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

Rosi Andini Arumsari, 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 sinar UV yang berlebihan dan
mengakumulasi senyawa ROS (reactive oxygen species). Senyawa ROS dapat
mengaktivasi protein AP-1 dan menghambat TGF-f yang menyebabkan penurunan sintesis
kolagen. Protein AP-1 juga mengaktivasi enzim kolagenase yang berperan dalam degradasi
matriks ekstraseluler seperti kolagen, sehingga menyebabkan penuaan kulit yang ditandai
dengan kerutan. Penghambatan enzim kolagenase dapat dilakukan dengan senyawa
bioaktif yang bertindak sebagai inhibitor kompetitif seperti polifenol. Antioksidan juga
mampu menghambat ROS dan menghentikan aktivitas enzim kolagenase. Teknologi
pengembangan nanopartikel perak (AgNps) dapat diaplikasikan sebagai antioksidan dan
memiliki sifat kompatibelitas yang lebih baik dibandingkan dengan senyawa berukuran
lebih besar. Prinsip metode sintesis AgNPs yakni dengan mereduksi ion Ag+ menjadi Ag0
menggunakan senyawa bioreduktor. Salah satu bahan bioreduktor yang dapat digunakan
adalah alga. Eucheuma spinosum merupakan salah satu spesies alga merah yang memiliki
kandungan bioaktif seperti polifenol dan flavonoid yang berpotensi sebagai antioksidan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim
kolagenase nanopartikel perak menggunakan Eucheuma spinosum. Metode pengujian
aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dan asam askorbat sebagai kontrol
positif. Pembacaan absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 517nm. Pengujian aktivitas penghambatan enzim kolagenase dilakukan dengan
menggunakan metode substrat kolagen dan asam askorbat sebagai pembanding.
Pembacaan absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 578nm. Nilai ICso dianalisis menggunakan regresi linier. Analisis korelasi
dilakukan dengan menggunakan analisis pearson. Hasil menunjukkkan bahwa AgNPs
Eucheuma spinosum memiliki aktivitas antioksidan dengan niai 1Cso 64,536,006 ppm,
lebih tinggi daripada ekstrak biasa dengan nilai 1Csp 121,37+4,034 ppm. AgNPs Eucheum
Spinosum juga memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase lebih baik dengan 1Cso
110,0945,38 ppm daripada ekstrak biasa dengan ICsy 156,02+ 29,38 ppm. Nilai korelasi
yang dihasilkan 0,956 menunjukkan bahwa korelasi aktivitas antioksidan dan
penghambatan enzim kolagenase memiliki kategori kuat.

Kata kunci: antioksidan, Eucheuma spinosum , kolagenase, nanopartikel, sinar UV



Antioxidant Activity and Inhibition of Collagenase Enzyme Silver Nanoparticle
Using Red Algae Eucheuma spinosum
Rosi Andini Arumsari, Evika Sandi Savitri, M. Mukhlis Fahruddin

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

ABSTRACT

Skin aging can be caused by UV light and makes accumulation of ROS (reactive oxygen
species) compounds. ROS compounds can activate AP-1 protein and causes a decrease in
collagen synthesis. The AP-1 protein also activates the collagenase enzyme and make the
degradation of extracellular matrix such as collagen. Inhibition of the collagenase enzyme
usually use bioactive compounds that act as competitive inhibitors such as polyphenols.
Antioxidants are also can inhibit ROS and stop the activity of the collagenase. The
development technology of AgNps can be applied as an antioxidant and the method is to
reduce Ag+ ions to Ag0 using a bioreductant compound. One of that can be used is algae.
Eucheuma spinosum is one of the red algae species that has bioactive content such as
polyphenols that have the potential as antioxidants. This research to determine the
antioxidant activity and inhibition of the collagenase of silver nanoparticles using E.
spinosum. The antioxidant activity test method was used the DPPH method and ascorbic
acid as a positive control. Absorbance readings were using a spectrophotometer with a
517nm wavelength. The inhibitory activity of the collagenase test was using the collagen
substrate method and ascorbic acid as a comparison. Absorbance readings were carried out
using a spectrophotometer with a 578nm wavelength. 1C50 values were analyzed using
linear regression. Correlation analysis was performed using Pearson analysis. The results
are AgNPs E. spinosum had strong antioxidant activity with an 1C50 value of 64.53+£6.006
ppm, the ordinary extract with just an IC50 value of 121.37+4.034 ppm. AgNPs E.
spinosum also had better collagenase inhibitory activity with an IC50 of 110.09+5.38 ppm
than the ordinary extract with an 1C50 of 156.02+29.38 ppm. The resulting correlation
value of 0.956 indicates that the correlation between antioxidant activity and inhibition of
the collagenase enzyme has a strong category.

Keywords: antioxidant, Eucheuma spinosum, collagenase, nanoparticles, UV light
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penuaan kulit merupakan proses degeneratif yang terjadi secara alamiah
dan sejalan dengan bertambahnya usia (Berawi & Surbakti, 2016). Proses penuaan
umumnya terjadi pada awal dekade ketiga kehidupan manusia (Harris, 2019).
Terjadi penurunan kemampuan jaringan untuk memperbaiki dan mempertahankan
struktur serta fungsinya pada proses penuaan (Thring, 2009). Penuaan kulit juga
disebabkan oleh susunan genetik, lingkungan dan gaya hidup. Proses penuaan kulit
dibagi menjadi dua yakni penuaan kulit intrinsik yang terjadi secara alamiah dan
ekstrinsik yang disebabkan oleh faktor dari luar tubuh (Sjerobabski, 2010).

Proses yang terjadi pada penuaan kulit intrinsik terdiri dari tiga kombinasi
proses Yyakni penurunan poliferasi sel-sel kulit, penurunan sintesis matriks
ekstraseluler kulit, serta peningkatan enzim yang mendegradasi enzim matriks
ekstraseluler seperti kolagenase (Hwang et al., 2011). Penuaan ekstrinsik
merupakan penuaan yang terkait dengan paparan faktor dari luar (Sjerobabski,
2010). Faktor-faktor eksternal yang dapat mempengaruhi penuaan kulit yakni
pengaruh suhu panas, gaya gravitasi, gaya hidup merokok, polusi, serta paparan
sinar UV (Farage, et al., 2008; Pandel, et al., 2013).

Paparan sinar UV yang berlebihan pada kulit menyebabkan senyawa ROS
(reactive oxygen species) terakumulasi. Senyawa ROS terdiri dari molekul yang
reaktif untuk mendapatkan pasangan elektron yang bebas, sehingga dapat merusak
molekul yang lain (Gulcin, 2020). Akumulasi ROS pada kulit dapat mengaktivasi

enzim kolagenase dan menyebabkan menurunnya serat kolagen (L1, et al., 2019).



Kolagenase merupakan enzim yang termasuk dalam kelompok matrix
metaloproteinase (MMPs) yang berperan dalam degradasi kolagen (Poljsak &
Godi¢, 2012). Kolagen termasuk protein yang terletak di matriks eksktraseluler
dengan persentase yang tinggi yakni 70-80%. Mekanisme penurunan kolagen
bermula ketika ROS mengaktivasi regulasi AP-1. Protein AP-1 dapat menghambat
reseptor tipe 2 dari TGF-B dan menyebabkan penurunan sintesis kolagen. Selain
itu, protein AP-1 berperan dalam stimulasi proses transkripsi enzim kolagenase atau
MMPs yang berperan dalam degradasi matriks ekstraseluler seperti kolagen (Pandel
et al., 2013). Kolagen berfungsi menjaga susunan jaringan ikat agar tetap stabil
(Vijayakumar, et al., 2017), sehingga aktivitas enzim kolagenase perlu dihambat.

Mekanisme penghambatan enzim kolagenase dapat dilakukan dengan
dengan menghambat enzim kolagenase secara langsung. Selain itu, penghambatan
kolagenase dapat juga dilakukan dengan menghambat faktor transkripsi NF-«xB atau
AP-1. Penghambatan enzim kolagenase secara langsung umunya dapat dilakukan
oleh inhibitor kompetitif berupa senyawa yang dapat berikatan dengan gugus ion
metal Zn** yang terletak pada sisi aktif enzim kolagenase. Sehingga enzim
kolagenase menjadi tidak aktif (Jablonska-Trypuc et al., 2016). Senyawa yang
dapat menghambat aktivitas kolagenase yakni senyawa bioaktif seperti golongan
polifenol. Widowati et al. (2017) menyebutkan vitamin C, vitamin E, dan polifenol
memiliki aktivitas antikolagenase yang sangat baik. Penelitian Marques et al.
(2021) melaporkan enzim kolagenase dapat dihambat dengan ekstrak Polytrichum
formosum dimana senyawa aktif seperti flavonoid dari ekstrak tersebut akan

mengikat gugus Zn pada sisi aktif kolagenase.



Antioksidan juga diketahui dapat berperan pada penanganan penuaan kulit
yang disebabkan oleh meningkatnya ROS dari radikal bebas (Li et al, 2019).
Antioksidan dapat mendonorkan elektronnya kepada molekul radikal bebas agar
molekul tetap stabil dan tidak merusak molekul lain (Gulcin, 2020). Antioksidan
berperan dalam pengurangan ROS akibat dari radikal bebas penyebab paparan sinar
UV dan menghambat AP-1 sehingga aktivitas kolagenase menurun (Haerani et al.,
2018). Penelitian oleh Nurulita et al., (2019) menunjukkan bahwa kandungan
senyawa flavonoid daun kelor pada konsentrasi tinggi yakni 1600 pg/mL
menghasilkan aktivitas penghambatan enzim kolagenase paling tinggi sebesar
47,25% dibandingkan dengan konsentrasi yang lebih rendah. Hal tersebut
dikarenakan senyawa flavonoid yang mengandung antioksidan juga memberikan
efek sinergis terhadap penghambatan enzim kolagenase. Sehingga antioksidan
tersebut dapat digunakan sebagai antikolagenase dalam proses penuaan.

Segala sesuatu yang terjadi di muka bumi ini merupakan atas kehendak
Allah SWT. Terciptanya suatu kejadian penyakit seperti penuaan dini tentu saja atas
kehendak Allah SWT. Kejadian tersebut tercantum dalam firman Allah SWT surat

Asy-Syu’ara ayat 80 yang berbunyi:

(M) gdd 388 o5 135

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku.” (QS:
Asy-Syu’ara’ [26] ayat 80)

Allah SWT akan memberi kesembuhan pada manusia apabila sakit.
Menurut tafsir Kemenag Allah SWT memiliki kekuasaan dalam memberikan

penyakit, serta menyembukan makhluk Nya. Namun, untuk mendapatkan



kesembuhan itu manusia dianjurkan untuk berikhtiar seperti mengkonsumsi obat.
Imam Jamaluddin al-Qasimi dalam tafsirnya menguraikan bahwa ayat ini
menggambarkan adab seorang hamba Allah kepada Khaliknya. Sebab penyakit itu
kadang-kadang akibat dari perbuatan manusia sendiri, misalnya manusia yang
melakukan pola hidup tidak sehat.

Teknologi pengembangan nanopartikel dapat diaplikasikan sebagai
antioksidan dan memiliki sifat kompatibelitas serta stabilitas yang lebih baik
dibandingkan dengan senyawa berukuran lebih besar (Kumar, et al., 2020).
Nanopartikel merupakan senyawa yang memiliki ukuran partikel berskala antara
10-1000 nanometer (Ahdyani, et al., 2020). Akhir dekade ini aplikasi nanopartikel
banyak dikembangkan melalui metode green synthesis nanopartikel perak (AgNPs)
karena terbukti memiliki aktivitas antimikroba, aktivitas biomedis (Rafique, et al.,
2017) dan dapat dimanfaatkan sebagai bahan kosmetik (Du et al., 2019).

Nanopartikel perak (AgNPs) merupakan salah satu logam perak yang
berukuran nano (Pulit, et al., 2013). Prinsip metode sintesis nanopartikel perak
yakni dengan mereduksi ion Ag* menjadi Ag® menggunakan senyawa reduktor.
Terdapat dua jenis reduktor nanopartikel perak yakni reduktor sintesis dan
bioreduktor yang berasal dari alam. Penggunaan reduktor sintesis kurang
dianjurkan karena dapat menimbulkan limbah berbahaya. Berbeda dengan
bioreduktor yang tidak menimbulkan limbah yang berbahaya. Terdapat berbagai
bahan bioreduktor yang dapat digunakan dalam sintesis nanopartikel perak seperti
ekstrak tumbuhan, jamur, maupun alga. Kandungan antioksidan yang terdapat pada
ekstrak tersebut seperti flavonoid, fenolik, tanin dan lain-lain, dapat berperan

sebagai bioreduktor dan capping agent yang dapat mereduksi ion Ag* menjadi



nanopartikel perak (Priya et al., 2016). Penelitian oleh Febiani et al., (2018)
dihasilkan nanopartikel perak yang disintesis dengan ekstrak daun Pucuk Idat
Cratoxylum glaucum berukuran rata-rata 35,59 nm. Daun pucuk idat mengandung
banyak senyawa antioksidan, metabolit sekunder yang ditemukan pada daun pucuk
idat meliputi flavonoid dan tanin. Senyawa tersebut berupa fenolik yang memiliki
sifat pereduksi sehingga dapat digunakan sebagai bioreduktor pada sintesis
nanopartikel perak.

Penelitian Rajivgandhi et al. (2020) menunjukkan bahwa antioksidan pada
nanopartikel perak alga Gracilaria corticata memiliki aktivitas yang lebih baik dari
ekstrak daunnya dengan nilai uji DPPH penangkapan radikal yakni sebesar 66%,
72% dan 83%. Rajeshkumar et al. (2018) melaporkan bahwa sintesis nanopartikel
dari alga meningkatkan aktivitas pembersihan radikal bebas antioksidan dan DPPH
daripada ekstrak kasar. Sebuah studi oleh Palaniselvam et al. (2015) melaporkan
bahwa nanopartikel perak (Ag) yang direduksi rumput laut memiliki antioksidan
yang sangat baik dan aktivitas pembersihan radikal DPPH masing-masing sebesar
50% dan 67%.

Semua tumbuhan yang ada di muka bumi merupakan ciptaan Allah SWT
dan memiliki manfaat yang baik. Allah SWT berfirman dalam Q.S Asy-Syu’ara
ayat 7-9:

-,
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(QS: Asy-Syu’araa’ [42]:7).



Tumbuhan diciptakan bermacam-macam dengan manfaat yang berbeda.
Menurut Shihab (2002) tumbuhan yang diciptakan Allah SWT bermacam-macam
dengan manfaat yang baik dimuka bumi. Ayat tersebut ditujukan kepada orang-
orang yang tidak beriman terhadap kekuasaan Allah SWT, padahal telah banyak
ditemukan tanda kekuasaan Allah salah satunya adalah terdapat tumbuhan-

tumbuhan di muka bumi yang bermanfaat. Kata (<5 berarti baik atau mulia bagi

segala suatu objek termasuk tumbuhan yang baik dan bermanfaat. Berdasarkan
Tafsir Kementrian Agama (2019) ayat tersebut menunjukkan kebesaran Allah SWT
melalui ciptaannya di muka bumi. Sehingga sebagai umat manusia yang beriman
sebaiknya memperhatikan dan merenungkan tumbuhan-tumbuhan yang hidup
ditanah maupun di air yang sama memiliki kekhasan dan manfaat yang berbeda-
beda bagi kehidupan seperti tumbuhan alga.

Eucheuma spinosum merupakan salah satu spesies dari family alga merah
(Rhodophyceae). Indonesia menjadi negara terbesar penghasil alga merah spesies
Eucheuma spinosum (Inayah & Masruri, 2021). Eucheuma spinosum merupakan
salah satu alga yang dibudidayakan di lingkungan laut Indonesia. Lokasi utama
budidaya alga Eucheuma spinosum di Indonesia yakni di Pulau Nusa Penida Bali,
Sumenep di Madura Jawa Timur, dan di Provinsi Suawesi Selatan (Diharmi, et al.,
2017).

Eucheuma spinosum memiliki kandungan metabolit primer yakni
karageenan. Karageenan merupakan golongan senyawa polisakarida yang bersifat
hidrokoloid (Diharmi et al., 2011). Senyawa hidrokoloid tersebut sangat cocok
untuk dimanfaatkan dalam industri makanan, farmasi dan kosmetik (Muawanah et

al., 2016). Selain itu, kandungan metabolit sekunder Eucheuma spinosum juga



memiliki potensi sebagai antioksidan, antibakteri, dan anti-tumor. Metabolit
sekunder yang terkandung pada Eucheuma spinosum antara lain flavonoid,
alkaloid, isoprenoid dan lain-lain. Kandungan fenolik dan polifenol yang termasuk
daam golongan flavonoid pada Eucheuma spinosum diketahui dapat dimanfaatkan
sebagai antioksidan (Safitri, et al., 2018). Penelitian oleh Damongilala et al. (2013)
menunjukkan bahwa ekstrak alga Eucheuma spinosum segar dengan pelarut
metanol memiliki kandungan fenol paling berat yakni 5,53mg dibandingkan dengan
Eucheuma cottonii dengan berat 3,54mg. Sedangkan penelitian yang dilakukan
Muawanah et al. (2016) menunjukkan hasil bahwa E. spinosum di Makassar
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai ICso sebesar 75, 98 ppm.
Penelitian aktivitas antioksidan pada nanopartikel silver alga merah
Eucheuma spinosum belum pernah dilakukan. Maka penelitian ini mengarah pada
penelitian Diyana et al., (2015) dan Hamed et al., (2015). Kemudian aktivitas
penghambatan enzim kolagenase pada Eucheuma spinosum juga belum pernah
dilaporkan. Oleh karena itu, pada penelitian ini pengujian aktivitas penghambatan
enzim kolagenase dilakukan merujuk pada penelitian Baehaki et al. (2012) dan
Nurhayati et al. (2013) dengan modifikasi. Penelitian uji aktivitas penghambatan
enzim kolagenase dilakukan dengan mereaksikan sampel dengan enzim kolagenase
yang berasal dari Clostridium histolyticum dan kolagen sebagai substrat enzim.
1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu:
1. Bagaimana karakterisasi nanopartikel perak alga merah Eucheuma spinosum

menggunakan PSA (Particle Size Analyzer)?



Bagaimana aktivitas antioksidan nanopartikel perak alga merah Eucheuma
spinosum?

Bagaimana aktivitas penghambatan enzim kolagenase nanopartikel perak n alga
merah Eucheuma spinosum?

Bagaimana korelasi aktivitas antioksidan dengan penghambatan kolagenase

nanoparikel perak alga merah Eucheuma spinosum?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini yaitu:

1.

Mengetahui karakterisasi nanopartikel perak alga merah Eucheuma spinosum
menggunakan PSA (Particle Size Analyzer)..

Mengetahui aktivitas antioksidan nanopartikel perak alga merah Eucheuma
spinosum.

Mengetahui aktivitas penghambatan enzim kolagenase nanopartikel perak alga

merah Eucheuma spinosum.

. Mengetahui korelasi aktivitas antioksidan dengan penghambatan kolagenasee

nanoparikel perak alga merah Eucheuma spinosum.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1.

2.

Sebagai sumber informasi untuk pengembangan pada penelitian alga merah.
Sebagai sumber informasi bagi masyarakat tentang pentingnya pemanfaatan alga

merah khususnya Eucheuma spnosum.

1.5 Batasan Masalah

Batasan Masalah pada penelitian ini adalah:



. Sampel alga merah Eucheuma spinosum yang diuji berasal dari perairan Pulau
Nusa Penida, Bali.

. Sintesis nanopartikel dilakukan menggunakan metode green synthesis
nanopartikel perak.

. Metode pengujian antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dan aktivitas
penghambatan enzim kolagenase dilakukan dengan substrat bovine collagen.

. 1C50 digunakan sebagai parameter uji antioksidan dan penghambatan enzim

kolagenase senyawa alga merah Eucheuma spinosum.
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2.1 Alga Merah

Alga merah atau Rhodophyta terdiri lebih dari 600.000 spesies. Struktur
morfologi, anatomi dan siklus hidup Rhodophyta tersusun sederhana (Yoon, et al.,
2010). Kebanyakan organisme dari Rhodophyta yang terdiri dari sebagian besar
uniseluler dan sebagian besar multiseluler memiliki ekosistem akuatik (Ghazali,
dkk., 2018). Tumbuhan yang memiliki ekosistem akuatik dijelaskan pada Q.S Al-

Anbiya’ [21] ayat 30 yang berbunyi:
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Artinya: “Dan apakah orang-orang yang kafir tidak mengetahui bahwasannya
langit dan bumi itu keduanya dahulu adalah suatu yang padu, Kemudian kami
pisahkan antara keduanya. Dan dari air Kami jadikan segala sesuatu yang hidup.
Maka mengapakah mereka tiada juga beriman?” (QS: Al-Anbiya’ [21]: 30)

Avyat di atas menjelaskan bukti-bukti kekuasaan Allah SWT yang mutlak.
Langit dan bumi dahulu merupakan suatu kesatuan yang padu kemudian Allah
memisahkan keduanya. Bumi yang awalnya hanya satelit yang panas telah menjadi
dingin dan berembun. Kemudian embun lama-kelamaan akan menjadi air yang
merupakan sumber kehidupan makluk hidup. Allah menciptakan makhluk hidup
dari air di bumi termasuk di kedalaman laut (Kemenag, 2019). Adapun menurut
Hamka (2007) bumi berasal dari air yang menghempas dan lama-kelamaan menjadi
kulit bumi. Dari sinilah timbul tumbuhan atau lumut dan timbullah awal permulaan

kehidupan. Maka hendaknya sebagai umat muslim beriman dengan memperhatikan

keadaaan alam.

10
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Alga merah memiliki aktivitas biologi yang dapat dimanfaatkan sebagai
antioksidan, antiinflamasi, antibakteri, dan antivirus (Widowati et a., 2014). Alga
merah mengandung pigmen yang disbeut fikobilin. Fikobilin merupakan pigmen
merah yang menjadi pigmen utama allga merah. Fikobilin terdiri dari fikoeritrin
dan fikosianin yang menutup warna hijau dari klorofil dan bekerja sebagai
pengumpul cahaya yang berguna untuk fotosintesis (Pugalndren, et al., 2012).
Selain itu kandungan senyawa yang dimiliki alga merah yakni polisakarida (alginat,
agar dan karaginan), lemak, polifenol, spugateroid, glikosida, flavanoid, tanin,
saponin, alkaloid, dan triterpenoid. Kandungan senyawa bioaktif alga merah yang
menjadi kelompok utama antioksidan yakni komponen fenolik, B-karorten, dan
polisakarida sulfat golongan karaginan (Aziz, et al., 2020). Anjuran dalam
mempelajari hikmah dari tumbuhan yang memiliki aktivitas dari proses fisiologinya

dituangkan dalam Q.S A-An’am ayat 99 yang berbunyi:

Tz i G220 so I S g G520 0 e o0 ot ij
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Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami
keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman. ” (QS. Al-An’am ayat 99).
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Allah SWT memerintahkan umat manusia agar memperhatikan lingkungan
sekitarnya agar dapat mengetahui bahwa Allah SWT Yang Maha Esa dan
datangnya hari kiamat merupakan hal yang mutlak. “Dan Dia” dan bukan selain-
Nya “Yang telah menurunkan air” yaitu dalam bentuk hujan “dari langit, lalu
Kami” yakni Allah SWT “tumbuhkan segala macam tumbuh-fumbuhan’ akibat
dari turunnya air-air itu “maka Kami keluarkan darinya” yakni dari tumbuh-
tumbuhan itu “tanaman yang menghijau”. Selain itu, kekuasaan Allah SWT
ditegaskan lebih dalam bahwa “Kami keluarkan darinya” yaitu dari tanaman yang
menghijau itu “butir yang saling tumpuk’” yakni lebih banyak, padahal sebelumnya
hanya satu biji atau benih. Pada bagian akhir ayat diatas disebutkan “unzhuru ila
tsamarihi idza atsmara wa yan’ib. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya
berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya” hal tersebut menjelaskan
perintah yang mengarah pada perkembangan ilmu tumbuhan (botani). Ayat tersebut
ditutup dengan kalimat “ligaumin yu 'minun/ bagi kaum yang beriman” demikian
sebagai isyarat bahwa ayat-ayat ini menunjukkan tanda-tanda kekuasaan Allah
SWT hanya bermanfaat untuk yang beriman (Shihab, 2002).

Menurut tafsir Kemenag (2019) menjelaskan bahwa Allah menurunkan air
sebagai syarat tumbuhnya segala macam tumbuh-tumbuhan. Tumbuh-tumbuhan
dalam proses metabolismenya akan menghasikan energi kimia atau nutrien organik
lain. Sehingga pada tumbuhan termasuk alga dapat diperhatikan kandungan

senyawanya dan dapat dimanfaatkan sesuai kebutuhan.
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2.2 Eucheuma spinosum
2.2.1 Karakteristik Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosum merupakan salah satu jenis makroalga yang termasuk
dalam family Rhodophyceae atau alga merah. Ciri morfologi Eucheuma spinosum
yaitu memiliki thalus berbentuk silindris, berwarna coklat tua, hijau-coklat, hijau-
kuning atau merah-ungu. Eucheuma spinosum memiliki ciri khusus yaitu tumbuh
duri pada talusnya dengan susunan berderet melingkar dan jumlahnya lebih banyak
dibandingkan dengan duri pada Eucheuma cottoni (Diharmi et al., 2011).
Eucheuma spinosum dapat ditemukan Indonesia yaitu di di daerah Kepulauan Riau,
Selat Sunda, Kepulauan Seribu (Jakarta), Sumbawa (NTB), Ngele-ngele, Sanana,
Nusa Penida (NTT), Wakatobi dan Muna (Sulawesi Tenggara) (Santoso, 2008).
Selain itu juga dapat ditemukan di Kepulauan Karimun Jawa, Kepulauan Kangean,
Pulau Lombok, Pulau Selayar, Kepulauan Takabonerate dan Kepulauan Misel

(Kadi, 2004).

Gambar 2.1. Euchuema spinosum (Anton, 2017)
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Eucheuma spinosum dapat hidup pada kondisi suhu 28- 30°C dengan rata-
rata 30°C. Eucheuma spinosum memiliki toleransi terhadap salinitas berkisar antara
32-34 ppt dengan rata-rata 33 ppt. Kondisi arus yang ideal untuk E. Spinosum
adalah yang tidak terlalu tinggi berkisar antara 0,34-0,41 cm/detik, sehingga
mampu untuk membawa nutrien. (Abdan et al. 2013). Selain itu, Eucheuma
spinosum membutuhkan kadar nitrat pada kisaran 0,0013-0,0056 ppm untuk
tumbuh dengan baik (Kurniawan, 2018).

Eucheuma spinosum mempunyai nilai ekonomis karena merupakan alga
yang dapat menghasilkan agar-agar, karagenan dan alginat. Eucheuma spinosum
sering dimanfaatkan oleh industri makanan, farmasi, kosmetik, tekstil, kertas, ikan
dan fotografi. Eucheuma spinosum juga dapat menghasilkan senyawa metabolit
sekunder yang dapat digunakan sebagai anti bakteri (Abdan, 2013). Selain itu alga
Eucheuma spinosum atau Eucheuma denticulatum juga dapat dikembangkan
menjadi obat karena memiliki kemampuan untuk menghambat aktivitas enzim o

amilase (Samudra, 2015).
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2.2.2 Klasifikasi Eucheuma spinosum

Klasifikasi Eucheuma spinosum menurut Ulfah (2009) adalah sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Division : Rhodophyta
Class : Florideophyceae
Ordo . Gigartinales
Family : Solieriaceae
Genus : Eucheuma
Species : Eucheuma spinosum

Alga merah Eucheuma spinosum memiliki kandungan pigmen berwarna
merah yang termasuk dalam golongan phycobiliprotein, pigmen yang larut dalam
air (Al-Amro, et al., 2019). Alga yang memiliki ciri khas pigmen berwarna merah

tersebut dijelaskan pada Q.S Az-Zumar ayat 21 yang berbunyi:
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Artinya: “Tidakkah engkau memperhatikan bahwa Allah menurunkan air
(hujan) dari langit, lalu Dia mengalirkannya menjadi sumber-sumber air di
bumi. Kemudian, dengan air itu Dia tumbuhkan tanam-tanaman yang
bermacam-macam warnanya, kemudian ia menjadi kering, engkau
melihatnya kekuning-kuningan, kemudian Dia menjadikannya hancur
berderai. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat
pelajaran bagi ulul albab”.

Menurut Shihab (2002) kalimat “Kemudian, ditumbuhkan-Nya dengan air

itu tanaman-tanaman yang bermacam-macam warnanya”. Hal tersebut
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menjelaskan bahwa air yang turun dari langit dan turun ke bumi dapat
menumbuhkan tanaman-tanaman yang bermacam-macam, yaitu warna, rasa,
bentuk, bau dan manfaatnya. Termasuk alga merah yang memiliki warna atau
pigmen merah dalam talusnya dan memiliki berbagai manfaat.
2.2.3 Kandungan Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosum merupakan salah satu spesies alga yang mengandung
bermacam-macam unsur penting yaitu tembaga, kalsium, iodium, besi, dan
nitrogen. E. spinosum juga memiliki pigmen klorofil a, klorofill b, karoten, lutein,
fikoeritrin, fikosianin dan senyawa polisakarida. Selain itu, Eucheuma spinosum
juga mengandung protein, karbohidrat, serat, lemak dan air (Tumion, 2006).
Adapun kandungan Eucheuma spinosum kering dapat dilihat pada tabel 2.1.

Eucheuma spinosum merupakan spesies alga merah penghasil utama iota-
karagenan. Karagenan merupakan golongan polisakarida yang diekstraksi dari alga.
Karagenan pada Eucheuma spinosum sebanyak 25.8% hingga 37% dan
mengandung natrium, magnesium, dan kalsium. (Diharmi et al., 2011). Penelitian
Muawanah et al., (2016) melaporkan bahwa kandungan karagenan pada ekstrak
Eucheuma spinosum sebesar 65%. Menurut Safitri et al. (2018) Eucheuma
spinosum menghasilkan senyawa bioaktif lebih banyak dibandingkan dengan alga
lain. Senyawa bioaktif yang dihasilkan Eucheuma spinosum antara lain, flavonoid,
alkaloid, saponin, dan tanin. Senyawa bioaktif tersebut berpotensi sebagai senyawa

antioksidan.
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Tabel 2. 1 Tabel komposisi kandungan Eucheuma spinosum (Ulfah, 2009)

Komposisi Kandungan Jumlah
Air (%) 12,9
Protein Kasar (%) 5,12
Lemak (%) 0,13
Karohidrat (%) 13,38
Serat Kasar (%) 1,39
Abu (%) 14,21
Kalsium (%) 52,58
Besi (%) 0,108
Tembaga (%) 0,768
Vitamin B (mg/ 100mg) 0,21
Vitamin B2 (mg/ 100mg) 2,26
Vitamin C (mg/ 100mg) 43,00
Karagenan (%) 65,75

Penelitian Muawanah et al., (2016) melaporkan bahwa kandungan
karagenan pada ekstrak Eucheuma spinosum sebesar 65%. Menurut Safitri et al.
(2018) Eucheuma spinosum menghasilkan senyawa bioaktif lebih banyak
dibandingkan dengan alga lain. Senyawa bioaktif yang dihasilkan Eucheuma
spinosum antara lain, flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin. Senyawa bioaktif

tersebut berpotensi sebagai senyawa antioksidan.

Karagenan tergolong polisakarida yang mudah larut di dalam air.
Polisakarida tersebut akan membentuk kisi-kisi yang mirip jala yang akan mengikat

molekul dengan kuat dan dalam jumlah yang banyak. Kisi-Kkisi jala yang terbentuk
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juga akan menjerat substrat atau enzim yang dapat larut dalam air. Substrat atau
enzim yang telah terjerat oleh kisi-Kisi dan tertutup dalam polisakarida sehingga
keduanya tidakk dapat bereaksi. Jika enzim tidak bereaksi dengan substrat maka
tidak akan terjadi pembentukan gula-gula sederhana. Ekstrak polifenol dari alga
Eucheuma spinosum memberikan efek penghambatan pada enzim a-amilase
dengan melakukan ikatan hidroksilasi dan substitusi padacincin (. Prinsip
penghambatan yang dilakukan oleh polifenol hampir sama dengan penghambatan
yang dilakukan oleh akarbosa. Akarboksa melakukan penghambatan dengan cara
melakukan penundaan hidrolisis disakarida dan karbohidrat serta melakukan
penghambatan terhadap metabolisme sukrosa menjadi fruktosa dan glukosa.
Aktivitas fenol yang menghambat enzim enzim a-amilase dan o-glukosidase
menyebabkanterjadinya kegagalan pada proses pemecahan karbohidrat menjadi
bentuk monosakarida. Hal tersebut menunjukkan efek kandungan fenol dalam
menurunkan kadar glukosa dalam darah (Samudra, 2015).
2.2.4 Hasil Riset Eucheuma spinosum

Kandungan metabolisme sekunder Eucheuma spinosum memiliki potensi
aktivitas antioksidan yang berguna dalam bidang farmasi dan kosmetik. Menurut
penelitian Muawanah et al. (2016) aktivitas antioksidan Eucheuma spinosum
termasuk dalam kategori kuat dengan nilai 1IC50 75,98 ppm, lebih tinggi nilainya
dibandingkan dengan Eucheuma cottonii dengan nilai IC50 72,49 ppm. Penelitian
lain dilakukan oleh Damongilala (2014) melaporka bahwa aktivitas antioksidan
Eucheuma spinosum lebih tinggi dibandingkan dengan keempat sampel alga

lainnya dengan nilai 1C50 75,27.
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Hasil peneitian Hudha (2012) menunjukkan bahwa ekstraksi Eucheuma
spinosum dengan variasi suhu pelarut dan waktu operasi. Pelarut yang digunakan
yaitu air dengan pH 8. Rasio alga dengan pelarut yaitu 1:20 (alga 30 gram dan air
600 mL), variabel yang berubah yakni suhu ekstraksi 60, 70, 80, 90°C dengan waktu
ekstraksi 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 jam. Hasil rendemen terbaik diperoleh pada alga
Eucheuma spinosum yang diekstraksi selama 2,5 jam yaitu 33,0080% dengan suhu
90°C.

Penenelitian Samudra (2015) melaporkan bahwa ekstrak alga Eucheuma
spinosum memiliki kemampuan untuk menjadi inhibisi enzim a-amilase. Senyawa
yang diduga mampu mengahambat aktivitas enzim a-amilase adalah karagenan dan
polifenol. Ekstrak karagenan memiliki daya penghambatan dengan nilai 1Cs012,16
mg/mL sedangkan karagenan standart memiliki nilai 1Cso 12,22 mg/mL. Perbedaan
nilai I1Cso antara ekstrak karagenan dan karagenan standart tidak berbeda jauh. Hal
ini menunjukkan bahwa keduanya memiliki kemampuan yang sama dalam aktivitas
inhibisi enzim a-amilase. Ekstrak polifenol memiliki nilai ICso 11,64 mg/mL.
Kemampuan aktivitas penghambatan enzim a-amilase yang paling berpengaruh
besar yaitu metabolit sekunder (polifenol) dibandingkan metabolit primer
(polisakarida).

2.3 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat oksidan dengan
menyumbangkan satu elektronnya kepada senyawa oksidan atau molekul radikal
bebas sehingga aktivitasnya terhambat (Andarina & Djauhari, 2017). Radikal bebas
atau ROS merupakan molekul tidak stabil dan reaktif yang mengandung satu atau

lebih elektron bebas sehingga ROS akan merusak molekul lain agar elektronnya
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stabil (Tyagi, 2013).Sebagaimana pendapat Malangngi, Sangi, dan Paendong
(2012) menjelaskan bahwa antioksidan berfungsi untuk menstabilkan radikal bebas
(ROS) dengan cara menyumbangkan satu elektron ke senyawa yang mengalami

oksidasi sehingga menghambat reaksi berantai pembentanukan atau ROS (Gambar

2.2).
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Gambar 2. 2 Reaksi antioksidan dalam mereduksi radikal bebas (Tyagi et al.,
2013)

Peningkatan ROS dalam tubuh menyebabkan kerusakan pada lipid, protein
dan DNA sel yang akan memicu proses penuaan kulit (Poljsak & Godi¢, 2012).
Nutrisi yang mengandung antioksidan dalam pengolahan makanan dapat
memperlambat peroksidasi lipid, dan pembentukan lipid sekunder. Antioksidan
dapat secara langsung mengangkut ROS atau secara tidak langsung dengan
menghambat produksi ROS. Antioksidan dapat melindungi tubuh manusia dari
penyakit kronis dengan menghambat ROS (Gulcin, 2020).
2.3.1 Klasifikasi Antioksidan

Antioksidan terdiri dari dua jenis yakni antioksidan alami dan antioksidan

sintetis (Pramesti, 2013).
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2.3.1.1 Antioksidan Alami

Antioksidan alami didapat dari dalam maupun luar tubuh. Antioksidan
alami yang berasal dari dalam tubuh pada dasarnya merupakan enzim yang secara
katalitik menghilangkan oksidan. Antioksidan ini terdiri dari superoksida dismutase
(SOD), superoksida reduktase (SOR), enzim katalase (CAT), dan glutation
peroksidase (GPx). Enzim ini memiliki fungsi dalam mengurangi kandungan
oksidan dan mencegah kerusakan oksidatif. Molekul antioksidan endogen lainnya,
seperti hemeoksigenase dapat meminimalkan ketersediaan oksidan. Enzim ini
diinduksi oleh stres oksidatif dan menghilangkan sekaligus menghasilkan
antioksidan (bilirubin 102) dan prooksidan (zat besi)). Molekul antioksidan alami
dari dalam tubuh akan meningkat setelah terpapar senyawa oksidan (Haerani, et al.,
2018).

Antioksidan alami yang berasal dari luar tubuh merupakan senyawa
antioksidan yang tidak ditemukan pada tubuh secara alami tetapi dibutuhkan untuk
tambahan reaksi tertentu, terdiri dari berbagai bahan dari alam terutama tumbuhan
mengandung antikoksidan seperti vitamin C, vitamin E (a-Tokoferol),
organosulfur, flavonoid, thymoquinone, statin, niasin, phycocyanin, dan lain-lain
(Werdhasari, 2014).

Vitamin dibagi menjadi beberapa kelas mikronutrien yang diperlukan
fungsinya sebagai sistem antioksidan enzimatik pada tubuh, seperti vitamin A,
vitamin B, vitamin C, dan vitamin E (Sinbad, et a., 2019). Vitamin C memiliki
kemampuan untuk melindungi keratinosit manusia dari stress oksidatif yang
disebabkan oleh sinar UV (Petruk et al., 2018). Vitamin E (tokoferol) merupakan

salah satu antioksidan yang biasa digunakan dalam formulasi perawatan kulit.
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Terdapat delapan isoform aktif antioksidan lipofilik, yang hadir dalam berbagai
makanan, seperti sayuran, biji-bijian, dan daging. Banyak penelitian menunjukkan
kemampuan vitamin E secara topikal dan turunannya dapat menghambat
peroksidasi lipid yang diinduksi oleh radiasi UV dan beberapa penelitian telah
menyarankan efektivitas vitamin E sebagai antioksidan (Haerani, et al., 2018).

Flavonoid merupakan senyawa dari golongan polifenol yang banyak
ditemukan di berbagai tumbuhan (Brar, et al., 2014). Flavonoid dapat mencegah
kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas pada beberapa jalur radikal bebas.
Flavonoid dapat bereaksi pada radikal karena reaktivitasnya yang tinggi sehingga
radikal dibuat inaktif (Panche et al., 2016).
2.3.1.2 Antioksidan Sintesis

Antioksidan sintetis merupakan antioksidan kimia yang bukan berasal dari
makhluk hidup. Adapun contoh antioksidan sintetik di antaranya Butylated
hydroxyl anisole (BHA), Butylated hydroxyrotoluene (BHT), Propyl gallate (PG)
dan metal chelating agent (EDTA), Tertiary butyl hydroquinone (TBHQ),
Nordihydro guaretic acid (NDGA) (Aditya dan Ariyanti, 2016). BHT dan BHA
merupakan antioksidan yang dimanfaatkan dalam bidang industri makanan dan
farmasi. BHA merupakan senyawa yang efektif digunakan untuk mengontrol
oksidasi dari rantai pendek asam lemak. TBHQ memiliki efektivitas sebagali
pengawet makanan. PG aman digunakan untuk menjaga lemak dan minyak agar
tidak berbau tengik (Gulcin, 2020).
2.4 Pengujian Antioksidan dengan Metode DPPH

DPPH adalah radikal bebas organik berwarna ungu tua di suhu ruangan.

DPPH dapat menerima elektron atau hidrogen sehingga akan membentuk molekul



23

yang stabil (Winarsi, 2011). Metode uji antioksidan DPPH ini umum digunakan
karena dianggap lebih efiesien, akurat, murah, sederhana, dan cepat (Alam et al.,
2013). Pengujian antioksidan dapat dilakukan dengan metode DPPH yang
diperkenalkan pertama kali oleh Brand-Williams. Interaksi antioksidan dan
senyawa DPPH dapat menetralkan radikal bebas DPPH. Apabila semua elektron
pada DPPH berpasangan maka warna larutan akan berubah dari ungu tua menjadi
kuning terang (Inayah dan Masruri, 2021). Adapun reaksi antara DPPH dengan

antioksidan pada (Gambar 2.3).
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Gambar 2. 3 Mekanisme reaksi DPPH dengan antioksidan (Inayah dan
Masruri, 2021)

Pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH secara in vitro dapat
memberikan informasi reaktivitas suatu senyawa antioksidan. Radikal DPPH
mengandung nitrogen dengan absorbansi panjang gelombang (A max) 517nm
(Gurav et al., 2007). Penelitian yang dilakukan Nur et al. (2017) pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dilakukan dengan menyiapkan larutan
DPPH 0,2 mM. Absorbansi dihitung pada panjang gelombang 520nm setelah

sampel pada plate 96 wel diinkubasi pada suhu 30°C. Pengujian antioksidan akan
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didapatkan absorbansi dari masing-masing sampel dan dihitung nilai persen
aktivitas antioksidannya. Rumus aktivitas antioksidan menurut Molyneux (2004)
yakni:

(Absorban blanko—Absorban sampel)

% Aktivitas antoksidan:

X 100%

Absorban blanko

2.5 Kolagen dan Aktivitas Enzim Kolagenase

Kolagen merupakan protein yang paling banyak ditemukan di ekstraseluler
matriks terutama pada kulit. Kolagen memiliki peran penting bagi susunan jaringan
ikat agar tetap stabil (Vijayakumar, et al., 2017). Kolagen terdiri dari protein
dengan tiga ikatan polipeptida yang mengandung setidaknya dalam satu daerah
dengan satu asam amino (Pawelec, et al., 2016). Komposisi kolagen dalam ECM
memiliki persentase yang tinggi yakni sekitar 70-80% (Pawelec, et al., 2016).
Kolagen diproduksi di dalam kulit oleh sel fibroblast. Fibroblast merupakan sel
yang umum ditemukan di jaringan ikat yang berfungsi memproduksi dan menjaga
matriks ektraseluler. Fibroblast mendukung struktur kerangka pada berbagai
jaringan dan berperan penting dalam proses pemulihan luka. Fungsi utama
fibroblast sendiri yaitu menjaga struktur jaringan ikat dengan terus memproduksi
prekursor matriks ektraseluler termasuk kolagen (Sandhu et al., 2012).

Sintesis kolagen berasal dari prokolagen yang diproduksi oleh fibroblas.
Prokolagen tersebut nantinya akan bertansformasi menjdi partikel kolagen dengan
komposisi 85-90% kolagen tipe 1 dan selebihnya merupakan kolagen tipe 3
(Sionkowska et al., 2020). Kolagen tersebut merupakan protein yang berfungsi
untuk mendukung dan menghubungkan jaringan. Kolagen tersebut memiliki
kekuatan regang yang tinggi dan memainkan peran penting pada perbaikan jaringan

(Bohn et al., 2016).
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Kolagen dibagi menjadi beberapa tipe yakni kolagen tipe kolagen tipe |
yang merupakan komponen terbanyak, kolagen tipe Il yang merupakan kolagen
yang berada di daerah permukaan, dan kolagen V yang merupakan kolagen inti
(Goldberg & Duer, 2019). Kolagen dalam dermis tersimpan sebagai kesatuan besar
serabut fibril yang tersusun rapi dan parallel, membentuk pola yang dapat
divisualisasikan dengan mikroskop elektron. Kolagen merupakan sejenis protein
yang terdiri dari asam amino glycine, proline, hydroxyproline dan arginine yang
menyusun komponen matriks ekstraseluler. Kolagen tersusun berpilin secara triple
helix, dari 3 rantai o-polipeptida yang saling berikatan melalui ikatan rantai
hidrogen (Parkinson, et al., 2015).

Terjadinya ekspresi aktivitas enzim kolagenase atau MMPs dapat
menyebabkan kerusakan kolagen dan menyebabkan penuaan dini. Peningkatan
enzim kolagenase dipengaruhi oeh terakumulasinya radikal bebas atau reactive
oxygen species (ROS) baik dari faktor intrinsik maupun ekstrinsik. Faktor intrinsik
berasal dari dalam tubuh yakni disebabkan oleh faktor usia, hormon, gangguan
ekspresi gen dan penyakit kulit (Kang, et al., 2020). Sedangkan faktor ekstrinsik
berasal dari keadaan lingkungan seperti polusi, kebiasaan hidup yang buruk,
ataupun paparan sinar UV (Poljsak & Godi¢ 2012).

Akibat paparan UV jangka panjang menyebabkan penurunan serat kolagen
(Maeda, 2018). Penurunan serat kolagen tersebut disebabkan oleh aktifnya matriks
metalloproteinase (MMPs) (Li, et al., 2019). MMPs atau juga enzim koagenase
merupakan enzim pendegrasi serat kolagen. Mekanisme kerusakan serat kolagen
bermula ketika paparan sinar UV mengakibatkan ROS terakumulasi. Hal tersebut

menyebabkan aktifnya AP-1 (activator protein) yang mentranskripsi aktivasi
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MMPs atau enzim kolagenase yang dapat mendegradasi kolagen. Selain itu, MMPs
juga dapat menekan reseptor TGF-B  yang berperan dalam pembentukan
prokolagen. Akibatnya kandungan serat kolagen pada ECM berkurang dan
menyebabkan penuaan yang ditandai dengan kerutan (Andrade, et al., 2021;
Jadoon, et a., 2015).

2.6 Penghambatan Enzim Kolagenase

Penghambat atau inhibitor suatu enzim dapat dibedakan menjadi empat
macam, yakni inhibitor kompetitif, unkompetitif, campuran dan nonkompetitif.
Inhibitor kompetitif merupakan inhibitor yang bekerja dengan cara mengikat enzim
secara langsung dan menghambat substrat terikat pada sisi aktif enzim. Kemudian
inhibitor unkompetitif mampu menghambat kerja enzim tyrosinase dengan cara
mengikat kompleks substrat enzim. Selanjutnya inhibitor campuran dapat mengikat
enzim bebas atau kompleks substrat enzim. Sedangkan inhibitor non-kompetitif
bekerja dengan mengikat enzim bebas dan kompleks substrat enzim dengan konstan
equilibrium yang sama (Zolghadri et al., 2019).

Penghambatan enzim kolagenase dapat dilakukan dengan dengan
menghambat enzim kolagenase secara langsung. Selain itu dapat juga dilakukan
dengan memblokir jalur transduksi sinyal seperti jalur MAPK dan jalur ERK atau
dengan menghambat faktor transkripsi NF-xB atau AP-1. Penghambatan enzim
kolagenase secara langsung umumnya menggunakan inhibitor kompetitif dengan
senyawa yang dapat berikatan dengan gugus ion metal Zn?* yang terletak pada sisi
aktif enzim kolagenase. Sehingga enzim kolagenase menjadi tidak aktif (Jablonska-

Trypuc et al., 2016).
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Aktivitas enzim kolagenase dapat dihambat dengan senyawa bioaktif seperti
polifenol, karotenoid, dan vitamin. Eun et al. (2020) melaporkan senyawa asam
heptadecanoic, D-allose, HMF memiliki aktivitas antikolagenase. Widowati et al.
(2017) menyebutkan vitamin C, vitamin E, dan polifenol memiliki aktivitas
antikolagenase yang sangat baik. Penelitian Marques et al. (2021) melaporkan
enzim kolagenase dapat dihambat dengan ekstrak Polytrichum formosum dimana
senyawa aktif seperti flavonoid dari ekstrak tersebut akan mengikat gugus Zn pada
sisi aktif kolagenase.

Zat antioksidan juga diperlukan dalam penghambatan aktivitas enzim
kolagenase. Antioksidan berperan dalam pengurangan ROS akibat dari stress
oksidatif penyebab paparan sinar UV (Haerani et al., 2018). Penelitian oleh Nurulita
et al., (2019) menunjukkan bahwa kandungan senyawa flavonoid daun kelor pada
konsentrasi tinggi yakni 1600 pg/mL menghasilkan aktivitas penghambatan enzim
kolagenase paling tinggi sebesar 47,25% dibandingkan dengan konsentrasi ang
rendah. Hal tersebut dikarenakan senyawa flavonoid yang mengandung antioksidan
juga memberikan efek sinergis terhadap penghambatan enzim kolagenase.
Sehingga antioksidan tersebut dapat digunakan sebagai antikolagenase dalam
proses penuaan. Adapun penelitian Dianasari (2014) menunjukkan bahwa
antioksidan jagung ungu dan teh hijau menghambat peningkatan MMP-1 dan
menurunkan jumlah kolagen dermis pada kulit mencit yang dipapar sinar UV-B.
2.7 Nanopartikel

Nanopartikel merupakan suatu dispersi partikel atau partikel padat yang
memiliki ukuran dengan kisaran 10-1000nm. Tujuan utama dalam mendesain

sebuah nanopartikel sebagai adalah untuk mengontrol ukuran partikel, sifat
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permukaan, pelepasan bahan aktif untuk mencapai sisi aktif spesifik, melindungi
obat dari degradasi dan mengurangi toksisitas maupun efek samping (Ahdyani, et
al., 2020).

Nanopartikel memiliki keuntungan yakni mampu menembus ruang antar sel
dan dinding sel baik melalui difusi maupun opsonifikasi dan mudah dimodifikasi
dengan berbagai teknologi lain sehingga memiliki potensi yang baik untuk
pengembangan keperluan dan target tertentu (Kawashima, 2000). Monhanraj et al.
(2010) menambahkan keuntungan nanopartikel yakni ukuran dan karakteristik
permukaan partikel mudah dimodifikasi sesuai kebutuhan danmudah mencapai
target yang dituju.

2.7.1 Green Synthesis Nanopartikel Perak

Green synthesis merupakan salah satu metode pembuatan nanopartikel yang
menggunakan tumbuhan (Kojong et al., 2018). Berbagai nanopartikel telah banyak
disintesis dengan logam murni seperti nanopartikel emas, perak, besi, zink dan
logam oksida (Prasad & Swamy, 2013). Nanopartikel perak (AgNPs) banyak
dikembangkan pada berbagai bidang terutama farmasi yang mencakup penyakit
kulit seperti jerawat, dermatitis, dan kolitis ulserativa; pelabelan sel; pelapisan alat
bedah dan medis; pencitraan molekul sel kanker (Iravani et al., 2014).

Nanopartikel perak memiliki keunggulan daripada nanopartikel emas yakni
sifat optisnya lebih baik. Nanopartikel perak sering digunakan dalam produk
pakaian, perban, cat, alat rumah tangga, kosmetik dan plastik karena bersifat
antibakteri. Nanopartikel perak dapat disintesis dengan metode kimia, fisika dan
biologi. Pada metode kimia dan fisika dapat dihasilkan nanopartikel yang lebih

murni namun metode tersebut mahal dan tidak ramah lingkungan. Sehingga metode



29

biologi dipilih dengan menggunakan reduktor ekstrak tumbuhan (Oldenburg,
2014). Proses green synthesis AgNPs diawali dengan mengekstrak bagian tanaman,
kemudian dilanjutkan penambahan hasil ekstrak ke dalam larutan AgNOsa.
Selanjutnya didiamkan selama beberapa waktu hingga berubah warna. Kemudian
hasil pembentukan AgNPs dapat dilanjutkan untuk karakterisasi dan
pengaplikasiannya (Rafique, etal., 2017).

Prinsip kerja tumbuhan dalam pembentukan nanopartikel perak yakni
sebagai reduktor yang mampu mereduksi Ag yang bermuatan positif menjadi
nanopartikel Ag° (Kumar, et al., 2020). Sintesis AgNP oleh senyawa biologis
disebabkan oleh adanya sejumlah besar bahan kimia organik seperti karbohidrat,
lemak, protein, enzim & koenzim, fenol flavanoid, terpenoid, alkaloid, gusi dan
lain-lain mampu mendonasikan elektron untuk reduksi ion Ag + menjadi Ag°.
Bahan aktif yang bertanggung jawab untuk reduksi ion Ag+ bervariasi tergantung
pada organisme atau ekstrak yang digunakan (Jha, et al., 2009). Diagram skematik
yang menunjukkan reduksi ion perak, aglomerasi, dan stabilisasi untuk membentuk
partikel berukuran nano ditunjukkan pada Gambar 2.4. Tahap pembentukan AgNPs
dimulai dari ion Ag* direduksi menjadi Ag°, diikuti aglomerasi (pengumpulan) dari
koloid silver nanopartikel membentuk gugus oligomer yang akhirnya stabil (Srikar
etal., 2016) .

Green synthesis memiliki keunggulan pada pembuatan nanopartikel perak
daripada metode kimia seperti dapat menghasilkan nanopartikel dalam jumlah yang

besar, biaya lebih murah dan ramah lingkungan (Sinha et al., 2015).
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Gambar 2.4. Mekanisme sintesis nanopartikel perak (AgNps)

Berbagai jenis nanopartikel dapat disintesis oleh organisme biologis seperti
tumbuhan, jamur, alga, cyanobacteria, bakteri maupun penggunaan biomolekul
(Pathak et al., 2019). Partikel nano dapat diproduksi oleh berbagai kelompok
tumbuhan termasuk alga. Beberapa jenis dari alga tersebut dapat mengakumulasi
logam termasuk perak. Sehingga alga cocok digunakan untuk sintesis nanopartikel
logam. Selain mudah didapat, alga juga memiliki kemampuan serapan logam yang
tinggi (Shankar et al., 2016).

Nanopartikel perak (Ag) merupakan bahan biokompatibel dengan toksisitas
rendah yang banyak digunakan karena memiliki sifat konduksi, stabilitas, katalitik,
anti-bakterial, anti jamur, anti kanker dan antioksidan (Rivera-Rangel et al., 2018;
Diasa et al., 2019; Cohen et al., 2016). Menurut penelitian yang dilakukan
Rajivgandhi et al. (2020) antioksidan pada nanopartikel perak alga Gracilaria
corticata memiliki aktivitas yang lebih baik dari ekstrak daunnya dengan nilai uji
DPPH penangkapan radikal yakni sebesar 66%, 72% dan 83%. Namun nanopartikel
perak alga Gracilaria corticata lebih rendah dibandingkan asam askorbat sebagai
kontrol positif. Rajeshkumar et al. (2018) menemukan bahwa sintesis nanopartikel
dari alga meningkatkan aktivitas pembersihan radikal bebas antioksidan dan DPPH
daripada ekstrak kasar. Sebuah studi oleh Palaniselvam et al. (2015) melaporkan

bahwa nanopartikel perak (Ag) yang direduksi rumput laut memiliki antioksidan
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yang sangat baik dan aktivitas pembersihan radikal DPPH masing-masing sebesar
50% dan 67%.
2.8 Nilai IC50 pada Pengujian Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan

Enzim Kolagenase

Nilai daya hambat suatu senyawa memiliki nilai minimum dan nilai
maksimum. Nilai minimum suatu penghambatan dinyatakan dalam 0%, sedangkan
niai maksimum penghambatan dinyatakan dalam 100%. Kemudian terdapat nilai
tengah pada suatu penghambatan yang disebut 1C50. Nilai IC50 dibedakan menjadi
dua, yaitu nilai absolut dan nilai relatif. Nilai IC50 absolut merupakan konsentrasi
dari suatu komponen uji yang menghasilkan 50% dari penghambatan maksimum
dalam suatu pengujian. Kemudian nilai 1C50 relatif adalah konsentrasi dari suatu
komponen yang menghasilkan setengah dari maksimum penghambatan yang
dimiliki oleh komponen uji tersebut (Nevozhay, 2014).

Inhibitor concentration (IC50) digunakan sebagai parameter berbagai
perhitungan aktivitas suatu senyawa termasuk aktivitas antioksidan dan enzim.
IC50 merupakan konsentrasi suatu bahan yang dapat menyebabkan 50% radikal
bebas kehilangan sifat radikalnya (Inayah dan Masruri, 2021). Jika nilai IC50 suatu
senyawa uji menunjukkan nilai yang tinggi, itu menunjukkan bahwa senyawa
tersebut memiliki aktivitas penghambatan yang rendah. Sebaliknya jika suatu
senyawa uji memiliki nilai IC50 yang rendah, maka senyawa uji tersebut memiliki
aktivitas penghambatan yang tinggi. Semakin tinggi nilai 1C50, maka semakin
rendah aktivitas penghambatannya. Semakin rendah nilai 1C50, maka semakin

tinggi aktivitas penghambatannya (Holil & Griana, 2020).
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Nilai IC50 pada uji antioksidan ditunjukkan berdasarkan konsentrasi sampel
yang dibutuhkan untuk mereduksi 50% DPPH dimana nilai tersebut diperoleh dari
grafik regresi linier (Nur, 2017). Semakin rendah nilai IC50 menunjukkan kuatnya
aktivitas antioksidan suatu senyawa (Molyneux, 2004). Menurut Tanur et al. (2020)
aktivitas penghambatan suatu senyawa dibagi menjadi beberapa kategori yakni
kategori sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50, kategori kuat berkisar antara

50-100, sedang 100-150, dan lemah 100-200.



BAB I
METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian

Jenis Peneitian yang berjudul “Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan
Enzim Kolagenase Nanopartikel Perak Menggunakan Alga Merah Eucheuma
spinosum” merupakan penelitian eksploratif. Sampel nanopartikel dianalisis
aktivitas antioksidannya menggunakan metode DPPH dan asam askorbat sebagai
standar. Kemudian dilakukan pengujian aktivitas penghambatan enzim kolagenase
menggunakan enzim kolagenase Clostridium histolyticum dan asam askorbat
sebagai kontrol positif sekaligus pembanding.

Pengujian aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
dilakukan dengan pembacaan nilai absorbansi menggunakan UV-Vis
spektrofotometer. Data nilai absorbansi yang didapatkan menentukan nilai daya
hambat sampel nanopartikel Eucheuma spinosum terhadap DPPH dan enzim
kolagenase yang dinyatakan dalam 1Cs.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian “Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim Kolagenase
Nanopartikel Perak Menggunakan Alga Merah Eucheuma spinosum” dilaksanakan
pada bulan April-Agustus 2021. Sintesis nanopartikel, uji antioksidan dan
penghambatan enzim kolagenase dilakukan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan
dan Laboratorium Biokimia Program Studi Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Uji PSA (particle size
analyzer) dilakukan di Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan IImu Keseatan

Universitas Islam Negeri Maulana Ibrahim Malang.
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3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ‘“Aktivitas Antioksidan dan

Penghambatan Enzim Koagenase Nanopartikel Perak Alga Merah Eucheuma
spinosum” antara lain alat tulis, freezer, gelas kimia, kertas label, kuvet,
mikropipet, neraca analitik, spatula, sentrifuge, tabung reaksi, tip, tube, UV-Vis
spektofotometer, dan kamera.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian “Aktivitas Antioksidan dan
Penghambatan Enzim Koagenase Silver Nanopartikel Alga Merah Eucheuma
spinosum” antara lain akuades asam askorbat, bovine collagen, buffer trisin, DPPH,
enzim kolagenase (Clostridium histolyticum), metanol pro-analisis (96%), folin,
sampel nanopartikel Eucheuma spinosum silver nitrat (AgNO3), TCA dan tirosin.
3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Ekstraksi Eucheuma spinosum sp.

Pembuatan ekstrak Eucheuma spinosum diawali dengan disiapkannya
sampel alga merah Eucheuma spinosum. Kemudian sampel dikeringkan dan
dihaluskan menggunakan blender. Selanjutnya hasil blender disaring menggunakan
saringan 0,05 mm. Setelah itu ditimbang total sampel yang didapatkan. Selanjutnya
sampel dilarutkan ke dalam pelarut akuabides dengan perbandingan
sampel:akuades (1:20) g/mL. Kemudian larutan dihomogenkan. Setelah itu larutan
dimasukkan ke dalam tube 15 ml. Selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 4000
rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C. Hasil ekstrak eucheuma spinosum

merupakan supernatan dari hasil sentrifugasi.
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3.4.2 Sintetis Nanopartikel Perak

Pembuatan nanopartikel perak mangacu pada penelitian Hamed et al.
(2015) dengan modifikasi. Pertama dimasukkan 10 mL filtrat Eucheuma spinosum
ke dalam labu ukur yang berisi 50 mL silver nitrat (AgNO3) 1mM rasio (1:5).
Kemudian diinkubasi dengan distirer selama 2 jam pada suhu ruang. Terbentuknya
AgNPs ditandai dengan berubahnya warna larutan menjadi kuning pucat.
Selanjutnya larutan dipindahkan ke dalam tube. Kemudian larutan disentrifugasi
pada kecepatan 4000 rpm selama 30 menit pada suhu 4°C. Diambil pelet dan
dikeringkan pada suhu 45°C selama 24 jam. Kemudian ditumbuk hasil pelet hingga
menjadi serbuk halus
3.4.3 Uji Particle Size Analysis (PSA)

Hasil serbuk nanopartikel perak dilarutkan dalam 1 mL aquades (1:1).
Kemudian dilakukan pengujian menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) di
Laboratorium Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan UIN
Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.4.4 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji Antioksidan merujuk pada penelitian Farah Diyana et al., (2015) dengan
modifikasi. Uji diawali dengan disiapkannya sampel dengan seri konsentrasi
sampel ekstrak dan silver nanopartikel Eucheuma spinosum yang telah dibuat yakni
50, 100, 150, 200, dan 250 ppm. Masing-masing sampel dibuat ulangan sebanyak
3 kali. Selanjutnya diambil 500 pL masing-masing sampel dan dimasukkan ke
dalam tube untuk direaksikan. Kemudian masing masing ditambahkan larutan
DPPH sebanyak 500 pL yang diambil dari larutan stok DPPH. Setelah itu

diinkubasi pada tempat gelap pada suhu 37°C selama 30 menit. Selanjutnya
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dilakukan pembacaan absorbansi menggunakan UV-Vis spektrofotometer dengan
panjang gelombang 517 nm dan dilakukan pembacaan sebanyak 3 kali setiap
sampel. Digunakan asam askorbat sebagai standar.

Hasil absorbansi digunakan untuk menghitung persentase penghambatan

DPPH dengan rumus sebagai berikut:

Absorbansi kontrol-Absorbansi sampel

x100

%Penghambatan DPPH=

Absorbansi sampel

Kemudian hasil persen penghambatan diplot masing-masing pada sumbu x
dan y pada persamaan regresi linear. Persamaan regresi linear yang didapatkan
dalam bentuk persamaan y=a + bx digunakan untuk mencari nilai 1Cso dari masing-
masing sampel dengan menyatakan nilai y sebesar 50 dan nilai x yang akan
diperoleh dari 1Cso.
3.4.5 Uji Penghambatan Enzim Kolagenase

Metode pengujian penghambatan enzim kolagenase pada penelitian ini
mengacu pada Nurhayati et al. (2013) dan Baehaki et al. (2012) dengan modifikasi.
Pengujian penghambatan enzim kolagenase oleh sampel nanopartikel dan ekstrak
Eucheuma spinosum dilakukan dengan dilarutkannya 20 pL dengan berbagai
konsentrasi (50, 100, 150, 200 dan 250 ppm) ke dalam larutan yang terdiri dari 20
ul enzim kolagenase (Clostridium histolyticum). Ditambahkan 20 pL buffer trisin
pH. 7. Kemudian larutan tersebut diinkubasi pada suhu 37° C selama 30 menit.
Selanjutnya ditambahkan substrat bovine collagen sebanyak 100 pl ke dalam
larutan yang telah diinkubasi. Kemudian larutan diinkubasi kembali pada suhu 37°
C selama 10 menit. Selanjutnya, ditambahkan TCA 5% sebanyak 400 pL dan Folin

Ciocalteu sebanyak 200 pL. Setiap sampel dibuat ulangan sebanyak 3 Kkali.
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Larutan blanko dibuat menggunakan buffer sebagai pengganti sampel dan
direaksikan sama dengan sampel, kemudian larutan enzim diganti dengan akuades.
Selain itu larutan standar tirosin dibuat dengan mereaksikan tirosin sebagai
pengganti sampel dan enzim dan direaksikan sama dengan sampel. Kemudian
disiapkan juga enzim kolagenase yang direaksikan tanpa inhibitor dengan reaksi
yang sama seperti pada sampel. Semua sampel selanjutnya dilihat absorbansi
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 578 nm dan dilakukan
pembacaan sampel sebanyak 3 kali. Asam askorbat digunakan sebagai kontrol
positif sekaligus pembanding.

Perhitungan persentase penghambatan enzim dilakukan dengan melihat
aktivitas enzim kolagenase yang direaksikan dengan sampel. Rumus yang

digunakan dalam perhitungan tersebut adalah sebagai berikut:

__ Absorbansi sampel—Absorbansi blanko
Absorbansi standar—absorbansi blanko

UA x Px1/T

Keterangan:
UA/mL= jumlah tirosin yang dihasilkan per enzim per menit
P = Pengenceran
T = waktu inkubasi (10 menit)
Selanjutnya, persentase penghambatan enzim dihitung menggunakan

rumus sebagai berikut:

Aktivitas Enzim Kolagenase dengan inhibitor

%Penghambatan =1- x 100%

Aktivitas Enzim Kolagenase tanpa inhibitor
3.5 Analisis Data

Analisis data dipresentasikan dengan Mean+SD. Nilai ICso dianalisis
menggunakan regresi linier. Analisis korelasi dilakukan menggunakan analisis

korelasi pearson. Analisis data dilakukan menggunakan Microsoft Excel 2013.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kemampuan Alga Merah Eucheuma spinosum Sebagai Bioreduktor
Nanopartikel Perak Menggunakan PSA (Particle Size Analyzer)
Ukuran nanopartikel yang disintesis menggunakan Eucheuma spinosum
berkisar antara 36,10 - 687 nm (Gambar 4.1). Ukuran nanopartikel 296 nm memiliki
persentase tertinggi (96%) jika dibanding dengan ukuran yang lain. Rata-rata

ukuran nanopartikel perak pada penilitian ini adalah 296 nm.

Particle Size Distribution
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Gambar 4. 1 Distribusi UkuranAgNPs Eucheuma spinosum

Hasil distribusi ukuran nanopartikel perak Eucheuma spinosum berbeda
dengan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Rajivgandhi (2020) yang
menunjukkan hasil sintesis nanopartikel perak menggunakan ekstrak alga merah
Gracilaria corticata berkisar antara 10-100 nm. Selain itu, penelitian yang
dilakukan oleh Singh et al. (2013) menggunakan bakteri gram-negatif

Acinetobacter calcoaceticus menghasilkan ukuran nanopartikel silver berkisar
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antara 8-12 nm. Hal tersebut dikarenakan nanopartikel perak menggunakan
Eucheuma spinosum mengalami aglomerasi, sehingga banyak ekstrak yang
menempel pada nanopartikel perak menyebabkan bertambah besarnya ukuran
nanopartikel. Menurut Skoglund et al (2017) ukuran nanopartikel perak lebih dari
100 nm disebabkan aglomerasi. Aglomerasi pada AgNPs yang disintesis
menggunakan biomolekul dapat disebabkan oleh banyaknya senyawa yang
teradsorbsi pada ion logam yang membentuk lapisan permukaan.

Perbedaan ukuran nanopartikel perak yang dihasilkan dipengaruhi oleh
kandungan senyawa pada masing-masing spesies. Menurut Oktavia dan Sutoyo
(2021) berbagai ragam ukuran nanopartikel silver dipengaruhi oleh jumlah senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak bahan alam yang berperan
sebagai capping agent. Selain itu, ukuran nanopartikel juga dipengaruhi oleh
perlakuan selama sintesis seperti perbedaan suhu, metode dan konsentrasi silver
nitrat serta reduktor yang digunakan. Menurut Khodashenas dan Ghorbani (2019)
bentuk dan ukuran suatu silver nanopartikel tergantung pada perlakuan pada saaat
sintesis, seperti pH, suhu, konsentrasi silver nitrat, metode yang digunakan,

reduktor dan capping aggent (agen pembungkus) yang digunakan.

Zeta Potential +200 Mv
MI (Mean Intensity Diameter) (nm) 284.9
MN (Mean Number Diameter) (nm) 65.40
MA (Mean Diameter) (nm) 201.6
PDI (polydispersion index) 0.1710

Gambar 4. 2 Karakteristik AgNPs Eucheuma spinosum menggunakan PSA

Zeta potential nanopartikel perak Eucheuma spinosum menunjukkan hasil
sebesar 200 mV (Gambar 4.2). Zeta potential menunjukkan kestabilan suatu

partikel yang terbentuk. Menurut Kumar et al (2017) zeta potential menunjukkan
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kestabilan nanopartikel yang terbentuk dengan nilai 0-5 menunjukkan flokulasi atau
koagulasi, nilai 10-30 menunjukkan kestabilan rendah, nilai 30-40 menunjukkan
kestabilan sedang, nilai 40-60 menunjukkan kestabilan yang baik, dan nilai lebih
dari 60 menunjukkan kestabilan yang sangat baik

Diameter intensitas rata-rata (MI) yang dihasilkan sebesar 284,9 nm,
sedangkan diameter angka rata-rata (MN) yang merupakan rerata diameter hasil
distribusi dihasilkan 65,40 nm. Diameter area rata-rata (MA) merupakan rerata
permukaan distribusi partikel sebeasar 201,6 nm. Kemudian pada standart
devitiation ~ (SD) menunjukkan hasil 117,8. . Hasil Polydispersity index
menunjukkan angka 0,1710 dengan kategori distribusi sempit yang artinya sampel
nanopartikel perak sempit dan seragam. Menurut Riki et al. (2016) keseragaman
suatu ukuran ditentukan dari nilai Indeks polidispersitas (IP). Jika nilai IP kurang
dari 0,3 menunjukkan bahwa ukuran nanopartikel sempit dan seragam.

Pemanfaatan nanopartikel dijelaskan dalam Q.S Yunus ayat 61 yang

berbunyi:
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Artinya: "Dan tidakkah engkau (Muhammad) berada dalam suatu urusan, dan
tidak membaca suatu ayat Al-Qur'an serta tidak pula kamu melakukan suatu
pekerjaan, melainkan Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu melakukannya.
Tidak lengah sedikit pun dari pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah, baik
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di bumi ataupun di langit. Tidak ada sesuatu yang lebih kecil dan yang lebih besar
daripada itu, melainkan semua tercatat dalam Kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)”.

(QS: Yunus [10]: 61).

Allah menciptakan sesuatu yang berukuran kecil di muka bumi. Menurut
Shihab (2002) Katadzarrah diartikan dalam berbagai makna, salah satunya adalah
debu yang berterbangan dan dapat terlihat di celah cahaya matahari atau diartikan
sebagai sesuatu yang kecil. Saat ini kata tersebut dimaknai dengan berbagai arti,
seperti semut yang sangat kecil, kepala semut dan diartikan sebagai atom. Sesuai
pendapat Ahdyani et al. (2020) ukuran nanopartikel yang berkembang saat ini
memiiki ukuran yang kecil berkisar antara 10-1000 nm.

4.2 Aktivitas Antioksidan Nanopartikel Perak Menggunakan Alga Merah
Eucheuma spinosum

Hasil aktivitas antioksidan antara sampel ekstrak dan nanopartikel perak
(AgNPs) menggunakan Eucheuma spinosum memiliki nilai berbeda yang
ditunjukkan pada tabel 4.1. Nilai ICso AgNPs Eucheuma spinosum sebesar 64,
10+6,006 ppm dengan kategori kuat, lebih besar dibandingkan dengan nilai I1Cso
ekstrak Eucheuma spinosum dengan nilai 121,37+4,034 ppm dengan kategori
sedang, namun lebih rendah dibandingkan dengan asam askorbat sebagai kontrol
positif dengan nilai 14,353,072 ppm dengan kategori sangat kuat. Menurut Tanur
et al. (2020) suatu senyawa dianggap memiliki kandungan antioksidan yang sangat
kuat jika nilai 1Cso kurang dari 50, 50-100 termasuk dalam kategori kuat, 100-150

merupakan kategori sedang dan 150-200 termasuk lemah.
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Tabel 4. 1 Hasil Aktivitas Antioksidan Silver Nanopartikel Eucheuma
spinosum, ektrak Eucheuma spinosum, dan Asam Askorbat

Aktivitas Kategori
Sampel Konsentrasi  Penghambatan IC50 (Tanur, et al.,
(%) 2020)
50 49,03
Nanopartikel 100 54,32
perak 150 64,30 64,536,006 Kuat
(AgNPs) 200 69,65
250 81,43
50 45,63
100 49,13
Eksrak 150 51,22 121,37+4,03 Sedang
200 53,72
250 59,76
50 33,98
Asam 100 35,21
Askorbat 150 35,81 14,35+3,072  Sangat Kuat
200 36,03
250 36,30

Sampel ekstrak Eucheuma spinosum memiliki nilai aktivitas antioksidan
yang sedang. Hal tersebut disebabkan adanya kandungan senyawa metabolit
sekunder pada Eucheuma spinosum seperti flavonoid, alkaoid, terpenoid, fenolik,
ataupun polifenol yang dapat meningkatkan aktivitas penghambatan radikal bebas.
Menurut Andriani & Murtisiwi (2020) fenolik dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan. Fenolik berperan sebagai agen pereduksi radikal bebas sehingga
menjadi senyawa yang tidak reaktif lagi. Leligia et al. (2020) juga berpendapat
bahwa senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid dapat meningkatkan aktivitas

antioksidan.
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Nilai 1Cso pada sampel nanopartikel perak Eucheuma spinosum mengalami
kenaikan lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak Eucheuma spinosum. Hal
tersebut dikarenakan ukuran nanopartikel yang efektif masuk ke target radikal
bebas. Menurut Zhaoa et al., (2019) aktivitas antioksidan suatu senyawa
nanopartikel meningkat lebih besar 2-3 kali dibandingkan dengan ekstrak murni.
Hal tersebut disebabkan karena reduksi ukuran partikel sampai skala nanometer
mampu meningkatkan luas permukaan spesifik dan kelarutan partikel sehingga
konsentrasi komponen senyawa bioaktif juga meningkat. Sebagaimana menurut
Rivera-Rangel et al., (2018) menyatakan bahwa AgNPs yang berukuran lebih kecil
daripada senyawa ekstrak memiliki biokompatibelitas lebih besar. Sehingga AgNps
mudah bereaksi dengan sel-sel.

Selain ukuran nanopartikel yag dapat berpengaruh pada aktivitas antioksida,
terdapat senyawa bioaktif yang juga membantu peningkatan aktivitas antioksidan.
Menurut Priya et al., (2015) ukuran nanopartikel bukan satu-satunya faktor yang
meningkatkann aktivitas antioksidan, melainkan senyawa bioaktif yang menjadi
capping agent atau agen pelapis juga berperan dalam muatan permukaan serta
struktur kimia AgNPs sehingga dapat bertindak sebagai antioksidan.

Penelitian oleh Rajivgandhi (2020) melaporkan bahwa nanopartikel silver
alga Gracilaria memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan
ektstrak biasa dengan nilai aktivitas antioksidan mencapai 67,5%, dan 89% pada
konsentrasi 250 pg/mL. Sedangkan pada penelitian oleh Thangaraju (2012) AgNPs
yang disintesis menggunakan alga Sargassum polycystum memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak dengan nilai 1C50

sebesar 10,77 ug/ml. Hasil aktivitas antioksidan silver nanopartikel berbeda-beda
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tergantung dari masing-masing spesies yang digunakan sebagai pereduksi. Menurut
Balciunaitiene et al., (2021) aktivitas antioksidan pada suatu AgNPs memiliki niai
yang berbeda-beda. Hal tersebut dikarenakan bermacam-macamnya senyawa
metabolit pada suatu spesies yang mempengaruhi aktivitas antioksidan.

Allah menciptakan segala sesuatu di muka bumi berdasarkan masing-
masing ukuran yang berbeda. Shihab (2002) menafsirkan bahwa kata Qadar
ketentuan yang ditetapkan oleh Allah. Segala sesuatu memiliki potensi baik dan
buruk. Seperti pada hasil uji antioksidan yang memiliki ukuran baik namun berbeda
dalam representasi angkanya. Selain itu juga dalam QS Al-furgan [25] ayat 2

menjelaskan hal yang sama yakni berbunyi:
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Artinya: “Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak
mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(Nya), dan dia
telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan
serapi-rapinya.” (QS: Al-Furgan [25] :2)

Segala sesuatu di muka bumi ini ada ukuran dan hitungannya atau rumusnya
bukan semata-mata menciptakan sendiri namun telah disediakan oleh Alah SWT.
Manusia hanya menemukan, mempelajari dan menyimbolkan dalam bahasa atau
angka (Abdusysyakir, 2006).

Antioksidan berperan mengurangi radikal bebas yang menyebabkan

kerusakan. Allah berfirman dalam Q.S Ar-Rum ayat 41 yang berbunyi:
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Artinya: “Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian
dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar).” (Q.S
Ar-Rum [30]: 41)

Allah SWT tidak menyukai segala bentuk kerusakan di bumi termasuk
pencemaran lingkungan yang menyebabkan meningkatnya radikal bebas.
Kerusakan di bumi disebabkan oleh tangan manusia sendiri (Shihab, 2012).
Menurut Abdul-Matin (2012) sebagai khalifah, manusia memiliki kewajiban untuk
memelihara bumi dengan melakukan berbagai upaya. Salah satunya memanfaatkan
bahan alam sebagai antioksidan yang dapat mengurangi kerusakan yang disebabkan
oleh radikal bebas.

4.3 Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase Nanopartikel Perak
Menggunakan Alga Merah Eucheuma spinosum

Hasil sampel nanopartikel perak Eucheuma spinosum, ekstrak Eucheuma
spinosum, dan asam askorbat memiliki nilai penghambatan yang berbeda. Ativitas
penghambatan enzim kolagenase pada penelitian ini dapat dilihat pada tabel 4.2.
Hasil aktivitas penghambatan oleh sampel nanopartikel perak memiliki nilai I1Cso
sebesar 110,09+5,38 ppm yang termasuk ke dalam kategori sedang. Aktivitas
penghambatan enzim kolagenase oleh sampel ekstrak dengan nilai IC50 sebesar
156,02+29,38 ppm yang termasuk dalam kategori lemah. Asam askorbat sebagai
pembanding memiliki persentase aktivitas penghambatan enzim kolagenase. Hasil
IC50 asam askorbat termasuk ke dalam kategori sangat kuat, dengan nilai
17,87+0,45 ppm. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Tanur et al. (2020)

senyawa yang memiliki nilai IC50 dibawah kisaran 50 artinya memiliki aktivitas
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antienzim dengan kategori sangat kuat, kisaran 50-100 termasuk dalam kategori

kuat, 100-150 merupakan kategori sedang dan 150-200 termasuk lemah.

Tabel 4. 2 Hasil Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase Silver
Nanopartikel Eucheuma spinosum, ektrak Eucheuma
spinosum, dan asam askorbat

Aktivitas Kategori
Sampel Konsentrasi Pengham IC50 (Tanur, et al.,
batan (%) 2020)
50 36,67
Nanopartikel 100 49,33
perak (AgNPs) 150 57,60 110,09+5,38 Sedang
200 69,33
250 80,00
50 36,00
100 37,87
Eksrak 150 42,67 156,02+29,38 Lemah
200 57,47
250 65,20
50 33,98
100 35,21
Asam Askorbat 150 35,81 17,87+0,45 Sangat Kuat
200 36,03
250 36,30

Ekstrak Eucheuma spinosum mengandung senyawa aktif yang bertindak
sebagai penghambat enzim kolagenase. Senyawa bioaktif pada Euchuema
spinosum yang dapat menghambat enzim tidak diketahui secara spesifik, namun
secara keseluruhan ekstrak Eucheuma spinosum dapat menghambat enzim
kolagenase. Menurut pendapat Radwan (2020) senyawa fitokimia seperti flavonoid
dan polifenol dapat meningkatkan penghambatan enzim kolagenase. Mekanisme

penghambatan enzim kolagenase yakni terdapat interaksi antara golongan hidroksil
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pada senyawa fenolik dengan gugus fungsional dari kolagenase. Selain itu,
flavonoid dan tanin dapat mengikat Zn pada sisi aktif kolagenase sehingga aktivitas
kolagen dapat dihambat. Sebagaimana menurut Hashimoto et al., (2016) juga
menjelaskan bahwa gugus Zn?* dan Ca?* pada sisi aktif enzim kolagenase dapat
diikat oleh senyawa pengkelat kation. Selain itu, aktivitas enzim kolagenase dapat
dihambat oleh kelompok hidroksil atau cincin benzena yang akan berikatan dengan
gugus fungsional pada enzim kolagenase. Pientaweeratch et al. (2016) menjelaskan
bahwa penghambatan enzim kolagenase disebabkan karena adanya interaksi antara
golongan hidroksil polifenol dengan gugus fungsional kolagenase, sehingga enzim
menjadi tidak berfungsi.

Aktivitas penghambatan enzim kolagenase oleh sampel nanopartikel perak
lebih tinggi disebabkan oleh partikel dari sampel nanopartikel dapat menuju target
lebih baik dibandingkan dengan partikel senyawa biasa. Menurut Zhaoa et al.
(2019) aktivitas antioksidan suatu senyawa nanopartikel dapat meningkat lebih
besar dibandingkan dengan ekstrak yag berukuran lebih besar. Hal tersebut
disebabkan karena reduksi ukuran partikel sampai skala nanometer mampu
meningkatkan luas permukaan spesifik dan kelarutan partikel sehingga konsentrasi

komponen senyawa bioaktif juga meningkat.

4.4 Korelasi Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim Kolagenase
Silver Nanopartikel Eucheuma spinosum
Nilai yang didapatkan dari aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim
kolagenase oleh nanopartikel perak Eucheuma spinosum yakni 0,956 yang
menunjukkan bahwa korelasi bersifat kuat (Gambar 4.2). Seagaimana menurut

Xiao et al. (2016) nilai korelasi pearson (r) pada kisaran 0,5 hingga 1 termasuk
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dalam kategori kuat. Fu et al. (2020) menjelaskan bahwa pada korelasi pearson
nilai 1 merupakan nilai positif, nilai -1 merupakan nilai negatif, dan nilai 0

merupakan nilai yang menunjukkan tidak adanya korelasi.
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Gambar 4. 3 Grafik Korelasi Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan Enzim
Kolagenase

Korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
pada silver nanopartikel Eucheuma spinosum terjadi disebabkan karenaa adanya
senyawa-senawa antioksidan dalam Eucheuma spinosum. Chatatikun &
Chiabchalard (2017) melaporkan bahwa sampel dengan aktivitas antioksidan yang
tinggi juga memiliki aktivitas penghambatan enzim kolagenase yang tingi.
Sebagaimana pendapat menurut Zemour et al. (2019) bahwa aktivitas antioksidan
memiliki Kkorelasi dengan aktivitas penghambatan enzim kolagenase. Senyawa
yang berpengaruh pada korelasi tersebut adalah golongan polifenol. Penelitian lain
oleh Pangestuti et al. (2021) melaporkan bahwa kandungan dari karotenoid
khususnya fucoxanthin juga berperan sebagai antioksidan dan menekan laju enzim

MMP yang bertugas sebagai pendegradasi kolagen.
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Menurut Zakiah et al. (2018) ada korelasi antara aktivitas dan
penghambatan enzim kolagenase yang didasarkan pada kandungan fenol,
flavonoid, dan tannin. Menurut Ghimeray et al. (2015), senyawa fitokimia berupa
fenol diketahui memiliki aktivitas antioksidan yang mampu menghambat ROS atau
transduksi pemberian sinyal sintesis kolagenase. ROS tersebut dapat menginduksi
terbentuknya kolagenase sehingga senyawa antioksidan dapat menurunkan kadar
ROS yang sekaligus juga menghambat enzim kolagenase. Mandrone et al. (2018)
melaporkan bahwa flavonoid dapat menghambat kerja enzim kolagenase.
Flavonoid diketahui memiliki kemampuan untuk mengkelat ion logam sehingga
dapat berikatan dengan ion Zn yang terletak pada sisi aktif enzim kolagenase.

Hasil penelitian yang telah dilakukan merupakan dasar ilmu pengetahuan

yang telah ada di Al-qur’an dijelaskan dalam Q.S An-Nahl ayat 89 yang berbunyi:

.- - W ¢ 1 Teg-ow - “ [ AUE /.O"{'/'/ %% ~
(AR) orsbiudd) 55203

(Artinya: “(Dan ingatlah) akan hari (ketika) Kami bangkitkan pada tiap-tiap umat

seorang saksi atas mereka dari mereka sendiri dan Kami datangkan kamu
(Muhammad) menjadi saksi atas seluruh umat manusia. Dan Kami turunkan
kepadamu Al Kitab (Al Quran) untuk menjelaskan segala sesuatu dan petunjuk
serta rahmat dan kabar gembira bagi orang-orang yang berserah diri.” (QS: An-
Nahl [16]: 89)

Al-Qur‘an ada sebagai petunjuk-petunjuk yang menyangkut kehidupan
duniawi dan ukhrawi (Fezar, 2015). Terdapat salah satu ilmu Kauniyah yakni ilmu
yang berkenaan hukum alam antara lain menyangkut alam semesta dan

fenomenanya (Purwanto, 2015). Sedangkan, penelitian sains adalah hasil dari olah



50

pikir manusia agar bisa membantu mengungkap peristiwa atau realitas. Perintah

berpikir dijelaskan dalam Q.S Ali-Imran [3] ayat 191 yang berbunyi:

oz gls 3 0ySGEs fais Jog Tagds L i 0y8% il

(VA ) SIdE G Bt St s Edls L sV
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, tiadalah Engkau menciptakan ini
dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka.”

(Q.S: Ali-Imran [3]:191)

Menurut Shihab (2002) ayat berisi tentang perintah manusia menggunakan
fikirannya untuk mendapatkan ilmu pengetahuan yang seluas-luasnya. Selain itu
banyak ditemukan ayat al-Qur‘an yang membahas alam semesta dan fenomena
yang terjadi di dalamnya. Sehingga sebagai umat muslim yang beriman baiknya

berpikir dengan landasan Al-qur’an.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian “Aktivitas Antioksidan dan Penghambatan

Enzim Kolagenase Nanopartikel Perak Menggunakan Eucheuma spinosum” adalah

sebagai berikut:

1. Eucheuma spinosum mampu menjadi bioreduktor nanopartikel perak.
Karakterisasi sintesis nanopartikel perak didapatkan hasil distribusi ukuran
dengan rata-rata 296 nm, zeta potential menunjukkan angka 200 yang
menunjukkan kestabilan sangat baik, dan Polydispersity index menunjukkan
angka 0,1710 yang menunjukkan sampel nanopartikel memiliki distribusi yang
sempit namun semakin seragam.

2. Aktivitas antioksidan silver nanopartikel Eucheuma spinosum memiliki
penghambatan dengan nilai ICso 64,10+6,006 ppm dengan kategori sangat kuat,
sedangkan nilai 1C5¢ ekstrak biasa memiliki nilai 121,374,034 ppm dengan
kategori sedang.

3. Aktivitas penghambatan enzim kolagenase silver nanopartikel Eucheuma
spinosum memiliki penghambatan dengan nilai 1C5¢ sebesar 110,09+5,38ppm
yang termasuk ke dalam kategori sedang. Sedangkan ekstrak biasa memiliki
nilai 1C5¢ yang lebih rendah yakni sebesar 156,02+29,38 ppm yang termasuk

dalam kategori lemah.
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4. Ada korelasi antara aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim kolagenase
silver nanopartikel Eucheuma spinosum. Nilai korelasi bernilai positif (0,956)
dengan kategori kuat.

5.2 Saran

Penelitian ini masih memiliki kekurangan. Penulis memiliki saran untuk
pengembangan penelitian lanjutan. Saran dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan karakterisasi senyawa-senyawa yang menjadi reduktor dan
capping agent pada AgNPs.

2. Perlu dilakukan uji lanjutan yang dilakukan secara in-vivo.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian
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Ekstraksi

Green Synthesis
Silver Nanopartikel

Nanopartikel
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Uji Aktivitas
Antioksidan

Korelasi antioksidan
dengan Penghambatan
Enzim Kolagenase

Metode DPPH

Hasil 1C50 dan
Korelasi Pearson

1. Ekstraksi Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosum

halus

distirrer selama 15 menit

tempat teduh selama 3 hari.

dalam suhu ruang.

Uji
Penghambatan
Enzim
Kolagenase

Substrat bovine
collagen

+ Dipotong kecil-kecil dan dikeringkan alga merah Eucheuma spinosum di

« Ditambahkan 5 gram sampel serbuk halus ke dalam 50 mL akuabides dan

+ Dihaluskan masing-masing alga merah menggunakan mixer grinder sampai
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+ Disentrifuge sampel dengan kecepatan 4000 rpm pada suhu 4°C selama 15

menit.

Ekstrak Eucheuma spinosum

2. Sintesis Nanopartikel

Ekstrak Eucheuma spinosum

eDicampurkan 10mL filtrat alga dengan 50mL larutan AgNO3 1mM (rasio
1:5) dan diinkubasi dalam kondisi gelap selama 1 jam hingga berubah warna
menjadi kuning pucat.

eDisentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 15 menit pada suhu 20°C.

e Diambil pellet yang terkumpul dan dikeringkan di dalam oven pada suhu

45°C selama 24 jam.

Nanopartikel Eucheuma spinosum. spspsp.

3. Uji Aktivitas Antioksidan

Nanopartikel Eucheuma spinosum

+ Dibuat beberapa variasi konsentrasi sampel yakni 50. 100, 150, 200, 250 ppm
dan dimasukkan ke dalam tube 15mL.

# Dibuat larutan asam askorbat dengan konsentrasi 10, 20,30, 40 dan 50 ppm
sebagai kontrol positif dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

# Diambil 20uL dari masing-masing konsentrasi sampel dan ditambahkan
1mL larutan DPPH (0.1mM).

+ Dihomogenkan larutan sampel dengan vortex dan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu 37°C ruang gelap.

+ Diakukan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 517nm dan dilakukan pembacaan sebanyak 3 kali pada
setiap sampel.

# Proses yang sama dilakukan pada larutan blanko digunakan larutan pelarut

metanol pro analisis.

+ Dihitung hambatan aktivitas radikal bebas (%)

Hasil
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4. Uji Penghambatan Enzim Kolagenase

Nanopartikel Eucheuma spinoum

+ Dibuat beberapa variasi konsentrasi sampel yakni 50, 100, 150, 200, dam 250
ppm dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

+ Dibuat larutan asam askorbat dengan konsentrasi terendah dari sampel yakni
10, 20,30, 40 dan 50 ppm sebagai kontrol positif dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi.

& Diambil 20uL dari masing-masing konsentrasi sampel dan ditambahkan
larutan buffer Tris-HCI 20uL

& Ditambahkan 20 pL enzim kolagenase.

« Diinkubasi sampel pada suhu 37°C selama 30 menit di ruangan gelap.

+ Setelah inkubasi, ditambahkan substrat bavine collagen pada masing-masing
sampel dan diinkubasi selama 10 menit

& Ditambahkan TCA 400 pL dan folin 200 pL.

& Pada Blanko dibuat dengan buffer 40 pL dan aquades 20 pL, non inhibitor
dengan enzim kolagenase 20 puL dan buffer 20 puL dan larutan standar dengan
tirosin 40 pL dan buffer 20 pL.

+ Dihitung absorbansi pada 578nm menggunakan spektrofotometer.

+ Dihitung I1Cso

Hasil
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KETERANGAN

GAMBAR

Penyortiran Sampel

Pengeringan Sampel
(Dioven) Dengan Suhu 80
Derajat Selama 15 Menit
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Sampel Diblender

Penyaringan Sampel

Hasil Penyaringan




68

Penimbangan Bahan

Pelarutan Akuades Dan
Sampel
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Homogenisasi Suhu
Ruang Selama 30 Menit.

Dilakukan Sentrifugasi
Selama 15 Menit Di Suhu
4 Derajat Dengan
Kecepatan 4000 Rpm

4I:II:IIEI | 15:00

2021/4/27 11:34

Diambil Supernatan

Sampel Diicampurkan Ke
Dalam Larutan Agno3 1
Mm
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Diinkubasi Selama 1 Jam
Di Ruang Gelap (Gambar
Sebelum Diinkubasi)

Hasil Setelah Diinkubasi
(Ada Perubahan Warna
Menjadi Kekuningan)




G000 20200

20
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Disentrifugasi Dengan
Kecepatan 4000 Rpm
Selama 30 Menit Dengan
Suhu20C

Hasil Sentrifugasi,
Supernatan Dibuang

Dikeringkan Dengan
Oven Dengan Suhu 45 C
Selama 24 Jam
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Hasil Setelah Dikeringkan

Dilakukan Penggerusan

Pengujian Aktivitas
Antioksidan
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Pengujian Aktivitas
Penghambatan Enzim
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Lampiran 3. Perhitungan

1. Pembuatan Larutan AgNo3 1mM

Diketahui, berat molekul (BM) AgNO3= 169,87

Konsentrasi yang dibutuhkan(M): 1 mM

Volume yang dibutuhkan(V) : 500mL

Ditanya: massa (m) AgNO3 untuk membuat 500mL konsentrasi 1 mM

Jawab:

m 1 m

—

Rumus: M = =
BM XV 1000 169,87x%0,5

— > m=84mg

2. Pembuatan Larutan Stok Sampel Pengujian Antioksidan Dan
Penghambatan Enzim Kolagenase Nanopartikel dan Ekstrak Alga Merah
Eucheuma spinosu

1) pembuatan 50 ppm dalam 20 mL
Rumus: ppm = mg/L

mg=ppm X L=50 x 0,05 = 0,25 mg
2) Pembuatan 100 ppm dalam 10 mL
Rumus: ppm = mg/L

mg=ppm X L= 100 x 0,05 =0,5 mg
3) Pembuatan 150 ppm dalam 10 mL
Rumus: ppm = mg/L

mg=ppm X L= 150 x 0,0 = 0,75 mg

4) Pembuatan 200 ppm dalam 10 mL
Rumus: ppm = mg/L
mg=ppm X L=200 x 0,05 =1 mg

5) Pembuatan 250 ppm dalam 10 mL
Rumus: ppm = mg/L
mg=ppm X L=250 x 0,05 = 1,25 mg



3. Pembuatan Konsentrasi Larutan Asam Askorbat Sebagai Standar
Larutan stok asam askorbat dibuat menjadi 50 ppm

Pembuatan 50 ppm dalam 10 mL

Rumus: ppm = mg/L — mg=ppm X L=50 x 0,01 = 0,5 mg

1) Pengenceran menjadi 1 ppm dalam 10 mL

Rumus: M1.V1 = M2.V2

50.V1=10. 0,01= V1=0,2 mL =200 uL

2) Pembuatan 20 ppm dalam 10 mL

Rumus: M1.V1 = M2.V2

50.V1=20. 0,01= V1= 0,4 mL =400 pl

3) Pembuatan 30 ppm dalam 10 mL
Rumus: M1.V1 = M2.V2
50.V1=3.0,01= V1= 0,6 mL =600 pl
4) Pembuatan 40 ppm dalam 10 mL
Rumus: M1.V1 = M2.V2
50.V1=4.0,01=V1=0,8 mL =800 pl
5) Pembuatan 5 ppm dalam 10 mL
Rumus: M1.V1 = M2.V2
50.V1=5.0,01=V1=1 mL= 1000 pl

4. Pembuatan Larutan Stok Dpph 0,1 Mm Dalam 50 Ml

Berat Molekul (BM) senyawa = 394,32
Volume (V) Larutan =50 mL
M=-2_=_ m___ -197mg

BMxV 10000 394,32 x 0,05
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Lampiran 4. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Silvaer Nanopartikel, ekstrak Eucheuma spinosum, dan Asam Askorbat

Sampel Konsentrasi Ulangan Persen Antioksidan IC50
IC50 IC50 IC50 Rata rata Kategori
1 2 3 1 2 31 (D) (2 (3
Nanopartikel 50 0,348 | 0,341 | 0,332 47,88 | 48,93 | 50,27
100 0,302 | 0,303 | 0,310 54,77 | 54,62 | 53,57
150 0,253 | 0,217 | 0,245 62,11 | 67,50 | 63,31 | 70,74 58,75 64,10 64,53 Kuat
200 0,236 | 0,142 | 0,230 64,65 | 78,73 | 65,55
250 0,126 | 0,125 | 0,121 81,13 | 81,28 | 81,88
Ekstrak 50 0,363 | 0,364 | 0,362 45,63 | 4548 | 45,78
100 0,338 | 0,337 | 0,344 49,38 | 49,53 | 48,48
150 0,322 | 0,329 | 0,326 51,77 | 50,72 | 51,17 | 116,73 | 123,26 | 124,11 | 121,37 Sedang
200 0,307 | 0,311 | 0,309 54,02 | 53,42 | 53,72
250 0,261 | 0,272 | 0,273 60,91 | 59,26 | 59,11
Asam
askorbat 2 0,363 | 0,369 | 0,366 4563 | 44,73 | 4518
4 0,352 | 0,348 | 0,365 4728 | 47,88 | 4533
6| 0351 0,347 | 0,351 4743 | 48,03 | a7.43| 1738 | 1123 | 1445 | 1435 | sangatkuat
8 0,349 | 0,345 | 0,349 47,73 | 48,33 | 47,73
10 0,348 | 0,340 | 0,348 47,88 | 49,08 | 47,88
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Lampiran 5. Kurva Regresi Linear Aktivitas Antioksidan Silver Nanopartikel
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Lampiran 6. Kurva Regresi Linear Aktivitas Antioksidan Ekstrak
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Lampiran 7. Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Kolagenase

Sampel Konsentrasi Ulangan AKTIVITAS KOLAGENASE

1 2 3 Ul U2 U3
50 0,198 0,196 0,198 0,056 0,055 0,056
100 0,165 0,169 0,163 0,044 0,046 0,044
Nanopartikel 150 0,15 0,148 0,137 0,039 0,038 0,035
200 0,119 0,12 0,108 0,028 0,029 0,024
250 0,1 0,089 0,078 0,021 0,018 0,014
50 0,184 0,179 0,234 0,051 0,049 0,069
100 0,182 0,182 0,219 0,050 0,050 0,063
Ekstrak 150 0,172 0,17 0,205 0,047 0,046 0,058
200 0,146 0,141 0,149 0,038 0,036 0,039
250 0,127 0,125 0,126 0,031 0,030 0,031
2 0,249 0,243 0,247 0,082 0,080 0,081
4 0,226 0,227 0,226 0,074 0,074 0,074
Asam Askorbat 6 0,224 0,223 0,223 0,073 0,073 0,073
8 0,227 0,22 0,221 0,074 0,071 0,072
10 0,193 0,19 0,192 0,062 0,061 0,061
Non Inhibitor 0,289
Aktivitas non inhibitor 0,08803
Blanko 0,039
Standar 0,323
Standar-Blanko 0,284
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Sampel Konsentrasi PENGHAMBATAN KOLAGENASE RATA-RATA IC50 Rata-rata | Kategori
Ul u2 U3 PENGHAMBATAN 1 2 3 IC50
Nanopartikel 50 | 36,40002 | 37,20002 | 36,40002 36,667
100 | 49,60002 | 48,00002 | 50,40002 49,333
150 | 55,60002 | 56,40002 | 60,80001 57,600 113,6364 | 112,7376 | 103,8983 | 110,0908 Sedang
200 | 68,00001 | 67,60001 | 72,40001 69,333
250 | 75,60001 | 80,00001 | 84,40001 80,000
Ekstrak 50 | 42,00002 | 44,00002 | 22,00003 36,000
100 | 42,80002 | 42,80002 | 28,00003 37,867
150 | 46,80002 | 47,60002 | 33,60002 42,667 144 134,5638 | 189,5105 | 156,0247 Lemah
200 | 57,20002 | 59,20001 | 56,00002 57,467
250 | 64,80001 | 65,60001 | 65,20001 65,200
Asam
Askorbat 2 | 15,18556 | 17,40777 15,9263 16,173
4 | 23,70404 | 23,33367 | 23,70404 23,581 Sangat
6 | 24,44478 | 24,81515 | 24,81515 24,692 18,3965 | 17,61015 | 17,61739 | 17,87468 Kuat
8 | 23,33367 | 25,92626 | 25,55589 24,939
10 | 35,92621 | 37,03732 | 36,29658 36,420




Lampiran 8. Kurva Regresi Linier Aktivitas Penghambatan Enzim
Kolagenase Silver Nanopartikel
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Lampiran 9. Kurva Regresi Linier Aktivitas Penghambatan Enzim
Kolagenase Ekstrak
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