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Abstract. Antioxidant compounds are able to dampen or ward off free radicals. Living things including pearl
mussels (Pinctada maxima) can produce secondary metabolite compounds (phenolics, alkaloids, and terpenoids).
There have been no studies on the antioxidant potential, flavonoid content, and total phenolics of pearl clam shells.
This study aimed to determine the antioxidant potential of pearl clam shell ethanol extract (EECKM) in vitro using
the DPPH method. In addition, it aims to determine the total flavonoid and phenolic levels of EECKM. The powder
of pearl mussel shells is soaked with ethanol and the filtrate is concentrated until a concentrated extract is obtained.
Flavonoid and phenolic levels from EECKM were measured using a UV-Vis spectrophotometer. Measurement of
antioxidant activity using the DPPH method. EECKM has a yield of 1.73%, flavonoid levels of 0 mg QE/g, and total
phenolics of 4.8 mg GAE/g. The extract has the highest antioxidant activity for a concentration of 100 mg / L with
a percent value of DPPH radical inhibition of 67.1%.
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Abstrak. Senyawa antioksidan mampu meredam atau menangkal radikal bebas. Makhluk hidup termasuk kerang
mutiara (Pinctada maxima) dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder (fenolik, alkaloid dan terpenoid).
Belum ada penelitian tentang potensi antioksidan, kadar flavonoid dan fenolik total dari cangkang kerang mutiara.
Penelitian ini bertujuan untuk menguji potensi antioksidan ekstrak etanol cangkang kerang mutiara (EECKM)
secara in vitro menggunakan metode DPPH. Selain itu, bertujuan untuk menentukan kadar flavonoid dan fenolik
total dari EECKM. Serbuk cangkang kerang mutiara direndam dengan etanol dan filtratnya dipekatkan sampai
diperoleh ekstrak pekat. Kadar flavonoid dan fenolik dari EECKM diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode DPPH. EECKM tersebut memiliki rendemen
sebesar 1,73%, kadar flavonoid sebesar 0 mg QE/g dan fenolik total sebesar 4,8 mg GAE/g. Ekstrak tersebut
memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi untuk konsentrasi 100 mg/L dengan nilai persen penghambatan radikal
DPPH sebesar 67,1%.
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LATAR BELAKANG manusia (Samirana et al., 2020;
Prasetyaningsih et al., 2023). Pada jumlah
sedikit, radikal bebas dibutuhkan oleh tubuh

dalam rangka untuk membantu sel darah putih

Radikal bebas ialah molekul sangat reaktif
yang dapat menyerang sel tubuh manusia

sehingga menjadi penyebab penyakit pada
dalam membunuh kuman. Sebaliknya, dalam
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mampu melakukan penyerangan terhadap sel-
sel tubuh yang sehat sehingga sel tubuh akan
kehilangan struktur dan fungsinya (Rohmah et
al., 2020). Oleh sebab itu, dibutuhkan senyawa
antioksidan.

Antioksidan adalah inhibitor yang mampu
melakukan penghambatan reaksi autooksidasi.
Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan
antioksidan yang lebih sehingga diperlukan
antioksidan eksogen (Pratiwi et al., 2021).
Antioksidan dapat memproteksi penyakit
kardiovaskular, kanker, aterosklerosis, dan
neurodegeneratif (Lestari et al., 2022; Putri et
al., 2021). Antioksidan sintetik menyebabkan
efek karsinogen (Hidayati et al., 2017). Hal
tersebut menjadi pemicu banyaknya penelitian
untuk mencari antioksidan alami, salah satunya
dari cangkang kerang.

Kerang mutiara merupakan komoditas
yang menghasilkan banyak limbah cangkang
dan belum banyak dimanfaatkan oleh
masyarakat. Limbah  cangkang hanya
dimanfaatkan untuk kerajinan (Pattiapon et al.,
2016; Tehuayo, 2021; Bakarbessy, 2021).
Beberapa peneliti mencoba untuk
memanfaatkan cangkang kerang mutiara
sebagai antimikroba (Wahyuningsih et al.,
2020), adsorben zat warna metilen blue (Nurlaili
et al., 2022), dan adsorben logam berat Fe
(Handayani et al., 2022). Secara umum,
kandungan kimia cangkang kerang, meliputi
kalsium, magnesium, natrium, fosfor, besi,
tembaga, nikel, boron, seng, dan silikon
(Rahayu et al., 2018).

Makhluk hidup termasuk kerang mutiara
dapat memproduksi senyawa metabolit
sekunder. Senyawa—-senyawa metabolit
sekunder terbagi menjadi 3 golongan besar,
meliputi: fenolik, alkaloid dan terpenoid (Ergina

et al., 2014). Senyawa metabolit sekunder
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memiliki bermacam—-macam aktivitas biologi.
Salah satunya adalah senyawa fenolik
(Megawati et al.,, 2021). Fenolik dilaporkan
sebagai agen antioksidan (Sumarlin et al.,
2018) dalam rangka mencegah dan mengobati
penyakit degeneratif dan kanker (Ahmad et al.,
2015a).

Rendemen ekstrak, kadar fenolik dan
aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh jenis
pelarut untuk proses ekstraksi. Penggunaan
pelarut etanol dalam proses ekstraksi daun
kelengkeng menghasilkan kadar total fenol
sebanyak 78 pg/mg (daun segar) serta 107
pg/mg (daun kering) (Hilma et al., 2021).
Penelitian lain juga melaporkan bahwa pelarut
etanol yang digunakan dalam proses ekstraksi
bioaktif alga cokelat dapat menghasilkan
ekstrak yang mempunyai kadar fenolik total
sebanyak 563 mg GAE/g (Gazali et al., 2018).
Hal tersebut mendasari pemilihan pelarut
etanol dalam proses maserasi dalam penelitian
ini.

Berdasarkan studi literatur yang kami
lakukan, belum ada penelitian tentang potensi
antioksidan, kadar flavonoid dan fenolik total
dari cangkang kerang mutiara. Dengan
demikian, penelitian ini bertujuan untuk menguiji
potensi antioksidan ekstrak etanol cangkang
kerang mutiara (EECKM) secara in vitro
menggunakan metode DPP. Selain itu,
bertujuan untuk mengukur kadar flavonoid dan
fenolik EECKM  menggunakan metode
spektrotometri UV-Vis.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Peralatan

Serbuk  cangkang kerang  mutiara
diperoleh dari Kp Kilenselatan RT 01 RW 01
Desa Kilensari Kecamatan Panarukan Kab
Situbondo Jawa Timur, etanol 100% (Merck),
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DPPH (Sigma-Aldrich), C7HsOs (Merck), Folin-
Ciocalteu (Merck), kuersetin (Sigma-Aldrich),
Na,CO; (Merck), dan AICls (Merck). Semua
reagen adalah kelas analitis. Peralatan meliputi

spektrofotometer UV-Vis dan rotary evaporator.

Prosedur Penelitian

Ekstraksi

Sebanyak 1000 g cangkang kerang
mutiara direndam dengan 1 L etanol selama
sehari. Selanjutnya, disaring untuk
memisahkan filtrat dari ampasnya. Filtrat
disimpan, sedangkan ampas direndam kembali
dengan 1 L etanol. Apabila ampas sudah
berwarna pucat, maka proses maserasi
dihentikan. Filtrat yang diperolah dikumpulkan
untuk proses pemekatan menggunakan rotary
evaporator. Perhitungan rendemen EECKM

menggunakan persamaan 1.

berat ekstrak (g

o — )
% Rendemen= borat serbok (o) x 100 e (1)

Uji kadar flavonoid dan fenolik

Uji kadar flavonoid mengggunakan
larutan standar kuersetin yang dibuat pada
rentang konsentrasi 10 - 50 mg/L
menggunakan metode spektrofotometri UV-
Vis. Prosedur uji kadar flavonoid dalam
EECKM merujuk kepada penelitian kami
sebelumnya (Aisyah et al., 2022).

Uji kadar fenolik menggunakan larutan
srandar asam galat yang dibuat pada rentang
konsentrasi 10 — 50 mg/L menggunakan
metode spektrofotometri UV-Vis. Prosedur uji
kadar fenolik dalam EECKM merujuk kepada
penelitian kami sebelumnya (Nofita et al., 2022).

Uji antioksidan

Larutan sampel uji EECKM dibuat pada
konsentrasi (20, 40, 80, dan 100) mg/L.
Prosedur uji antioksidan merujuk kepada
penelitian sebelumnya dalam Ngibad et al.,
(2019a), Ngibad et al., (2019b), Ngibad et al.,
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(2020), Fitria et al., (2022) dan Ngibad et al.,
(2023).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen Ekstrak

Proses ekstraksi serbuk cangkang kerang
mutiara dilakukan menggunakan metode
maserasi. Keuntungan metode maserasi dalam
pemisahan senyawa - senyawa fitokimia
adalah murah dan proses pengerjaan yang
mudah (Handoyo, 2020; Wati et al., 2022). Dalam
metode maserasi, dengan adanya
perendaman sampel tanaman menyebabkan
larutnya senyawa metabolit sekunder ke dalam
pelarut dan mengakibatkan terjadinya
pemecahan dinding dan membran sel. Aliran
pelarut ke dalam sel tersebutmengakibatkan
terjadinya pembengkakan pada protoplasma
sehingga mampu melarutkan bahan
kandungan sel sesuai dengan kelarutannya
(Setiawan et al., 2016). Selain itu,maserasi juga
tidak menggunakan proses pemanasan
sehingga senyawa — senyawa bioaktif yang
tidak tahan pemanasan dapat dicegah dari
kemungkinan terjadinya penguraian zat aktif.
Akan tetapi, kekurangan metode maserasi
adalah membutuhkan waktu pengerjaan yang
lama (Marjoni et al., 2016).

Hasil rendemen EECKM adalah sebesar
1,7%. Dalam penelitian ini, pelarut etanol
digunakan dalam proses maserasi karena
mampu mengekstrak senyawa aktif non polar
dan polar (Anjaswati et al., 2021). Etanol juga
mampu menghasilkan konsentrasi
phytocompound yang tinggi (Kalaivani et al.,
2021). Banyak penelitian melaporkan bahwa
penggunaan pelarut etanol yang
dikombinasikan dengan pelarut air bertujuan
untuk memaksimalkan aktivitas antioksidan,
kadar flavonoid dan fenolik total. Misalkan

pelarut etanol dikombinasikan dengan pelarut
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air menggunakan perbandingan 70 : 30 (Indra
et al., 2019), 80 : 20 (Youl et al., 2019) dan 96
: 4 (Sopiah et al., 2019).

Kadar Flavonoid dan Fenolik Total

Pengujian kadar flavonoid dan fenolik
dalam EECKM dilakukan menggunakan
metode spektrofotometeri UV-Vis. Larutan
standar kuersetin dibuat pada variasi
konsentrasi 10 — 50 mg/L untuk pengukuran
kadar flavonoid. Kuersetin dipilih sebagai
standar karena ~mengandung senyawa
flavonoid yang efektif dalam penangkalan
radikal bebas (Aisyah et al., 2022; Yanti et al.,
2022; Anggarani et al., 2022; Hidayah et al.,
2022). Persamaan regresi linier yang
didapatkan pada kurva Kkalibrasi standar
kuersetin adalah y =0,0157x - 0,1404 dan R2 =
0,9139 (Gambar 1). Berdasarkan pengukuran
kadar flavonoid total, diperoleh hasil bahwa
EECKM mempunyai kadar flavonoid total yang
nihil.

0.8

0.7 y = 0,0157x - 0,1404
—06 R2=0,9139

2
c Y- 0
204

0 0.3

<p.2 e

0.1 o .

0 20 40
[Kuersetin] (mg/L)

Gambar 1. Kurva standar kuersetin

Asam galat dibuat pada rentang
konsentrasi 10 — 50 mg/Luntuk pengukuran
kadar fenolik total. Asam galat adalah fenol
alami, stabil dan murah (Syarif et al., 2015;
Rahayu et al., 2015). Selain itu, penggunaan
asam galat dapat menghasilkan reaksi yang
lebih sensitif untuk pembentukan senyawa
kompleks (Kiay et al., 2011; Rezki et al., 2017;
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Mongan et al., 2019; Sersermudy et al., 2019;
Sunardi, 2023). Hasil persamaan regresi linear
adalah y = 0,0086x + 0,033 dan R2 = 0,8566
(Gambar 2).

0.6
05 y = 0,0086x + 0,033 ®

0 20 40
[Asam Galat] (mg/L)

Gambar 2. Kurva standar asam galat

Berdasarkan pengukuran kadar fenolik
total, EECKM mempunyai kadar fenolik total
sebesar 4,8 mg GAE/g. Kebaruan dalam
penelitian ini merupakan penelitian pertama
kali terkait informasi ilmiah kadar flavonoid dan
fenolik total dari EECKM. Studi lain melaporkan
bahwa ekstrak etanol biji jagung (Zea mays L.)
mempunyai kadar fenolik total tertinggi, yaitu
sebesar 62,44 mg/kg (Sembiring et al., 2019).
Etanol 100% vyang digunakan untuk
mengekstraksi  tepung  cangkang pala
menghasilkan kadar fenolik bebas sebesar
290,82 = 0,46 pg/mL dan fenolik terikat
sebesar 85,16 + 1,51 pg/mL (Allo et al., 2022).
Ekstrak etanol 100% daun manggis
mempunyai kadar fenolik tertinggi, vyaitu
sebesar 614,25 + 3,00 mg GAE/g
dibandingkan dengan ekstrak etanol 75% dan
etanol 50% bahkan ekstrak air, metanol dan
aseton pada berbagai konsentrasi pelarut
(Salim et al, 2019). Publikasi laporan
penelitian tersebut menunjukkan bahwa pelarut
etanol dapat digunakan secara efektif dalam
proses ekstraksi fenolik total dari sampel

tanaman.

Aktivitas Antioksidan

Konsentrasi EECKM yang digunakan

58



Ngibad et al.

dalam uji aktiosidan menggunakan metode
DPPH adalah 20, 40, 80, dan 100 mg/L.
Kelebihan metode DPPH dibandingkan
metode uji antioksidan yang lain antara lain:
sederhana, cepat, dan tidak menggunakan
banyak reagen kimia (Faidah et al., 2020;
Sulastri et al., 2022; Devitria, 2020). Prinsip
metode DPPH adalah terjadinya pemberian
elektron dari larutan uji ekstrak etanol
cangkang kerang mutiara kepada DPPH yang
menyebabkan perubahan larutan DPPH dari
warna violet menjadi warna kekuningan.
Dengan demikian, menyebabkan terjadinya
penurunan nilai absorbansi DPPH (Kosim et
al., 2015; Sari, 2019).

Tabel 1. Hasil pengujian antioksidan EECKM

_ Aktivitas
Konsentrasi
penghambatan
(mg/L)
DPPH (%)
20 65,4
40 65,5
80 65,7
100 67,1

Tabel 1 menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidan pada EECKM meningkat dari
konsentrasi paling rendah 20 mg/L sebesar
65,4 % sampai pada konsentrasi paling tinggi
100 mg/L sebesar 67,1%. Kebaruan dalam
penelitian ini merupakan penelitian pertama
kali untuk menentukan potensi antioksidan dari
EECKM. Dalam penelitian ini, ekstrak etanol
cangkang kerang mutiara mempunyai
kandungan metabolit sekunder fenolik. Atom
hidrogen dari senyawa fenolik tersebut
didonorkan kepada DPPH. Potensi atau efek
sebagai antioksidan fenolik disebabkan karena
kemampuannya dalam mengurangi stress
oksidatif dan Reactive Oxygen Species (ROS)
(Nijveldt et al., 2001; Maratirrosyida et al.,
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2015). Senyawa fenol mempunyai aktivitas
antioksidan, anti penuaan, antiproliferasi, dan
antiinflamasi (Choe et al.,, 2018). Pada saat
terdapat stres oksidatif, senyawa fenol tersebut
dapat dioksidasi menjadi kuinon (Stefani et al.,
2022).

KESIMPULAN

Konsentrasi ekstrak EECKM yang
memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi
adalah 100 mg/L dengan nilai persen
penghambatan radikal DPPH sebesar 67,1%.
Ekstrak EECKM tersebut tidak mempunyai
kadar flavonoid tetapi mempunyai kadar

fenolik total sebesar 4,8 mg GAE/Q.
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