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Abstract: Microalgae excrete antioxidant compounds as a defense system to protect themselves from the danger of ultraviolet 
rays. These compounds also can be used as the organic materials of cosmetics or medicines. This study aimed to determine the 
antioxidant activity of marine microalgal extracellular metabolite extract of Spirulina sp.. Extracellular metabolites were 
extracted from the residual media filtrate from the harvesting. The qualitative antioxidant test’s results using the thin-layer 
chromatography technique and 2,2-diphenylpycrilhydrazil (DPPH) reagent showed antioxidant activity. Moreover, the 
component identification using ninhydrin and Dragendorff reagent in thin layer chromatography test showed alkaloid and 
peptide compounds. To support the results, the identification using infrared spectrum analysis showed the peaks at 1117 cm-1 
(C-N and C-C stretching), 1458 cm-1 (C-H bending of methyl group), 1635 cm-1 (C=O stretching of amide group), and 3454 cm-1 
(N-H stretching of amine and amide groups). 

Keywords: microalgae, Spirulina sp., antioxidant, extracellular metabolite, DPPH 

Abstrak: Mikroalga melepaskan senyawa antioksidan sebagai sistem pertahaan diri terhadap sinar ultraviolet. Senyawa ini 
juga dapat digunakan sebagai bahan kosmetik dan obat-obatan.  Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan 
serta golongan senyawa yang terkandung pada ekstrak metabolit ekstrasel mikroalga laut Spirulina sp.. Ekstrak metabolit 
ekstrasel diperoleh dari residu filtrat media hasil pemanenan. Hasil uji kualitatif antioksidan menggunakan teknik kromatografi 
lapis tipis dan pereaksi 2,2- diphenylpycrilhydrazil (DPPH) menunjukkan bahwa ekstrak kasar tersebut memiliki aktivitas 
antioksidan. Identifikasi komponen menggunakan pereaksi Dragendorff dan ninhidrin pada uji kromatografi lapis tipis 
menunjukkan adanya senyawa alkaloid dan peptida. Hasil identifikasi tersebut didukung oleh analisis spektrum infra merah yang 
menunjukkan adanya puncak pada daerah 1117 cm-1 (uluran C-N dan C-C), daerah 1458 cm-1 (tekukan C-H gugus metil), daerah 
1635 cm-1 (uluran C=O khas gugus amida atau karboksilat), dan daerah 3454 cm-1 (uluran N-H dari gugus amina dan amida). 

Kata Kunci : mikroalga, Spirulina sp., antioksidan, metabolit ekstrasel, DPPH 

 

Pendahuluan 

Sistem antioksidan secara alami diproduksi oleh tubuh 
manusia untuk menangkal radikal bebas. Namun, jumlah 
radikal bebas dalam tubuh akan semakin meningkat 
karena pengaruh dari lingkungan (udara yang tercemar), 
gaya hidup tidak sehat, stres, dan paparan sinar ultra 
violet [1-3]. Hal tersebut menyebabkan berkurangnya 
kemampuan antioksidan untuk menangkal radikal 
bebas. Radikal bebas yang berlebih menyebabkan stres 
oksidatif. Stres oksidatif dapat menyebabkan kerusakan   
penyakit degeneratif [1]. Oleh karena itu, tubuh 

memerlukan asupan antioksidan dari luar, baik 
antioksidan alami maupun antioksidan sintetik.   

Antioksidan alami banyak dihasilkan dari berbagai jenis 
tanaman. Berbagai jenis buah-buahan, sayuran, dan 
tanaman herbal yang dapat dikonsumsi telah diketahui 
memiliki banyak kandungan antioksidan [4-7]. Akan tetapi, 
saat ini penemuan senyawa antioksidan baru dari organisme 
terestrial cenderung menurun karena adanya batasan 
eksplorasi bahan dari tanaman terrestrial. Oleh karena itu 
diperlukan sumber baru untuk mendapatkan senyawa 
antioksidan alami yang sifatnya dapat terus diperbaharui. 
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Salah satu kandidat potensial sumber antioksidan adalah  
mikroalga laut [8]. 

Mikroalga merupakan mikroorganisme yang memiliki 
potensi sebagai sumber senyawa metabolit bioaktif. 
Berbagai senyawa seperti flavonoid, alkaloid, terpenoid, dan 
peptida telah berhasil diisolasi dari mikroalga. Senyawa-
senyawa tersebut memiliki ragam bioaktivitas antara lain 
sebagai antibakteri, antiinflamasi, antikanker, dan 
sebagainya [8-11]. Bioaktivitas senyawa metabolit mikroalga 
sebagai antioksidan juga telah banyak diteliti. Mikroalga 
berpotensi sebagai sumber antioksidan alami karena kaya 
kandungan vitamin, karotenoid, dan polifenol [12-14]. 
Umumnya senyawa-senyawa tersebut diisolasi dari 
biomassa, sementara informasi mengenai senyawa 
antioksidan mikroalga yang dieksresikan masih terbatas [15]. 

Antioksidan memegang peranan penting dalam sistem 
pertahanan diri Spirulina sp.. Sebagai mikroorganisme 
fotoautotrof, Spirulina sp. dapat menyaring sinar ultra violet 
dengan cara melepaskan suatu senyawa metabolit sekunder 
ke lingkungannya untuk mencegah terjadinya kerusakan sel 
akibat reaksi radikal yang disebabkan sinar ultra violet [16]. 
Senyawa yang dapat menangkal radiasi sinar ultraviolet 
umumnya merupakan senyawa yang memiliki potensi 
antioksidan tinggi. 

Saat ini penelitian tentang senyawa antioksidan dari bahan 
alam masih terus dikembangkan [17]. Antioksidan digunakan 
secara luas di bidang industri makanan, kosmetik, maupun 
kesehatan. Selain itu, sebagian besar orang beranggapan 
bahwa peran antioksidan alami tidak dapat digantikan oleh 
antioksidan sintetik mengingat risiko yang mungkin dapat 
ditimbulkan oleh antioksidan sintetik [17-19]. Oleh 
karenanya, penelitian ini menjadi langkah awal yang penting 
untuk mendapatkan informasi mengenai potensi sumber 
penghasil senyawa antioksidan yang dieksresikan oleh 
Spirulina sp. 

Metode 

Material. Isolat Spirulina sp. yang digunakan diperoleh 
dari Balai Besar Perikanan Budidaya Laut (BBPBL) 
Lampung. Limbah POME (Palm Oil Mill Effluent) yang 
digunakan sebagai nutrisi tambahan media kultur 
diperoleh dari limbah PT. Perkebunan Nusantara VII Unit 
Bekri, Lampung Tengah. Bahan-bahan kimia yang 
digunakan antara lain etanol absolute (Merck), 
isopropanol p.a. (Merck), asam klorida pekat 32 % 
(Merck), resin Amberlit XAD-16 (Sigma), asetonitril p.a. 
(Merck), 2,2-diphenylpycrilhydrazil (DPPH) (Sigma 

Aldrich), trifluoroacetic acid for synthesis (TFA) (Merck), 
Na2CO3 teknis, pupuk (urea, TA, TSP), plat silika gel 60 
F254 (Merck), Plat kaca RP-18 F254 (Merck), pereaksi 
Dragendorff dan pereaksi ninhidrin.  

Kultivasi dan Pemanenan. Metode kultivasi Spirulina sp 
mengikuti metode Sari dkk. [20] dengan modifikasi 
menggunakan air laut dan limbah POME 5% sebagai 
nutrisi tambahan alternatif. Kultivasi dilakukan dalam 
skala lebih besar (80 L) menggunakan sistem terbuka 
dengan pencahayaan menggunakan sinar matahari. 
Setelah dikultivasi selama dua minggu, Filtrat dan 
biomassa dipisahkan  menggunakan membran filter 200 
mesh [21]. 

Ekstraksi. Sebanyak 5 L filtrat hasil panen dilewatkan 
pada kolom yang berisi resin XAD-16. Resin yang sudah 
menjerap ekstrak metabolit ekstrasel tersebut dibilas 
dengan etanol 30% kemudian dilanjutkan dengan elusi 
secara gradien menggunakan pelarut isopropanol (IPA) 
20%, 40%, dan 70%, pada kondisi asam (dengan 
menambahkan beberapa tetes asam klorida sampai pH 
2) [22]. Ekstrak yang terkumpul kemudian dipekatkan 
menggunakan rotary evaporator.  

Uji Antioksidan. Uji antioksidan dilakukan secara 
kualitatif menggunakan teknik  kromatografi lapis tipis 
(KLT) [23]. Ekstrak pekat ditotolkan pada plat silika lalu 
dielusi dengan isopropanol-air 20%. Hasil elusi kemudian 
disemprot dengan pereaksi DPPH 0,01 M dan didiamkan 
selama 30 menit. Fraksi yang menunjukkan positif 
antioksidan kemudian dihitung nilai Rf nya. 

Rf = Jarak migrasi senyawa 
          Jarak migrasi eluen 
 

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Uji ini dilakukan 
untuk mengetahui komponen senyawa antioksidan yang 
terkandung dalam ekstrak sampel. Ekstrak kasar diuji 
secara KLT menggunakan pereaksi visualisasi 
Dragendorf, ninhidrin, dan serium sulfat. Sampel 
ditotolkan pada plat RP-18 dan dielusi menggunakan 
campuran asetonitril-air (7:3) + 1 tetes TFA 0,1%. 

Analisis spektroskopi Infa Merah. Sekitar 1 mg sampel 
uji digerus dengan garam KBr kemudian dibuat pelet 
menggunakan die 7 mm. Pelet kemudian diukur 
serapannya menggunakan spektrofotometer Fourier 
Transform Infra Red (FTIR) Shimadzu Prestige-21 di 
daerah 4000-400 cm-1. 
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Hasil dan Pembahasan  

Kultivasi dan Pemanenan  

Kajian mengenai pemanfaatan limbah POME sebagai 
media kultivasi Spirulina sp. telah banyak dilakukan, 
terutama karena banyaknya industri sawit di Indonesia 
[20,24]. POME mengandung unsur N, P, dan K yang 
dapat dimanfaatkan sebagai media pertumbuhan 
mikroalga. Penggunaan limbah POME sebagai media 
kultivasi Spirulina sp. dapat mengurangi emisi karbon 
dioksida dan mereduksi residu organik limbah pabrik 
sawit yang dapat mencemari lingkungan.  

Kajian mengenai pengaruh konsentrasi POME terhadap 
pertumbuhan mikroalga telah dilakukan oleh Sari dkk. 
dan Hadiyanto dkk. [20,24]. Kultivasi dilakukan selama 
dua minggu karena sistem pencahayaan yang digunakan 
adalah sinar matahari langsung, di mana durasi 
pencahayaan menjadi kurang dari 24 jam. Akibatnya, 
pertumbuhan Spirulina sp. dengan pencahayaan 
matahari lebih lambat dibandingkan dengan 
pertumbuhan Spirulina sp. dengan pencahayaan 24 jam. 
Pemanenan kultur mikroalga dengan pencahayaan 
matahari memerlukan waktu 10-14 hari, sedangkan 
pemanenan kultur mikroalga dengan pencahayaan 24 
jam hanya membutuhkan waktu 7-10 hari [20].  Kultivasi 
Spirulina sp. pada media POME 5% menghasilkan 
biomassa basah sebanyak 0,98 g/L media kultur.  

Identifikasi Spirulina sp. hasil kultivasi diamati secara 
mikroskopis menggunakan mikroskop cahaya 
(perbesaran 400 kali) seperti terlihat pada Gambar 1. 
Isolat memiliki diameter 8,8 µm. Ukuran tersebut cukup 
besar dan normal seperti ukuran  Spirulina sp. pada 
umumnya (diameter 1-12 µm). Karena diameter 
Spirulina sp cukup besar, biomassa dr isolat Spirulina sp. 
dapat dipisahkan dengan metode penyaringan 
menggunakan membran filter 200 mesh [21]. Setelah 
biomassa disaring, filtrat hasil penyaringan kultur 
selanjutnya digunakan untuk proses ekstraksi senyawa 
antioksidan dari metabolit ekstrasel. 

 

 

 

 

 

 

Gambar1. Spirulina sp. Pada media POME 5% (pengamatan 
menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 400x) 

 

Ekstraksi  

Ekstraksi filtrat kultur Spirulina sp. dilakukan dengan 
menggunakan resin XAD-16. Resin XAD-16 digunakan untuk 
menargetkan senyawa polar dengan berat molekul rendah 
dan sedang, seperti senyawa metabolit sekunder kelompok 
peptida atau polifenol [22,25]. Resin XAD-16 adalah 
adsorben poliaromatik (momen dipol 0,3) dengan diameter 
pori rata-rata 100  Å yang memungkinkan resin untuk 
mengadsorpsi molekul dengan berat molekul kecil hingga 
sedang (kurang dari 40.000). Resin ini biasanya digunakan 
untuk mengadsorpsi senyawa organik dalam pelarut polar 
atau sistem berair. Ekstrak yang terjerap dalam resin dielusi 
secara gradien menggunakan pelarut isopropanol-air, 20 %, 
40%, dan 70% (pada pH 2, dengan menambahkan beberapa 
tetes asam klorida dalam eluen). Senyawa dalam filtrat 
media memiliki sifat asam lemah, sehingga dalam filtrat 
media akan muncul sebagai garam yang sukar larut dalam 
pelarut organik. Kondisi asam diperlukan agar senyawa 
mudah terekstrak dengan pelarut organik, sehingga pada 
penelitian ini meggunakan pH 2 seperti yang dilakukan Oleh 
Martin-Visscher et.al. [22]. Pemisahan secara gradien 
tersebut menghasilkan 6 fraksi isolat, yaitu fraksi EY1 dan EY2 
(hasil elusi IPA 20%), fraksi EY3 dan EY4 (hasil elusi IPA 40%), 
fraksi EY5 dan EY6 (hasil elusi IPA 70%). Tiap fraksi yang 
diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary 
evaporator. Ekstrak pekat yang diperoleh kemudian 
digunakan untuk pengujian lebih lanjut. 

Uji Antioksidan 

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) cukup efektif untuk 
mendeteksi sifat antioksidan suatu senyawa secara kualitatif 
[23]. Senyawa yang positif mengandung antioksidan akan 
menghasilkan bercak berwarna kuning dengan latar 
belakang berwarna ungu seperti terlihat pada Gambar 2.  

 

 

 

 

 

Keterangan Gambar: 

1 : fraksi EY 1 

2 : fraksi EY 2 

3 : fraksi EY 3 

4 : fraksi EY 4 

5: fraksi EY 5 

6: fraksi EY 6 

 

Gambar 2. Uji kualitatif antioksidan fraksi EY1-6 dengan teknik KLT, 
fasa diam plat silika, eluen IPA-air (1:4), pereaksi DPPH 0,01M.  

 

Dari gambar tersebut terlihat bahwa fraksi EY6 memiliki 
kandungan antioksidan. Hasil KLT tersebut juga 
menunjukkan bahwa ekstrak yang mengandung antioksidan 
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adalah senyawa yang sangat polar karena bercak berada di 
bawah (Rf 0 dan 0,1). Untuk mempermudah proses 
pemisahan, maka uji kromatografi selanjutnya dilakukan 
menggunakan fasa diam non polar, yaitu plat RP-18. 

Uji Kromatografi Lapis Tipis 

Fraksi EY6 diuji secara KLT menggunakan pereaksi spesifik 
untuk mengetahui komponen yang terkandung dalam 
ekstrak. Uji KLT dilakukan menggunakan plat RP-18 dan eluen 
asetonitril-air (7:3)  yang ditambahkan 1 tetes TFA 0,1%. 
Pereaksi yang digunakan adalah pereaksi Dragendorff, 
ninhidrin, dan serium sulfat sebagai pereaksi visualisasi. Uji 
ini dilakukan untuk mengetahui komponen senyawa apa saja 
yang terkandung dalam metabolit ekstrasel Spirulina sp..  

Sebelum direaksikan dengan pereaksi visualisasi, hasil elusi 
EY6 terlebih dahulu divisualisasikan pada lampu UV 254 dan 
366 nm. Hal ini bertujuan untuk melihat kemungkinan 
adanya senyawa aromatik, polifenol, atau flavonoid di dalam 
eksrak EY6. Spot senyawa yang mengandung gugus aromatik 
biasanya akan memberikan warna ungu pada ʎ 254 nm, 
sedangkan senyawa flavonoid dan polifenol akan 
memberikan warna kuning terang pada ʎ 366 nm.  Namun, 
hasil pengamatan menunjukkan hasil negatif sehingga 
disimpulkan ekstrak EY6 tidak mengandung gugus aromatik, 
flavonoid maupun polifenol.  

Selanjutnya hasil elusi KLT divisualisasi menggunakan 
pereaksi spesifik seperti pereaksi Dragendorff, ninhidrin, dan 
serium sulfat. Hasil uji menggunakan pereaksi Dragendorff 
menunjukkan bahwa komponen ekstrak positif mengandung 
senyawa alkaloid. Hal ini terlihat dari adanya spot berwarna 
jingga pada Rf 0,69 seperti pada Gambar 3a. Komponen 
alkaloid yang mengandung gugus N-tersier akan memberikan 
reaksi positif dengan pereaksi Dragendorff menghasilkan 
noda berwarna jingga. Pereaksi ninhidrin digunakan untuk 
mengidentifikasi senyawa amina atau peptida yang memiliki 
gugus fungsi amina primer atau sekunder. Uji dengan 
ninhidrin menunjukkan hasil positif yang berarti ekstrak EY6 
mengandung gugus amina primer atau sekunder. Kelompok 
senyawa ini memberikan bercak berwarna ungu seperti 
terlihat pada Gambar 3b.  

  

 

 

 

 

 

 

                      (a) 

 

 

 

 

 

 

             (b) 

Gambar 3. Uji fitokimia fraksi EY6, plat RP-18, eluen asetonitril-air (7:3) 
+ 1 tetes TFA 0,1%. a) Pereaksi Dragendorff b) pereaksi ninhidrin.  

 

Hasil uji KLT menggunakan pereaksi serium sulfat tidak 
menunjukkan penampakkan bercak. Hal ini mungkin 
disebabkan oleh konsentrasi sampel yang kurang pekat 
atau ukuran molekul yang terkadung dalam sampel kecil 
sehingga tidak terdeteksi dengan pereaksi serium sulfat. 
Hasil uji KLT menggunakan peraksi Dragendorff dan 
ninhidrin menunjukkan bahwa komponen di dalam 
ekstrak tersebut kemungkinan mengandung golongan 
senyawa alkaloid, amina, atau peptida.  Data KLT 
tersebut didukung oleh data spektrum infra merah yang 
terlihat pada Gambar 4. 

Data spektrum infra merah menunjukkan adanya 
serapan pada daerah 1116,7 cm-1 (uluran C-N dan C-C), 
daerah 1458 cm-1 (tekukan C-H gugus metil), daerah 
1635 cm-1 (uluran C=O gugus amida), dan daerah 3454 
cm-1 (uluran N-H dari gugus amina dan amida) [26]. 

 

Gambar 4. Spektrum FTIR fraksi EY6 

 

Berdasarkan hasil uji KLT dan analisis spektroskopi infa 
merah, fraksi EY6 diduga memilki kandungan peptida 
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seperti microcystin atau mycosporine-like amino acids 
(MAA). Namun, perlu diuji lebih lanjut dengan isolasi 
senyawa murni dan elusidasi struktur. Mikroalga 
kelompok cyanobacteria seperti Oscillatoria dan sp. 
Microcystis sp. umumnya menghasilkan microcystin dan 
MAA [27-30]. Senyawa microcystin dikenal sebagai 
senyawa yang bersifat toksin. Saat sel cyanobacteria 
mati, sel tersebut akan terurai dan melepaskan 
microcystin ke lingkungan. Dalam beberapa kasus, 
kejadian ini bahkan menyebabkan fenomena 
cyanobacteria blooming [31]. Sedangkan kelompok 
senyawa MAA biasanya dihasilkan oleh mikroorganisme 
laut fotoautotrof sebagai perlindungan terhadap sinar 
ultra violet atau lebih dikenal sebagai istilah 
fotoproteksi. Kemampuan MAA ini dimanfaatkan 
sebagai bahan kosmetik dan kesehatan karena memiliki 
kemampuan menangkal radikal bebas atau bersifat 
antioksidan [27,29,30]. 

Penelitian ini memerlukan kajian lebih lanjut untuk 
mengetahui karakteristik dan struktur senyawa 
tersebut. Fraksi EY6 perlu dilakukan pemurnian lebih 
lanjut serta elusidasi struktur dengan analisis 
spektroskopi, seperti spektroskopi massa dan 
spektroskopi NMR (Nuclear Magnetic Resonannce). 
Selain itu, Perlu dilakukan uji aktifitas antioksidan secara 
kuantitatif menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
untuk mengetahui seberapa besar kemampuan 
antioksidan dari senyawa metabolit ekstrasel tersebut. 

Kesimpulan 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metabolit 
ekstrasel Spirulina sp. diduga mengandung golongan 
senyawa alkaloid atau peptida yang  berpotensi sebagai 
antioksidan. Untuk mengetahui karakteristik dan 
struktur senyawa tersebut, Fraksi EY6 perlu dilakukan 
pemurnian lebih lanjut serta elusidasi struktur. Selain 
itu, perlu dilakukan uji aktifitas antioksidan secara 
kuantitatif untuk mengetahui seberapa besar 
kemampuan antioksidan dari senyawa metabolit 
ekstrasel tersebut. 

Konflik Kepentingan  

Data penelitian ini adalah hasil penelitian penulis dan 
penulis menyatakan tidak ada konflik terhadap 
kepentingan tertentu. 
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