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Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim Kolagenase Nanopartikel
Perak Menggunakan Alga Merah Eucheuma cottonii

Oktavianisaul Fitriyah, Evika Sandi Savitri, M. Mukhlis Fahruddin

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Penuaan kulit dapat disebabkan oleh paparan radikal bebas yang berlebihan. Radikal bebas
dapat mengaktivasi sintesis enzim kolagenase yang berperan dalam proses degradasi
kolagen. Penurunan jumlah kolagen dapat menyebabkan penuaan kulit sehingga aktivitas
enzim kolagenase perlu dihambat. Pencegahan terjadinya penuaan yang disebabkan oleh
radikal bebas dapat dilakukan dengan menggunakan antioksidan. Eucheuma cottonii
mengandung senyawa alkaloid, triterpenoid, tanin dan flavonoid yang berpotensi untuk
digunakan sebagai antioksidan. Penggunaan senyawa aktif sebagai antioksidan dapat
dilakukan menggunakan teknologi nanopartikel. Sintesis nanopartikel pada penelitian ini
dilakukan dengan metode Green Synthesis Silver Nanoparticles menggunakan Eucheuma
cottonii sebagai bioreduktor. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak Eucheuma
cottonii. Uji aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode DPPH dan pembacaan
absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang
517 nm. Uji penghambatan enzim kolagenase dilakukan menggunakan substrat kolagen
dan pembacaan absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan
panjang gelombang 578 nm. Kemampuan aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim
kolagenase disajikan dalam bentuk nilai IC50 yang diperoleh dari analisis regresi linier.
Korelasi aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim Kkolagenase dianalisis
menggunakan korelasi pearson. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa nanopartikel
perak Eucheuma cottonii memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1C50 50.46+2.71
ppm, lebih tinggi daripada ekstrak dengan nilai IC50 95.42+2.13 ppm. Nanopartikel perak
Eucheuma cottonii juga memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase dengan nilai
IC50 116.47+1.58 ppm, lebih tinggi daripada ekstrak dengan nilai IC50 157.65+3.97 ppm.
Korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase bersifat positif
kategori sangat kuat dengan nilai korelasi sebesar 0.975.

Kata kunci: antioksidan, Eucheuma cottonii, kolagenase, nanopartikel, radikal
bebas
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Antioxidant Activity and Inhibition of Collagenase Enzyme Silver
Nanoparticles Using Red Algae Eucheuma cottonii

Oktavianisaul Fitriyah, Evika Sandi Savitri, M. Mukhlis Fahruddin

Biology Program Study, Faculty of Science and Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik lbrahim Malang

ABSTRACT

Skin aging can be caused by excessive exposure to free radicals. Free radicals can activate
the synthesis of the collagenase enzyme which plays a role in the collagen degradation. A
decrease of collagen can cause skin aging so the activity of the collagenase needs to be
inhibited. Prevention of aging caused by free radicals can be done using antioxidants.
Eucheuma cottonii is a red algae that contains alkaloids, triterpenoids, tannins and
flavonoids that have the potential to be used as antioxidants. The use of active compounds
as antioxidants can be done using nanoparticle technology. The synthesis of nanoparticles
in this study was using the green synthesis silver nanoparticles method using Eucheuma
cottonii as bioreductor. This study aims to determine the antioxidant activity and inhibition
of collagenase enzymes in silver nanoparticles of Eucheuma cottonii. Antioxidant activity
test used the DPPH method and absorbance readings were used a UV-Vis
spectrophotometer with a wavelength of 517 nm. The collagenase enzyme inhibitory test
used collagen substrate and absorbance readings used a UV-Vis spectrophotometer with a
wavelength of 578 nm. The ability of antioxidant activity and inhibition of the collagenase
enzyme were presented in the form of 1C50 values obtained from linear regression
analysis. Correlation of antioxidant activity and inhibition of collagenase enzyme were
analyzed using Pearson correlation. The results showed that silver nanoparticles of
Eucheuma cottonii have antioxidant activity with an 1C50 value of 50.46+2.71 ppm, higher
than the extract with an 1C50 value of 95.42+2.13 ppm. Silver nanoparticles of Eucheuma
cottonii also have collagenase enzyme inhibitory activity with an IC50 value of
116.47+1.58 ppm, higher than the extract with an IC50 value of 157.65+3.97 ppm. The
correlation between antioxidant activity and inhibition of the collagenase enzyme was
positive in the very strong category with a correlation value of 0.975.

Keywords: antioxidant, collagenase, Eucheuma cottonii, free radicals,
nanoparticles
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penuaan merupakan salah satu proses alamiah yang erat kaitannya dengan
berbagai macam proses degeneratif (Harris, 2019). Penuaan dapat dipengaruhi oleh
faktor intrinsik dan faktor ekstrinsik. Faktor intrinsik merupakan faktor yang
berasal dari dalam tubuh seperti usia, ras, dan perubahan hormonal. Faktor
ekstrinsik merupakan faktor yang berasal dari luar tubuh atau lingkungan seperti
polusi, kebiasaan merokok, dan paparan cahaya terutama sinar UV (Ahmad &
Damayanti, 2018; Ganceviciene et al., 2012).

Salah satu teori yang menjelaskan tentang penuaan yaitu teori radikal bebas
(Nisa, 2016). Senyawa reactive oxygen species (ROS) yang berasal dari radikal
bebas dapat mengaktivasi golongan mitogen-activated protein (MAP-kinase p38),
c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) dan extraceluller signal-regulated kinase (ERK)
yang akan menginduksi aktifnya faktor transkripsi berupa activator protein 1 (AP-
1) (Rinnerthaler et al., 2015). Meningkatnya transkripsi AP-1 dapat menghambat
TGF-B yang berperan dalam produksi kolagen sehingga jumlah kolagen akan
mengalami penurunan (Shin et al., 2019). Selain itu sintesis AP-1 juga dapat
menginduksi terbentuknya enzim matriks metaloproteinase (MMPSs) (Nisa, 2016).

Kolagenase merupakan golongan enzim matriks metaloproteinase (MMPS)
yang berperan dalam proses degradasi kolagen (Utami et al., 2018). Kolagen
merupakan penyusun lapisan dermis yang jumlahnya paling besar yaitu sekitar 70-
80% dari jumlah total lapisan dermis pada kulit (Aravindan et al., 2011). Aktivitas
kolagenase menyebabkan terjadinya penunurunan jumlah kolagen. Penurunan

jumlah atau kerusakan kolagen merupakan penyebab terjadinya penuaan kulit



seperti munculnya kerutan, kekenduran, dan elasitas kulit menjadi hilang (Ahmad
& Damayanti, 2018) sehingga penghambatan aktivitas enzim kolagenase perlu
dilakukan untuk menghambat proses degradasi kolagen. Enzim kolagenase dapat
dihambat dengan menggunakan inhibitor kompetitif yaitu suatu senyawa yang
dapat berikatan dengan gugus ion metal Zn?* yang terdapat pada sisi aktif enzim
kolagenase (Jablonska-Trypuc et al., 2016). Senyawa yang terbukti dapat
menghambat enzim kolagenase yaitu genistein, epicatechin (Geeta et al., 2019),
polifenol, vitamin E, dan vitamin C (Widowati et al., 2017).

Pencegahan terjadinya penuaan yang diakibatkan oleh radikal bebas juga
dapat dilakukan dengan menggunakan antioksidan (Addor, 2017). Senyawa
antioksidan dapat menyelamatkan sel-sel tubuh dari radikal bebas karena reaksi
berantai radikal bebas dalam tubuh dapat dihentikan atau diputus oleh antioksidan
(Nimse & Pal, 2015). Antioksidan dapat mengubah senyawa radikal menjadi non
radikal dengan cara menyumbangkan elektron yang dimilikinya (Rohmatussolihat
& Si, 2009). Selain itu, antioksidan juga dapat berperan sebagai inhibitor enzim
dengan cara mengikat sisi katalitik dari enzim kolagenase (Andrade et al., 2021).

Tubuh sebenarnya telah memiliki antioksidan yang digunakan untuk sistem
pertahanan dalam menetralisir radikal bebas. Namun seiring dengan akumulasi
radical oxygen species (ROS) dan pertambahan usia maka kemampuan sistem
tersebut menjadi berkurang (Andarina & Djauhari, 2017) sehingga perlu diberikan
asupan antioksidan eksogen untuk menekan tingginya jumlah radikal bebas dalam
tubuh (Jadoon et al., 2015). Penggunaan antioksidan eksogen sudah banyak

dilakukan, namun antioksidan yang banyak digunakan yaitu antioksidan sintetik.



Konsumsi antioksidan sintetik yang berlebihan dan dalam kurun waktu yang
lama maka akan menyebabkan terjadinya gangguan kesehatan seperti alergi kulit,
gangguan pencernaan, dan dapat meningkatkan risiko kanker (Lourenco et al.,
2019). Penggunaan antioksidan sintetik yang berlebihan perlu dihindari agar tubuh
tidak terkena dampak buruknya. Penggunaan antioksidan yang bersumber dari
bahan alami dapat dijadikan pilihan untuk mengurangi penggunaan antioksidan

sintetik. Firman Allah dalam Q.S: Asy-Syu’ara [26]: 7 sebagai berikut:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? (QS:
Asy-Syuara [26]: 7).

Kalimat “Awalam yarau ila” memiliki tafsir yang menunjukkan pada
manusia agar memperhatikan dan tidak hanya memperhatikan, manusia juga
diperintahkan untuk mengambil pelajaran dari segala hal yang telah diciptakan di
bumi baik berupa makhluk hidup atau makhluk tak hidup agar dapat
memanfaatkannya dengan baik (Shihab, 2002). Salah satu bentuk pemanfaatan
makhluk hidup yaitu menjadikannya sebagai antioksidan alami untuk mengurangi
konsumsi antioksidan sintetik. Makhluk hidup yang dapat dimanfaatkan sebagai
antioksidan yakni golongan alga merah (Sanger et al., 2018).

Eucheuma cottonii merupakan golongan alga merah yang banyak
dibudidayakan di Indonesia (Wiryana et al., 2018). Eucheuma cottonii banyak
dibudidayakan karena mengandung karaginan yang tinggi yaitu sekitar 62-68% dari
berat keringnya (Fathmawati et al., 2014). Eucheuma cottonii memiliki kandungan

protein, karbohidrat, lipid, a tokoferol, vitamin C, dan vitamin E, serta mineral



(Maharany et al., 2017). Eucheuma cottonii juga mengandung senyawa kappa-
karagenan yang berpotensi sebagai nutrisi, perlindungan dari sinar UV B dan
antioksidan (Abiwa & Anggo, 2020). Eucheuma cottonii mengandung beberapa
pigmen yaitu a-karoten, B-karoten, neoxantin, fikobilin, dan zeaxantin yang
berpotensi sebagai antioksidan (Sambodo, 2019). Senyawa bioaktif yang dimiliki
Eucheuma cottonii yaitu flavonoid, terpenoid, steroid, alkaloid dan kumarin yang
berperan sebagai antioksidan (Sany et al., 2019).

Penelitian Sami et al. (2021) melaporkan bahwa ekstrak Eucheuma cottonii
mengandung alkaloid, steroid, saponin, dan flavonoid. Penelitian Wulandari et al.
(2018) menunjukkan bahwa Eucheuma cottonii memiliki aktivitas antioksidan
sangat kuat dengan nilai 1C50 sebesar 39,926 ppm. Penelitian yang dilakukan Putri
et al. (2019) juga menunjukkan bahwa Eucheuma cottonii memiliki aktivitas
antioksidan sangat kuat dengan nilai 1C50 35,51 ppm.

Penggunaan senyawa aktif sebagai antioksidan dan kosmetik dapat
dilakukan menggunakan teknologi nanopartikel (Fytianos et al., 2020; Khalil et al.,
2020). Nanopartikel merupakan partikel yang berukuran 1-100 nm (Raj et al., 2012;
Khan et al., 2019). Penelitian ini dilakukan menggunakan alga merah Eucheuma
cottonii sebagai bioreduktor sintesis nanopartikel perak untuk mengetahui
potensinya sebagai senyawa antioksidan dan penghambat enzim kolagenase yang
nantinya akan dikembangkan sebagai suatu produk kosmetik anti penuaan yang
berupa sediaan topikal. Nanopartikel yang telah digunakan dan dikembangkan
dalam bidang kosmetik yaitu SLN (Solid Lipid Nanoparticle), NLC
(Nanostructured Lipid Carriers) nanoemulsi, nanopartikel kristal, nanopartikel

emas, dan nanopartikel perak (Latarissa & Husni, 2018). Menurut Fytianos et al.



(2020) nanopartikel perak telah digunakan sebagai bahan produk kosmetik seperti
deodoran dan krim anti penuaan. Penggunaan nanopartikel dalam bidang kosmetik
memiliki beberapa kelebihan yaitu mampu memberikan efek yang tahan lama,
mampu menembus ke lapisan kulit yang lebih dalam, dan perlindungan yang
diberikan terhadap sinar ultraviolet juga lebih baik dari pada partikel yang bukan
nano (Raj et al., 2012). Nanopartikel juga memiliki aktivitas penyerapan yang lebih
baik daripada ekstrak (Ramadhan, 2019).

Penelitian Priya et al. (2015) melaporkan bahwa aktivitas antioksidan pada
nanopartikel perak daun Pongamia pinatta lebih tinggi dibandingkan dengan
ekstrak daun Pongamia pinatta karena nilai IC50 nanopartikel perak sebesar 167.39
ppm, sedangkan ekstrak memiliki nilai 1C50 sebesar 176.98 ppm. Selain itu,
penelitian Radwan et al. (2020) melaporkan bahwa nanopartikel perak Eucalyptus
camaldulensis memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase yang lebih
tinggi dibandingkan ekstrak Eucalyptus camaldulensis.

Nanopartikel perak pada penelitian ini disintesis dengan metode green
synthesis menggunakan Eucheuma cottonii sebagai bioreduktor karena alga
tersebut mengandung senyawa fenol, triterpenoid, dan flavonoid (Chairunisa &
Raden, 2019). Metode green synthesis merupakan salah satu metode biologi yang
menggunakan bahan alam sebagai reduktor perak (Rautela et al., 2019). Senyawa
aktif dari tanaman yang dapat berperan sebagai agen reduktor yaitu flavonoid,
terpenoid, fenolik, dan tanin (Maarebia et al,. 2019). Nanopartikel perak yang
disintesis menggunakan metode green synthesis memiliki kelebihan yaitu
membutuhkan waktu yang relatif singkat dan toksisitasnya terhadap lingkungan

cukup rendah (Rajivgandhi et al.,, 2020). Penelitian Ganesan et al. (2013)



melaporkan bahwa nanopartikel perak yang disintesis menggunakan Eucheuma
cottonii memiliki ukuran 73 nm.

Pada penelitian ini dilakukan pengujian korelasi antara aktivitas antioksidan
dan penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii
karena kedua aktivitas tersebut saling berkaitan. Menurut Chatatikun &
Chiabchalard (2017) semakin tinggi aktivitas antioksidan maka semakin tinggi juga
aktivitas penghambatan enzim kolagenase. Pengujian kedua aktivitas tersebut pada
nanopartikel perak Eucheuma cottonii belum pernah dilakukan pada penelitian-
penelitian sebelumya sehingga pada penelitian ini pengukuran aktivitas antioksidan
merujuk pada penelitian Diyana et al. (2015) menggunakan metode uji DPPH dan
uji penghambatan enzim kolagenase mengacu pada penelitian Baehaki et al. (2012)
dan Nurhayati et al. (2013) yang telah dimodifikasi menggunakan enzim
kolagenase yang direaksikan dengan kolagen sebagai substrat.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu:

1. Apakah ekstrak alga merah Eucheuma cottonii mampu menjadi bioreduktor
nanopartikel perak?

2. Bagaimanakah aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak alga merah
Eucheuma cottonii?

3. Bagaimanakah aktivitas penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel
perak alga merah Eucheuma cottonii?

4. Apakah terdapat korelasi antara aktivitas antioksidan dan aktivitas
penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak alga merah Eucheuma

cottonii?



1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Mengetahui kemampuan ekstrak alga merah Eucheuma cottonii menjadi
bioreduktor nanopartikel perak.

2. Mengetahui aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak alga merah Eucheuma
cottonii.

3. Mengetahui aktivitas penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak
alga merah Eucheuma cottonii.

4. Mengetahui korelasi antara aktivitas antioksidan dan aktivitas penghambatan
enzim kolagenase pada nanopartikel perak alga merah Eucheuma cottonii.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini yaitu:

1. Memberikan informasi bagi peneliti, mahasiswa, dan masyarakat umum terkait
aktivitas antioksidan dan aktivitas penghambatan enzim kolagenase yang
dimiliki nanopartikel perak alga merah Eucheuma cottonii.

2. Sebagai salah satu bentuk pengembangan penelitian yang berhubungan dengan
pemanfaatan Alga Merah Eucheuma cottonii.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini yaitu:

1. Alga merah yang diuji pada penelitian ini yaitu spesies Eucheuma cottonii.

2. Sampel alga merah Eucheuma cottonii yang diuji didapatkan dari perairan pantai
Maluku.

3. Metode pengujian aktivitas antioksidan yang digunakan adalah metode DPPH.



4. Substrat yang digunakan untuk uji penghambatan enzim kolagenase adalah
bovine collagen.
5. Tidak dilakukan karakterisasi terhadap senyawa-senyawa yang menempel pada

nanopartikel perak.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Alga Merah
Allah telah menumbuhkan berbagai macam tumbuhan di bumi sebagaimana
yang telah dipaparkan dalam firman Allah Q.S: Thaha [20]: 53 yang berbunyi:
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Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan menjadikan
bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air hujan. Maka Kami
tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang
bermacam-macam.” (QS: Thaha [20]: 53).

Avyat tersebut memberikan penjelasan terkait penciptaan tumbuhan di bumi
dengan beragam jenisnya. Kalimat (fa akhrajna bihi azwajam min nabatin syatta)
menunjukkan bahwa Allah menciptakan tumbuhan yang beraneka ragam rasa,
jenis, warna bentuk, ataupun manfaatnya sebagai suatu tanda keagungan Allah
SWT (Shihab, 2002). Alga merah merupakan golongan tumbuhan tingkat rendah
yang diciptakan Allah SWT. Alga merah adalah alga yang didominansi oleh warna
merah karena adanya pigmen fikobilin yang berupa allofikosianin, fikosianin, dan
fikoeritrin sehingga karakter warna yang dimiliki klorofil tertutupi oleh pigmen-
pigmen tersebut (Oryza et al., 2017).

Alga merah terdiri dari beragam jenis spesies dengan beberapa variasi
warna. Alga merah memiliki ukuran talus yang ukurannya tidak begitu besar
dengan bentuk silindris (Meriam et al., 2016). Alga merah yang diciptakan Allah

pasti bermanfaat bagi manusia maupun makhuk hidup lainnya sebagaimana firman

Allah dalam Q.S: Lugman [31]: 10 yang berbunyi:
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” (QS: Lugman
[31]: 10).

Kata (karim) merupakan kata yang menjelaskan sifat baik pada obyeknya
dan obyek yang dimaksud pada ayat ini yaitu tumbuhan. Tumbuhan yang
dikategorikan sebagai tumbuhan baik yaitu tumbuhan yang tumbuh dengan subur
serta mampu menghasilkan sesuatu sesuai yang diinginkan oleh penanamnya
(Shihab, 2002). Alga merah termasuk golongan tumbuhan yang baik karena dapat
dimanfaatkan oleh manusia. Genus Eucheuma merupakan alga merah yang banyak
dikenal masyarakat sebagai sumber karagenan yang dibutuhkan oleh industri gel
(Munifah, 2008). Genus Eucheuma juga dapat dimanfaatkan sebagai kosmetik.
Spesies dari genus Eucheuma yang telah dikembangkan sebagai bahan kosmetik
yaitu Eucheuma cottonii. Alga Eucheuma cottonii dapat diformulasikan dalam
produk skin lotion, pasta gigi, tonik rambut, krim tabir surya dan krim anti-aging
(Yanuarti et al., 2017).

2.2 Eucheuma cottonii
2.2.1 Morfologi Eucheuma cottonii

Eucheuma cottonii termasuk kedalam kelas Rhodopyceae. Ciri-ciri

morfologi yang dimiliki Eucheuma cottonii yaitu tekstur kulitnya sedikit kasar

karena terdapat bintik-bintik pada permukaan kulit luar (Cokrowati et al., 2019).

Eucheuma cottonii terdiri dari berbagai macam warna tubuh seperti hijau cokelat,
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cokelat tua, merah ungu atau hijau kuning (Kasim, 2014). Tinggi talus dapat
mencapai 30 cm. Cabang-cabang pertama dan kedua arah tumbuhnya
menyesuaikan arah datangnya sinar matahari. Terdapat beberapa cabang yang
membentuk rumpun yaitu cabang pertama dan kedua. Cabang-cabang yang dimiliki
Eucheuma cottonii ada yang melengkung seperti rumpun dan memanjang dengan
sistem percabangan sederhana yaitu berupa filamen serta terdapat beberapa spesies
yang sistem percabangannya kompleks. Ujung percabangan yang tumbuh ada yang
memiliki bentuk runcing serta ada pula yang bentuknya tumpul (Peranginangin

dkk., 2013),

— e |

Gambar 2.1. Eucheuma cottonii_(i\iasutign, 2d19)

2.2.2 Klasifikasi Eucheuma cottonii

Menurut Mulyadi (2014) klasifikasi Eucheuma cottonii yaitu:

Kingdom : Chromista
Divisi : Rhodophyta
Kelas : Rhodophyceae
Ordo . Gigartinales
Famili : Solieriaceae

Genus : Eucheuma
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Spesies : Eucheuma cottonii
2.2.3 Kandungan Kimia Eucheuma cottonii

Eucheuma cottonii mengandung komposisi makro dan komposisi mikro.
Komposisi makro meliputi karagenan 65.7%, abu 14.21%, karbohidrat 13.38%, air
12.9%, protein 5.12%, serat 1.39%, dan lemak 0.13%. Komposisi mikro yang
dikandung yaitu asam amino, asam nukleat, mineral, protein, gula, tepung, vitamin
A, B, C, D, E, K. Ekstrak Eucheuma cottonii memiliki kandungan berupa flavonoid,
alkaloid, triterpenoid, dan tanin (Putri et al., 2019). Ekstrak Eucheuma cottonii
memiliki beberapa kandungan senyawa flavonoid yang terdiri dari flavonols,
flavonol glycosides, catechin (catechin gallate, epicathecin, gallocathecin),
hesperidin, caffeic acid, dan myrecetin yang berperan sebagai antioksidan (Sari, D.
K., 2013).

Pigmen penyusun Eucheuma cottonii yaitu klorofil (hijau), fikoeritrin
(merah), dan karoten (keemasan) (Dolorosa et al., 2017). Pigmen yang dikandung
olen Eucheuma cottonii yaitu a-karoten, P-karoten, neoxantin, fikobilin, dan
zeaxantin yang berpotensi sebagai antioksidan (Sambodo, 2019). Karotenoid
memiliki fungsi lebih sebagai antioksidan karena bersifat fotoproteksi untuk
melawan fotooksidasi yang berlebihan dari sinar. Salah satu turunan karotenoid
yang berpotensi sebagai antioksidan alami yaitu B-karoten karena berperan sebagai
prekursor vitamin A (Oktarina, 2017). Fikosianin merupakan salah satu senyawa
yang juga dikandung oleh Eucheuma cottonii. Fikosianin mengandung asam
mycosporine yang terdiri dari derivat imine yang memiliki kandungan berupa
kromofor aminocycloheximine yang dapat mengabsorbsi sinar UV (Hidayat et al.,

2018).
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2.3 Antioksidan

Teori radikal bebas termasuk salah satu dari beberapa teori yang
menjelaskan tentang penyebab terjadinya penuaan. Pada teori tesebut dijelaskan
bahwa proses penuaan pada suatu organisme terjadi karena adanya akumulasi
kerusakan sel yang merupakan akibat dari adanya radikal bebas (Nisa, 2016).
Radikal bebas dapat diartikan sebagai molekul yang bersifat tidak stabil karena
orbit terluar pada atomnya memiliki satu elektron atau beberapa elektronnya tidak
memiliki pasangan atau disebut unpaired electron. Elektron yang tidak
berpasangan tersebut maka akan cenderung menarik elektron yang dimiliki
senyawa lain untuk membentuk pasangan (Mukono, 2011). Pengambilan elektron
oleh radikal bebas tersebut memberikan efek destruktif bagi molekul lain yang telah
diambil elektronnya. Pengambilan elektron tersebut akan menyebabkan terjadinya
reaksi berantai sehingga akan muncul radikal bebas dalam jumlah yang lebih
banyak (Khaira, 2010).

Radikal bebas dibutuhkan tubuh untuk kesehatan tetapi akan sangat
berbahaya dan dapat menyebabkan kerusakan jika jumlahnya berlebihan. Radikal
bebas dalam tubuh memiliki beragam fungsi yaitu untuk membunuh bakteri dan
melawan radang (Sayuti & Yenrina, 2015). Jika jumlah radikal bebas berlebihan
maka dapat mengakibatkan pertumbuhan dan perkembangan sel terganggu, bahkan
mengakibatkan sel mengalami kematian karena radikal bebas menyebabkan
terjadinya kerusakan asam nukleat dan kerusakan protein (Fauzi, 2018)

Radikal bebas dapat bersumber dari dalam tubuh manusia maupun dari luar
tubuh. Terbentuknya radikal bebas endogen atau dari dalam tubuh merupakan

wujud dari respon normal terhadap rangkaian peristiwa biokimia yang berlangsung
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di dalam tubuh. Munculnya radikal bebas eksogen disebabkan karena adanya
paparan sinar ultraviolet, polusi udara yang berasal dari asap kendaraan, asap rokok
atau gas hasil buangan pabrik (Fauzi, 2018). Allah berfirman dalam Q.S: Ar-Rum
[30]:41 sebagai berikut:

s s 148 P ol Eoe s iy S S
Artinya: “Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia, Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian
dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar).” (QS:
Ar-Rum [30]:41).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa telah terjadi kerusakan di bumi dan di
darat yang disebabkan oleh manusia dan Allah akan memberikan sedikit teguran
kepada manusia yang melakukan kerusakan agar menyadari perbuatannya (Shihab,
2002). Salah satu dampak kerusakan lingkungan yang ditimbulkan manusia yakni
polusi udara seperti asap kendaraan, asap rokok, dan asap pabrik yang tentunya
dapat menghasilkan radikal bebas. Radikal bebas dapat menyebabkan terjadinya
berbagai macam resiko fotokimiawi yang meliputi foto isomerisasi dan foto
oksidasi. Pelepasan reative oxygen species (ROS) yang berupa: anion superoksida
(0>), radikal hidroksil (OH), dan hidrogen peroksida (H20-) oleh suatu kromofor
yang berfungsi menyerap sinar ultraviolet dapat menyebabkan terjadinya foto
oksidasi. Reaktivitas radikal bebas dapat dikendalikan dengan menggunakan
antioksidan (Nisa, 2016). Penggunaan zat antioksidan merupakan salah satu cara
untuk menghindari efek buruk radikal bebas.

Antioksidan dapat diartikan sebagai zat yang memiliki ciri khas yaitu anti

pada zat yang berperan sebagai oksidan atau zat yang dikenal dengan sebutan
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radikal bebas (Ramadani, 2010). Tubuh membutuhkan antioksidan agar dapat
melakukan penetralan terhadap radikal bebas dalam tubuh dan juga mencegah sel
mengalami kerusakan  akibat dari aktivitas radikal bebas. Antioksidan
mendonorkan elektronnya pada radikal bebas sehingga dapat menghambat reaksi
berantai yang terjadi dalam penyusunan senyawa radikal bebas. Antioksidan juga
mampu mengurangi resiko munculnya penyakit degeneratif seperti aterosklerosis,
diabetes mellitus, insomnia, jantung koroner, gagal ginjal, kanker, rematik, jantung
koroner, dan dapat mengurangi resiko terjadinya penuaan dini (Setyaningtyas et al.,
2017). Tubuh memproduksi antioksidan yang disebut dengan antioksidan endogen.
Kurangnya kandungan senyawa antioksidan dalam tubuh dapat menyebabkan
perubahan morfologi kulit. Perubahan morfologi kulit yang terjadi yaitu kulit
menjadi kering, elastisitas kulit berkurang bahkan hilang, munculnya lesi kulit, kulit
kasar, garis-garis normal yang terdapat pada kulit terlihat lebih dalam dan terjadi
kekenduran pada kulit. Hal-hal tersebut menyebabkan kulit terlihat lebih tua (Satria
& Siahaan, 2017).

Antioksidan endogen terdiri dari tiga jenis enzim yaitu katalase, superoksida
dismutase (SOD), serta glutation peroksidase (GSHPx). Selain itu, antioksidan
endogen juga berupa non enzim seperti senyawa protein tri peptida glutation.
Antioksidan endogen berperan untuk menetralkan radikal bebas. Dalam
menjalankan fungsinya tersebut, antioksidan endogen dibantu dengan antioksidan
eksogen. Antioksidan eksogen dapat diartikan sebagai antioksidan yang didapatkan

dari luar tubuh (Ramadani, 2010).
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2.4 Jenis-Jenis Antioksidan
2.4.1 Antioksidan Alami

Antioksidan eksogen yang didapatkan dari bahan alami disebut dengan
antioksidan alami. Tanaman merupakan bahan alami yang memiliki aktivitas
antioksidan karena mengandung senyawa polifenol, terpen atau karotenoid.
Flavonoid merupakan polifenol yang banyak digunakan pada produk perawatan
kulit. Flavonoid dan terpen dapat memperlambat penuaan kulit karena dapat
membantu mencegah terjadinya stress oksidatif. Antioksidan alami mampu
memberikan perlindungan bagi tubuh dari kerusakan yang bersumber dari radikal
bebas, menurunkan resiko terjadinya penyakit kanker, diabetes, kardiovaskular, dan
penyakit yang berhubungan dengan penuaan (Haerani et al., 2018). Antioksidan
alami secara toksikologi lebih aman dibandingkan dengan antioksidan sintetis.
Tubuh juga lebih mudah melakukan penyerapan antioksidan alami dibandingkan
dengan antioksidan sintetis (Winarsi, 2007). Contoh golongan antioksidan alami
yaitu vitamin C. Vitamin C dapat menetralkan stres oksidatif dengan cara donasi
atau transfer elektron (Wibawa et al., 2020). Selain itu vitamin C juga mampu
mengaktifkan vitamin E yang juga merupakan antioksidan. Pengaktifan vitamin E
tersebut dilakukan dengan cara pengaktifan kembali a-tokoferol yang berasal dari
radikal tokoferol (Andarina & Djauhari, 2017).
2.4.2 Antioksidan Sintetis

Antioksidan sintetis merupakan sebutan untuk antioksidan yang dihasilkan
melalui reaksi kimia. Jenis antioksidan sintetik yang boleh digunakan dalam bahan
pangan yaitu butil hidroksi anisol (BHA), propil galat, butil hidroksi toluen (BHT),

tert butil hidroksi quinon (TBHQ (Widyaningsih et al., 2017). Penggunaan BHA,
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BHT, dan TBHQ dibatasi karena bersifat karsinogenik (Hidayat et al., 2018).
Menurut Sudjatini (2020) antioksidan BHA dan BHT memiliki dampak buruk bagi
tubuh karena bersifat toksik dan karsinogenik bagi kulit, hati, paru-paru, maupun
sistem imun.
2.5 Metode DPPH

Pengukuran aktivitas antioksidan menggunakan DPPH dilakukan
berdasarkan kemampuan yang dimiliki antioksidan untuk melakukan penangkapan
senyawa radikal bebas DPPH (Rahmawati et al., 2016). Radikal bebas DPPH
memiliki sifat reaktif terhadap cahaya, pH, dan oksigen tetapi juga memiliki sifat
stabil sehingga dapat digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan (Muktisari
& Hartati, 2018). Terdapat beberapa kelebihan yang dimiliki metode DPPH yaitu
akurat, sederhana, prosesnya cepat, dan sampel yang dibutuhkan untuk analisa

jumlahnya kecil (Rahmawati et al., 2016).

NO o

Gambar 2.2. (1) Struktur kimia pada radikal bebas DPPH (2) struktur kimia
pada DPPH dalam bentuk non radikal (Alam dkk., 2013)

Prinsip kerja pada metode DPPH vyaitu terjadinya ikatan antara atom
hidrogen yang berasal dari senyawa antioksidan dengan elektron bebas yang
dimiliki oleh senyawa radikal. lkatan yang terjadi menyebabkan perubahan dari
radikal bebas (diphenylpicrylhydrazyl) menjadi senyawa yang bersifat non radikal
(diphenylpicrylhydrazine) (Setiawan et al., 2018). Menurut Muthia dkk. (2019)

radikal bebas DPPH berwarna ungu jika memiliki elektron yang tidak berpasangan.
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Warna akan mengalami perubahan menjadi kuning ketika elektronnya berpasangan.
Molekul DPPH yang melakukan reaksi dengan molekul senyawa antioksidan
menyebabkan pemudaran warna dari ungu ke kuning pada DPPH dan akan
terbentuk senyawa berupa 2,2-diphenyl-1-picrylhdrazine yang disebabkan oleh
adanya aktivitas peredaman senyawa radikal yang dilakukan oleh molekul senyawa
antioksidan.

Penggunaan metode DPPH telah dilakukan secara luas untuk menguiji
aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh suatu senyawa yang dapat melakukan
penghambatan terhadap radikal bebas. Selain itu metode DPPH juga digunakan
untuk menganalisis kandungan aktivitas antioksidan pada suatu makanan. Sampel
yang digunakan pada metode DPPH dapat berupa cairan atau padatan (Pratama et
al., 2011).

2.6 Kolagen dan Penghambatan Enzim Kolagenase

Penuaan adalah proses biologis yang terjadi di tubuh manusia dimana
kemampuan bagian tubuh dalam menjalankan fungsinya mengalami penurunan
(Nurfatimah et al., 2017). Penuaan melibatkan semua organ dalam dan luar tubuh.
Organ dalam meliputi paru-paru, jantung, otak, dan ginjal, sedangkan organ luar
yang terlibat yaitu kulit (Nisa, 2016). Penuaan kulit dapat terjadi melalui 2
mekanisme yaitu penuaan intrinsik dan penuaan ekstrinsik (Ahmad & Damayanti,
2018).

Penuaan kulit secara intrinsik merupakan penuaan yang terjadi akibat
adanya kombinasi dari tiga proses yaitu kemampuan sel kulit untuk berproliferasi
mengalami penurunan, sintesis matriks ekstraselular kulit yang menurun dan

meningkatnya aktivitas enzim yang dapat mendegradasi kolagen pada lapisan
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dermis. Selain itu, seiring bertambahnya usia aktivitas enzim matriks
metaloproteinase yang berperan sebagai pendegradasi kolagen juga meningkat.
Penurunan kadar kolagen dapat menyebabkan terjadinya penuaan kulit serta
munculnya kerutan (Ahmad & Damayanti, 2018).

Penuaan kulit ekstrinsik merupakan penuaan yang penyebab utamanya
berasal dari sinar ultraviolet yang menghasilkan radikal bebas. Penuaan ini sering
disebut dengan photoaging. Sumber utama sinar ultraviolet adalah matahari
sehingga matahari dianggap sebagai kontributor utama dalam photoaging. Reactive
Oxygen Species (ROS) ialah senyawa radikal yang merangsang terjadinya reaksi
molekuler berantai yang dapat meningkatkan pembentukan AP-1 yang
menstimulasi terjadinya proses transkripsi enzim MMP dan juga menghambat
reseptor tipe 2 dari TGF-f sehingga produksi kolagen terhambat dan pemecahan
kolagen meningkat sehingga menyebabkan terjadinya penuaan kulit (Ahmad &
Damayanti, 2018).

Penyusun utama kulit yang berperan dalam memberi kekuatan dan
kekenyalan kulit yaitu kolagen (Ahmad & Damayanti, 2018). Kolagen adalah salah
satu golongan protein yang memiliki sifat yaitu tidak larut dalam air dan jumlahnya
dalam tubuh mencapai 30% dari total seluruh protein penyusun tubuh manusia
(Alhana et al., 2015). Kolagen memiliki karakteristik yaitu mampu melekatkan sel
sehingga mampu membentuk kerangka jaringan serta organ tubuh. Molekul
kolagen memiliki panjang 280 nm dengan diameter sekitar 1,5 nm dan berat
molekulnya sebesar 290.000 Dalton. Kolagen mengandung tiga rantai polipeptida
dan pada masing masing rantainya mengandung lebih dari 1000 asam amino

(Setyowati & Setyani, 2015).
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Kolagen merupakan elemen pembentuk matriks ekstraseluler jaringan yang
disintesis di sel fibroblas (Mescher, 2018). Kolagen berfungsi sebagai kekuatan
tegang jaringan seperti tulang, tendon, tulang rawan, dan kulit (Kadler et al., 2007).
Kolagen membentuk sebagian besar lapisan dermis kulit, sekitar 75% dari berat
kering kulit (Goldsmith et al., 2008). Lapisan dermis pada kulit normal terdiri dari
kolagen tipe | sekitar 80%, kolagen tipe Il sekitar 25% (Velnar et al., 2009) dan
kolagen tipe V <5% (Goldsmith et al., 2008).

Kulit dalam kondisi normal pada dasarnya mensintesis enzim seperti
elastase dan kolagenase (Nur et al., 2017). Kolagenase adalah golongan enzim
proteolitik yang dapat mengurai protein. Enzim kolagenase merupakan polimer
asam amino yang memiliki residu berupa residu non polar. Prolin dan
hidroksiprolin merupakan bagian terbesar dari kolagenase. Kolagenase dapat
menghidrolisis kolagen pada pH yang netral dan belum terdenaturasi. Kolagenase
dalam jumlah yang berlebihan dapat menyebabkan terjadinya kerusakan kulit atau
pembentukan kerut karena kolagenase memotong ikatan asam amino kolagen dan
memecah kolagen (Antara & Gunam, 2018).

Saat radiasi UV terserap oleh kulit maka akan mengakibatkan terjadinya
peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) dalam tubuh yang dapat mempercepat
dan meningkatkan aktivasi enzim kolagenase dan enzim elastase (Simamora et al.,
2020). Pencegahan terjadinya penuaan atau keriput dapat dilakukan dengan
menggunakan inhibitor kolagenase alami yang berasal dari tanaman. Senyawa
fenolik merupakan kandungan tumbuhan yang memiliki kemampuan menjadi

inhibitor kolagenase (Antara & Gunam, 2018).
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2.7 Nilai 1C50 Pada Uji Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim
Kolagenase

Nilai aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
diinterpretasikan dengan menggunakan nilai “Effective Concentration” atau nilai
EC50 atau biasa dikenal dengan IC50 “Inhibitory Concentration”. Nilai IC50 dapat
diartikan sebagai suatu nilai yang menunjukkan kemampuan konsentrasi bahan uji
dalam menghambat terjadinya proses oksidasi (Molyneux., 2004) dan enzim
kolagenase sebanyak 50%. Analisis yang dilakukan untuk memperoleh nilai IC50
yaitu dengan melakukan analisis regresi linier pada konsentrasi dari bahan uji yang
digunakan dengan persentase antioksidan (Rahmayani et al., 2013) atau
penghambatan enzim kolagenase (Simamora et al., 2020). Nilai IC50 yang semakin
rendah maka menunjukkan semakin tingginya kemampuan bahan uji untuk
melakukan penghambatan terhadap radikal bebas (Rahmayani et al., 2013) dan
enzim kolagenase (Simamora et al., 2020). Penggolongan tingkat kemampuan
penghambatan bahan uji berdasarkan nilai IC50 mengacu pada tabel 2.1. Adapun

nilai % aktivitas penghambatan didapatkan dari persamaan sebagai berikut:

% Aktivitas penghambatan — (Absorbansi kontrol — absorbansi sampel) y 100
Absorbansi kontrol
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Tabel 2.1. Penggolongan tingkat aktivitas penghambatan berdasarkan nilai

IC50
Nilai IC50 Kemampuan Penghambatan
<50 Sangat kuat
50-100 Kuat
100-150 Sedang
150-200 Lemah
>200 Sangat lemah

(Sumber: Tristantini et al., 2016)

2.8 Nanopartikel
2.8.1 Pengertian dan Kelebihan Nanopartikel

Salah satu teknologi yang dapat diterapkan diberbagai bidang yaitu
nanoteknologi. Nanoteknologi dibidang kosmetik fokus disistem koloid (colloidal
system) seperti nanosuspensi, nanoemulsi, dan nanopartikel. Tahun 1990
merupakan  tahun awal produk nanopartikel  dikembangkan. Pada
perkembangannya penerapan produk nano semakin meluas ke bidang kosmetik
seperti krim nanopartikel (Rahmi et al., 2013).

Nanopartikel merupakan golongan partikel yang memiliki ukuran sekitar 1-
1000 nanometer. Partikel yang berada dalam ukuran nano akan memiliki beberapa
sifat yaitu sifat kimia, fisika, dan biologi yang lebih unggul daripada partikel yang
bukan nano atau yang lebih besar dari nano (Latarissa & Husni, 2018). Nanopartikel
dibuat dengan tujuan untuk meningkatkan kelarutan pada zat aktif yang bersifat
sukar larut, memberikan variasi pada sistem penghantaran obat agar zat aktif dalam

obat dapat sampai ke daerah yang spesifik secara langsung, memperbaiki buruknya
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bioavailabilitas, memperbaiki absorbsi suatu senyawa makromolekul,
meningkatkan stabilitas zat aktif dan mengurangi timbulnya efek iritasi pada
saluran cerna yang disebabkan oleh zat aktif. Nanopartikel memiliki kelebihan yaitu
afinitas dari sistem semakin meningkat karena meningkatnya luas permukaan
kontak (Abdassah, 2017).

Penggunaan teknologi nanopartikel penghantaran bahan aktif pada obat dan
kosmetik akan lebih tepat sasaran dan memiliki efek samping yang Kkecil.
Penggunaan nanopartikel dalam bidang kosmetik yang dapat meningkatkan
aktivitas antioksidan yaitu nanokristal dan nanogold yang berperan sebagai katalis
ketika pembentukan kolagen sebagai anti-aging. Nanopartikel yang telah
digunakan dan dikembangkan dalam bidang kosmetik yaitu SLN (Solid Lipid
Nanoparticle), NLC (Nanostructured Lipid Carriers) nanoemulsi, nanopartikel
kristal, nanopartikel perak, dan nanopartikel emas (Latarissa & Husni, 2018).
2.8.2 Metode Pembuatan Nanopartikel

Jenis-jenis nanopartikel yang telah banyak disintesis yaitu nanopartikel
emas, zink, logam oksida, besi, dan perak (Masykuroh & Puspasari, 2020).
Nanopartikel perak telah banyak digunakan dalam bidang kosmetik, kesehatan, dan
industri (Kosimaningrum et al., 2020). Umumnya pembuatan nanopartikel perak
menggunakan metode kimia dan metode fisika melalui dua pendekatan yaitu top
down dan bottom up. Metode pembuatan nanopartikel yang dilakukan dengan cara
memperkecil ukuran partikel yang besar menjadi partikel dalam ukuran nanometer
biasa disebut dengan metode top down (Mubhriz et al., 2014). Proses pengubahan
ukuran partikel menjadi kecil dilakukan dengan menggunakan teknik penggilingan

seperti mikrofluidisasi, homogenisasi pada tekanan tinggi, dan penggilingan media.
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Teknik yang digunakan pada metode top down tidak menggunakan pelarut keras,
akan tetapi memerlukan energi yang cukup tinggi. Teknik penggilingan yang
digunakan pada metode ini menghasilkan panas dalam jumlah yang banyak
sehingga sulit untuk digunakan mengolah bahan yang bersifat termolabil
(Abdassah, 2017)

Metode pembuatan partikel berukuran nano dengan cara mengkontruksi
atom ataupun molekul yang berukuran piko (10"*> m) menjadi berukuran nano biasa
disebut metode bottom up (Anggraita, 2010; Muhriz et al., 2014). Metode bottom
up dapat dikerjakan dengan berbagai macam cara seperti yang tercantum pada
gambar 2. Penggunaan metode fisika dan kimia seperti top-down dan bottom-up
dapat menghasilkan partikel yang murni, akan tetapi kedua metode tersebut
membutuhkan biaya yang mahal dan tidak ramah lingkungan karena menggunakan

bahan anorganik berbahaya (Fabiani et al., 2018).
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Pembuatan nanopartikel perak dengan metode biologi dapat digunakan
untuk mengurangi penggunaan bahan-bahan anorganik yang berbahaya pada
metode fisika dan kimia (Masykuroh & Puspasari, 2020) sehingga akan
menghasilkan produk yang tingkat kemanananya lebih baik, dapat digunakan dalam
bidang kesehatan, dan biomedis serta ramah terhadap lingkungan (Taba et al.,
2019).

Green synthesis dapat diartikan sebagai suatu metode biologi untuk sintesis
nanopartikel dengan menggunakan agen biologi seperti ekstrak tanaman. Prinsip
sintesis menggunakan metode green synthesis yaitu memanfaatkan senyawa
organik pada tanaman untuk mereduksi ion logam (Sumaiti et al., 2018).
Penggunaan ekstrak tanaman untuk sintesis nanopartikel perak memiliki beberapa
kelebihan yaitu bahan yang dipergunakan mudah didapat, tidak beracun, dan
pengunaan bahan kimia yang relatif sedikit. Ekstrak tanaman yang berpotensi
digunakan sebagai bioreduktor ialah tanaman yang mengandung senyawa yang
dapat mereduksi ion Ag* menjadi Ag®. Metabolit sekunder yang dapat berperan
sebagai agen pereduksi yaitu flavonoid, terpenoid, tanin, fenolik, steroid, alkaloid,
saponin, polifenol, dan kuersetin (Patabang et al., 2019; Sumaiti et al., 2018).

2.9 Korelasi antara Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim
Kolagenase

Tanaman yang memiliki kandungan berupa senyawa fenolik dapat
melakukan penghambatan terhadap enzim kolagenase (Simamora et al., 2020).
Senyawa polifenol seperti flavonoid memiliki aktivitas penghambatan kolagenase
yang dapat digunakan sebagai bahan dasar sintesis produk anti penuaan (Kristina et

al., 2019). Menurut Nurulita et al. (2019) bahan alam yang berpotensi untuk
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dijadikan kosmetik memiliki aktivitas antioksidan yang memberikan efek sinergis
terhadap penghambatan enzim kolagenase. Semakin tinggi senyawa fenolik yang
dimiliki oleh tanaman maka semakin tingggi aktivitas penghambatan
kolagenase/inhibitor kolagenasenya. Selain itu, semakin tinggi senyawa fenolik
pada tanaman maka semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Antara & Gunam,
2018). Geeta et al. (2019) melakukan penelitian terkait aktivitas antioksidan dan
penghambatan enzim kolagenase pada epicatechin dan genistein. Hasil yang
diperoleh dari penelitian tersebut ialah epicatechin memiliki aktivitas antioksidan
lebih baik dibandingkan genistein sedangkan aktivitas penghambatan enzim
kolagenase pada epicatechin juga lebih baik dibandingkan pada genistein.
2.10 Hasil Riset Alga Merah Eucheuma cottonii

Berdasarkan penelitian Muawanah et al. (2016) menunjukkan ekstrak
polisakarida Eucheuma cottonii memiliki nilai IC50 sebesar 72,49 ppm yang
merupakan golongan antioksidan kuat. Wulandari et al. (2018) melakukan uji
aktivitas antioksidan pada alga merah Eucheuma cottonii dan diperoleh hasil bahwa
ekstrak metanol Eucheuma cottonii memiliki nilai 1C50 sebesar 39,926 ppm
sehingga digolongkan antioksidan yang sangat kuat. Penelitian yang dilakukan
Putri et al. (2019) tentang uji aktivitas antioksidan pada alga merah Eucheuma
cottonii diperoleh hasil bahwa ekstrak etanol Eucheuma cottonii memiliki nilai
IC50 35,51 ppm sehingga digolongkan sebagai antioksidan yang sangat kuat.
Rombe et al. (2020) menganalisis aktivitas antioksidan yang terdapat pada ekstrak
fraksi etanol alga merah Eucheuma cottonii yang dikeringkan dan diperoleh nilai

IC50 sebesar 52,36 ppm yang termasuk antioksidan kuat.
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Penelitian Yanuarti et al. (2017) menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat
Eucheuma cottoni memiliki nilai SPF sebesar 8,8 sehingga Eucheuma cottoni
tergolong memiliki kemampuan proteksi kategori maksimal. Penggolongan
kategori proteksi yaitu nilai SPF sebesar 2-4 tergolong proteksi minimal, SPF
sebesar 4-6 tergolong proteksi sedang, SPF dengan nilai sebesar 6-8 tergolong
proteksi ekstra, sedangkan nilai SPF sebesar 8-15 tergolong proteksi maksimal dan
jika nilai SPF >15 tergolong proteksi ultra. Penelitian Hamsinah et al. (2016)
tentang uji stabilitas formulasi krim dari serbuk Eucheuma cottonii menunjukkan
bahwa krim Eucheuma cottoni tetap memiliki ciri fisik yang stabil meskipun
disimpan dalam suhu kamar selama 1 tahun.

Penelitian Pringgenies dkk. (2013) menunjukkan hasil bahwa bubuk
Eucheuma cottonii memiliki potensi untuk meningkatkan jumlah spermatozoa
karena mengandung nutrisi, seng, selenium dan asam amino arginin yang berperan
penting untuk menghasilkan sperma yang sehat. Penelitan Asmoro et al. (2015)
tentang kemampuan ekstrak Eucheuma cottoni menghambat pertumbuhan bakteri
mixed periodonto patogen menunjukkan bahwa Eucheuma cottonii mampu
menghambat pertumbuhan bakteri karena memiliki kandungan berupa alkaloid,
flavonoid, triterpenoid. Hasil penelitian Arsianti et al. (2016) menunjukkan bahwa
Eucheuma cottoni memiliki kandungan flavonoid, steroid dan glikosida. Steroid
yang paling banyak ditemukan yaitu sterol. Steroid yang ditemukan pada alga
Eucheuma cottoni tersebut berpotensi sebagai anti kanker. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa terdapat presentase penghambatan proliferasi sel MCF-7

meningkat ketika konsentrasi ekstrak ditingkatkan.
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Hasil penelitian Suriyani et al. (2018) menunjukkan bahwa pupuk organik
dari Eucheuma cottoni mampu meningkatkan pertumbuhan karena mengandung zat
pengatur tumbuh (ZPT) berupa auksin (IAA) sebesar 112,47 ppm dan zeatin 77,72
ppm. Hasil penelitian Chang & Teo (2016) tentang aktivitas penghambatan
tirosinase ekstrak metanol Eucheuma cottoni dengan menggunakan substrat L-
DOPA menunjukkan bahwa nilai ICsp sebesar 234,33 + 21,850 pg/ml. Eucheuma
cottoni dianggap memiliki aktivitas anti-tirosinase yang lebih baik dibandingkan

dengan aktivitas anti-tirosinase pada rumput laut Grateloupia lancifolia (256

pg/ml).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian yang berjudul “Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim
Kolagenase Nanopartikel Perak Menggunakan Alga Merah Eucheuma cottonii”
merupakan penelitian eksploratif dan dianalisis secara deskriptif kuantitatif. Sampel
nanopartikel perak diuji aktivitas antioksidannya menggunakan metode DPPH dan
menggunakan asam askorbat untuk kontrol positif. Aktivitas penghambatan enzim
kolagenase diuji dengan menggunakan substrat bovine collagen dan menggunakan
asam askorbat untuk kontrol positif.

Uji aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase dilakukan
dengan melakukan pembacaan absorbansi pada spektrofotometer. Setiap sampel
dilakukan tiga kali pembacaan absorbansi pada spektrofotometer. Data absorbansi
yang didapatkan digunakan untuk menganalisis nilai IC50 yang mempresentasikan
kemampuan aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase pada
sampel nanopartikel alga merah Eucheuma cottonii.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Juli 2021 di Laboratorium
Fisiologi Tumbuhan, Laboratorium Biokimia, dan Laboratorium Genetika
Molekuler, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa alat yang terdiri dari kertas label,

oven, aluminum foil, alat tulis, mikro pipet, neraca analitik, masker, sarung tangan,
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tabung reaksi, rak tabung reaksi, centrifuge, spatula, labu ukur 25 ml, tube 15 ml,
freezer, gelas ukur 100 ml, kuvet, hotplate, spektrofotometer UV-Vis Bio-Rad,
pipet tetes, oven, mixer grinder.
3.3.2 Bahan

Bahan baku yang digunakan yaitu berupa alga merah Eucheuma cottonii.
Bahan yang digunakan untuk sintesis nanopartikel perak terdiri dari akuades dan
AgNQO3. Uji aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan beberapa bahan kimia
yaitu DPPH, methanol, akuades, dan asam askorbat. Uji penghambatan enzim
kolagenase dilakukan menggunakan beberapa bahan kimia yaitu buffer tris-HCL,
enzim kolagenase, TCA, folin, asam askorbat, dan substrat (bovine collagen).
3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Metode Pembuatan Ekstrak Alga Merah Eucheuma cottonii

Alga Eucheuma cottonii diekstrak dengan metode maserasi menggunakan
pelarut akuades. Alga Eucheuma cottonii dikeringkan dengan oven. Alga kering
dihaluskan dengan blender dan diayak untuk mendapatkan ukuran serbuk yang
kecil dan halus. Kemudian, 30 gram serbuk Eucheuma cottonii dicampur dengan
600 mL akuades (1:20). Kemudian diaduk menggunakan magnetic stirer hingga
homogen. Selanjutnya sampel disentrifugasi menggunakan kecepatan 4000 rpm
dengan suhu 4°C dalam jangka waktu 15 menit. Selanjutnya diambil supernatan
untuk diuji aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenasenya.
3.4.2 Pembuatan Nanopartikel Perak Menggunakan Metode Green Synthesis

Pembuatan nanopartikel perak mengacu pada metode Hamed et al. (2020)
sebanyak 40 ml ekstrak Eucheuma cottonii dicampurkan dengan 200 mL larutan

AgNO3 1 mM (rasio 1:5). Campuran tersebut kemudian dihomogenkan
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menggunakan stirer magnetic selama 2 jam pada suhu 70°C dengan kecepatan 700
rpm dan diperhatikan perubahan warnanya. Warna yang berubah dari putih menjadi
kuning pucat mengindikasikan terbentuknya nanopartikel perak. Larutan yang telah
mengalami perubahan warna tersebut kemudian disentrifugasi menggunakan
kecepatan 4000 rpm dalam jangka waktu 30 menit dengan pengaturan suhu 4°C.
Setelah itu, dilakukan pengovenan pelet dengan pengaturan suhu 45°C dalam waktu
24 jam.

3.4.3 Analisis Particle Size Analyzer (PSA)

Serbuk nanopartikel perak Eucheuma cottonii sebanyak 1 mg dilarutkan
dalam 10 ml akuades. Campuran tersebut kemudian dihomogenkan menggunakan
vortex. Setelah itu, sampel diuji menggunakan instrumen particle size analyzer
(PSA) di Laboratorium Jurusan Farmasi, Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan
UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.4.4 Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

Pengujian aktivitas antioksidan mengacu pada metode Diyana et al. (2015)
dengan modifikasi yang diawali dengan pembuatan seri konsentrasi larutan uji
nanopartikel perak dan ekstrak sebesar 50, 100, 150, 200, dan 250 ppm serta asam
askorbat untuk kontrol positif dengan seri konsentrasi sebesar 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm.
Asam askorbat dipilih sebagai kontrol positif karena asam askorbat merupakan
golongan antioksidan sekunder sehingga dapat melakukan penetralan dan
menangkal reaksi berantai yang disebabkan oleh senyawa radikal (Damanis et al.,
2020). Seri konsentrasi larutan nanopartikel, ekstrak Eucheuma cottonii dan asam
askorbat dipindahkan ke dalam tube sebanyak 500 uL. dan ditambah 500 uLL DPPH

konsentrasi 0,1 mM pada tabung reaksi yang berisi sampel larutan uji. Setelah itu,
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masing-masing sampel diinkubasi dalam kondisi gelap selama 30 menit dengan
suhu. Setiap sampel dibuat ulangan sebanyak 3 kali ulangan. Seluruh larutan yang
telah disiapkan kemudian dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan panjang
gelombang 517 nM. Pembacaan absorbansi dilakukan 3 kali pada tiap-tiap sampel.
Nilai absorbansi digunakan untuk melakukan penghitungan % aktivitas antioksidan
pada sampel dan kontrol dengan menggunakan formula sebagai berikut
(Molyneux., 2004):

% Aktivitas antioksidan = (Absorbansi kontrol — absorbansi sampel) X 100
Absorbansi kontrol

Selanjutnya dilakukan perhitungan nilai IC50 dengan cara membuat grafik
hubungan antara konsentrasi sebagai sumbu X dengan persentase penghambatan
sebagai sumbu y. Setelah itu, dilakukan analisis secara regresi linier sehingga
diperoleh persamaan y=a+bx. Koefisien y merupakan nilai IC sebesar 50 dan

koefisien x merupakan nilai IC50 yang dicari (Hendri Faisal & Handayani., 2019).

3.4.5 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase

Pengujian penghambatan enzim kolagenase yang dilakukan mengacu pada
metode Nurhayati et al., (2013) dan Baehaki et al., (2012) dengan modifikasi. Uji
penghambatan enzim kolagenase dilakukan dengan mencampurkan 20 pL larutan
sampel dengan penggunaan seri konsentrasi sebesar 50, 100, 150, 200, dan 250
ppm, kemudian ditambahkan 20 uL enzim kolagenase serta 20 pL larutan buffer
tris-HCL pH 8 ke dalam tube. Kemudian masing-masing sampel diinkubasi dalam
kurun waktu 30 menit pada suhu sebesar 37°C. Larutan kontrol positif dibuat
dengan menggunakan asam askorbat yang seri konsentrasinya sebesar 2, 4, 6, 8,

dan 10 ppm. Penggunaan asam askorbat sebagai kontrol positif yaitu karena asam
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askorbat memiliki kemampuan yang baik untuk menghambat enzim kolagenase
(Hamano et al., 2010).

Kemudian, ditambahkan 100 pL substrat dan diinkubasi selama 10 menit.
Setelah diinkubasi, ditambahakan 400 uL. TCA dan 200 uL folin. Penambahan TCA
bertujuan untuk menghentikan reaksi pada larutan sampel. TCA akan
menonaktifkan aktivitas dari enzim kolagenase (Yusriah & Kuswytasari., 2013).
Selanjutnya dilakukan penambahan folin ciocalteus yang akan bereaksi dengan
tirosin untuk menghasilkan warna agar dapat diukur nilai absorbansinya pada
spektrofotometer (Cupp-Enyard & Aldrich., 2008). Menurut Shen et al (2018)
tirosin merupakan suatu asam amino yang dibungkus oleh serat kolagen, asam
amino tersebut akan terlepas ketika terjadi degradasi pada serat kolagen yang
disebabkan oleh aktivitas dari enzim kolagenase.

Setiap sampel dibuat ulangan sebanyak 3 kali ulangan. Larutan blanko
dibuat dengan menggunakan buffer tris HCL sebagai pengganti sampel, kemudian
direaksikan dengan prosedur yang sama dengan sampel. Larutan standar dibuat
dengan menggunakan tirosin sebagai pengganti sampel dan enzim, dan direaksikan
dengan prosedur yang sama dengan sampel. Kemudian, disiapkan enzim
kolagenase tanpa penambahan inhibitor (nanopartikel, ekstrak maupun asam
askorbat) dan direaksikan dengan prosedur yang sama seperti pada sampel. Seluruh
larutan yang telah disiapkan kemudian dibaca absorbansinya menggunakan panjang
gelombang 578 nm. Pada pengukuran absorbansi dilakukan pengulangan sebanyak
3 kali pada tiap-tiap sampel. Nilai absorbansi digunakan untuk melakukan

penghitungan aktivitas kolagenase dengan menggunakan formula sebagai berikut:

_ Absorbansi sampel—Absorbansi blanko

UA

x Px1/T

~ Absorbansi standar—absorbansi blanko
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Keterangan:

UA/mL= jumlah tirosin yang dihasilkan per enzim per menit

P = Pengenceran

T = waktu inkubasi (10 menit)

Kemudian, dihitung persentase penghambatan enzim menggunakan formula

sebagai berikut:

Aktivitas Enzim Kolagenase dengan inhibitor

x100%

0, =1-
/oPenghambatan 1 Aktivitas Enzim Kolagenase tanpa inhibitor

3.5. Analisis Data

Hasil data absorbansi yang diperoleh dari uji aktivitas antioksidan dan
penghambatan enzim kolagenase disajikan dalam bentuk nilai IC50 yang diperoleh
dari analisis regresi linier. Nilai IC50 yang diperoleh kemudian dikategorikan
menjadi 5 kategori yaitu sangat kuat jika nilai IC50 <50, kuat jika nilai IC50 dalam
kisaran 50-100, sedang jika nilai IC50 dalam kisaran 100-150, lemah jika nilai 1C50
dalam kisaran 150-200, dan sangat lemah jika nilai 1C50 >50. Korelasi antara
aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase dianalisis dengan
menggunakan pearson correlation vallue. Semua analisis data tersebut dilakukan

menggunakan software Microsoft Excel 2013.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kemampuan Ekstrak Alga Merah Eucheuma cottonii Sebagai
Bioreduktor Pembentukan Nanopartikel Perak
Ukuran nanopartikel perak yang disintesis menggunakan Eucheuma cottonii
berkisar antara 119 nm-1635 nm (Gambar 4.1). Ukuran nanopartikel 230 nm
memiliki persentase tertinggi (85%) jika dibanding dengan ukuran yang lain. Rata-

rata ukuran nanopartikel perak pada penelitian ini adalah 230 nm.
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Gambar 4.1 Distribusi ukuran nanopartikel perak Eucheuma cottonii

Ukuran nanopartikel perak Eucheuma cottonii yang jumlahnya paling tinggi
yaitu 230 nm sebanyak 85%. Hal tersebut berbeda dengan penelitian Ganesan et al.
(2013) dan Sari dkk. (2016) yang melakukan sintesis nanopartikel perak
menggunakan Eucheuma cottonii dan menghasilkan ukuran secara berturut-turut
sebesar 73 nm dan 20 nm. Selain itu, penelitian Rautela et al. (2020) yang
melakukan sintesis nanopartikel perak menggunakan Tectona grandis

menghasilkan ukuran nanopartikel sebesar 10-30 nm. Penelitian Ahmed et al.

36
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(2016) yang malakukan sintesis nanopartikel perak menggunakan ekstrak daun
Azadirachta indica menghasilkan ukuran nanopartikel 34 nm. Hal tersebut
menunjukkan penggunaan spesies yang berbeda sebagai bioreduktor sintesis
nanopartikel perak menghasilkan ukuran nanopartikel yang berbeda pula. Hal ini
dapat disebabkan oleh perbedaan kandungan senyawa fitokimia pada masing-
masing spesies. Menurut Ravichandran et al. (2019) senyawa fenolik atau metabolit
sekunder pada ekstrak tumbuhan dapat menstabilkan partikel dan mencegah
terjadinya aglomerasi. Putri (2019) juga menjelaskan bahwa senyawa fitokimia
yang berfungsi sebagai capping agent mampu memperkecil ukuran partikel
sehingga semakin tinggi jumlah senyawa fitokimia pada tanaman maka akan
semakin kecil ukuran dari nanopartikel yang didapatkan. Selain itu menurut
Khodashenas dan Ghorbani (2015) ukuran dan bentuk nanopartikel perak
dipengaruhi oleh temperatur, pH, rasio capping agent dengan AgNOs3 dan metode
yang digunakan.

Ukuran nanopartikel perak Eucheuma cottonii yang dihasilkan pada
penelitian ini lebih dari 100 nm. Hal ini dapat disebabkan karena terjadinya
aglomerasi sebagaimana yang dipaparkan oleh Skoglund et al. (2017) bahwa
nanopartikel perak yang memiliki ukuran lebih dari 100 nm disebut mengalami
aglomerasi. Nanopartikel perak yang disintesis menggunakan biomolekul dapat
mengalami aglomerasi karena banyaknya senyawa yang teradsorbsi pada ion logam

yang membentuk lapisan permukaan (bio-corona).
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Zeta Potential -200 mV
MV (Mean Volume Diameter) 661.0
MN (Mean Number Diameter) 210.2
MA (Mean Diameter) 388.0
PDI (Polydispersion index) 0.1669

Gambar 4.2 Karakteristik nanopartikel perak menggunakan particle size
analyzer (PSA)

Nanopartikel perak Eucheuma cottonii pada penelitian ini memiliki rata-rata
volume (MV) sebesar 661.0 nm, rata-rata diameter sebesar (MN) 210.2 nm, dan
rata-rata ukuran permukaan partikel (MA) sebesar 388 nm. Nanopartikel perak
yang dihasilkan memiliki indeks polidispersitas sebesar 0.1669 (Gambar 4.2). Nilai
tersebut menunjukkan ukuran nanopartikel perak yang seragam sebagaimana yang
dipaparkan oleh Ningsih dkk. (2018) bahwa nilai indeks polidispersitas yang
semakin kecil menunjukkan ukuran nanopartikel yang terbentuk semakin homogen.
Menurut Lestari dkk. (2020) nilai indeks polidispersitas >0.5 menunjukkan bahwa
nanopartikel memiliki heterogenitas ukuran yang tinggi dan nilai indeks
polidispersitas yang mendekati nol menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki
ukuran yang seragam.

Nanopartikel perak Eucheuma cottonii memiliki nilai zeta potensial sebesar
200 mV (Gambar 4.2). Nilai zeta potensial sebesar 200 mV menunjukkan bahwa
nanopartikel yang dihasilkan memiliki kestabilan sangat baik. Hal tersebut sesuai
dengan Kumar et al. (2017) yang menyatakan bahwa nilai zeta potential
menunjukkan kestabilan nanopartikel. Nilai zeta potensial dengan nilai 0-5 mV

menunjukkan bahwa nanopartikel mudah mengalami flokulasi atau koagulasi, nilai
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10-30 mV menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki kestabilan rendah, nilai 30-
40 mV menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki kestabilan sedang, nilai 40-60
mV menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki kestabilan yang baik, dan nilai
lebih dari 60 menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki kestabilan yang sangat
baik.
4.2 Aktivitas Antioksidan Nanopartikel Perak Alga Merah Eucheuma cottonii
Nanopartikel perak Eucheuma cottonii memiliki rata-rata nilai IC50 sebesar
50.46 £+ 2.71 ppm. Ekstrak Eucheuma cottonii memiliki rata-rata nilai IC50 sebesar
95.42 + 2.13 ppm. Asam askorbat memiliki rata-rata nilai IC50 sebesar 13.44 + 1.91

ppm (Tabel 4.1).

Tabel 4.1 Aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak, ekstrak Eucheuma
cottonii, dan asam askorbat

. Aktivitas Kategori
Sampel Konsentras| Penghambatan IC50 + (Sukwegnadhi
(ppm) DPPH (%) M€ SD T oy 2020)
50 49.476
Nanoparti 100 59.111
partikel 150 67.349 5046 % Kuat
Perak 2.71
200 79.231
250 84.423
50 47.412
100 51.205 95.42 +
Ekstrak 150 52.127 2’_ 13_ Kuat
200 56.433
250 66.479
2 45.082
Asam 4 46.181 13.44
Askorbat 6 47.678 191 Sangat Kuat
8 47.928

10 48.278
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Aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii dan
ekstrak Eucheuma cottonii tergolong kuat karena memiliki nilai 1IC50 kurang dari
100 ppm. Asam askorbat memiliki aktivitas antioksidan yang tergolong sangat kuat
karena nilai 1C50 kurang dari 50 ppm. Menurut Sukweenadhi et al. (2020) dan
Souhoka et al. (2019) aktivitas antioksidan diklasifikasikan menjadi 5 kategori
yaitu apabila nilai 1C50 kurang dari 50 ppm aktivitas antioksidannya dikategorikan
sangat kuat. Nilai IC50 pada rentang 50-100 ppm, maka aktivitas antioksidannya
dikategorikan kuat. Nilai IC50 pada rentang 100-150 ppm kategori aktivitas
antioksidannya sedang dan jika nilai IC50 pada rentang 150-200 ppm maka
aktivitas antioksidannya dikategorikan lemah. Sedangkan nilai IC50 lebih dari 200
ppm maka kategori aktivitas antioksidannya sangat lemah.

Aktivitas antioksidan pada ekstrak Eucheuma cottonii tergolong kuat karena
Eucheuma cotonii mengandung senyawa aktif yang berfungsi sebagai antioksidan.
Menurut Hudaifah et al. (2021) ekstrak Eucheuma cottonii memiliki kandungan
fitokimia yang terdiri dari alkaloid, saponin, triterpenoid, tanin, dan flavonoid.
Senyawa-senyawa bioaktif tersebut berpotensi untuk digunakan sebagai
antioksidan karena mampu menangkal radikal bebas.

Aktivitas antioksidan nanopartikel perak Eucheuma cottonii dan ekstrak
tergolong kuat. Akan tetapi, aktivitas antioksidan nanopartikel perak Eucheuma
cottonii lebih tinggi dibandingkan ekstrak karena nilai IC50 pada nanopartikel
perak lebih rendah daripada ekstrak. Artinya konsentrasi 50.46 ppm pada
nanopartikel perak sudah dapat menghambat 50% radikal DPPH sedangkan ekstrak

dapat menghambat 50% radikal DPPH pada konsentrasi 80.04 ppm. Menurut
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Sasadara et al. (2020) penurunan nilai IC50 menunjukkan terjadinya peningkatan
aktivitas antioksidan.

Aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii lebih
tinggi dibandingkan ekstrak. Hal tersebut serupa dengan hasil penelitian
Rajivgandhi et al. (2020) yang mensintesis nanopartikel perak menggunakan alga
merah Gracilaria corticata dan menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan
nanopartikel perak lebih tinggi dibandingkan ekstrak alga merah Gracilaria
corticata. Menurut Rajeshkumar et al. (2018) sintesis nanopartikel perak dapat
meningkatkan aktivitas pemulungan radikal bebas DPPH dibandingkan pada
ekstrak kasar.

Peningkatan aktivitas antioksidan pada nanopartikel perak Eucheuma
cottoni dapat berkaitan dengan kandungan senyawa fitokimia yang dimiliki oleh
Eucheuma cottonii sebagai agen capping pada permukaan AgNP. Menurut Khalil
et al. (2020) peningkatan aktivitas antioksidan atau pemulungan radikal bebas pada
nanopartikel perak dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu agen capping
(fitokimia) di permukaan AgNP dan ukuran partikel.

Nanopartikel perak yang dihasilkan memiliki rata-rata ukuran tertinggi
sebesar 230 nm, semakin kecil ukuran partikel maka dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan. Menurut Dzakwan & Priyanto (2020) aktivitas antioksidan partikel
yang berukuran nano dapat meningkat sebesar 2-3 kali jika dibandingkan dengan
ekstrak kasar atau serbuk murninya. Hal tersebut disebabkan oleh ukuran partikel
yang telah tereduksi hingga menjadi skala nanometer dapat meningkatkan kelarutan
partikel dan luas permukaan spesifik sehingga memperbesar distribusi dan kontak

antara partikel dan radikal bebas semakin besar. Menurut Priya et al (2015) selain
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ukuran nanopartikel, faktor lain yang dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan
yaitu senyawa aktif sebagai agen pelapis yang juga berperan dalam muatan
permukaan serta struktur kimia nanoppartikel perak sehingga dapat bertindak
sebagai antioksidan.

Allah SWT berfirman dalam QS: Al-Hijr [15]: 19 sebagai berikut:

03355 ses S e W WS (oo 3 Wl L (g
Artinya: “Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-
gunung serta Kami tumbuhkan di sana segala sesuatu menurut ukuran.” (QS: Al-
Hijr [15]: 19).

Avyat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu
sesuai ukurannya. Ukuran yang pas dan sesuai, tidak kurang ataupun lebih sehingga
dapat digunakan untuk memenuhi kebutuhan dan mencapai kemaslahatan makhluk
(Shihab, 2002). Hasil penelitian ini juga menunjukkan kuasa Allah SWT bahwa
ukuran partikel yang berbeda memberikan aktivitas antioksidan yang berbeda pula.
Senyawa yang berukuran nano aktivitas antioksidannya lebih baik dibandingkan
sampel ekstrak kasar. Selain itu konsentrasi larutan yang berbeda juga
menghasilkan persentase penghambatan yang berbeda, konsentrasi yang semakin
tinggi akan menghasilkan aktivitas antioksidan yang semakin tinggi.

4.3 Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase Nanopartikel Perak Alga
Merah Eucheuma cottonii

Nanopartikel perak Eucheuma cottonii memiliki nilai IC50 sebesar 116.47

+ 1.58 ppm. Ekstrak Eucheuma cottonii memiliki nilai IC50 sebesar 157.65 + 3.97

ppm. Asam askorbat memiliki nilai 1C50 sebesar 17.87 £ 0.45 ppm (Tabel 4.2).
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Tabel 4.2 Aktivitas penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak,
ekstrak Eucheuma cottonii dan asam askorbat

. Aktivitas Kategori
Sampel Konsentras| Penghambatan 1C50 + (Tanurget al.,
(Ppm) Kolagenase (%) Mean SD 2020)
50 36.420
Nanoparti 100 46.420
partikel 150 57.654 11647+ Sedang
Perak 1.58
200 65.679
250 78.642
50 25.309
100 32.469 157 65 +
Ekstrak 150 48.889 3.'97 - Lemah
200 60.617
250 73.210
2 16.173
Asam 4 23.580 17.87 +
6 24.691 e Sangat Kuat
Askorbat 8 94,038 0.45
10 36.420
Aktivitas Enzim Kolagenase Tanpa Inhibitor 0.096

Nanopartikel perak Eucheuma cottonii dikategorikan dalam aktivitas
penghambatan enzim kolagenase yang sedang, ekstrak Eucheuma cottonii
dikategorikan dalam aktivitas penghambatan enzim kolagenase lemah. Asam
askorbat dikategorikan dalam aktivitas penghambatan enzim kolagenase sangat
kuat. Menurut Tanur et al. (2020) terdapat 4 kategori penggolongan aktivitas
penghambatan enzim kolagenase berdasarkan nilai IC50. Aktivitas penghambatan
enzim kolagenase tergolong sangat kuat apabila nilai IC50 lebih rendah dari 50
ppm. Nilai IC50 pada kisaran 50-100 ppm maka aktivitas penghambatan enzim
kolagenasenya tergolong kuat. Jika nilai 1C50 berada pada kisaran 101-150 ppm
maka aktivitas penghambatan enzim kolagenasenya tergolong sedang dan jika nilai

IC50>150 aktivitas penghambatan enzim kolagenase tergolong lemah.
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Ekstrak Eucheuma cottonii memiliki potensi untuk menghambat aktivitas
enzim kolagenase karena mengandung senyawa polifenol seperti flavonoid.
Senyawa polifenol tersebut memiliki gugus hidroksil. Gugus hidroksil diduga
bereaksi dengan rantai utama atau rantai samping dari gugus fungsi kolagenase.
Interaksi hidrofik yang terjadi antara cincin benzena polifenol dan kolagenase
tersebut menyebabkan terjadinya perubahan konformasi enzim akibatnya enzim
akan mengalami kerusakan (Radwan et al., 2020). Mekanisme lain yang
memungkinkan yaitu mekanisme yang melibatkan ion Zn yang terdapat pada sisi
aktif enzim kolagenase. Menurut Vijayakumar et al. (2017) ion Zn tersebut
berfungsi untuk memfasilitasi interaksi antara enzim dengan penghambat sehingga
senyawa polifenol dapat mengikat ion Zn pada sisi aktif dan mencegah substrat
untuk melakukan ikatan dengan enzim.

Nanopartikel perak Eucheuma cottonii pada penelitian ini memiliki aktivitas
penghambatan enzim kolagenase lebih baik dibandingkan ekstrak Eucheuma
cottonii (Tabel 4.2). Hal tersebut serupa dengan penelitian Radwan et al. (2020)
bahwa nanopartikel perak yang disintesis menggunakan Eucalyptus camaldulensis
memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase yang lebih baik dibandingkan
ekstrak Eucalyptus camaldulensis dengan nilai IC50 secara berurutan yaitu 279,34
ppm dan 416,3 ppm. Selain itu, penelitian Mostafa et al. (2019) juga melaporkan
bahwa nanopartikel perak Centaurea pumilio memiliki kemampuan dalam
penghambatan enzim kolagenase yang lebih baik dibandingkan ekstrak Centaurea
pumilio, yang ditunjukkan dengan nilai IC50 nanopartikel perak yang lebih kecil

daripada ekstrak.



45

Aktivitas penghambatan enzim kolagenase pada nanopartikel perak
Eucheuma cottonii lebih baik daripada ekstrak karena ukuran partikelnya yang
lebih kecil menyebabkan luas permukaan sisi aktif enzim yang berikatan dengan
senyawa-senyawa bioaktif yang berperan sebagai inhibitor lebih besar. Menurut
Putri et al. (2021) semakin kecil ukuran pada suatu partikel nano maka luas
permukaannya akan semakin luas sehingga dapat mempercepat penghantaran
senyawa aktif dan penyerapannya ke dalam sel. Selain itu, menurut Lira et al.
(2019) sebagai inhibitor enzim, nanopartikel dapat mengikat sisi aktif enzim untuk
memblokir akses substrat berikatan dengan enzim. Menurut Scandalis et al. (2017)
nanopartikel perak (AgNPs) memiliki biokompatibelitas lebih besar dibandingkan
ekstrak sehingga lebih mudah bereaksi dengan sel-sel.

Allah berfirman dalam QS: Lugman [31]:16 sebagai berikut:

1 & vo w9 - ~o}/f ‘o4 O W wl. 1 %9 FA ”/5.' P
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Artinya: “(Lugman berkata): “Wahai anakku, sungguh jika ada (suatu perbuatan)
seberat biji sawi, dan berada dalam batu atau di langit atau di bumi, niscaya Allah
akan memberinya (balasan). Sesungguhya Allah Maha Halus lagi Maha Teliti.”
(QS: Lugman [31]:16).

Tafsir al-Muntakhab memberikan gambaran terkait kata (J2)3). Satu
kilogram biji khardal terdiri dari sekitar 913.000 butir yang mana satu butir biji
khardal tersebut beratnya hanya sekitar 1/1000 gram atau 1 mg. Biji tersebut
merupakan biji paling ringan yang diketahui oleh manusia sehingga ayat ini sering
digunakan menunjuk tentang sesuatu yang halus dan ukurannya sangat kecil

(Shihab, 2002). Ayat tersebut menjelaskan bahwa sekecil apapun perbuatan baik

maupun buruk pasti Allah akan membalasnya. Allah tidak pernah meremehkan
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sesuatu sekecil apapun itu. Oleh karena itu sebagai manusia kita juga dilarang untuk
memandang remeh sesuatu yang berukuran kecil seperti nanopartikel. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa nanopartikel perak yang ukurannya dalam kisaran
nanometer dan lebih kecil ukurannya jika dibandingkan dengan serbuk ekstrak
justru memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase yang lebih baik.
4.4 Korelasi Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim Kolagenase
Nanopartikel Perak Alga Merah Eucheuma cottonii

Korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii dihitung menggunakan korelasi
Pearson. Nilai korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim
kolagenase pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii bernilai positif. Nilai

korelasi pearson yang diperoleh yaitu sebesar 0.975 (Gambar 4.2).
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Gambar 4.3 Korelasi aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim
kolagenase nanopartikel perak Eucheuma cottonii



47

Nilai korelasi yang positif menunjukkan bahwa antara aktivitas antioksidan
dan penghambatan enzim kolagenase memiliki hubungan yang searah. Jika
aktivitas antioksidan meningkat maka akan terjadi peningkatan pula pada aktivitas
penghambatan enzim kolagenase. Hal tersebut sesuai dengan Gogtay & Thatte
(2017) yang menjelaskan bahwa analisis korelasi merupakan analisis yang
bertujuan untuk mengetahui tingkat hubungan yang terjadi pada variabel. Jika nilai
korelasi terdapat pada rentang -1 sampai +1. Nilai korelasi plus (+) menunjukkan
adanya hubungan positif atau searah antar variabel. Jika nilai korelasi minus (-)
menunjukkan hubungan hubungan antar variabel bersifat negatif. Selain itu, jika
nilai korelasi sama dengan 0, menunjukkan tidak ada hubungan antar variabel.

Nilai korelasi sebesar 0.975 menunjukkan korelasi antara aktivitas
antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase tergolong korelasi sangat kuat
sebagaimana yang dipaparkan oleh Schober & Schwarte (2018) jika nilai korelasi
menunjukkan angka 0 maka tidak ada korelasi antar variabel, nilai korelasi yang
berada pada rentang 0.10-0.39 maka tergolong korelasi lemah, nilai korelasi yang
berada pada 0.40-0,69 maka tergolong korelasi moderat. Nilai korelasi yang berada
pada 0,70-0.89 maka tergolong korelasi kuat. Jika nilai korelasi berada pada kisaran
0,90-1,00 maka tergolong korelasi sangat kuat atau sempurna.

Tinggi atau rendahnya aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh jumlah
kandungan senyawa fenolik yang dimiliki sampel. Peningkatan senyawa fenolik
pada tumbuhan dapat meningkatkan aktivitas antioksidan. Selain itu,
penghambatan enzim kolagenase juga dipengaruhi oleh jumlah kandungan senyawa
fenolik, yang mana peningkatan jumlah fenolik akan diikuti dengan peningkatan

aktivitas penghambatan enzim kolagenasenya. Hal ini menyebabkan aktivitas
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antioksidan dan penghambatan kolagenase pada nanopartikel perak memiliki
korelasi yang positif. Menurut Zakiah et al. (2018) aktivitas penghambatan enzim
kolagenase terkait dengan kandungan total fenolik dan aktivitas antioksidan DPPH.
Peningkatan aktivitas antioksidan berbanding lurus dengan peningkatan kandungan
total fenolik, dan penghambatan enzim kolagenase. Selain itu, menurut Ghimeray
et al. (2015) senyawa bioaktif seperti fenol yang terdapat suatu tumbuhan memiliki
kemampuan untuk menghambat aktivitas enzim kolagenase secara langsung.
Senyawa bioaktif pada tumbuhan yang mempunyai aktivitas antioksidan juga
memiliki kemampuan untuk menghambat reaksi yang ditimbulkan oleh reactive
oxygen species (ROS) atau transduksi sinyal sintesis kolagenase. Ketika ROS
tersebut dihambat oleh senyawa antioksidan maka jumlah kolagenase dapat
menurun karena ROS merupakan senyawa radikal yang dapat menginduksi
terbentuknya kolagenase.

Hasil penelitian yang membuktikan bahwa nanopartikel Eucheuma cottonii
memiliki aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase yang baik
merupakan salah satu bentuk nyata bahwa tidak ada makhluk yang diciptakan Allah
secara sia-sia sebagaimana yang dipaparkan dalam firman Allah QS: Ali-Imran

[3]:191 sebagai berikut:
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Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit
dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua
ini sia-sia, Maha Suci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka”. (QS: Ali-lmran
[3]:191).
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Ayat tersebut memberikan penjelasan bahwa Allah tidak menciptakan bumi
dan seisinya ini secara sia-sia dan khusus orang-orang yang mau bepikir yang dapat
merasakan hal tersebut (Shihab, 2002). Sama halnya dengan Allah menciptakan
alga merah Eucheuma cottoni yang memiliki banyak manfaat dan akan
menghasilkan suatau manfaat yang lebih besar jika manusia mau mempelajarinya.

Allah juga telah berfirman dalam QS: Al-Bagarah [2]:205 sebagai berikut:

& N Al s Sl Blgds s Ail q’aﬁ‘\’ R 15)3

Artinya: “Apabila ia berpaling (meninggalkan kamu atau memerintah), ia berjalan
di bumi untuk melakukan kerusakan padanya, dan merusak tanam-tanaman dan
binatang ternak, dan Allah tidak menyukai pengrusakan.” (QS: Al-Bagarah
[2]:205).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah tidak suka jika manusia berbuat
kerusakan di bumi (Shihab, 2002). Manusia sebagai khalifah di bumi hendaknya
selalu menjaga, mengelola, dan melestarikan bumi. Manusia memiliki tanggung
jawab paling besar terhadap lingkungan dibandingkan dengan makhluk Allah yang
lain (Watsigotul dkk., 2018). Tugas manusia sebagai khalifah tersebut kelak akan
dimintai pertanggungjawaban diakhirat sehingga manusia tidak boleh bertindak
sewenang-wenang dalam mengelola bumi dan seisinya. Jika manusia berbuat
kerusakan maka akan merasakan dampak buruk dari apa yang telah dilakukan.

Kerusakan yang terjadi di bumi pasti akan memberikan dampak buruk, salah
satunya yaitu ketika terjadi polusi udara maka dapat menimbulkan radikal bebas.

Jika radikal bebas masuk ke tubuh dalam jumlah berlebih dapat menyebabkan

munculnya penyakit yang menggangu kesehatan tubuh manusia sehingga manusia
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diharapkan untuk mengurangi kerusakan lingkungan yang dapat menimbulkan
radikal bebas. Selain itu, sebagai seorang peneliti harus selalu berusaha mencari
cara untuk mengatasi masalah-masalah yang ditimbulkan oleh kerusakan
lingkungan seperti radikal bebas. Salah satunya dengan melakukan penelitian
terkait senyawa alami yang dapat menetralisir radikal bebas dalam tubuh. Alga
merah Eucheuma cottonii berpotensi untuk menetralisir radikal bebas karena
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Alga merah Eucheuma cottonii
juga dapat menghambat aktivitas enzim kolagenase sehingga penuaan akibat
paparan radikal bebas dapat dicegah dan alga Eucheuma cottonii dapat

dikembangkan menjadi kosmetik anti penuaan.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan pada penelitian ini yaitu:

1. Ekstrak Eucheuma cottonii mampu menjadi bioreduktor pembentukan
nanopartikel perak. Nanopartikel perak yang dihasilkan memiliki distribusi
ukuran antara 119 nm-1635 nm. Rata-rata ukuran nanopartikel tertinggi terdapat
pada ukuran 230 nm dengan persentase sebanyak 85%. Nanopartikel perak
Eucheuma cottonii memiliki ukuran yang seragam dengan indeks polidispersitas
sebesar 0.1669 dan ukuran yang stabil dengan nilai zeta potensial sebesar 200
mV.

2. Aktivitas antioksidan nanopartikel perak Eucheuma cottonii termasuk dalam
kategori kuat dengan nilai 1C50 sebesar 50.46 + 2.71 ppm, sedangkan nilai 1C50
pada ekstrak sebesar 95.42 + 2.13 ppm.

3. Aktivitas penghambatan enzim kolagenase nanopartikel perak Eucheuma
cottonii termasuk dalam kategori penghambatan sedang dengan nilai 1C50
sebesar 116.47 + 1.58 ppm, sedangkan nilai IC50 pada ekstrak sebesar 157.65 +
3.97 ppm yang termasuk dalam kategori penghambatan lemah.

4. Ada korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii. Nilai korelasi sebesar 0.975 yang

termasuk dalam kategori korelasi positif yang sangat kuat.

51



52

5.2 Saran
Penelitian ini masih belum sempurna sehingga berikut adalah saran yang
dapat diterapkan pada penelitian selanjutnya:
1. Perlu dilakukan karakterisasi terkait senyawa-senyawa yang menjadi agen
pelapis pada nanopartikel perak Eucheuma cottonii.

2. Perlu dilakukan uji lanjutan secara in-vivo.
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Lampiran 2. Persiapan Sampel

2.1 Ekstraksi Maserasi

Eucheuma cottonii

« Dikeringkan alga merah Eucheuma cottonii

« Dihaluskan masing-masing alga merah menggunakan blender sampai halus
. Disaring menggunakan saringan 0,05 mm

. Ditimbang 30 gr simplisia Eucheuma cottonii

- Dimasukkan ke dalam gelas kimia 1 liter

« Ditambahkan akuades 600 ml sebagai pelarut

« Diaduk menggunakan magnetic stirer sampai homogen selama 15 menit

« Dimasukkan ke dalam tube 15 ml

« Disentrifuge dengan suhu 4°C dan kecepatan 4000 rpm

« Diambil supernatan

Ekstrak Eucheuma cottonii

2.2 Pembuatan Nanopartikel perak dengan Metode Green Synthesis

Ekstrak Eucheuma cottonii

e Dilarutkan filtrat sampel ke dalam larutan AgNO3 1 mM dengan
perbandingan 1:5

e Distirer larutan dalam kondisi gelap selama 2 jam

e Dimasukkan ke dalam tube 15 mL

¢ Disentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 30 menit dengan suhu 4°C

e Dibuang supernatan

e Pelet kemudian dikeringkan dengan cara dioven pada suhu 45 °C selama 24

jam

Diambil pelet kemudian dihaluskan hingga menjadi serbuk

Nanopartikel Eucheuma cottonii
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2.3 Uji Aktivitas Antioksidan

Nanopartikel Eucheuma cottonii

Dibuat larutan uji dengan cara mengencerkan dengan seri konsentrasi 50,
100, 150, 200, dan 250 ppm sebanyak 4 mL

Diambil larutan uji dari masing-masing seri konsentrasi sebanyak 500 uL
untuk dipindahkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 500 uLL DPPH
0,1 mM

Diinkubasi dalam kondisi gelap selama 30 menit.

Dilakukan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 517 nm dan dilakukan pembacaan sebanyak 3 kali
setiap sampel

Dihitung % aktivitas antioksidan

Hasil

2.4 Uji Penghambatan Enzim Kolagenase

Nanopartikel Eucheuma cottonii

Dibuat larutan uji dengan seri konsentrasi 50, 100, 150 , 200, dan 250 ppm
sebanyak 4 mL

Diambil larutan uji dari masing-masing seri konsentrasi sebanyak 20 pL
untuk dipindahkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 20 pL enzim
kolagenase dan buffer tris hcl sebanyak 20 pL

Diinkubasi dalam suhu 37°C selama 30 menit.

Ditambahkan substrat sebanyak 100 puL

Diinkubasi dalam suhu 37°C selama 30 menit.

Ditambahkan TCA sebanyak 400 uL dan folin sebanyak 200 uL.

Dilakukan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 578 nm dan dilakukan pembacaan sebanyak 3 kali
setiap sampel

Dihitung % aktivitas penghambatan enzim dengan rumus:

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan AGQNO3 1 mM

1. Berat molekul (BM) AgNO3 = 169,87
Konsentrasi yang dibutuhkan(M): 1 mM
Volume yang dibutuhkan(V) : 500mL

Massa (m) yang AgNO3 yang dibutuhkan untuk membuat 500mL konsentrasi
1 mM yaitu:

__m >

~ BMxV 1000  169,87%0,5

1 m

— > m=84mg

Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Reagen dan Larutan Uji Aktivitas
Antioksidan

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
DPPH 0,1 mM dalam 30 ml pelarut = 394,33 g/mol

mM = Massa (mg) x 1000
Mr  Volume (mL)
0,1 mM = Massa (mg) x 1000
394,33 30mL
Massa (mg) =11.829x0,1
1000
Massa (mg) =1,1829

2. Pembuatan Larutan Uji Nanopartikel
2.1 Konsentrasi 50 ppm =50 mg/ 1000 mL
=0,25mg/ 5 mL
2.2 Konsentrasi 100 ppm = 100 mg/ 1000 mL
=0,5mg/5mL
2.3 Konsentrasi 150 ppm = 150 mg/ 1000 mL
=0.75mg/ 5 mL
2.4 Konsentrasi 200 ppm =200 mg/ 1000 mL
=1.0mg/5mL
2.5 Konsentrasi 250 ppm = 250 mg/ 1000 mL
=1.25mg/ 5 mL
3. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak
4.1 Konsentrasi 50 ppm
M1.V1 =M2.V2
1000. V1 =50. 5mL



V1 =250
1000
V1 =0,25mL

4.2 Konsentrasi 100 ppm

M1.V1 =M2. V2
1000. V1 =100. 5 mL
V1 =500

1000
V1 =0,5mL

4.3 Konsentrasi 150 ppm

M1.V1l =M2.V2
1000. V1 =150.5mL
V1 =150

1000
V1 =0,75mL

4.4 Konsentrasi 200 ppm

M1.V1 =M2.V2

1000. V1 =200. 5mL

V1 = 1000
1000

V1 =1mL

4.5 Konsentrasi 250 ppm

M1.V1 =M2.V2

1000. V1 =250.5mL

V1 = 1250
1000

V1 =1,25mL

. Pembuatan Larutan Standar (Asam Askorbat)

Larutan stok asam askorbat = Berat asam askorbat (mg) = 0,5 mg = 50 ppm
Pelarut (mL) 10 ml

4.1 Konsentrasi 2 ppm
M1.V1 =M2.V2
50. V1 =2.1mL
V1 =2
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50
V1 =0,04 mL

4.2 Konsentrasi 4 ppm

M1.V1 =M2.V2
50. V1 =4.1mL
V1 =4

50
V1 =0,08 mL

4.3 Konsentrasi 6 ppm

M1.V1 =M2.V2
50. V1 =6.1mL
V1 =6

50
V1 =0,12 mL

4.4 Konsentrasi 8 ppm

M1.V1 =M2.V2
50. V1 =8.1mL
V1 =8

50
V1 =0,16 mL

4.5 Konsentrasi 10 ppm

M1.V1 =M2.V2
50. V1 =10.1mL
V1 =10

50
V1 =0,2mL

Lampiran 5. Perhitungan Pembuatan Reagen dan Larutan Uji Aktivitas

Penghambatan Enzim Kolagenase

1. Pembuatan larutan enzim kolagenase
Konsentrasi 100 ppm = 100 mg/1000 mL

=1mg/10 mL
2. Pembuatan buffer tris hcl 0,1 M dalam 2 ml akuades
M = Massa (g) x 1000

Mr Volume (mL)



0,1 M = Massa (mg) x 1000
157.56 2mL
Massa (g) =315,12x0,1
1000
Massa (g) = 0,03 gram

3. Pembuatan substrat
7 mg substrat dilarutkan dalam 7 ml akuades
4. Pembuatan TCA 0,2 M dalam 30 ml akuades

M = Massa (g) x 1000
Mr Volume (mL)
0,2M = Massa (mg) x 1000
163,38 30 mL
Massa (g) =4901,4x0,2
1000
Massa (g) =0,98028 gram = 980,28 mg

5. Pembuatan Larutan Uji Nanopartikel

5.1 Konsentrasi 50 ppm =50 mg/ 1000 mL
=0,25mg/ 5 mL

5.2 Konsentrasi 100 ppm = 100 mg/ 1000 mL
=0,5mg/5mL

5.3 Konsentrasi 150 ppm = 150 mg/ 1000 mL
=0.75mg/ 5 mL

5.4 Konsentrasi 200 ppm =200 mg/ 1000 mL
=1.0mg/5mL

5.5 Konsentrasi 250 ppm = 250 mg/ 1000 mL
=1.25mg/ 5 mL

6 Pembuatan Larutan Uji Ekstrak
6.1 Konsentrasi 50 ppm

M1.V1 = M2. V2

1000. V1 =50.5mL

V1 =250
1000

V1 =0,25mL

6.2 Konsentrasi 100 ppm
M1.V1 =M2.V2
1000. V1 =100. 5mL

69



V1 =500
1000
V1 =0,5mL

6.3 Konsentrasi 150 ppm

M1.V1 =M2.V2
1000. V1 =150.5mL
V1 =150

1000
V1 =0,75mL

6.4 Konsentrasi 200 ppm

M1.V1l =M2.V2

1000. V1 =200.5mL

V1 = 1000
1000

V1 =1mL

6.5 Konsentrasi 250 ppm

M1.V1 =M2.V2

1000. V1 =250. 5mL

V1 =1250
1000

V1 =1,25mL

7. Pembuatan Larutan Standar (Asam Askorbat)

Larutan stok asam askorbat = Berat asam askorbat (mg) = 0,5 mg = 50 ppm

Pelarut (mL) 10 mi
7.1 Konsentrasi 2 ppm
M1l.V1 =M2.V2
50. V1 =2.1mL
V1 =2
50
V1 =0,04 mL

7.2 Konsentrasi 4 ppm

M1.V1 = M2. V2
50. V1 =4.1mL
V1 =4

50
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V1 =0,08 mL
7.3 Konsentrasi 6 ppm
M1.V1 =M2.V2
50. V1 =6.1mL
V1 =6
50
V1 =0,12mL

7.4 Konsentrasi 8 ppm

M1.V1l =M2.V2
50. V1 =8.1mL
V1 =8

50
V1 =0,16 mL

7.5 Konsentrasi 10 ppm

M1.V1 =M2.V2
50. V1 =10.1mL
V1 =10

50

V1 =0,2mL
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Lampiran 6. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Nanopartikel perak, Ekstrak Eucheuma cottonii, dan Asam Askorbat

72

. Absorbansi Rata-rata %Penghambatan Rata-rata IC50 Rata-rata SD | Kategori
Sampel Konsentrasi absorbansi %penghambatan 1C50
uLr | U2 | u3 UL | U2 | us UL | U2 | U3
Kontrol | 0.666 | 0.669 | 0.668 |  0.668
50 0.338 | 0.335 | 0.339 | 0337 | 49.38 | 49.83 | 49.23 49.48
Nanopartikel 100 0273 | 0270 | 0276 | 0273 | 59.11 | 59.56 | 58.66 59.11
Porak 150 0226 | 0210 | 0218 | 0218 | 66.15 | 68.55 | 67.35 67.35 53.06 | 47.66 | 50671 5046 | 271 Kuat
200 0.136 | 0.137 | 0143 | 0139 | 79.63 | 79.48 | 78.58 79.23
250 0.098 | 0.100 | 0.114 | 0.104 | 85.32 | 85.02 | 82.93 84.42
Kontrol | 0.648 | 0.651 | 0.652 |  0.650
50 0.342 | 0.340 | 0344 | 0342 | 47.41 | 47.72 | 47.10 47.41
100 0315 | 0.319 | 0318 | 0317 | 5156 | 50.95 | 51.10 51.20
Ekstrak 150 0310 | 0.312 | 0312 | 0311 | 5233 | 52.02 | 52.02 5213 93.29 | 95421 9756 | 9542 | 213 | Kuat
200 0.281 | 0.285 | 0.284 | 0283 | 56.79 | 56.18 | 56.33 56.43
250 0219 | 0217 | 0218 | 0218 | 66.32 | 66.63 | 66.48 66.48
Kontrol | 0.666 | 0.669 | 0.668 |  0.668
2 0.365 | 0.369 | 0.366 | 0.367 | 45.33 | 44.73 | 45.18 45.08
Asam 4 0.365 | 0.348 | 0365 | 0359 | 45.33 | 47.88 | 4533 46.18 Sangat
Askorbat 6 0350 | 0.347 | 0.351 | 0.349 | 47.58 | 48.03 | 47.43 47.68 14.63 | 11.23 | 14451 1344 11911 7
8 0.340 | 0.345 | 0349 | 0348 | 47.73 | 4833 | 47.73 47.93
10 0.348 | 0.340 | 0348 | 0345 | 47.88 | 49.08 | 47.88 48.28




73

Lampiran 7. Kurva Regresi Linier Aktivitas Antioksidan Nanopartikel Perak
7.1 Kurva regresi linier ulangan 1

Nanopartikel perak ulangan 1

100
90 y =0.1848x +40.195
80 R?=0.98%8. "
70 g
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7.2 Kurva regresi linier ulangan 2

Nanopartikel perak ulangan 2

100
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7.2 Kurva regresi linier ulangan 3

Nanopartikel perak ulangan 3
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Lampiran 8. Kurva Regresi Linier Aktivitas Antioksidan Ekstrak Eucheuma
cottonii
8.1 Kurva regresi linier ulangan 1

Ekstrak ulangan 1

70
60 y=0.0861x +41.968""

50 8. W: 0.8916

40
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8.2 Kurva regresi linier ulangan 2

Ekstrak ulangan 2

70
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8.3 Kurva regresi linier ulangan 3

Ekstrak ulangan 3
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Lampiran 9. Hasil Uji Penghambatan Enzim Kolagenase Nanopartikel Perak, Ekstrak Eucheuma cottonii, dan Asam Askorbat

Sampel Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata Aktivitas kolagenase
Ul U2 U3 Ul U2 U3
50 0.190 0.195 0.190 0.192 0.061 0.063 0.061
100 0.163 0.162 0.169 0.165 0.051 0.051 0.053
Nanopartikel 150 0.142 0.139 0.122 0.134 0.044 0.043 0.036
200 0.116 0.100 0.122 0.113 0.034 0.029 0.036
250 0.081 0.074 0.078 0.078 0.022 0.019 0.021
50 0.215 0.224 0.226 0.222 0.070 0.073 0.074
100 0.200 0.203 0.204 0.202 0.064 0.065 0.066
Ekstrak 150 0.159 0.158 0.157 0.158 0.050 0.049 0.049
200 0.124 0.135 0.120 0.126 0.037 0.041 0.036
250 0.09 0.094 0.093 0.092 0.025 0.026 0.026
2 0.249 0.243 0.247 0.246 0.082 0.080 0.081
4 0.226 0.227 0.226 0.226 0.074 0.074 0.074
Asam askorbat 6 0.224 0.223 0.223 0.223 0.073 0.073 0.073
8 0.227 0.220 0.221 0.223 0.074 0.071 0.072
10 0.193 0.190 0.192 0.192 0.062 0.061 0.061
Non inhibitor 0.286 0.290 0.293 0.290 0.096
Blanko 0.019 0.020 0.019 0.020
Standar 0.304 0.305 0.290 0.300
Standar-blanko 0.280
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Penghambatan Enzim

Kolagenase

Rata-rata

IC50

Rata-Rata

Sampel Konsentrasi Penghambatan 1C50 SD Kategori
Ul U2 U3 Ul U2 U3
50 37.160 35.062 37.037 36.420
100 47.160 47.284 44.815 46.420
Nanopartikel 150 54.815 55.926 | 62.222 57.654 118.28 | 115.80 | 115.34 | 116.47 1.58 Sedang
200 64.444 70.370 62.222 65.679
250 77.407 80.000 78.519 78.642
50 27.778 24.444 23.704 25.309
100 33.333 32.222 31.852 32.469
Ekstrak 150 48.519 48.889 49.259 48.889 153.98 | 161.86 | 157.12 157.65 3.97 Lemah
200 61.481 57.407 62.963 60.617
250 74.074 72.593 72.963 73.210
15.185 17.407 15.926 16.173
4 23.704 23.333 23.704 23.580
aSAﬁg‘at 24.444 | 24815 | 24815 24.601 1840 | 1761 | 1762 | 17.87 0.45 Sﬁﬂgf‘t
8 23.333 25.926 | 25.556 24.938
10 35.926 37.037 36.296 36.420
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Lampiran 10. Kurva Regresi Linier Penghambatan Enzim Kolagenase
Nanopartikel Perak
10.1 Kurva regresi linier ulangan 1

Nanopartikel perak ulangan 1

90
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10.2 Kurva regresi linier ulangan 2

Nanopartikel perak ulangan 2
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10.3 Kurva regresi linier ulangan 3

Nanopartikel perak ulangan 3
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Lampiran 11. Kurva Regresi Linier Penghambatan Enzim Kolagenase
Ekstrak Eucheuma Cottonii
11.1Kurva regresi linier ulangan 1

Ekstrak ulangan 1
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11.2 Kurva regresi linier ulangan 2

Ekstrak Ulangan 2
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11.3 Kurva regresi linier ulangan 3

Ekstrak ulangan 3
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian
12.1 Preparasi dan Ekstraksi Sampel

79

No Perlakuan Keterangan

1. Sampel Eucheuma cottonii
2. Pengeringan sampel

3. Penyerbukan simplisia

4. Pengayakan simplisia

5. Serbuk simplisia
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Perendaman sampel

akuades

dalam

Sentrifuge

Hasil sentrifuge

Ekstrak
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12.2 Sintesis Nanopartikel Perak Alga Merah Eucheuma cottonii

No

Perlakuan

Keterangan

Pencampuran AgNo3 dan ekstrak

Pengadukan campuran AgNo3 dan
ekstrak

Hasil campuran AgNo3 dan ekstrak

Sentrifuge

Hasil sentrifuge
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Pengeringan pellet

Penghalusan pellet

Serbuk nanopartikel perak




12.3 Dokumentasi Hasil Uji Aktivitas Antioksidan

83

No Perlakuan Keterangan

1. Sampel ekstrak sebelum
ditambahkan DPPH

2. Sampel ekstrak setelah ditambahkan
DPPH

3. Sampel  nanopartikel  sebelum
ditambahkan DPPH

4. Sampel  nanopartikel  sesudah
ditambahkan DPPH

5. Sampel asam askorbat sebelum
ditambahkan DPPH
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Sampel asam askorbat sesudah
ditambahkan DPPH

12.4 Dokumentasi Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase

No

Perlakuan

Keterangan

Sampel ekstrak sebelum ditambahkan
enzim kolagenase, buffer, substrat,
dan folin

Sampel ekstrak setelah ditambahkan
enzim kolagenase, buffer, substrat,
dan folin

Sampel nanopartikel sebelum
ditambahkan enzim  kolagenase,

buffer, substrat, dan folin

Sampel nanopartikel sesudah
ditambahkan enzim kolagenase,
buffer, substrat, dan folin
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Sampel asam askorbat sebelum
ditambahkan enzim  kolagenase,
buffer, substrat, dan folin

Sampel asam askorbat sesudah
ditambahkan enzim  kolagenase,
buffer, substrat, dan folin
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