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Abstract

Fractionation of Spirulina platensis Flavonoids by Thin Layer Chromatography Method and a-
Glucosidase Enzyme Inhibition Activity

Spirulina platensis is a type of Cyanobacterium microalgae that forms multicellular helicoidal filaments. Spirulina platensis
contains primary and secondary metabolites. The type and amount of the active compound Spirulina platensis depends on
the method of extraction, fractionation, and isolation. So far, there are not much research data related to the active
compound of Spirulina platensis extract cultured on Walne. The purpose of this study was to use of thin layer chromatography
(TLC) method to separate flavonoids from Spirulina platensis biomass extract cultured on Walne media and the activity of a-
glucosidase enzyme inhibition using biomass, crude exfract, active fraction of flavonoids and phycocyanins from Spirulina
platensis. This research method is descriptive experimental, which the Spirulina platensis is cultured on 80 g/L NaNOs modified
Walne media, extracted by maceration, fractionated by TLC and isolated the active compound by Preparative TLC (PTLC).
The analysis included fraction and isolation of flavonoids from Spirulina platensis. The results showed that the TLC could be
used to identify the active compound of Spirulina platensis extract cultured on Walne. Fractionation of Spirulina platensis
extract using stationary phase silica gel Si 60 GFzs4 and the best mobile phase with a combination of chloroform:ethyl acetate
(6:4) and an Rf; value of 0.58; Rf20.71; and Rf3 0.83, as well as yellow-orange spots. Isolation of the active compound of Spirulina
platensis extract using PLTC stationary phase silica gel Si 60 PFass and the best mobile phase combination eluent
chloroform:ethyl acetate (9:1). RF value of Rf2 0.57; Rfs 0.86; and Rfs+ 0.93 with dark yellow-brown spots. The color of the spots
from the PLTC results shows that the active compounds of Spirulina platensis extract are flavonoid compounds. Biomass, crude
exfract, phycocyanine extract and flavonoids from Spirulina do not have inhibitory activity against a-glucosidase enzyme.
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Abstrak

Spirulina platensis merupakan jenis mikroalga Cyanobacterium yang membentuk filamen helicoidal multiseluler. Spirulina
platensis mengandung senyawa metabolit primer dan sekunder. Jenis dan jumlah senyawa aktif Spirulina platensis tergantung
pada metode ekstraksi, fraksinasi dan isolasi. Sejauh ini belum banyak data hasil penelitian terkait senyawa aktif ekstrak
biomassa Spirulina platensis yang dikultur pada media Walne. Tujuan penelitian ini yaitu penggunaan metode kromatografi
lapis tipis (KLT) untuk memisahkan flavonoid ekstrak biomassa Spirulina platensis yang dikultur pada media Walne serta aktivitas
inhibisi enzim a-glukosidase menggunakan biomassa, ekstrak kasar, fraksi aktif flavonoid dan fikosianin dari Spirulina platensis.
Metode penelitian ini adalah eksprimental deksriptif dimana mikroalga Spirulina platensis dikulfur pada media Walne
modiifikasi 80 g/L NaNOs, diekstraksi dengan maserasi, difraksinasi dengan KLT dan diisolasi senyawa aktif dengan KLT
Preparatif (KLTP). Analisis yang dilakukan meliputi analisis fraksi dan isolasi flavonoid dari Spirulina platensis. Hasil penelitian
menunjukkan metode KLT dapat digunakan untuk mengindetifikasi senyawa aktif ekstrak Spirulina platensis yang dikultur
pada media Walne. Fraksinasi ekstrak Spirulina platensis menggunakan fase diam silika gel Si 60 GFzss dan fase gerak
kombinasi eluen terbaik kloroform:etil asetat (6:4) dan nilai Rf1 0,58; Rf20,71; dan Rfs0,83, serta bercak berwarna kuning-oranye.
Isolasi senyawa aktif ekstrak Spirulina platensis menggunakan KLTP fase diam silika gel Si 60 PFzs« dan fase gerak kombinasi
eluen terbaik kloroform:etil asetat (9:1). Nilai Rf2 0,57; Rf30,86; dan Rf40,93 dengan bercak berwarna kuning-cokelat gelap.
Warna bercak hasil KLTP menunjukkan komponen senyawa aktif ekstrak Spirulina platensis berupa senyawa golongan
flavonoid. Biomassa, eksfrak kasar, ekstrak fikosianin dan flavonoid dari Spirulina tidak memiliki aktivitas penghambatan
terhadap enzim a-glukosidase.
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PENDAHULUAN

Spirulina platensis merupakan jenis mikroalga biru-hijau (Cyanobacterium) yang membentuk
filamen helicoidal (spiral) multiseluler dengan panjang 200-300 um dan lebar 5-10 um (Benelhad; et
al., 2016). Biomassa dari Spirulina platensis mengandung berbagai komponen senyawa metabolit
primer dan sekunder. Djamaludin dan Chamidah (2021a) melaporkan bahwa ekstrak minyak
Spirulina sp. memiliki kandungan asam lemak tertinggi yaitu asam palmitat sebagai Saturated Fatty
Acid (53,30-56,57%), asam oleat sebagai Mono-Unsaturated Fatty Acid (4,34-4,50%), dan asam
linoleat sebagai Poly-Unsaturated Fatty Acid (18,39-18,88%). Spirulina platensis berdasar hasil skrining
fitokimia menunjukkan adanya kandungan senyawa metabolit sekunder berupa golongan
flavonoid, steroid, fenol, dan saponin (Notonegoro ef al., 2018). Ekstrak mikroalga Spirulina sp. juga
mengandung vitamin di antaranya asam nikotinat, riboflavin, thiamin, sianokobalamin, mineral,
asam amino dan senyawa aktif lainnya seperti karotenoid, pigmen klorofil (Suharyanto et al., 2014)
dan juga fikosianin yang berpotensi sebagai senyawa antioksidan alami (Ridlo et al., 2016), serta
berpotensi sebagai bahan pewarna alami (Sedjati et al., 2016).

Jenis dan jumlah komposisi komponen senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak mikroalga
Spirulina sp. tfergantung pada metode ekstraksi yang digunakan. Djamaludin dan Chamidah (2021a)
melaporkan metode Ulfrasonic-Assisted Extraction (UAE) menghasilkan jumlah komponen asam
lemak pada ekstrak Spirulina sp. lebih tinggi daripada metode Microwave-Assisted Extraction (MAE).
Djamaludin dan Chamidah (2021b) juga melaporkan bahwa hasil dari metode UAE memiliki
rendemen ekstrak Spirulina sp. yang lebih tinggi daripada metode MAE. Hal penting lain yang juga
memengaruhi jenis dan jumlah komponen aktif Spirulina sp. selain metode ekstraksi yakni metode
pemisahan dan pemurnian senyawa aktif.

Salah satu metode praktis yang dapat digunakan untuk pemisahan dan pemurnian senyawa
aktif yakni kromatografi lapis tipis (KLT)/thin layer chromatography (TLC). Cai (2018) menyatakan
bahwa KLT merupakan sebuah teknik cepat, sensitif, dan murah yang digunakan untuk menentukan
jumlah komponen dalam campuran, memverifikasi identfitas dan kemurnian senyawa, memantau
kemajuan reaksi, menentukan komposisi pelarut untuk pemisahan preparatif dan menganalisis fraksi
yang diperoleh dari kromatografi kolom. Kartini et al. (2021) juga menambahkan bahwa
kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu teknik analisis yang telah umum digunakan baik
untuk analisis secara kualitatif maupun kuantitatif, bahkan untuk pengujian aktivitas biologis bila
dikombinasikan dengan bioautografi.

Berbagai upaya telah dilakukan sebagai bentuk opfimasi metode ekstraksi, pemisahan dan
pemurnian komponen senyawa akiif Spirulina plafensis untuk memperoleh rendemen dan
mengetahui aktivitas farmakologis dari komponen senyawa akfif. Sejauh ini belum banyak data hasil
penelitian terkait analisis dengan metode KLT terhadap komponen senyawa akfif ekstrak biomassa
Spirulina platensis yang dikultur dengan media Walne. Berdasarkan uraian tersebut, maka fujuan
penelifion adalah untuk mendapatkan kombinasi eluen terbaik dalam pemisahan komponen
senyawa aktif golongan flavonoid dengan menggunakan metode kromatografi lapis tipis/thin layer
chromatography dan lebih lanjut analisis aktivitas farmakologis yakni inhibisi terhadap enzim o-
glukosidase.

MATERI DAN METODE

Kultivasi dan Pemanenan

Kultivasi Spirulina platensis dilokukan di dalam toples kapasitas 10 L menggunakan media
Walne modifikasi 80 g/L NaNOs yang mengacu pada Dinata ef al. (2017) , pada suhu 25°C, intensitas
cahaya 3250 lux (40 W) dengan lama pencahayaan 24 jam terang, salinitas air laut 15 ppt dan bibit
yang digunakan 20% dari volume kultur. Menurut Dinata ef al. (2017) natrium nitrat (NaNOs)
merupakan sumber nifrogen yang diketahui sebagai parameter yang sangat berpengaruh
terhadap pertumbuhan dan kandungan senyawa pada mikroalga. Spirulina platensis dipanen
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pada hari ke 11 dengan OD = 0,5. Pemanenan Spirulina platensis dilakukan dengan cara
penyaringan menggunakan nylonmesh ukuran 20 um untuk memisahkan biomassa dan filtratnya.
Biomassa dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 40°C selama 24 jam.

Ekstraksi Komponen Aktif Biomassa Spirulina platensis

Biomassa Spirulina platensis hasil kultur ditimbang sebanyak 10 g dan dimasukkan ke dalam
tabung Erlenmeyer yang berisi pelarut etanol (C2HsOH) sebanyak 200 mL dengan rasio
sampel:pelarut 1:20 (b/v). Sampel diekstraksi menggunakan metode ekstraksi cara dingin yakni
maserasi selama 3x24 jam dan setiap 24 jom dilakukan penyaringan. Selanjutnya filtrat divapkan
menggunakan rofary evaporator pada suhu 48°C.

Fraksinasi Komponen Senyawa Aktif Spirulina platensis Metode KLT

Fraksinasi atau pemisahan komponen aktif dari ekstrak kasar Spirulina platensis dilakukan
dengan teknik mencari rasio eluen terbaik menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)/Thin-Layer
Chromatography (TLC) dan diamati dengan sinar UV pada panjang gelombang (A) 254 dan 366
nm. Kombinasi eluen yang digunakan pada fraksinasi ekstrak Spirulina platensis yaitu: A) etil
asetat:metanol:air (10:1.35:1), B) kloroform:metanol:air (7:3:0.4), C) Efil asetat:metanol:air.asam
asetat (6.5:1.5:1.5:1), dan D) kloroform:etil asetat (9:1).

Fraksinasi ekstrak Spirulina platensis dilakukan dengan menggunakan lempeng lapis tipis silika
gel Si 60 GF2s4 dengan ukuran panjang 10 cm dan lebar 1 cm diberi tanda garis dengan pensil pada
jarak 1 cm dari salah satu ujung lempeng. Ekstrak akfif terpilin dilarutkan dalam pelarut asalnya. Eluen
yang digunakan dimasukkan ke dalam tabung kemudian ditutup rapat agar jenuh. Larutan ekstrak
sampel diteteskan menggunakan pipa kapiler pada lempeng silika gel. Ujung lempeng yang
terdekat pada tempat penetesan dicelupkan ke dalam tabung kromatografi yang telah jenuh
dengan eluen. Tabung ditutup rapat dan didiamkan hingga pelarut elusi sampai batas yang
ditentukan yaitu 1 cm dari batas atas. Setelah elusi pada batas tertentu, lempeng diangkat
selanjutnya dikeringkan pada suhu ruang selama beberapa menit, kemudian diamati dengan UV
pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm, kemudian dihitung nilai Rf menggunakan rumus:

_ Jarak yang ditempuh oleh komponen

Rf

~ Jarak total yang ditempuh oleh eluen

Isolasi komponen aktif pada ekstrak Spirulina platensis dilakukan menggunakan kromatografi
lapis tipis preparatif (KLTP) dengan pelat kaca berukuran 20x20 cm2 dengan fase diam silika gel Si 60
PF2s4 yang felah diaktitkan dengan cara pemanasan pelaf kaca selama satu jam pada suhu 110°C.
Ekstrak akfif 20 mg ditotolkan sepanjang garis pita pada pelat kaca dan dielusi dengan
perbandingan eluen terpilih dari hasil KLT. Pelat kaca kemudian dikeringkan dan diamati dengan UV
pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm berdasarkan nilai Rf-nya. Pengambilan senyawa
hasil KLTP dilakukan dengan cara dikerik dan hasiinya dilarutkan dengan pelarut awal ekstrak yaitu
etanol, kemudian dikeringkan menggunakan vacuum dryer.

Uji Aktivitas Inhibisi Enzim a-Glukosidase

Preparasi sampel biomassa, ekstrak kasar, fikosianin, fraksi terpilih dan senyawa isolasi
flavonoid dari  Spirulina dibuat  pada  konsentrasi 100, 250, 500, 750 dan 1000 pg/mlL,
kemudian dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicampurkan dengan 50 uL buffer fosfat 0,1 M (pH 7,0),
25 uL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (p-NPG) 10 mM, kemudian campuran diaduk hingga
homogen. Setelah campuran homogen, sebanyak 25 L larutan enzim a-glukosidase ditambahkan
dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. Reaksi tersebut dihentikan dengan menambahkan
100 pL Na,CO3 200 mM. Selanjutnya absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 403 nm sebagai absorbansi sampel (As).

Larutan blanko sampel dibuat dengan cara mencampurkan 0,1 mL dan dicampurkan dengan
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50 uL buffer fosfat 0,1 M (pH 7,0), 25 uL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (p-NPG) 10 mM, kemudian
campuran diaduk hingga homogen. Setelah campuran homogen, sebanyak 25 ulL larutan enzim ao-
glukosidase ditambahkan dan diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 37°C. Reaksi fersebut
dihentikan dengan menambahkan 100 uL Na,CO3 200 mM. Selanjutnya absorbansi larutan diukur
dengan spekirofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 403 nm sebagai absorbansi blanko
(Ab1).

Kontrol negatif dibuat dengan cara mencampurkan sebanyak 0,1 mL dan dicampurkan
dengan 50 uL buffer fosfat 0,1 M (pH 7,0), 25 uL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (p-NPG) 10 mM,
kemudian campuran diaduk hingga homogen. Setelah campuran homogen, sebanyak 25 L
larutan enzim a-glukosidase ditambahkan dan diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 37°C. Reaksi
tersebut dihenfikan dengan menambahkan 100 pyL Na,CO; 200 mM. Absorbansi larutan diukur
dengan spekirofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 403 nm sebagai absorbansi konfrol
(Ac).

Larutan blanko kontrol positif dibuat dengan cara mencampurkan sebanyak 0,1 mL dan
dicampurkan dengan 50 ulL buffer fosfat 0,1 M (pH 7.0), 25 yL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (p-
NPG) 10 mM, kemudian campuran diaduk hingga homogen. Setelah campuran homogen,
sebanyak 25 ul larutan enzim a-glukosidase ditambahkan dan diinkubasi selama 30 menit dengan
suhu 37°C. Reaksi tersebut dihentikan dengan menambahkan 100 uL Na,CO3; 200 mM. Absorbansi
larutan divkur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 403 nm sebagai
absorbansi blanko (Ab2). Larutan akarbosa digunakan sebagai kontrol positif dengan sistem reaksi
sama seperti sampel. Aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase ditentukan dengan rumus:

imhibisi < ACTAb) —(As—AbD)
nnipist = (AC—AbZ) 0

Keterangan: Ac = Absorbansi kontrol negatif; Ab1= Absorbansi blanko kontrol positif; As = Abosrbansi
sampel; Ab2 = Absorbansi blanko sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fraksinasi komponen senyawa aktif Spirulina platensis dilakukan menggunakan metode
kromatografi lapis tipis (KLT)/thin layer chromatography (TLC). Kromatografi lapis tipis merupakan
metfode pemisahan komponen senyawa aktif berdasarkan kecepatan migrasi atau rasio distribusi
dari komponen campuran fase diam/stationary phase dan fase gerak/mobile phase (Hancu et al.,
2011). Kromatografi lapis tipis merupakan metode yang relatif sederhana, cepat dan umum
digunakan untuk mengidentifikasi komponen senyawa aktif. Pada penelitian ini menggunakan
empat jenis rasio eluen/pelarut sebagai fase gerak yaitu: A) etil asetat:metanol:aquades (10:1.35:1);
B) kloroform:metanol:aquades (7:3:0.4); C) eftil asetat:metanol:aquades:asam asetat (6.5:1.5:1.5:1);
dan D) kloroform:etil asetat (6:4). Tujuan penggunaan kombinasi campuran eluen/pelarut yakni
unfuk menentukan kombinasi pelarut terbaik dalam memisahkan komponen senyawa aktif yang
terkandung dalam ekstrak biomassa Spirulina platensis. Berdasarkan perbedaan jenis eluen tersebut
diperoleh sejumlah fraksi yang ditandai adanya bercak/noda dengan nilai refardation factor (Rf)
yang bervariasi. Untuk masing-masing hasil pemisahan dengan KLT dapat dilihat pada Gambar 1.

Pemilihan kombinasi eluen tersebut dilakukan berdasarkan Stahl (2013). Gambar 1 merupakan
kombinasi eluen C vyakni  pelarut etil asetat:metanol.aquades:asam asetat (6.5:1.5:1.5:1)
menunjukkan bahwa komponen aktif yang dapat ditarik oleh eluen cenderung lebih sedikit
dibandingkan dengan fraksi lain karena fase gerak (eluen/pelarut) tidak dapat memisahkan
senyawa yang terkandung di dalam ekstrak sehingga tertahan di bagian atas dekat garis start.
Kombinasi pelarut B dan A menunjukkan pemisahan komponen akfif yang kurang sempurna.
Pemisahan senyawa terbaik terdapat pada kombinasi pelarut D yaitu kloroform:efil asetat (6:4).
Fraksi dengan rasio eluen tersebut dapat melarutkan cukup baik dengan menghasilkan 3 noda
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komponen senyawa aktif yang terpisah dengan baik. Kombinasi eluen kloroform:etil asetat
merupakan kombinasi eluen yang bersifat non polar dan semi-polar. Adanya kombinasi eluen/fase
gerak berdasarkan perbedaan polaritas (polar:semi-polar:nonpolar) dapat memisahkan dengan
baik masing-masing komponen senyawa caktif (Lade et al., 2014). Hal ini juga sesuai dengan
penelitian oleh Dermawan et al. (2019) yang melaporkan bahwa kombinasi eluen/fase gerak
nonpolar:semi-polar yakni kloroform:aseton mampu memisahkan dengan baik noda/bercak
komponen senyawa aktif dengan metode KLT dari ekstrak Pycnoclavella diminuta.

Masing-masing jenis eluen menunjukkan noda/bercak dengan nilai Rf yang berbeda-beda.
Selanjutnya dilakukan pemisahan dengan melakukan modifikasi perbandingan eluen ferbaik
kloroform:eftil asetat (6:4) yaitu menggunakan figa jenis rasio eluen sebagai fase gerak yakni
kombinasi E) kloroform:etil asetat (7:3), kombinasi F) kloroform:etil asetat (8:2), dan kombinasi G)
kloroform:etil asetat (7:3). Hasil rasio eluen ini dapat dilihat pada Gambar 2. Berdasarkan Gambar 2
maka diperoleh kombinasi eluen/pelarut terbaik yaitu kombinasi G kloroform:eftil asetat (9:1) yang
menghasilkan pemisahan sempurna antarnoda/bercak warna. Terjadinya perbedaan pemisahan
komponen senyawa aktif disebabkan oleh prinsip like-dissolve-like. Senyawa yang bersifat polar
akan larut dalam pelarut yang polar, senyawa yang bersifat nonpolar akan larut dalam sistem
pelarut yang nonpolar dan sebagian besar senyawa yang bersifat polar dan nonpolar memiliki
kemampuan untuk larut dalam pelarut yang bersifat semi-polar seperti efil asetat (Pandey et al.,
2013).

Nilai Rf pada hasil KLT dari fraksi G yaitu kombinasi eluen kloroform:etil asetat (9:1) memiliki pemisahan
komponen akfif yang cukup baik bila dibandingkan dengan kombinasi eluen lainnya. Nilai Rf
diperoleh dari perbandingan jarak tempuh antara senyawa dengan jarak tempuh fase gerak
(eluen). Kombinasi eluen kloroform:etil asetat (9:1) menghasilkan 4 fraksi dengan nilai Rf yang
berbeda yaitu Rfi (0,53), Rf2 (0,57), Rfs (0,86) dan Rf4 (0,93). Hasil KLT dari fraksi G dengan nilai Rf 0,53;
0,57;0,86; dan 0,93 diduga senyawa flavonoid yang ditunjukkan warna kuning-oranye. Hal ini sesuai
dengan yang dilaporkan oleh Mathew dan Lakshmanan (2012) bahwa senyawa flavonoid yang
terkandung pada ekstrak Mangrove Rhizophora apiculata dan Acanthus illicifolius memiliki warna
noda/bercak kuning-oranye. Fraksi dideteksi menggunakan UV kemudian divisualisasi
menggunakan reagen FeCls untuk mendeteksi keberadaan komponen senyawa aktif flavonoid. Hal
ini sesuai dengan laporan oleh Cai (2018) bahwa metode visualisasi hasil KLT untuk senyawa
golongan flavonoid dan fenol dapat menggunakan metode Ferric Chloride Spray. Reagen FeCls
digunakan untuk mendeteksi senyawa flavonoid yang ditandai dengan adanya spot/noda
berwarna kuning-cokelat. Hasil visualisasi eluen tersebut dapat dilihat pada Gambar 3.

Rfs 0,7 Rf; 0,88
Rfy 0,84 ot 075 Ris 0.83
1 ’
Rf 0,88 Rf; 0,71
Rf1 0,58
B C D

Gambar 1. Hasil KLT ekstrak biomassa Spirulina platensis: (A) eftil asetat:metanol:aquades (10:1.35:1),
(B) kloroform:metanol:aquades (7:3:0.4), (C) eftil asetat:metanol:aquades:asam asetat
(6.5:1.5:1.5:1), dan (D) kloroform:etil asetat (6:4)
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Rfs 0,92 Rfe 0,84 Rfe 0,93
Rfx 0.90 Rfs 0,80 Rfs 0,86
Rfo 0.67 Rfy 0.56 Rfy 0,57
0.56 Rf1 050 Rfr 0,53
E F G

Gambar 1. Hasil KLT dengan rasio eluen terbaik ekstrak biomassa Spirulina platensis: (E) kloroform:etil
asetat (7:3), (F) kloroform:etil asetat (8:2), dan (G) kloroform:efil asetat (9:1)

Rfs 0,84 Rfs 0,93
Rfs 0,92 Rfs 0.80 Rfs 0,86
Rfs 0,90
Rf2 0,67 Rf2 0,56
Rf2 0,57
H ! !

Gambar 2. Hasil KLT ekstrak biomassa Spirulina platensis visualisasi dengan reagen FeCls: (H)
kloroform:eftil asetat (7:3), (I) kloroform:etil asetat (8:2), dan (J) kloroform:etil asetat (9:1)

Gambar 3 menunjukkan bahwa setiap plat KLT yang disemprotkan dengan reagen FeCls
menghasilkan 3 hasil visualisasi yang berbeda yaitu Rfz (0,57), Rfs (0,86) dan Rf4 (0,93). Hal ini diduga
karena adanya perbedaan jenis senyawa golongan flavonoid yang terkandung, sehingga
menghasilkan nilai Rf yang berbeda-beda. Pemilihan fraksi dengan pemisahan noda/bercak warna
terbaik yaitu kloroform:etil asetat (9:1) fraksi 03 dengan Rf 0,86 yang diduga merupakan senyawd
flavonoid dengan ditandai warna bercak/noda kuning-cokelat gelap. Hal ini sesuai dengan El-Baky
et al. (2008) yang melaporkan bahwa noda/bercak yang menunjukkan senyawa flavonoid dari
ekstrak Spirulina maxima hasil visualisasi dengan reagen FeCls berwarna dark-brown.

Komponen senyawa aktif ekstrak Spirulina sp. memiliki berbagai aktivitas farmakologis seperti
antioksidan (Firdiyani et al., 2015). Ekstrak dari bahan alam yang memiliki aktivitas antfioksidan juga
dapat memiliki potensi aktivitas farmakologis lain (Djamaludin et al., 2019). Telah dilaporkan oleh
Abdel-Moneim et al. (2022) bahwa ekstrak Spirulina sp. memliki akfivitas farmakologis lain yaitu
antifungi. Alshuniaber et al. (2021) melaporkan bahwa Spirulina platensis yang diekstrak dengan
kombinasi pelarut methanol-water-acetic acid (30:69:1 v/v/v) memiliki aktivitas antfibakteri terhadap
bakteri patogen penyebab food-borne diseases. Sirait et al. (2019) juga melaporkan bahwa ekstrak
Spirulina  memiliki aktivitas sebagai antfikanker payudara dengan kemampuan menginhibisi
proliferasi sel kanker payudara MCF-7. Hidayati et al. (2020) menyatakan ekstrak aquades dari
Spirulina platensis mampu menghambat 46,12+2,03% radikal bebas, dengan kandungan total fenolik
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sebesar 26,64+0,16 mg GAE/g sampel dan didominasi oleh pigmen fikosianin 0,301+0,09 mg/g.
Ekstrak Spirulina sp. juga menunjukkan adanya caktivitas inhibisi terhadap enzim a-amilase (0,07
%/(min.ug) (Scaglioni et al., 2018), sehingga dapat dikembangkan dalam penelitian terkait
pengembangan anti-diabetes mellitus.

Uji aktivitas inhibisi terhadap enzim a-glukosidase dilakukan untuk mengetahui kemampuan
ekstrak Spirulina platensis berpotensi untuk dikembangkan sebagai anti-hiperglikemik. Pengujian
dilakukan dengan menggunakan biomassa, ekstrak biomassa, fikosianin dan fraksi 03 yang diduga
merupakan senyawa golongan flavonoid mengacu pada penelitian Notonegoro et al. (2018) dan
konsentrasi pengujian masing-masing sebesar 100, 250, 500, 750 dan 1000 ppm. Penguijian juga
dilakukan menggunakan akarbose sebagai kontrol positif. Nilai aktivitas inhibisi terhadap enzim a-
glukosidase oleh biomassa, ekstrak biomassa, fikosianin dan senyawa flavonoid dapat dilihat pada
Tabel 1.

Hasil penguijian inhibisi enzim a-glukosidase menunjukkan bahwa biomassa, ekstrak biomassa,
fikosianin diduga memiliki aktivitas yang lemah/rendah dalam penghambatan terhadap enzim a-
glukosidase pada konsenfrasi 100, 250, 500, 750 dan 1000 ppm. Nilai inhibisi yang dihasilkan
menunjukan angka negatif pada setfiap konsentrasinya. Lemahnya aktivitas penghambatan
terhadap enzim a-glukosidase pada penelitian ini diduga karena bahan yang digunakan masih
dalam bentuk ekstrak kasar/crude exfract. Halini sesuai dengan Daou et al. (2022) yang melaporkan
bahwa aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase oleh komponen ekstrak kasar Tamarix nilotica lebih
lemah dari aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase oleh komponen hasil fraksinasi, di mana nilai ICso
komponen esktrak kasar 24,8 ug/mL, sedangkan nilai ICso komponen fraksi mencapai 5,21 ug/mL.
Silva et al. (2020) juga melaporkan bahwa komponen fraksinasi dari Mouriri elliptica Martius memiliki
aktivitas penghambatan (ICso) enzim acetylcholinesterase dan a-amilase yang jauh lebih tinggi
daripada aktivitas penghambataan oleh komponen ekstrak kasarnya. Sehingga perlu dilakukan
fraksinasi, pemisahan dan pemurnian senyawa dari ekstrak biomassa Spirulina platensis untuk
mengetahui lebih jauh kemampuan penghambatan terhadap enzim a-glukosidase. Hal ini karena
semakin murni komponen suatu senyawa, maka semakin finggi aktivitas penghambatan atau nilai
ICso (Bawazeer et al., 2019).

Hasil penelitian AbouZid et al. (2014) menyatakan bahwa ekstrak biomassa Spirulina versicolor
menggunakan etanol dengan dosis 50 mg/kg dapat menurunkan kadar glukosa dalam darah tikus
sebesar 228,00+£30,86 menjadi 49,94+7,70 pada konsentrasi glukosa puasa dan 274,02+27,90 menjadi
184,97+22,01 pada konsentrasi glukosa 2 jam. Setyaningsih (2015) juga menyatakan bahwa
biomassa dan fikosianin yang terkandung dalam Spirulina fusiformis sebesar 0,30 mg/g' dapat
menurunkan kadar glukosa dalam darah pada tikus sebesar 86,001,000 dan 84,841,000 pada
konsentrasi glukosa 2 jam.

Senyawa yang terkandung pada Spirvlina platensis yang diduga berperan dalam
penghambatan terhadap aktivitas enzim a-glukosidase adalah senyawa golongan flavonoid.
Senyawa golongan ini terkandung pada biomassa dan ekstrak kasar Spirulina. Hasil penguijian inhibisi
terhadap enzim a-glukosidase menunjukkan bahwa fraksi 03 yang diduga merupakan senyawa
golongan flavonoid memilki kemampuan yang rendah untuk menghambat aktivitas enzim a-
glukosidase dilihat berdasarkan persen nilai inhibisinya. Hal ini diduga karena senyawa golongan
flavonoid yang diuji merupakan senyawa golongan flavonoid yang masih berbentuk umum yaitu
masih ferikat dengan gugus gula. Struktur flavonoid, posisi dan jumlah gugus OH merupakan faktor
penentu untuk efek yang diinginkan seperti aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase (Proenca
et al. 2017)

Proenca et al. (2017) melaporkan bahwa flavonoid yang paling aktif adalah jenis quercetin
dan menunjukkan ICs jauh lebih rendah dibandingkan penghambatan a-glukosidase
menggunakan acarbose. Hal ini sejalan dengan penelitian Mataputun (2013) yang menunjukkan
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Tabel 1. Nilai % Inhibisi Enzim a-Glukosidase oleh Biomassa, Ekstrak Biomassa, Fikosianin dan Flavonoid

Konsentrasi Biomassa Ekstrak Biomassa Flavonoid Fikosianin
(PPm) % Inhibisi
100 -0.483 -7.235 1.082 -2.664
250 -8.978 -6.546 -0.654 -10.752
500 -5.619 -6.213 0.424 -8.541
750 -4.360 -7.443 0.160 -7.989
1000 -6.747 -9.339 -1.819 -8.456

bahwa ekstrak kulit batang matoa yang mengandung senyawa golongan flavonoid berupa
flavonol memiliki persen inhibisi terhadap enzim a-glukosidase sebesar 24,79%. Hasil uji ICso akarbose
sebagai standar (kontrol positif) menunjukkan nilai ICso sebesar 0,246 ppm. Akarbose digunakan
sebagai standar (kontrol positif) karena termasuk obat golongan penghambat aktivitas enzim a-
glukosidase.

KESIMPULAN

Hasil eluen terbaik untuk memisahkan senyawa komponen flavonoid pada Spirulina platensis
menggunakan metode kromatografi lapis fipis (KLT)/thin layer chromatography (TLC) adalah
dengan kombinasi kloroform:efil asetat perbandingan ?:1 yang memiliki nilai Rf2 0,57; Rf3 0,86; dan
Rf4 0,93 dengan bercak berwarna kuning-cokelat gelap. Biomassa Spirulina, ekstrak biomassa,
ekstrak fikosianin dan flavonoid tidak dapat menghambat aktivitas inhibisi enzim a-glukosidase. Perlu
dilakukan fraksinasi, pemisahan dan purifikasi untuk memperoleh isolat senyawa murni dari golongan
flavonoid pada biomassa dan ekstrak Spirulina platensis untuk menguji lebih lanjut aktivitas inhibisi
terhadap enzim a-glukosidase.
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