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Abstract
Antioxidant Potential and Characterization of Collagen in Sea Cucumber (Stichopus horrens)

Stichopus horrens, a marine organism known for its numerous health benefits, particularly in the medical field, was the focus
of this study, which aimed fo evaluate the collagen characterization and antioxidant potential of this species. An exploratory
descriptive method was employed. The S. horrens samples were extracted using NaOH, CH3COOH, and distilled water to
obtain collagen. After freeze-drying, the total collagen yield was 39.3%. FTIR analysis revealed the highest collagen peak at
Amide A (3280.89 cm ), indicating O-H stretching. Amino acid analysis using HPLC showed L-Leucine as the highest essential
amino acid (10.6%), while L-Methionine was the lowest (0.1%). Among non-essential amino acids, L-Glutamic acid was the
highest (25.7%). with L-Cystine as the lowest (0.5%). Antioxidant activity was evaluated using DPPH, ABTS, and FRAP assays. The
IC50 values were 91.12 ppm for DPPH and 117.17 ppm for ABTS. The FRAP assay indicated a Trolox equivalent value of 153.90
mmol/g. Antioxidant evaluation via DPPH and ABTS assays showed moderate antioxidant strength, while the FRAP assay
indicated strong anfioxidant potential.
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Abstrak

Teripang Stichopus horrens, organisme laut yang memiliki berbagai manfaat kesehatan, khususnya di bidang medis. Penelitian
ini bertujuan untuk mengevaluasi karakterisasi kolagen dan potensi antioksidan S. horrens. Metode eksploratif deskriptif
digunakan. Sampel S. horrens diekstraksi menggunakan NaOH, CH3COOH, dan air suling untuk mendapatkan kolagen. Total
hasil kolagen setelah pengeringan beku adalah 39,3%. Analisis FTIR menunjukkan puncak kolagen tertinggi pada Amida A
3280,89, yang menunjukkan peregangan OH. Analisis asam amino menggunakan HPLC mengungkapkan L-Leusin sebagai
asam amino esensial tertinggi (10,6%) dan L-Metionin sebagai yang terendah (0,1%). Di antara asam amino nonesensial, L-
Asam Glutamat adalah yang tertinggi (25,7%), dan L-Sistin terendah (0,5%). Aktivitas antfioksidan dinilai menggunakan metode
DPPH, ABTS, dan FRAP, dengan nilai IC50 sebesar 91,12 ppm untuk DPPH dan 117,17 ppm untuk ABTS. Uji FRAP menunjukkan
nilai ekuivalen Trolox sebesar 153,90 mmol/g. Uji antioksidan dengan metode DPPH dan ABTS menunjukan kekutan antioksidan
sedang dan untuk FRAP dalam kategori yang kuat.

Kata Kunci: Anfioksidan; Asam Amino; dan Kolagen

PENDAHULUAN

Teripang adalah organisme laut yang dikenal banyak memiliki manfaat kesehatan dan nutrisi.
Beberapa tahun terakhir, perhatian terhadap potensi terapi teripang, terutama hasil kolagen dari
teripang memiliki peranan penting dalam kesehatan kulit, jaringan, dan penyembuhan luka.
Kolagen adalah protein struktural utama yang mendukung elastisitas dan kekuatan jaringan ikat
pada tubuh manusia. Penelitian ini menunjukan kolagen teripang memiliki profil asam amino yang
unik, yang mampu memberikan manfaat kesehatan yang signifikan (Kang et al., 2022).

Kolagen adalah protein struktural yang terdapat pada jaringan ikat hewan dan manusia.
Secara keseluruhan, terdapat 28 fipe kolagen yang telah teridentifikasi, namun hanya ada 5 jenis
tipe kolagen paling umum: kolagen fipe | ditemukan dalam tendon, ligamen dan tulang; kolagen
tipe Il ditfemukan pada fulang rawan dan cakram intevetebralis; kolagen tipe lll berasosiasi dengan
kolagen tipe | dalam jaringan kulit, pembuluh darah, dan organ internal; kolagen fipe IV pada
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membran dasar, yang mendukung epitelium, endotelium, dan jaringan lainnya; kolagen tipe V
berperan dalam pembentukan jaringan ikat ekstraseluler dan hadir bersama dengan ftipe | di
berbagai jaringan (Tharindu et al., 2020). Teripang termasuk dalam kategori kolagen fipe .

Selain itu, kolagen teripang dikenal mengandung senyawa antioksidan yang mampu
membantu stress oksidatif dan kerusakan seluler, yang disebabkan radikal bebas. Akfivitas
antfioksidan penting dalam mencegah penycakit degeneratif dan penuaan dini (Ahn et al., 2019).
Meskipun terdapat banyak penelitian mengenai kolagen dan antioksidan dari berbagai sumber,
namun studi khusus mengenai karakterisasi kolagen dan potensi antioksidan dari teripang masih
terbatas.

Kolagen teripang, khususnya dari spesies seperti Stichopus horrens, memiliki kandungan jumlah
komponen bioakfif yang signifikan fermasuk kolagen, glikosaminoglikan, dan asam amino.
Komponen ini memberikan berbagai macam manfaat bagi kesehatan, terutama sebagai
antfioksidan, anfi-inflamasi, dan efek penyembuhan luka (Shi ef al., 2016).

kolagen yang dihasilkan melalui hidrolisis kolagen telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan
yang kuat, yang dapat membantu dalam melawan radikal bebas dan mengurangi stress oksidatif
seperti fukosilasi chondroitin sulfate dan glikosaminoglikan juga dikenal memiliki kemampuan dalam
memodulasi respons imun dan memberikan efek antikoagulan (Tharindu et al., 2020).

Antioksidan menggunakan tiga metode berbeda DPPH dan ABTS dengan ICsp dan FRAP
menggunakan Trolox. DPPH mengukur kemampuan antioksidan menghilangkan radikal bebas yang
stabil dan dapat mengukur pengurangan warna saat berinteraksi dengan antioksidan. Panjang
gelombang yang ditembakan 517nm untuk melihat antioksidan (Wu et al., 2023). ABTS mengukur
kemampuan antioksidan menghilangkan ABTS+. ABTS+ adalah radikal bebas biru-hijau yang
dihasilkan dengan mengoksidasi ABTS dengan kalium persulfate, ini dapat dilihat dengan penurunan
absorbansi pada panjang gelombang 734nm untuk dapat menujukan aktifitas antioksidannnya
(Miller et al., 2022). FRAP mengukur kemampuan antioksidan untuk mereduksi ion (Fe3*) menjadi ion
feros (Fe2+). Larutan FRAP berwarna biru-merah ini dihasilkan antara ion feros dan reagen FRAP pada
pH rendah, jika terdapat antioksidan akan mengubah warna larutan, ini diukur dengan panjang
gelombang 593nm (Benzie et al., 2023).

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi dan mendeskripsikan karakteristik kolagen dalam
teripang (Stichopus sp.) serta menilai potensi antioksidan yang dimilikinya. Dengan memahami profil
asam amino, struktur kolagen, dan aktivitas anfioksidan, penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi untuk medis dan kosmetik, serta meningkatkan pemanfaatan teripang dalam
bidang industri kesehatan.

MATERI DAN METODE

Materi penelitian ini menggunakan teripang berjenis Stichopus horrens kering yang diambil dari
kepulaun riau. Metode penelitian yang digunakan adalah deskripfif eksploratif. Dilakukan
pembersihnan sampel, kemudian dilakukan ekstraksi menggunakan NaOH 0,1M selama 24 jam
diganti 6 jam sekali, Larutan diganti CHsCOOH 0,5M selama 24 jam, dilakukan pendinginan
perendaman dengan aquades di suhu 40°C, untuk menghilangkan sisa larutan Kemudian dilakukan
tes uji pH dengan metode AOAC (2005). Hasil ekstraksi di freezdrying pada suhu -400C /-600C
(Nurrachma, 2020). Mengacu pada metode AOAC (2005), pengukuran % pada rendemen kolagen.

FTIR merupakan uji untuk menentukan gugus fungsi menggunakan alat yang disebut dengan
FTIR (Fourier Transform Infrared). Sahfitri et al. (2018), guna untuk menentukan gugus fungsi protein
pada kolagen teripang, dilakukan uji menggunakan FTIR pada bilangan gelombang 4000-400 cm-'/
4000-500 cm’, dengan kolagen teripang sebanyak 0,02 g dan 0,1 kalium bromida yang telah
dihaluskan menjadi homogen.
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Profil As. Amino ini menggunakan metode uji HPLC, metode ini digunakan menganailisis profil
As. Amino dan As. Lemak yang terdapat pada ekstrak, Uji menggunakan jenis metode Mikro
(AOAC,1970) (Pringgenies et al., 2020). Antioksidan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl)
diperlukan reagen pembuatan larutan metanol atau etanol senyawa yang memiliki warna ungu tua
memiliki elektron tidak berpasangan. Sampel yang memiliki potensi antioksidan ditambahkan
kedalam larutan. Jika larutan reagen tereduksi berubah menjadi kuning pucat, diduga terdapat
antioksidan, diperlukan pengecekan lebih lanjut dengan menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 517nm. Penghitungan aktivitas anfioksidan dihitung berdasarkan penurunan
absorbansi, semakin tinggi nilai aktivitas antioksidan dari sampel tersebut. Dilakukan perhitungan nilai
% inhibisi radikal DPPH.

Dilakukan plot data inhibisi terhadap konsentrasi antioksidan dalam sampel dan akan
didapatkan kurva inhibisi. Maka hasil kurva akan menunjukan nilai DPPH ICso (Sirivibulkovit et al.,
2018). Metode ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-é-sulfonic acid)) digunakan secara luas
untuk mengukur kapasitas antioksidan total (TAC). Larutan ABTS berupa reagen dibuat dengan
pengoksidasi kalium persulfat untuk menghasilkkan radikal ABTS+. Larutan disimpan didalam tempat
gelap, didiamkan selama beberapa jom agar didapatkan radikal yang stabil. Penentuan kurva
kalibrasi diperlukan larutan standar dengan konsentrasi antioksidan yang diketahui, pengukuran nilai
absorbansi pada panjang gelombang 734nm, dimana radikal ABTS+ memiliki puncak serapan
maksimum, buat kurva kalibrasi dengan plot absorbansi terhadap konsentrasi. Sampel ditambahkan
kedalam uiji larutan ABTS+ dan di ukur pengurangan absorbansinya setelah waktu reaksi tertentu,
pengurangan absorbansi ini menunjukan nilai antioksidan dalam sampel untuk mereduksi radikal
ABTS+. Analisis data bandingkan perubahan nilai absorbansi sampel dengan kurva kalibrasi untuk
menentukan aktivitas antioksidan dalam bentuk ICso. Hitungan nilai % inhibisi sama dengan rumus
pada DPPH. Hasil akan dilaporkan dalam ekuivalen standar yang digunakan dalam satuan
absorbansi per satuan konsentrasi dari antioksidan (Silvestrini et al., 2023).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil rendeman kolagen Stichopus horrens didapatkan 39,3% dengan berat bahan baku yang
didapatkan 15,04gr dan berat kolagen 5,21gr. Hasil uji FTIR pada Tabel 1. untuk memprediksi
kandungan kolagen pada sampel yang terhidrolisis ditemukan peptide kolagen pada puncak
gelombang tertentu. Pita amida ini menunjukan molekul protein termasuk kolagen, ikatan ini
menghubungkan asam amino dalam protfein. Hasil amida A puncak gelombang yang diperoleh
3280,89cm-! pita ini terkait dengan regangan N-H dapat menunjukan ikatan hidrogen antar molekul
dengan puncak standar kolagen 3200-3400cm-'. Amida | puncak gelombang yang diperoleh
1637,61cm-1, pita amida ini paling pentfing dalam spekirum FTIR untuk protein, termasuk dalam
protein kolagen karena berhubungan dengan regangan C=0O dalam ikatan peptida. Pita
renggangan karbonil, tanda khas ikatan dalam protein. Ini ditunjukkan dengan ikatan standar
puncak kolagen 1600-1690cm (Abidin, 2021). Amida Il puncak gelombang yang diperoleh
1538,11cm-1, pita ini mencerminkan kombinasi reagent N-H dan C-N ini merupakan ciri khas dari
protein, dengan puncak standar kolagen 1600-1500cm-T(Abidin, N., 2021).

Amida lll puncak gelombang yang diperoleh 1241,00cm-!, pita ini mencerminkan vibrasi C-N
dan N-H dalam ikatan, memiliki standart panjang gelombang kolagen 1300-1200cm-'(Abidin, N.,
2021). Uji HPLC pada Tabel 2. didapatkan 18 profil asam amino yang dibagi menjadi dua asam
amino essensial dan non essensial. Pembentuk kolagen adalah asam amino non essensial seperti
glisin, prolin atau hidroksiprolin, Arginin dan Alanin yang merupakan komponen utama dalom
strukturnya. Namun hasil yang didapatkan nilai paling tinggi adalah L-Asam Glutamat 25,9% dan L-
Asam Aspartat 22,4%, namun untuk pembentuk kolagen diketahui nilai glisin 14,9%, L-Prolin 10,3%, L-
Arginin 12,2% dan L-Alanin 9,5%. L-Asam Glutamat dan L-Asam Aspartat lebih tinggi, kemungkinan
sampel mengandung protein lain atau yang kaya akan asam amino. Kedua asam amino non
esensial ini memiliki peranan penting dalam banyak protein, terutama sebagai enzimatik dan sinyal
seluler, sehingga keberadaan mereka dapat mencerminkan komposisi protein yang berbeda atau
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tambahan (Namura et al., 2024). Namun penyebab lain nilai pembentuk kolagen lebih rendah bisa
diindikasikan oleh beberapa hal seperti: Komposisi protein campuran bukan kolagen murni tetapi
protein dengan campuran proporsi finggi dari asam amino tersebut; Variasi Struktural ada beberapa
jenis kolagen yang memang komposisi asam amino yang berbeda.

Tabel 1. Hasil FTIR dari Stichopus horrens

Puncak

Pita Gelpmbong Karakteristik Své lrlgézz Deskripsi Refrensi
Amida Didapat Pita )
) (cm™)
Pita yang
A 3280,89 (N-H 3200-3400 ~ Menunjukkan ikatan
stretching) hidrogen antar
molekul amida.
Pita regangan
1637.61 (C=Q 1600-1690 !<orbon|l, ’ropdc khas Abidin, 2021
stretching) ikatan peptida dalam
protein.
(N-H Pita kombinasi
Il 1538,11 bending, C- 1500-1600 regangan N-H dan C-
N) N.
Pita yang terkait
il 1241,00 (C-N, N-H 1200-1300 dengon?ko’ron
bending) ;
peptida.
Tabel 2. Asam Amino Essensial dan Non Essensial
No Asam Amino Hasil Uji
Asam Amino Esensial
1 L-Histidin 3.0%
2 L-Isoleusin 6.6%
3 L-Leusin 10.6%
4 L-Lisin 8.4%
5 L-Metionin 0.1%
6 L-Triptofan 3.1%
7 L-Valin 8.0%
8 L-Fenilalanin 7.8%
9 L-Treonin 8.5%
Asam Amino Non Esensial
1 L-Alanin 9.5%
2 L-Arginin 12.2%
3 L-Asam Aspartat 22.4%
4 Gilisin 14.9%
5 L-Asam Glutamat 25.7%
6 L-Sistin 0.5%
7 L-Prolin 10.3%
8 L-Serin 9.3%
2 L-Tirosin 6.7%
502 Antioksidan dan Karakterisasi Kolagen Teripang (A.l. Suryani et al.)
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Tabel 3. Hasil uji antfioksidan

Jenis Satuan

Metode Uji standart Ui Nilai Uji Nilai Ui Kategori Referensi
DPPH ICs0 91,12 ppm Sedang Liv et al., 2021
ABTS ICs0 117,17 ppm Sedang Arno et al.,2020
FRAP Trolox 153,90 mg/I Kuat Gutteridge & Halliwell, 2022
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Gambar 1. Hasil Analisa Antioksidan

Berdasarkan ketiga metode uji pada Tabel 3. yang berbeda nilai antioksidan dalam kategori
yang kuat. DPPH dan ABTS menggunakan jenis standar uji ICso sedangkan untuk FRAP menggunakan
standar Kurva Trolox. Menggunakan figa uji yang berbeda karena setiap metode memiliki standar
penyerapan anfioksidan yang berbeda. DPPH memiliki kemampuan mengukur senyawa unfuk
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mereduksi radikal bebas, memberikan gambaran mengenai kemampuannya dalam menangkap
radikal bebas secara stabil, kolagen yang memiliki akfivitas DPPH rendah menunjukan potensi
antfioksidan yang kuat. ABTS memiliki kemampuan mereduksi radikal kation ABTS, dapat memberikan
informasi fambahan tentang potensi antioksidan pada lingkungan yang berbeda, kolagen
menujukan nilai rendah pada nilai ABTS ini termasuk juga dalam kategori yang baik (Silvia et al.,
2023). FRAP kemampuan mengukur senyawa untuk mereduksi ion besi (Fe3*) menjadi ion besi (Fe?t),
ini memberikan indikasi kekuatan reduktif suatu senyawa. Untuk melihat nilai kolagen menggunakan
kurva Trolox (Yang et al., 2023).

DPPH dengan nilai 91,12ppm, menjelaskan bahwa kolagen memiliki kemampuan yang baik
untuk menangkap radikal bebas. Hal ini penting untuk dapat mengurangi stress oklsidatif yang
dapat merusak sel kulit pada jaringan tubuh, kolagen pada uji DPPH diketahui memiliki asam amino
yang dapat mendonorkan elektron, seperti prolin dan hidroksiprolin, yang diketahui sangat efekfif
unfuk mereduksi radikal DPPH. ABTS dengan nilai 117,17ppm mendekati 100 ppm menunjukkan
akftivitas anfioksidan yang signifikan, yang berarti kolagen dapat berperan dalam melindungi sel dari
kerusakan oksidatif dalam berbagai kondisi lingkungan, kolagen pada uji ABTS dapat mengikat dan
menefralkan radikal bebas dalam medium air dan lipid, yang relevan untuk produk perawatan kulit
(Gutteridge & Halliwell, 2022). FRAP dengan nilai 153,90 mg/I nilai yang dalam skala Trolox Equivalent
menunjukan kolagen memiliki kapasitas reduktif yang kuat, kolagen pada uji FRAP kandungan asam
amino hidrofobiknya, memiliki kemampuan untuk mendonorkan elektron, ini penting untuk
mencegah oksidasi yang disebabkan oleh logam berat (Said & Mekelleche, 2021).

Perbedaan ICso dan Trolox. ICso (Half Maximal Inhibitory Concentration) parameter yang
dipergunakan untuk mengukur konsentrasi suatu senyawa yang diperlukan untuk menghambat 50%
aktivitas biologis atau kimia tertentu. Dalam uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dan ABTS
ini semakin rendah nilai ICso semkain kuat antioksidannya, kategori nilai ICso dapat dilihat sebagai
berikut: IC50 < 50 yg/mL (atau ppm): Senyawa dengan nilai IC50 di bawah 50 pyg/mL dianggap
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat; IC50 50-100 ug/mL (atau ppm): Nilai IC50 dalam rentang ini
menunjukkan akfivitas anfioksidan sedang; IC50 > 100 yg/mL (atau ppm): Akfivitas anfioksidan
dianggap rendah jika nilai IC50 lebih besar dari 100 pg/mL (Gutteridge & Halliwell, 2022). Trolox
adalah senyawa sintetik yang menyerupai vitamin E dan sering digunakan sebagai standar referensi
dalam pengukuran aktivitas antioksidan. Penggunaan Trolox memungkinkan peneliti untuk
membandingkan potensi antioksidan dari senyawa lain dengan aktivitas yang diketahui dari Trolox.
Ini membantu mengkuantifikasi aktivitas antioksidan dalam unit Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC), sehingga memberikan kerangka kerja untuk mengevaluasi efisiensi antioksidan dari
berbagai ekstrak atau senyawa (Xu, Q., et al., 2020).

Kolagen dengan aktivitas antioksidan yang kuat dapat memberikan berbagai manfaat
kesehatan, termasuk perlindungan terhadap kerusakan sel, penuaan dini, dan kondisi inflamasi.
Dengan nilai uji yang menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat, kolagen memiliki potensi besar
sebagai bahan aktif dalam suplemen kesehatan dan produk perawatan kulit. Penelitian terbaru
mendukung penggunaan kolagen untuk mengatasi stres oksidasi dan meningkatkan kesehatan kulit
(Micheloni et al., 2023)

KESIMPULAN

Kandungan kolagen atau dalam teripang Stichopus horrens serta manfaat antioksidan dan
profil asam aminonya. Kolagen teripang kaya akan protein yang berguna, terutama dalam industri
kesehatan. Analisis FTIR mengidentifikasi berbagai gugus fungsi protein pembentuk kolagen. HPLC
menunjukkan asam amino non-esensial L-Asam  Glutamat (25.7%) ditemukan lebih tinggi
dibandingkan pembentuk utama kolagen seperti Glisin (14,9%). Uji antioksidan dengan tiga metode
yang berbeda menunjukan nilai yang kuat untuk sampel kolagen teripang sebagai penangkal
radikal bebas, bagi kesehatan. Perlunya pengkaijian ulang terkait penelitian diatas terutama
mengenai uji antioksidan.
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