang mampu menghambat atau mencegah
terjadinya oksidasi. Antioksidan memiliki kemampuan dalam memberikan
elektron, mengikat dan mengakhiri reaksi berantai radikal bebas yang
mematikan. Antioksidan yang dipakai kemudian didaur ulang oleh antioksidan
lain untuk mencegahnya menjadi radikal bebas (bagi dirinya sendiri) atau tetap
dalam bentuk tersebut tetapi dengan struktur yang tidak dapat merusak molekul
lainnya (Rohdiana, 2008).

Hasil penelitian Mori et al., (2004) yang mengisolasi tiga metabolit
fucoxanthin dari tiga alga coklat (Undaria pinnatifida, Petalonia binghamiae dan
Laminaria religiosa) menunjukkan senyawa antioksidan yang ada dalam alga
coklat adalah fucoxanthin, golongan karotenoid yang bertanggung jawab
memberikan warna coklat pada alga coklat. Zahra et al., (2007) juga
membuktikan bahwa Sargassum boveanum potensial sebagai sumber
antioksidan alami.

Zat antioksidan dari Sargassum filipendula diperoleh melalui proses
ekstraksi, tetapi jumlah antioksidan yang dihasilkan masih sedikit. Sehingga pada
penelitian ini, proses ekstraksi Sargassum filipendula dilakukan secara
fermentasi melibatkan enzim-enzim pemecah dinding sel rumput laut. Komponen
penyusun dinding sel rumput laut terdiri dari algin, selulosa dan pektin.
Diharapkan dengan adanya proses fermentasi selama maserasi dapat memecah
dinding sel secara sempurna agar zat antioksidan yang dihasilkan semakin
banyak.

Fermentasi mempunyai arti suatu proses terjadinya perubahan kimia
sepenuhnya suatu substrat organik melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh
mikroorganisme (Fanjiono, 2012). Selulase dapat diproduksi oleh fungi, bakteri,

dan ruminansia. Produksi enzim secara komersial biasanya menggunakan fungi



atau bakteri. Salah satu fungi yang bisa menghasilkan selulase antara lain genus
Trichoderma (Sa’adah, 2010). Trichoderma merupakan fungi multiseluler
berbentuk filamen sehingga masuk kelompok kapang (molds) (Wahyudi dan
Hendriana, 2012). Pada penelitian ini digunakan kapang Trichoderma viride
karena menurut Supriyati et al., (2010), kapang ini mempunyai sifat selulolitik.
Trichoderma viride telah dimanfaatkan untuk memfermentasi jerami padi.

Ekstraksi atau penyarian merupakan peristiwa perpindahan masa zat aktif
yang semula berada dalam sel, ditarik oleh cairan penyari. Salah satu cara
ekstraksi yang paling sederhana adalah maserasi. Maserasi merupakan proses
penyaringan dengan cara serbuk direndam dalam pelarut sampai meresap dan
melunakkan susunan sel, sehingga zat-zat yang mudah larut akan melarut
(Ansel, 1989). Hasil penelitian mengenai alga coklat telah banyak dilaporkan,
yaitu pada penelitian yang dilakukan oleh Suryaningrum et al., (2006) yang
menggunakan pelarut metanol, etil asetat dan heksan untuk mengekstrak
antioksidan dari Halymenia harveyana dan Eucheuma cottoni, aktivitas
antioksidan yang tinggi terhadap radikal bebas DPPH ditunjukkan pada fraksi
metanol (pelarut bersifat polar) pada alga jenis H. Harveyana dengan nilai 1Cs
sebesar 176.50 ppm.

Salah satu uji untuk menentukan aktivitas antioksidan penangkap radikal
adalah metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) (Blois, 1958). Pengujian
dengan DPPH didasarkan pada pengukuran kemampuan antioksidan yang diuji
dalam menangkap radikal bebas stabil 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (Moreno, 2002).
Ditambahkan Sunarni et al., (2007), DPPH pada uji ini ditangkap oleh antioksidan
yang melepaskan hidrogen, sehingga membentuk DPPH-H tereduksi. Warna
berubah dari violet menjadi kuning dan diikuti penurunan serapan pada panjang
gelombang 517 nm. Adanya penurunan serapan tersebut maka aktivitas

antioksidan penangkap radikal dapat diketahui.



Penelitian ini secara umum bertujuan untuk eksplorasi pemanfaatan biota
laut yang banyak terdapat di Indonesia, khususnya pengetahuan mengenai
metode ekstraksi dengan penambahan fermentasi dan efektifitasnya. Pemilihan
konsentrasi biakkan dan lama inkubasi yang tepat dapat mengoptimalkan proses
ekstraksi dan senyawa antioksidan yang didapatkan. Kedepannya, diharapkan
senyawa antioksidan dari Sargassum sp. dapat menjadi zat antioksidatif baku

yang dapat diterapkan pada produk pangan maupun nonpangan.

1.2 Rumusan Masalah
Beberapa penelitian tentang aktivitas antioksidan dari alga coklat
menunjukkan bahwa hasil aktivitas antioksidan yang dihasilkan masih rendah.
Hal ini disebabkan karena proses ekstraksi yang kurang maksimal sehingga
dinding sel alga coklat tidak terdegradasi secara sempurna. Selulosa merupakan
komponen struktural utama dinding sel dari alga coklat. Untuk mendapatkan zat
antioksidan diperlukan modifikasi dan penambahan metode ekstraksi yaitu
dengan fermentasi karena selulase yang dihasilkan oleh jamur Trichoderma
viride dapat memecah selulosa. Pemilihan konsentrasi biakan dan lama inkubasi
yang tepat sangat menentukan jumlah antioksidan yang akan didapatkan. Dari
paragraf diatas dapat diambil rumusan masalah sebagai berikut:
1. Apakah konsentrasi biakan Trichoderma viride berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula ?
2. Apakah lama inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan yang
diekstrak dari Sargassum filipendula ?
3. Apakah konsentrasi biakan dan lama inkubasi berpengaruh terhadap

aktivitas antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan secara umum Yyaitu 1) untuk mengetahui pengaruh konsentrasi
biakan Trichoderma viride terhadap aktivitas antioksidan yang diekstrak dari
Sargassum filipendula, 2) untuk mengetahui pengaruh lama inkubasi terhadap
aktivitas antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula, 3) untuk
mengetahui pengaruh konsentrasi biakan dan lama inkubasi terhadap aktivitas
antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula. Tujuan secara khusus
yaitu untuk mendapatkan daya antioksidan ekstrak kasar Sargassum filipendula
yang diekstrak dengan penambahan metode fermentasi serta untuk
mendapatkan senyawa aktif antioksidan yang terkandung pada alga coklat

Sargassum filipendula.

1.4 Hipotesis
Hipotesis yang mendasari penelitian ini adalah:
1. Konsentrasi biakan Trichoderma viride berpengaruh terhadap aktivitas
antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula
2. Lama inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan yang diekstrak
dari Sargassum filipendula
3. Konsentrasi biakan dan lama inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas

antioksidan yang diekstrak dari Sargassum filipendula

1.5 Kegunaan Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan memberikan informasi kepada masyarakat,
lembaga dan institusi lain mengenai manfaat senyawa antioksidan yang ada
pada Sargassum filipendula dan masyarakat dapat memanfaatkan Sargassum

filipendula sebagai alternatif antioksidan alami yang sangat potensial.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga Coklat

Ganggang coklat adalah salah satu ganggang yang tersusun atas zat
warna atau pigmentasinya. Phaeophyta (ganggang coklat) ini berwarna coklat
karena mengandung pigmen xantofis. Pada Phaeophyta umumnya dapat
ditemukan adanya dinding sel yang tersusun dari tiga macam polimer yaitu
selulosa asam alginat, fukan dan fukoidin. Algin dari fukoidin lebih kompleks dari
selulosa dan fukoidin lebih kompleks dari selulosa dan gabungan dan keduanya
membentuk fukokoloid. Dinding selnya juga tersusun atas lapisan luar dan
lapisan dalam, lapisan luar yaitu selulosa dan lapisan dalam yaitu gumi (Hamid,
20009).

Sargassum memiliki ciri-ciri sebagai berikut, bentuk thallus umumnya
silindris, percabangan rimbun mempunyai pepohonan di darat, bangun daun
melebar, lonjong atau menyerupai pedang, mempunyai gelembung udara
(blader) yang umumnya soliter, panjangnya dapat mencapai tujuh meter dan
warna thallus umumnya coklat. Umur tanaman lebih dari satu tahun (perenial),
terutama pada bagian pangkal bagian utamanya, sedang sebagian besar thalli
dapat rontok atau terlepas secara musiman dalam satu tahun (Kadi dan
Atmadja,1988).

Alat pelekatnya terdiri dari cakram pipih, dari cakram ini muncul tangkai
pendek, silendrik yang kuat. Kemudian tangkai dari pendek ini muncul poros-
poros silendrik panjang, masing-masing poros ini dapat mencapai 1 meter
panjangnya. Bentuk-bentuk seperti daun, gelembung udara, dan cabang
perkembangbiakan terdapat poros yang silendrik dengan diameter 3 mm
(Romimohtarto dan Juwana, 1999). Phaeophyta (Sargassum dan Tubinaria)

mengandung pigmen klorofil a dan c, beta karoten, violasantin dan fukosantin,



peranoid dan filakoid (lembar fotosintesis), cadangan makanan berupa lamirin,
dinding sel yang terdapat selulosa dan algin (Kadi dan Atmadja,1988).

Secara umum, rumput laut mempunyai kandungan nutrisi cukup lengkap.
Secara kimia rumput laut terdiri dari air (27,8%), protein (5,4%), karbohidrat
(33,3%), lemak (8,6%) serat kasar (3%) dan abu (22,25%). Selain karbohidrat,
protein, lemak dan serat, rumput laut juga mengandung enzim, asam nukleat,
asam amino, vitamin (A, B, C, D, E dan K) dan makro mineral seperti nitrogen,
oksigen, kalsium dan selenium serta mikro mineral seperti zat besi, magnesium
dan natrium. Kandungan asam amino, vitamin dan mineral rumput laut mencapai

10 -20 kali lipat dibandingkan dengan tanaman darat (Fahri, 2009).

2.2 Sargassum filipendula

Gambar 1. Sargassum filipendula

Menurut Wikipedia (2012)?, klasifikasinya sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisio : Phaeophyta

Class : Phaeophyceae

Ordo : Fucales

Family : Sargasseceae

Genus . Sargassum

Spesies : Sargassum filipendula



Salah satu jenis Sargassum sp. yaitu Sargassum filipendula. Ciri-ciri
marga Sargassum filipendula adalah berbentuk thallus yang umumnya silinder
atau gepeng, tumbuh dan berkembang pada substrat dasar yang kuat, berukuran
relatif besar, cabangnya rimbun menyerupai pohon, bentuk daun melebar,
lonjong seperti pedang, mempunyai gelembung udara yang umumnya soliter,
panjangnya mencapai 7 meter (di Indonesia terdapat spesies yang panjangnya 3
meter), dan warna thallus umumnya coklat. Sargassum filipendula ini hidup
melekat pada batu karang dan dapat terlepas dari substratnya apabila ombak
besar dan hanyut dipermukaan laut atau terdampar di permukaan pasir pantai

(Hartono, 2008).

2.3 Fermentasi

Fermentasi adalah suatu proses perubahan kimia pada substrat organik,
baik karbohidrat, protein, lemak atau lainnya, melalui kegiatan katalis biokimia
yang dikenal sebagai enzim dan dihasilkan oleh jenis mikroba yang spesifik
(Prescot dan Dunn 1981). Proses ekstraksi Sargassum secara fermentasi
melibatkan enzim-enzim pemecah dinding sel. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh
konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, pH, suhu dan lamanya reaksi enzimatik
(Pelczar dan Chan, 1986).

Pada proses fermentasi diperlukan starter, sebagai perombak. Starter
yang digunakan adalah mikrobiotik atau campuran mikrobiotik. Mikrobiotik yang
digunakan untuk meningkatkan mutu limbah pertanian yaitu kapang jenis
Trichoderma maupun Aspergillus. Kapang Trichoderma viride dilaporkan
mempunyai sifat selulolitik (Supriyati et al., 2010).

Moeljoharjo (1979) menyatakan bahwa untuk memperoleh hasil
fermentasi yang baik diperlukan kondisi fermentasi yang optimal. Artinya harus

ada jaminan perkembangan mikroba yang aktif untuk menjalankan fermentasi.



Kondisi yang kurang cocok bagi perkembangbiakan mikroba akan menghambat
fermentasi. Bahkan bukan hanya hambatan saja yang terjadi, tetapi juga
merangsang tumbuhnya mikroba lain yang tidak dikehendaki. Untuk itu, perlu
diperhatikan suhu fermentasi tertentu, pH media, kecukupan air, oksigen, dan

nutrient untuk tumbuhnya mikroorganisme yang diharapkan (Fardiaz, 1992).

2.4 Trichoderma viride
Klasifikasi Trichoderma viride menurut Domsch dan Gams (1972) adalah

sebagai berikut :

Divisio : Thallophyta

Phylum : Fungi (Eumycota)

Kelas : Deuteromycetes

Famili : Moniliales

Ordo : Moniliaceae

Genus : Trichoderma (genus dengan filaspora ameros porous)
Spesies : Trichoderma viride

Trichoderma viride merupakan salah satu fungi yang memproduksi spora
dengan cara mitosis (aseksual), memiliki suhu pertumbuhan optimum 15-30°C.
Kapang dapat mencapai diameter lebih dari 5 cm dalam waktu 9 hari, semula
berwarna putih halus (menyerupai kapas kemudian menjadi putih kehijauan dan
selanjutnya hijau redup terutama pada bagian yang menunjukkan banyak
terdapat konidia. Kapang ini hidup pada bahan-bahan organik yang telah mati
atau tumbuh langsung pada kayu yang komposisi dasarnya adalah selulosa yang
merupakan polimer dari glukosa. Kapang ini memiliki enzim selulase untuk
mendegradasi selulosa dan lignoselulosa (Volk, 2004).

Jamur Trichoderma viride mempunyai sifat selulolitik (Supriyati et al.,

2010). Kelebihan dari Trichoderma viride selain menghasilkan enzim selulolitik
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yang lengkap, juga menghasilkan enzim xyloglukanolitik (Tribak et al., 2002).
Menurut Gunam et al., (2011), keberadaan enzim ini akan semakin
mempermudah enzim selulolitik dalam memecah selulosa.

Morfologi Trichoderma viride adalah miselium bersepta, bercabang
banyak, konidioseptat dan cabang yang paling ujung berfungsi sebagai sterigma,
konidia yang berwarna hijau cerah bergerombol menjadi satu berbentuk bola,
dan berkas hifa yang berwarna putih terlihat menonjol jelas antara
koniodiosphora, serta mampu tumbuh linier hingga sepanjang 100-150 mm
(Frazier dan Westhoff, 1977).

Trichoderma viride dapat diisolasi dari tanah. Suhu optimum untuk
pertumbuhannya adalah 15° — 30°C dan maksimum 30° — 36°C (Gandjar et al.,
1999). Trichoderma viride lebih menyukai suasana asam, dengan suasana asam
tersebut, Trichoderma viride akan menghasilkan antibiotika gliotoksin dan viridin
(Basuki dan Situmorang, 1994).

Gambar dari koloni Trichoderma viride dan konidianya dapat dilihat pada

Gambar 2 (Samingan, 2009) :

a b
Gambar 2. Trichoderma viride a). koloni dalam cawan petri, b). konidia
Pada media PDA koloni yang berumur tujuh hari pada suhu ruang berdiameter 7

cm, berwarna putih, tekstur felty cottony, tepi koloninya tidak rata. Hifa septat
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berdiameter + 2.5 ym, konidiofor hialin, tegak dan panjangnya + 7.85 um, fialid

pendek dan tebal, konidium globus berdiameter 2.5 x 3 um.

2.5 Mekanisme Kerja Trichoderma viride
Menurut Martina (2002), jamur Trichoderma viride dari genus
Trichoderma ini dikenal sebagai penghasil enzim hidrolitik, selulase, pektinase
dan xilanase yang mampu mendegradasi polisakarida kompleks seperti selulosa,
pektin, hemiselulosa dan xilan. Fungsi enzim selulase pada alga coklat yaitu
untuk mendegradasi selulosa, hemiselulosa dan pektin. Selulase merupakan
enzim kompleks yaitu bekerja secara sinergis satu sama lain. Menurut Miyamoto
(1997) selulase terdiri dari tiga komponen enzim yang penting Yyaitu
endoglukanase, selobiohidrolase dan B-glukosidase, yaitu :
1. Endoglukanase
Enzim ini berfungsi memotong secara acak ikatan selulosa menjadi
selooligosakarida. Enzim ini aktif menyerang pada bagian selulosa yang
tersubstitusi seperti CMC.
2. Selobiohidrolase/Eksoglukanase
Enzim ini menyerang ujung rantai selulosa non-pereduksi dan membebaskan
selobiosa dari rantai selulosa.
3. B-glukosidase
Enzim ini menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa.
Gambar berikut adalah mekanisme kerja selulase pada degradasi

komponen selulosa menjadi glukosa (Anil 2008).
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Gambar 3. Mekanisme kerja selulase (Anil 2008)

Hidrolisis enzim selulase ditentukan oleh struktur substrat. Struktur kristal
lebih sulit dihidrolisis dibandingkan dengan struktur amorf maka hidrolisis
dilakukan oleh enzim endoselulase atau endoglukanase (Coughlan 1985). T.
viride mampu memproduksi kompleks enzim selulase yang lengkap yaitu
endoselulase dan eksoselulase yang dapat menghidrolisis selulosa kristalin dan
selulosa non kristalin. Di alam, selulase yang mampu menghidrolisis selulosa
kristal memegang peranan penting dalam hidrolisis selulosa alami yang sebagian
besar terdapat dalam bentuk kristalin (Lynd et al., 2002). Walaupun demikian,
peranan endoglukanase yang bekerja pada selulosa amorf juga tidak bisa
diabaikan begitu saja. Adanya aktivitas endoglukanase yang berperan
menghidrolisis secara acak struktur internal selulosa dapat mempermudah kerja
eksoglukanase yang dapat mendegradasi selulosa kristal untuk melanjutkan

hidrolisis selulosa tersebut (Perez et al., 2002).

2.6 Radikal Bebas
Radikal bebas adalah sekelompok bahan kimia baik berupa atom maupun
molekul yang memiliki elektron tidak berpasangan pada lapisan luarnya.

Merupakan juga suatu kelompok bahan kimia dengan reaksi jangka pendek yang
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memiliki satu atau lebih elektron bebas (Arief, 2007). Radikal bebas ialah suatu
spesies atau molekul turunan yang mempunyai satu atau lebih elektron yang
tidak berpasangan pada orbital terluarnya sehingga bersifat sangat reakiif.
Molekul tersebut sangat berbahaya karena dapat merusak jaringan tubuh
sehingga menyebabkan penyakit degeneratif, seperti jantung, kanker, diabetes
dan mempercepat timbulnya penuaan dini (Silalahi, 2006).

Radikal bebas dapat dihasilkan dari hasil metabolisme tubuh dan faktor
eksternal seperti asap rokok, hasil penyinaran ultraviolet, zat pemicu radikal
dalam makanan dan polutan lain. Penyakit yang disebabkan oleh radikal bebas
bersifat kronis, yaitu dibutuhkan waktu bertahun-tahun untuk penyakit tersebut
menjadi nyata. Contoh penyakit yang sering dihubungkan dengan radikal bebas
adalah serangan jantung, kanker, katarak dan menurunnya fungsi ginjal. Untuk
mencegah atau mengurangi penyakit kronis karena radikal bebas diperlukan
antioksidan (Wikipedia, 2012)".

Radikal bebas dalam jumlah berlebih di dalam tubuh sangat berbahaya
karena menyebabkan kerusakan sel, asam nukleat, protein dan jaringan lemak.
Radikal bebas terbentuk di dalam tubuh akibat produk sampingan proses
metabolisme ataupun karena tubuh terpapar radikal bebas melalui pernapasan
(Dalimarta dan Soedibyo,1998). Di dalam tubuh terdapat mekanisme antioksidan
atau antiradikal bebas secara endogenik (Dyatmiko et al., 2000). Tetapi bila
jumlah radikal bebas dalam tubuh berlebih maka dibutuhkan antioksidan yang
berasal dari sumber alami atau sintetik dari luar tubuh. Senyawa antioksidan ini
akan menyerahkan satu atau lebih elektronnya kepada radikal bebas sehingga
dapat menghentikan kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas (Praptiwi et
al., 2006).

Tubuh memerlukan antioksidan yang dapat membantu melindungi tubuh

dari serangan radikal bebas dengan meredam dampak negatif senyawa ini.
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Vitamin C dan vitamin E telah digunakan secara luas sebagai antioksidan karena
lebih aman dan efek samping yang ditimbulkan lebih kecil dibandingkan
antioksidan sintetik. Antioksidan sintetik seperti BHA (butil hidroksi anisol) dan
BHT (butil hidroksi toluen) memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan vitamin C dan vitamin E (Han et al., 2004), tetapi antioksidan
sintesis ini dapat menimbulkan karsinogenesis (Kikuzaki et al.,, 2002).
Antioksidan dari tumbuhan dapat menghalangi kerusakan oksidatif melalui
reduksi dengan radikal bebas, membentuk kelat dengan senyawa logam katalitik,

dan menangkap oksigen (Khlifi et al., 2005).

2.7 Antioksidan

Senyawa antioksidan merupakan inhibitor penghambat oksidasi. Cara
kerja senyawa antioksidan adalah bereaksi dengan radikal bebas reakitif
membentuk radikal bebas tak reaktif yang relatif stabil. Antioksidan menstabilkan
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal
bebas, dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal
bebas (Utami et al., 2009).

Antioksidan adalah senyawa kimia yang dapat menyumbangkan satu atau
lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga radikal bebas tersebut dapat
diredam (Suhartono, 2002). Berdasarkan sumber perolehannya ada 2 macam
antioksidan, yaitu antioksidan alami dan antioksidan buatan (sintetik) (Dalimartha
dan Soedibyo, 1999). Antioksidan sintetik seperti BHA, (butil hidroksi anisol),
BHT (butil hidroksi toluen), PG (propil galat), dan TBHQ (tert-butil hidrokuinon)
dapat meningkatkan terjadinya karsinogenesis (Amarowicz et al., 2000). Oleh
karena itu penelitian dan pengembangan antioksidan yang berasal dari alam
sedang banyak dilakukan sebagai alternatif pengganti antioksidan sintetik.

Penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas antioksidatif
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lebih tinggi daripada antioksidan sintetis. Karena itu, antioksidan alami mulai
meningkat penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintesis (Paiva dan
Robert, 1999).

Antioksidan alami mampu melindungi tubuh terhadap kerusakan yang
disebabkan spesies oksigen reaktif, mampu menghambat terjadinya penyakit
degeneratif serta mampu menghambat peroksidase lipid pada makanan.
Meningkatnya minat untuk mendapatkan antioksidan alami terjadi beberapa
tahun terakhir ini. Antioksidan alami umumnya mempunyai gugus hidroksi dalam
struktur molekulnya (Sunarni, 2005).

Antioksidan terbagi menjadi antioksidan enzim dan vitamin. Antioksidan
enzim meliputi superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase
(GSH.Prx). Antioksidan vitamin lebih populer sebagai antioksidan dibandingkan
enzim. Antioksidan vitamin mencakup alfa tokoferol (vitamin E), beta karoten dan
asam askorbat (vitamin C) yang banyak didapatkan dari tanaman dan hewan.
Sebagai antioksidan, betakaroten adalah sumber utama vitamin A yang sebagian
besar terdapat pada tumbuhan. Selain melindungi buah-buahan dan sayuran
berwarna kuning atau hijau gelap dari bahaya radiasi matahari, betakaroten juga
berperan serupa dalam tubuh manusia. Betakaroten terkandung dalam wortel,
brokoli, kentang dan tomat. Senyawa lain yang memiliki sebagai antioksidan
adalah flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang terdapat pada

teh, buah-buahan, sayuran, anggur, bir dan kecap (Sofia, 2006).

2.8 Mekanisme Kerja Antioksidan

Mekanisme kerja antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi pertama
merupakan fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen.
Antioksidan (AH) yang mempunyai fungsi utama tersebut sering disebut sebagai

antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan atom hidrogen secara cepat
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ke radikal lipida (R*, ROO*) atau mengubahnya ke bentuk lebih stabil, sementara
turunan radikal antioksidan (A*) tersebut memiliki keadaan lebih stabil dibanding
radikal lipida. Fungsi kedua merupakan fungsi sekunder antioksidan, yaitu
memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme diluar mekanisme
pemutusan rantai autooksidasi dengan pengubahan radikal lipida ke bentuk lebih
stabil (Gordon,1990).

Penambahan antioksidan (AH) primer dengan konsentrasi rendah pada
lipida dapat menghambat atau mencegah reaksi autooksidasi lemak dan minyak.
Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi oksidasi pada tahap inisiasi
maupun propagasi (Gambar 3). Menurut Gordon (1990), radikal-radikal
antioksidan (A*) yang terbentuk pada reaksi tersebut relatif stabil dan tidak
mempunyai cukup energi untuk dapat bereaksi dengan molekul lipida lain
membentuk radikal lipida baru .

Inisiasi : R*+ AH -> RH + A*

Radikal lipida
Propagasi : ROO* + AH ——> ROOH + A*

Gambar 4. Reaksi Penghambatan antioksidan primer te rhadap
radikal lipida (Gordon 1990).

Besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat berpengaruh
pada laju oksidasi. Pada konsentrasi tinggi, aktivitas antioksidan grup fenolik
sering lenyap bahkan antioksidan tersebut menjadi prooksidan (Gambar 4).
Pengaruh jumlah konsentrasi pada laju oksidasi tergantung pada struktur

antioksidan, kondisi dan sampel yang akan diuji.

AH+ O, > A* + HOO*
AH + ROOH > RO* + H,0 + A*
Gambar 5. Antioksidan bertindak sebagai prooksidan pada

konsentrasi tinggi (Gordon 1990).
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2.9 Ekstraksi Senyawa Aktif

Ekstraksi adalah metode pemisahan suatu komponen solute (cair) dari
campurannya menggunakan sejumlah massa solven sebagai tenaga pemisah.
Proses ekstraksi terdiri dari tiga langkah besar, yaitu proses pencampuran,
proses pembentukan fasa setimbang, dan proses pemisahan fasa setimbang.
Solven merupakan faktor terpenting dalam proses ekstraksi, sehingga pemilihan
solven merupakan faktor penting. Solven ini harus saling melarutkan terhadap
salah satu komponen murninya, sehingga diperoleh dua fasa rafinat. Proses
ekstraksi dapat berjalan dengan baik bila pelarut ideal harus memenuhi syarat-
syarat yaitu selektivitasnya tinggi, memiliki perbedaan titik didih dengan solute
cukup besar, bersifat inert, perbedaan density cukup besar, tidak beracun, tidak
bereaksi secara kimia dengan solute maupun diluen, viskositasnya kecil, tidak
bersifat korosif, tidak mudah terbakar, murah dan mudah didapat. Beberapa
faktor yang berpengaruh dalam proses ekstraksi adalah temperatur, waktu
kontak, perbandingan solute, faktor ukuran partikel, pengadukan dan waktu
dekantasi (Yasita dan Rachmawati, 2009).

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut organik
yang digunakan pada temperatur ruangan. Proses ini sangat menguntungkan
dalam isolasi senyawa bahan alam. Pada proses perendaman, dinding serta
membran sel sampel tumbuhan akan terpecah akibat perbedaan tekanan antara
di dalam dan di luar sel. Hal tersebut mengakibatkan metabolit sekunder yang
ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik. Lama perendaman
yang diatur akan menghasilkan ekstraksi yang sempurna. Pemilihan pelarut
untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan
memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut (Indrayani,

2006).

18



Zat yang akan dimaserasi ditempatkan pada wadah dengan permukaan
lebar, bersama menstrum yang telah ditetapkan. Bejana yang digunakan untuk
merendam bahan maserasi ditutup rapat dan isinya dikocok berulang-ulang
lamanya, biasanya berkisar 2-14 hari (Ansel, 1989). Pengocokan rendaman
dilakukan kira-kira 3 kali sehari (Voight, 1971). Maserasi umumnya dilakukan
pada temperatur 15-20C dalam waktu selama 3 hari s ampai bahan-bahan yang
larut, melarut. Zat yang mudah larut, melarut dalam menstrum, turun ke dasar
bejana karena menaikan gaya berat dari cairan, menstrum yang segar naik ke
permukaan dan proses ini berlanjut secara siklis. Ekstrak dipisahkan dari 