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Abstract

White shrimp (Litopenaeus vannamei) is a Crustacean species whose shell contains carotenoid
compounds. The carotenoid is a natural antioxidant with a high potential for scavenging free radicals.
The purpose of this work is to quantify the total carotenoid content of L. vannamei shell extract and
evaluate its antioxidant properties in a laboratory setting. The extraction method involved maceration
with n-hexane. The extract's total carotenoid concentration was comparable to B-carotene. A UV-visible
spectrophotometer was used to quantify, extract, and reference standard solutions at [-carotene's
maximum wavelength (462 nm). The extract's antioxidant activity was determined using two methods:
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging and the ferric reducing antioxidant power
(FRAP) method. The result showed that the total carotenoid in the L. vannamei shell extract was
5.87 mg/g, equivalent to B-carotene. The extract's half inhibitory concentration (ICso) using the DPPH
technique was 27.59 ug/mL, indicating moderate antioxidant capability compared to standard quercetin
at 1.28 ug/mL. The extract's antioxidant potential was evaluated using FRAP and expressed as 1.65 mg
of quercetin equivalents (QE) per gram of extract (mgQE/g). Thus, L. vannamei shrimp shell extract
has great potential as a natural source of carotenoids with appropriate antioxidant properties.
Keywords: -carotene, crustacean, DPPH, FRAP.

Aktivitas Antioksidan dan Kadar Karotenoid Total pada
Litopenaeus vannamei

Abstrak

Udang putih (Litopenacus vannamei) termasuk dalam spesies Crustacea yang cangkangnya mengandung
senyawa karotenoid sehingga berpotensi tinggi sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui karotenoid total pada ekstrak cangkang L. vannamei dan mengevaluasi aktivitas
antioksidannya secara in vitro. Ekstrak diperoleh dengan cara maserasi menggunakan n-heksan. Tingkat
total karotenoid dalam ekstrak ditentukan setara dengan -karoten. Spektrofotometer visible mengukur
ekstrak dan larutan standar referensi pada panjang gelombang maksimum [B-karoten (462 nm). Dua
metode berbeda digunakan dalam menentukan aktivitas antioksidan ekstrak; metode peredaman radikal
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) dan metode ferric reducing antioxidant power (FRAP). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa karotenoid total dalam ekstrak cangkang L. vannamei adalah 5,87
mg/g, setara dengan [-karoten. Konsentrasi hambat setengah (IC50) ekstrak dengan metode DPPH
adalah 27,59 ug/mL menunjukkan potensi sedang sebagai antioksidan dibandingkan dengan quercetin
standar sebesar 1,28 pg/mL. Kapasitas antioksidan ekstrak dengan metode FRAP dinyatakan dalam
mg Quercetin Ekuivalen per g ekstrak (mgQE/g), dan hasilnya menunjukkan potensi penghambatan
sebesar 1,65 mgQE/g ekstrak. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa ekstrak cangkang udang
vannamei sangat potensial sebagai sumber karotenoid alami dengan efek antioksidan yang memadai.
Kata Kunci: B-karoten, crustacea, DPPH, FRAP.
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1. Pendahuluan
Food and Agriculture Organization
(FAO) menyatakan bahwa konsumsi udang
di beberapa negara meningkat secara global.
Total konsumsi udang di AS meningkat dari
tahun sebelumnya menjadi 496.287 ton pada
tahun 2019. Indonesia merupakan salah satu
eksportir udang terbesar ke AS, dengan total
lebih dari 240.000 ton pada tahun 2019.!
Umumnya, udang diekspor dalam bentuk
beku dengan atau tanpa cangkang. Dengan
demikian, pengolahanudang akan menyisakan
sekitar 50-60% limbah padat sebagai hasil
samping.” Peningkatan ekspor udang sejalan
dengan peningkatan limbah padat berupa
cangkang udang; oleh karena itu, diperlukan
pengolahan dan pemanfaatan limbah untuk
mengurangi pencemaran lingkungan.
Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa limbah cangkang udang dapat
dijadikan sebagai starting material untuk
meningkatkan nilai suatu produk.>* Hal ini
dikarenakan kandungan senyawa aktifnya
antara lain 18 — 40% protein, 35% mineral,
dan 14 — 30% kitin-kitosan.*® Beberapa
penelitian melaporkan bahwa cangkang
udang merupakan sumber glukosamin HCI
dan karotenoid, terutama astaxanthin.’!"
Karotenoid merupakan pigmen yang
memberikan warna kuning hingga merah
pada kulit udang, cangkang kepiting, dan ikan
salmon. Zat warna ini berasal dari makanan
(alga) yang dimakan hewan ini.'>!"3; karena
alga dapat mensintesis xanthophylls kelompok
karotenoid, sepertiloraxanthin, canthaxanthin,
diatoxanthin, diadinoxanthin, astaxanthin dan
fucoxanthin.*'* Beberapa penelitian telah
membuktikan bahwa karotenoid berkontribusi
sebagai antioksidan.”'® Dengan demikian,
eksplorasi potensi kandungan karotenoid
total pada cangkang udang perlu dilakukan.
Pada penelitian ini kami menetapkan
kadar karotenoid total pada ekstrak cangkang
udang Litopenaeus vannamei kemudian
mengevaluasi kemampuan ekstrak cangkang
udang L. vannamei sebagai antioksidan
alami dengan metode peredaman radikal
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) dan
metode ferric reducing antioxidant power
(FRAP). Metode analisis dalam penetapan
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kadar dan penentuan aktivitas antioksidan
menggunakan spektrofotometri UV-Visible.

2.  Metode
2.1. Alat
Pada  penelitian ini  digunakan

peralatan gelas dengan standar laboratorium
(Pyrex®), mikropipet, oven (Memmert®),
pH meter (Jenco®), sentrifuge (OneMed®),
spektrofotometer ~ UV-Visible  (Apel®),
timbangan analitik (KERN®), dan vortex
(IKA® Vortex Genius 3).

2.2. Bahan

Sampel penelitian berupa cangkang
udang putih (L. vannamei). Air suling
diperoleh dari hasil destilasi menggunakan
Millipore-Q50. Pelarut n-heksan, etanol
70%, dan chloroform merupakan grade pro-
analisis. Reagen untuk pengujian antioksidan
dan penetapan kadar asam trikloroasetat
10%, FeCls 0,1%, dapar fosfat (0,2 M, pH
6,6), KH2PO4, dan kalium ferrisianida 1%.
Standard baku menggunakan quercetin dan
B-karoten diperoleh dari Sigma-Aldrich
(USA).

2.3. Prosedur
2.3.1.Pengambilan dan pengolahan sampel
Sampel cangkang udang putih sebanyak
1,5 kg diperoleh dari limbah yang berasal dari
Kawasan Industri PT. KML (Kelola Mina
Laut) dengan kode sampel DD — 1516, Jalan
Kima No 17, Makassar. Selanjutnya cangkang
udang dibersihkan dari kotoran menggunakan
air mengalir, dan kemudian dikeringkan di
daerah terbuka kurang lebih dua hari. Setelah
kering, cangkang udang digiling dan diayak
sehingga diperoleh serbuk. Hasil ayakan
digunakan sebagai sampel dalam pengujian.

2.3.2.Ektraksi

Cangkang udang diekstrasikan dengan
cara mencampur 5 g serbuk cangkang,
ditambahkan 50 mL n-heksan dan kemudian
divorteks selama 30 detik lalu diletakkan
diatas penangas air pada suhu 50°C selama
10 menit. Campuran kemudian di sentrifuge
pada kecepatan 3000 rpm selama 5 menit
untuk memisahkan lapisan organik.



2.3.3.Uji antioksidan metode FRAP
a.  Pembuatan kurva standar quercetin
Quercetin ditimbang sebanyak 25 mg
dan dilarutkan dalam 25 mL etanol 96%
sehingga diperoleh konsentrasi 1000 bagian
per juta (bpj). Larutan stok quercetin dipipet
sebanyak 1 mL dan dicukupkan volumenya
dengan etanol 96% hingga 10 mL sehingga
diperoleh konsentrasi 100 bpj. Selanjutnya
dibuat seri konsentrasi quercetin dengan deret
3,5,7,13, dan 15 bp;j.

b.  Pembuatan larutan dapar fosfat

Larutan dapar dibuat dengan melarutkan
2 gNaOH ke dalamair suling bebas COzhingga
mencapai 250 mL dengan menggunakan labu
ukur. Ditimbang KH2POs sebanyak 6,8 g
dan dilarutkan dalam air suling bebas CO:
sebanyak 250 mL dalam labu ukur. Sejumlah
16,4 mL NaOH dicampurkan dengan 50
mL KH2POs4 dalam labu ukur. pH campuran
diatur hingga pH 6,6 dan dicukupkan dengan
air suling bebas CO- hingga 200 mL.

c.  Penentuan panjang
maksimum (Amaks)
Sejumlah 10 mg quercetin ditimbang

dan dilarutkan dalam 10 mL etanol 96%

(1000 bpj). Selanjutnya diencerkan dengan

etanol hingga diperoleh konsentrasi 6 bpj.

Dari larutan standar quercetin 6 bpj dipipet

sebanyak 1 mL dan ditambahkan dengan

dapar fosfat (pH 6,6) dan KsFe(CN)s sejumlah
masing-masing 1 mL. Selanjutnya, didiamkan
pada suhu 50°C selama 20 menit. Campuran

kemudian ditambahkan dengan TCA 1 mL

lalu disentrifuge dengan kecepatan 3000

rpm selama 10 menit. Setelah disentifuge

lapisan atas atau supernatan dipipet 1 mL

dan dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu

ditambahkan air suling dan FeCls 0,05%

sebanyak masing-masing 1 mL dan 0,5 mL.

Campuran larutan didiamkan selama 10

menit dan dilakukan pengukuran absorbansi

menggunakan instrument spektrofotometer

visible pada panjang gelombang 700 — 800

nm.

d.  Ujiaktivitas antioksidan ekstrak metode
FRAP
Sebanyak 5 mg ekstrak cangkang

gelombang
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udang putih dilarutkan dalam 10 mL
etanol 96% (500 bpj), lalu dipipet 4 mL
dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL dan
dicukupkan volumenya dengan etanol 96%
(200 bpj). Sejumlah 1 mL larutan sampel
ditambahkan dapar fosfat 0, 2 M (pH 6.6)
dan KsFe(CN)s 1% sebanyak masing-masing
I mL. Selanjutnya, diinkubasi pada suhu
50°C selama 20 menit. Setelah diinkubasi,
ditambahkan 1 mL TCA lalu disentrifuge
dengan kecepatan 3000 rpm selama 10
menit. Setelah disentrifuge, lapisan atas atau
supernatan dipipet 1 mL dan dimasukkan
kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan air
suling FeCls 0,1% masing-masing sebanyak
1 mL dan 0,5 mL. Larutan didiamkan selama
10 menit kemudian diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer visible pada
panjang gelombang maksimal yaitu 743 nm.
Sedangkan untuk larutan blangko digunakan
campuran larutan oksalat.

Kurva  kalibrasi  dibuat  dengan
menggunakan data absorbansi larutan
quercetin sebagai pembanding dengan deret
konsentrasi 3, 5, 7, 13, dan 15 bpj.

e.  Analisis data

Data absorbansi menjadi variable dalam
perhitungan kapasitas antioksidan dengan
cara memasukkan absorban dalam persamaan
regresi linear, y = a + bx (y = absorbansi, x =
konsentrasi, a = intersep, b = slop). Kapasitas
antioksidan dinyatakan dalam mg Quercetin
Ekuivalen/g (mgQE/g) ekstrak.

2.3.4.Uji antioksidan metode DPPH
a.  Penentuan panjang gelombang
maksimum (Amaks)

Sejumlah 4 mL larutan DPPH (0,05
mM) ditambahkan dengan 1 mL metanol
kemudian didiamkan selama 30 menit di
tempat gelap. Setelah itu, absorban campuran
diukur menggunakan alat spektrofotometer
UV-Visible pada panjang gelombang 350 —
600 nm.

b.  Ujiaktivitas antioksidan ekstrak metode
peredaman radikal DPPH
Larutan stok ekstrak 1000 bpj dibuat
dengan cara melarutkan sampel sebanyak



5 mg ke dalam metanol hingga mencapai
volume 5 mL (1000 bpj). Campuran kemudian
dipipet sebanyak 2,5 mL dan dicukupkan
volumenya dengan metanol hingga 5 mL
(500 bpj). Setelah itu, dilakukan pengenceran
untuk menghasilkan konsentrasi 50, 100, 150,
200, dan 250 bp;.

Pengujian aktivitas antioksidan
dilakukan sebagaimana penelitian
sebelumnya dengan sedikit modifikasi."’
Disiapkan ~ masing-masing  konsentrasi

sebanyak 1 mL, kemudian ditambahkan 1 mL
DPPH 0,4 mM dan 2 mL metanol. Campuran
didiamkan selama 30 menit pada suhu 37°C.
Absorbansi campuran diukur menggunakan
instrument spektrofotometer visible pada
panjang gelombang 517 nm. Prosedur yang
sama dilakukan pada pembanding quercetin
dengan seri konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 bp;.

c.  Analisis data

Nilai absorbansi (Abs) DPPH dan
ekstrak yang diperoleh kemudian digunakan
dalam perhitungan % inhibisi dengan
menggunakan rumus:

(Abs DPPH—ADbs sampel)

o —
o Inhibisi Abs DPPH

X 100 %

Setelah diperoleh % inhibisi, kemudian
dibuat persamaan regresi linier dengan
memplotkan data % inhibisi dan konsentrasi.

Persamaan regresi linier yang diperoleh
kemudian digunakan dalam perhitungan I1Cso.

50—-a
ICs0=
50 b

2.3.5.Penetapan kadar karotenoid total

a.  Pembuatan larutan stok p-karoten
Larutan stok B-karoten dibuat dengan

cara menimbang 10 mg B-karoten baku dan

dilarutkan dengan kloroform hingga mencapai

volume 10 mL (1000 bpj).

b.  Pembuatan kurva baku B-karoten
Larutan stok [-karoten 1000 bpj
yang telah dibuat sebelumnya kemudian
diencerkan dengan kloroform dalam labu
ukur 10 mL untuk memperoleh konsentrasi
100 bpj. Dari larutan stok 100 bpj dibuat seri
konsentrasi larutan baku dengan konsentrasi
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2, 3,4, 5, dan 6 bpj, masing-masing larutan
baku tersebut diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 462 nm menggunakan
spektrofotometer visible. Data yang diperoleh
berupa absorban kemudian dibuat persamaan
regresi linear.

c.  Penentuan panjang gelombang maksi-
mum B-karoten
Deret  konsentrasi  larutan  baku

B-karoten yang telah dibuat kemudian
diukur absorbansinya pada rentang panjang
gelombang 350-800 nm untuk menentukan
Panjang gelombang maximum dengan
menggunakan instrumen spektrofotometer
UV-Visible.

d.  Penetapan kadar karotenoid total
Ditimbang 10 mg ekstrak cangkang
udang putih, kemudian dilarutkan dengan
kloroform hingga mencapai volume 10
mL (1000 bpj). Dipipet 5 mL larutan 1000
bpj tersebut kemudian diencerkan dengan
kloroform hingga 10 mL (500 bpj), faktor
pengenceran/fp = 2x. Pengukuran absorbansi
larutan sampel dilakukan pada panjang
gelombang 462 nm dengan menggunakan
instrument spektrofotometer visible
(Pengujian dilakukan replikasi 3 kali).

e.  Analisis data

Absorbansi sampel yang diperoleh
kemudian diplotkan kedalam persamaan
regresi linier dari standar P-karoten untuk
menghasilkan konsentrasi awal. Selanjutnya,
dilakukan perhitungan kadar (-karoten
dengan rumus:

[1 (%) x vol.ekstrak (mL) x fp
Kadar =
Berat ekstrak (g)

Keterangan:
[ ]  =Konsentrasi awal
fp = Faktor pengenceran

3. Hasil dan Pembahasan

Salah  satu  komoditas  perairan
yang paling utama adalah udang. Udang
diklasifikasikan ke dalam filum Arthropoda,
subfilum Crustaceae, kelas Malacostraca dan
ordo Decapoda."



Proses pengolahan udang akan
menghasilkan limbah yang pada umumnya
berupa kepala dan exoskeletons. Limbah
udang yang dihasilkan berkisar antara 40-
60% dari berat udang, dengan demikian
jumlah bagian yang terbuang cukup tinggi
dan membutuhkan biaya tambahan untuk
penanganannya.'’

Volume produksi udang di Indonesia
pada rentan tahun 2017-2022 mengalami
fluktuasidan mencapai 1,09 juta ton pada tahun
2022. Dengan peningkatan volume produksi
udang ini diiringi dengan peningkatan jumlah
udang yang diekspor yang mencapai 2,16
milyar dollar AS pada tahun 2022.%° Hal ini
tentunya berbading lurus dengan limbah
pemrosesan udang yang meningkat termasuk
limbah cangkang udang. Dengan demikian
eksplorasi pemanfaatan cangkang udang
sangat dibutuhkan agar dapat mengubah
limbah industri menjadi produk yang
bermanfaat. Salah satu pemanfaatan limbah
cangkang adalah dengan menarik komponen
kimia penting seperti glucosamine.”'® Selain
itu Fawwaz et al., juga telah melakukan
analisis komponen karotenoid total dan
aktivitas antioksidan pada cangkang udang
windu (Penaeus monodon)."”

Penelusuran  aktivitas  antioksidan
cangkang udang putih L. vannamei dilakukan
dengan dua metode yakni metode FRAP
dan DPPH. Kedua metode ini menggunakan
spektrofotometer UV-Visible dalam proses

analisisnya.
Evaluasi dengan metode FRAP
bertujuan  untuk  menentukan  potensi

antioksidan ekstrak yang didasarkan pada
kemampuannya dalam mereduksi ion ferri
(Fe*") menjadi ion ferro (Fe*") pada pH rendah.
Proses reduksi ini membentuk kompleks
berwarna biru sebagai penanda akan adanya
aktivitas antioksidan pada sampel uji.

Dalam pengujian metode FRAP digunakan
pembanding standar quercetin  sebagai
senyawa flavonoid yang diketahui memiliki
aktivitas antioksidan yang tinggi. Gambar
1 menunjukkan absorban seri konsentrasi
senyawa quercetin yang kemudian digunakan
untuk membuat persamaan regresi linier,
y = a+ bx. Hasil plotting absorban sampel (y)
kedalam persamaan regresi linier diperoleh
kapasitas antioksidan ekstrak cangkang udang
putih L. vannamei sebagaimana ditunjukkan
pada Tabel 1 yang dinyatakan dalam mgQE/g
ekstrak.

Pada pengujian aktivitas antioksidan
metode DPPH diperoleh ICso 27,59 ng/mL
dari hasil plotting persamaan regresi linier
pada Gambar 2. Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak cangkang udang putih L. vannamei
memiliki kemampuan peredaman radikal
bebas yang sangat kuat karena memiliki ICso
kurang dari 50 pg/mL. Aktivitas antioksidan
suatu sampel dikategorikan berdasarkan
besaran ICso sebagai berikut: sangat kuat
(<50), kuat (50 — 100), sedang (100 — 150),
dan lemah (151 —200).?! Hal ini menunjukkan
bahwa kemampuan aktivitas antioksidan
dinilai dari semakin kecilnya nilai ICso.
Kemampuan penangkalan radikal bebas
oleh karotenoid terjadi melalui pendonoran
elektron oleh karotenoid terhadap radikal
bebas sehingga radikal yang kekurangan
elektron menjadi stabil."

Karotenoid menyuplai 70% kebutuhan
manusia akan vitamin A, sehingga kelompok
ini merupakan kelompok pigmen alami yang
sangat penting. Khususnya B-karoten yang
merupakan karotenoid dengan aktivitas
sebagai pro-vitamin A yang tinggi dan juga
berperan sebagai antioksidan.

Proses ekstraksi cangkang udang
putih L. vannamei menggunakan metode
maserasi dengan menggunakan pelarut

Tabel 1. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Cangkang Udang Putih

. . Absorbansi Aktivitas Rata-rata
o Berat Absorbansi Absorbansi L.
Replikasi Sampel Antioksidan  (mgQE/g)
Ekstrak (g) ) Kontrol
Sesungguhnya (mgQE/g)
1 0,042 0,238 0,008 0,230 1,578
2 0,042 0,262 0,006 0,256 1,747 1,648
3 0,042 0,243 0,006 0,237 1,619
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Gambar 1. Persamaan Regresi Linier Standar
Quercetin.

organik n-heksan sebagai cairan penyari
karena kemampuannya dalam mengekstraksi
senyawa-senyawa karotenoid dengan
maksimal.'’

Berdasarkan hasil penetapan kadar
karotenoid total dengan menggunakan
perhitungan regresi linier (Gambar 3) dapat
disimpulkan bahwa ekstrak  cangkang
udang putih L. vannamei memiliki kadar
karotenoid total sebesar 5,865 mg/g yang
setara dengan kadar B-karoten sebagaimana
ditampilkan pada Tabel 2. Adapun hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
ekstraksi karotenoid dari cangkang udang
Parapenaeopsis stylifera secara enzimatis
menggunakan enzim papain diperoleh kadar
B-karoten sebesar 114 = 0.02 pg/g.??

4. Kesimpulan

Evaluasi potensi antioksidan  dan
penentuan kadar karotenoid pada ekstrak
cangkang udang putih L. vannamei telah
dilakukan dan dapat disimpulkan bahwa
ekstrak cangkang udang putih memiliki
potensi yang tinggi sebagai sumber
antioksidan dan mengandung senyawa
karotenoid yang memadai.

0.8
0.6
0.4 vy =0.1086x + 0.0398
R*=0.99901
0.2
0
0 2 4 6 8

Gambar 3. Persamaan Regresi Linier Standar
B-karoten.
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Gambar 2. Persamaan Regresi Linier % Inhibisi
Standar Quercetin.
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