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ABSTRACT

Research on chlorcphyll a from Spirulina (Spirulina sp.) powder has been done in order to determine
chlorophyll a content, to compare degradation pattern and kinetics degradation of chlorophyll a and crude extract as
well as fo investigate the difference of antioxidant activity of chiorophyll a with or without irradiation. Chlorophyll a
content in spirulina powder was calculated by using Pomra’s equation. Irradiation and recovery ability of chiorophyll a
were measured by using volpi light (Intralux 6100) equipped with daylight filter. The antioxidant activity of chiorophyil
a was determined by using DPPH method. The results showed that chlorophyll a content was 2.886 pg/g dry weight.
Chlorophyll a has the higher stability than crude extract against 60 minutes irradiation at room temperature. Kinetics
degradation of chlorophyll a was based on second order while crude extract based on first order. Chlorophyll a and
crude extract have recovery ability. The results also showed that antioxidant activity of chlorophyll a was increased

after 60 minutes of irradiation.

Keywords: antioxidant activity, chlorophyll a, photodegradation, spirulina powder.

PENDAHULUAN

Spirulina merupakan salah satu mikroalga hijau
biru, multiselular dan berbentuk spiral yang dapat
tumbuh pada kondisi basa. Alga hijau biru ini telah
digunakan sebagai suplemen makanan di beberapa
negara karena memiliki kandungan fitonutrien yang
cukup lengkap dan dinding sel yang mudah dicerna oleh
tubuh {1,2). Penelitian secara /n vitro maupun in vivo
telah membuktikan bahwa Spirulina mengandung
senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan, yaitu
kemampuan untuk mencegah atau menghambat radikal
bebas yang menyebabkan kerusakan pada sel tubuh [2-
7). Senyawa yang berperan aktif sebagal antioksidan di
antaranya pigmen yang memberikan wamna hijau pada
Spirulina yaitu klorofil a [8-13].

Klorofit a merupakan Mg-tetrapirol yang tersebar
iuas di organisme folosintetik tingkat rendah maupun
tingkat tinggi. Pigmen fotosintetik berwarna hijau biru ini
memiliki peran yang sangat penting dalam proses
folosintesis, bak sebagal cahaya, transfer
energl maupun dalam konversi energi cahaya. Klorofil a
memiliki serapan maksimum di daerah 380430 nm dan
530-665 nm dalam pelarut organik. Serapan kiorofil a
yang luas serta kemampuannya sebagai folosensitizer
membuat molekul ini cenderung tidak stabil terhadap
cahaya [14] atau mudah mengalami fotodegradasi.
Penelitian mengenal pola fotodegradasi serta kinetka
degradasi kiorofil a belum banyak ditemukan, demikian
pula dengan pengaruh keberadaan cahaya matahari
terhadap aktivitas antioksidan klorofii a. Berdasarkan
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latar belakang tersebut, maka tujuan penelitian adalah
untuk membandingkan stabilitas kiorofil a dan ekstrak
kasar berdasarkan kinetika degradasi pada berbagai
seri waktu menggunakan filter cahaya matahari buatan,
menentukan kemampuan recovery klorofil a setelah
iradiasi dengan metode spektroskopi dan menentukan
perubahan aktivitas antioksidan klorofil @ dengan dan

tanpa iradiasi.

METODE PENELITIAN

Bahan

Sampel yang digunakan adalah serbuk Spirulina
produk Synergy Worldwide, USA. Bahan kimia yang
digunakan aseton, metanol, dietil eter, n-heksana,
buffer fosfat pH 7,6 (2,5 mM) dalam aseton, reagen
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), akuades, Na,SO,
anhidrat, silika gel F.s,, silika gel 60 dan gas nitrogen.

Peralatan

Alat yang digunakan adalah neraca analiis,
spektrofolometer UV-tampak berkas rangkap Varian
Cary 50, pH meter, rotary evaporator dan alat-alat
gelas.

Prosedur Kerja

Pengukuran kandungan kiorofil a [15]

Empat puluh miligram sampel diekstraksi
menggunakan buffer fosfat pH 7,6 (2,5 mM) dalam
aseton. Filtrat dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL
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lalu digenapkan hingga garis tera. Absorbansi diukur
pada panjang gelombang 663,6 nm dan 646,6 nm
menggunakan spektrofotometer UV-tampak. Kandungan
klorofil a dihitung dalam ug/g dengan persamaan Porra
(1991):

Kiorofil a = 12,25 Agsa s ~ 2,55 Assss (1)

Ehkstraksi klorofil a [16]
Tiga gram sampel dilarutkan dalam 30 mL
campuran pelarut metanol aseton dengan

perbandingan 7 : 3 (v/v). Ekstrak disaring dengan kertas
saring, kemudian filtrat dipartisi dalam corong pisah
menggunakan dietil eter. Lapisan epifase ditambahkan
NazSO, anhidrat lalu disaring. Filtrat dipekatkan dengan
rotary evaporator kemudian dikeringkan dengan gas
nitrogen.

Isolasi klorofil a [17]

Ekstrak kasar klorofil dilarutkan dalam 3 mL
campuran pelarut aseton : dietil eter : n-heksan dengan
perbandingan 2: 3: 6 (vivlv). Pigmen dimurnikan
dengan kromatografi kolom menggunakan silika gel 60
sebagai fase diam dan dielusi dengan aseton : dietil
eter: n-heksan dengan perbandingan 2: 3: 6 (ViV/v).
Pita berwarna hijau kebiruan ditampung kemudian
pelarut diuapkan dengan gas nitrogen.

Iradiasi klorofil a [18]

Isolat klorofil a serta ekstrak kasar pada absorbansi
maksimal £ 1 AU diiradiasi dengan lampu volpi (Intralux
6100) menggunakan filter cahaya matahari (intensitas
cahaya 3,26 x 10* lux) pada suhu ruang. Seri lama
penyinaran adalah 15, 30, 45 dan 60 menit. Pola spektra
sebelum dan sesudah iradiasi dianalisis dengan
spektrofotometer UV-tampak pada panjang gelombang
350-800 nm. Untuk mengetahui kemampuan recovery
pigmen maka sampel yang telah diiradiasi dengan seri
waktu 15, 30, 45 dan 60 menit kemudian diinkubasi
selama waktu iradiasi yang digunakan. Absorbansi
sampel sesudah iradiasi dan setelah inkubasi diukur
untuk mengetahui recovery pigmen. Pola recovery
dianalisis pada panjang gelombang 350-800 nm.

Uji aktivitas antioksidan metode DPPH [19]

Konsentrasi pigmen yang digunakan untuk uji
antioksidan adalah 1 x 10"°M dengan B-karoten sebagai
kontrol positif. Konsentrasi klorofil a yang digunakan
untuk uji antioksidan dengan pengarubh iradiasi adalah
1,679 x 10°M.

Empat mililiter isolat klorofil a ditambahkan 1 mL
larutan DPPH 0,1 mM dalam metanol 100 %. Larutan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520 nm
dengan  spektrofotometer UV-tampak.  Aklivitas
antioksidan dihitung dengan persamaan :

Absorbansi (AU.)
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% Penghambatan = Ao "As i 100% ()
0
Persentase penghambatan sebelum dan sesudah
iradiasi dibandingkan, kemudian dihitung
perubahannya.
Analisis data

Data dianalisis secara statistika deskriptif. Data
kinetika degradasi dianalisis dengan Matlab versi 6.5.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kandungan Klorofil a Serbuk Spirulina

Menurut Kabinawa [20], kandungan klorofil a
dalam spirulina segar adalah 115 mg/10 g atau setara
dengan 11.500 pg/g, namun hasil pengukuran
kandungan klorofil a pada spirulina dalam kemasan
pada penelitian ini lebih kecil bila dibandingkan literatur
yaitu 2.886,1305 ug/g (Tabel 1). Perbedaan jenis
spesies spirulina yang diteliti, perbedaan kondisi
lingkungan tempat pembiakan spirulina, seperti pH
media, cahaya matahari serta kandungan oksigen dan
nitrogen [21-22] serta penggunaan proses Spray dry
dapat mempengaruhi perbedaan tersebut.

Tabel 1. Kandungan klorofil a serbuk Spirulina

Ulangan Kandungan (ug/g berat kering)
1 2.930
2 2852
3 2.876
Rata-rata 2.886
SE 29

800

81
g1

Panjang gelombang (nm)
Gambar 1. Pola spektra fotodegradasi klorofil a dalam
aseton 100 % pada 350-800 nm ( — O menit, - - - 15

menit , - - - 30 menit , - - - 45 menit, dan 60 menit

jradiasi)
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Fotodegradasi dan Pemulihan Struktur Klorofil a

Kilorofil a memiliki serapan maksimum pada daerah
biru (Soret) (400-450 nm) dan merah (Qy,) (650-700 nm)
dari spektrum tampak. Klorofil a merupakan molekul
yang tidak stabil terhadap cahaya [14], hal ini dapat
dilihat dari perubahan spektra klorofil a pada daerah
Soret dan Q, klorofil a. Iradiasi yang dilakukan selama 1

. jam dengan selang waktu pengukuran tiap 15 menit
pada suhu ruang. Jika dilihat pada spektra, terdapat satu
titik isosbestik pada spektra fotodegradasi klorofil a
(Gambar 1). Titik isosbestik adalah keadaan dimana
molekul yang berbeda berada pada kesetimbangan dan
memiliki koefisien serapan molar (koefisien ekstingsi)
yang sama [24).

- Berdasarkan Tabel 2 dapat dilihat bahwa
persentase degradasi pada daerah Q, lebih besar
daripada daerah Soret (by dan b,). Serapan maksimum
klorofil a pada daerah b, (429,03 nm) terdegradasi lebih
cepat dibandingkan daerah b; (411,02 nm).

Perbandingan persentase fotodegradasi daerah b,
terhadap Q, kurang lebih sama tiap 5 menitnya yaitu
sekitar 0,86-0,88 %. Pengamatan dihentikan pada menit
ke 60 ketika interaksi antara daerah by dan b, sama
yaitu pada absorbansi sekitar 0,79 (Tabel 3).
Berdasarkan hasil pengamatan, produk degradasi
klorofil @ bukan berupa feofitin a, feoforbid a4, atau
klorofilid a jika merujuk pada pola spektranya. Hasil ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan Endo dkk. [25]
dan Merzlyak dkk. [28]. Klorofii a dimungkinkan
mengalami pembukaan cincin tetrapirol rnenjadi
tetrapirol linier, namun belum terdegradasi lebih lanjut
hingga menjadi molekul sederhana penyusunnya seperti
CO,;, HO dan NH,. Dugaan ini dikuatkan dengan
adanya kemampuan pemulihan struktur dari klorofil a.
Fotodegradasi klorofil a terjadi sangat cepat dan
dipengaruhi juga oleh kelarutan oksigen dalam aseton

Tabel 2. Persentase fotodegradasi klorofil a pada daerah

Q, dan Soret (by dan b,)
Wakiu Fotodegradasi (%) + SE
{menit) by b, Q by:Qy
] 0 0 0 0
15  1506410,231 11,606+0,310 16,99120,398 0,886
30 2363710306 18,051+0465 27,027+0,159 0,874
45 20,704:0,360 22,20810,380 34,47720,666 0,861

60 3583120318 26,71710,387 4091520228 0870
Tabel 3. Purata absorbansi klorofit a pada serapan

maksimum
Waktu bi £+ SE b2+ SE Qy £ SE
{menit)

0 1,23805+0,000 1,07855+ 0,012 1 £0,000

15 1,05252 £ 0,005 0,95382 % 0,007 0,83007 £ 0,004
30 0,9457810,002 0,88450 + 0,005 0,72973 £ 0,003
45 0,87138 10,007 0,83988 £ 0,005 0,65523 £ 0,007
60 0,79764 £ 0,005 0,79085 2 0,005 0,59085 + 0,005
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yang cukup tinggi, vyaitu sekitar 10 kali dari
kelarutannya dalam air [27]. Oksigen diketahui menjadi
salah satu penyebab degradasi dan pemudaran warna
klorofit a [28).

Menurut Matile dkk. [29], proses oksidasi
mengakibatkan klorofil a kehilangan ion Mg*,
kemudian terbentuk feoforbid a proses ini terjadi
sangat cepat. Oksidasi terjadi pada ikatan metin antara
C4 dan C5 yang menyebabkan terbentuknya tetrapirol
linier. Penambahan atom O pada C5 membentuk
gugus formil (HCO-) sedangkan pada C4 membentuk
gugus laktam.

Perubahan pola spekira merupakan salah satu
indikasi terbentuknya produk degradasi kiorofil a.
Dapat dilihat pada kenaikan serapan pada 450-500
nm. Merujuk pada penelitian Limantara dkk. [18],
produk degradasi ini merupakan 3-asetil-klorofil a.

Degradasi klorofii a mengikuti pola orde kedua
dengan tetapan laju (k) yaitu 0,0117 A.U."' menit”.
Berdasarkan nilai k dapat diperoleh waktu paruh
degradasi yaitu sebesar 85,4701 menit.

Kiorofit a yang mengalami kerusakan akibat
iradiasi memiliki kemampuan untuk menata kembali
struktur molekulnya. Hal tersebut dibuktikan dengan
adanya kenaikan absorbansi setelah inkubasi dalam
gelap selama selang waktu yang digunakan untuk
iradiasi (Gambar 2).

Persentase pemulihan struktur klorofii a dapat
dilihat pada Tabel 4. Berdasarkan hasil penelitian,
kemampuan pemulihan struktur klorofil maksimal dari
klorofil  pada menit ke 15 yaitu 4,258 % dan menurun
hingga 2,926 % pada menit ke 60. Sekitar 95 %
kerusakan terjadi selama iradiasi klorofil selama 15
menit pertama, kepekaan klorofil terhadap cahaya
molekul ini mudah sekali terdegradasi dan sulit untuk
mengalami recovery. Tingkat kerusakan klorofil a pada
menit ke 60 cukup besar sehingga kemampuan
pemulihan struktur yang dimilikinya semakin kecil .

0.5 ————r—r Y P——

[} 10 20 0 40 50 ]

Gambar 2. Pola pemulit%r?"smur kiorofil a tiap seri
waktu ( — iradiasi - - - pemulihan struktur)
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Tabel 4. Persentase recovery klorofil a
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Tabel 5. Persentase fotodegradasi ekstrak kasar dan

Waktu (menit) Pemulihan struktur (%) + SE klorofil a

0 0 Fotodegradasi (%) + SE

16 4,258 £ 0,512 Wakiu  Ekstrak kasar (hes;) Klorofil a (resz) Daerah karotenoid

30 3,095 + 0,671 (menit) {(Mazs)

45 3,462 £ 0,512 0 0 0 0

60 2,926 £ 0,029 15 13,050 + 0,703 16,991 £ 0,398 28,828 £ 0,457
30 23,783+ 0,472 27,027 £ 0,159 41,575+ 1,488
45 34,358 £ 0,437 34,477:0,666 48,090 0,199

Fotodegradasi dan Pemulihan Struktur Ekstrak 60 42,743:0402 40915+0,228 54,769 + 0,084

Kasar

Perbedaan serapan pada ekstrak kasar dan klorofil
a terletak pada 450-500 nm yang diidentifikasi sebagai
serapan dari karotenoid (Gambar 3). Pengaruh
keberadaan karotenoid sebagai fotoprotektor klorofil a
dapat dilihat pada persentase fotodegradasi ekstrak
kasar (Tabel 5). Daerah serapan karotenoid lebih cepat
terdegradasi dibandingkan dengan serapan klorofil a
pada 662 nm. Hal ini terjadi karena proses disipasi
energi oleh karotenoid terhadap reaktivitas singlet
oksigen yang terbentuk ketika klorofil a tereksitasi oleh
adanya cahaya [14].

Degradasi ekstrak kasar mengikuti pola orde
pertama dengan tetapan laju (k) 0,0093 menit dan waktu
paruh degradasi 74,5161 menit. Berdasarkan waktu
paruh, ekstrak kasar terdegradasi lebih cepat bila
dibandingkan dengan klorofil a (85,4701 menit).

Seperti halnya klorofil a, ekstrak kasar juga
memiliki kemampuan pemulihan struktur. Persentase
pemulihan struktur pada ekstrak kasar meningkat pada
menit ke 15 hingga 45, namun menurun drastis pada
menit ke 60 (Tabel 6). Gambar 4 menunjukkan pola
pemulihan struktur ekstrak kasar selama iradiasi 60
menit. Kemampuan pemulihan struktur maksimum
terjadi pada menit ke 45 dan minimum pada menit ke 60.

Aktivitas Antioksidan Klorofil a

Dalam pengukuran aktivitas antioksidan klorofil a
digunakan B-‘ke;‘olen sebagai standar yang juga

. y ;
400 500 600 700 800

Panjang gelombang (neh)
Gambar 3. Pola spektra fotodegradasi ekstrak kasar
dalam aseton 100 % pada 350-800 nm (— O menit, - - -
15 menit, - - - 30 menit, - -- - 45 menit, dan - 60 menit
iradiasi)

Tabel 6. Persentase recovery ekstrak kasar

Waktu (menit) Pemulihan struktur (%) :SE
0 0
15 5,044 0,544
30 7,993 +0,616
45 11,666 £ 0,017
60 3,411+ 0,534

merupakan pigmen fotosintetik serta diketahui memiliki
aktivitas antioksidan [14]. Pengukuran aktivitas
antioksidan pigmen dilakukan dengan menggunakan
metode DPPH.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidan B-karoten sekitar 6 kali lebih besar dari
klorofil a (Gambar 5). Hasil tersebut tidak jauh berbeda
dengan penelitian yang dilakukan Buratti dkk. dengan
menggunakan metode elekirokimia [9] bahwa aktivitas
antioksidan B-karoten 5 kali lebih besar dari aktivitas
antioksidan klorofit a. Jika melihat kebaradaan klorofil
yang jauh melimpah di alam dibandingkan B-karoten
maka klorofil a dapat dijadikan salah satu sumber
antioksidan yang potensial, misalnya kandungan
klorofil dalam bayam sebesar 1250 ng/g berdasarkan
berat basah namun kandungan karotenocid total hanya
364 ug/g, sementara itu kandungan kilorofil pada
kacang hijau sebesar 52 pg/g dan karotenoid total
sebesar 8,6 ug/g berat basah [30).

Penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui
pengaruh dari penyinaran selama 60 menit terhadap

1.0
0.9 4
0.8

0.7

Absorbansi (A.U.)

0.8

05 u u Y T ™

[ 10 20 330 40 50 6'0

Gambar 4. Pola pemulihar"stUktur ekstrak kasar tiap
seri waktu ( - iradiasi, - - - pemulihan struktur)
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p-karoten
80 standar
W 67.98

o

] Klorofil a
20 10.05

IR

0
Gambar 5. Histogram purata persentase penghambatan
pigmen pada konsentrasi 1 x 10° M

aktivitas antioksidan klorofil a. Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa dengan penyinaran selama 60
" menit, aktivitas antioksidan kiorofi & mengalami
peningkatan sebesar 16,49 % (Gambar 6).

Kenaikan aktivitas antioksidan klorofil a akibat
fotodegradasi mengindikasikan terbentuknya senyawa
turunan klorofil a yang memiliki serapan di luar 350-800
nm. Senyawa turunan ini memiliki efektifitas yang lebih
tinggi untuk menangkap radikal bebas stabil 1,1-difenil-
2-pikrithidrazil (a,a-difenil-B-pikrilhidrazil) seta memiliki
kemampuan sebagai donor hidrogen yang lebih baik bila
dibandingkan dengan klorofil a. Untuk mengetahui lebih
lanjut senyawa turunan klorofil a tersebut diperlukan
analisa struktur.

KESIMPULAN

Kandungan klorofil a pada sampel kapsul Spirulina
lebih kecil bila dibandingkan dengan yang segar. Klorofil
a memiliki stabilitas lebih tinggi dibandingkan ekstrak
kasar setelah mengalami iradiasi selama 60 menit.
Meskipun mengalami fotodegradasi, struktur kiorofil a
memiliki kemampuan pemuiihan struktur setelah
diinkubasi dalam gelap. Aktivitas antioksidan klorofil a
mengalami peningkatan sebesar 16,49 % meski
mengalami iradiasi selama 60 menit. Bila dibandingkan
dengan senyawa induknya, senyawa turunan Klorofil a
yang terbentuk akibat fotodegradasi memiliki
kemampuan menghambat radikal bebas DPPH yang
lebih tinggi dan lebih efektif sebagai donor hidrogen.
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