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ABSTRAK

ISOLASI DAN SKRINING MIKROALGA AIR TAWAR SEBAGAI SUMBER PIGMEN KAROTENOID Mikroalga
menjadi salah satu sumber senyawa aktif yang memiliki potensi sebagai sumber pangan fungsional sebagai
antioksidan seperti karotenoid. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi mikroalga dari sumber perairan air
tawar dan melakukan penapisan terhadap mikroalga sebagi sumber karotenoid. Mikroalga diisolasi dengan
menggunakan mikropipet dan dikultivasi dalam media Bold’s Basald Medium (BBM). Penentuan tingkat
pertumbuhan dengan spektrofotometer UV-Vis, penentuan berat biomassa kering secara gravimetri, skrining
total karotenoid dilakukan menggunakan metode Lichtenthaller dengan spektrofotometer UV-Vis. Berdasarkan
hasil penelitian diperoleh empat spesies mikroalga dengan warna hijau yang menandakan semuanya merupakan
golongan mikroalga chlorophyta (alga hijau). Skirining total karotenoid dilakukan terhadap empat spesies hasil
isolasi dan dua spesies mikroalga dari Laboratorium Biokimia yaitu Scenedesmus rubescens dan Galdiera
sulphuraria. Hasil skrining kandungan total karotenoid tertinggi adalah mikroalga hasil isolasi dari air kolam
dengan yang merupakan genus chlorophyta sebesar 360,25 pg/g. Hasil ini memberikan informasi isolat
mikroalga hasil isolasi dapat dijadikan sebagai mikroalga potensial sebagai sumber dan produksi karotenoid.

Kata kunci : isolasi, mikroalga, karotenoid,
ABSTRACT

ISOLATION AND SCREENING OF FRESH WATER MICROALGES AS A SOURCE OF CAROTENOID
PIGMENT Microalgae are source of bioactive compounds that have potential as a source of functional food for
antioxidants such as carotenoids. The aims of this study were to isolated microalgae from freshwater sources
and to screening carotenoids from biomass microalgae. Microalgae were isolated using micropipettes and were
cultivated in bold’s basald medium (BBM). Determination of growth rates was performed using a UV-Vis
spectrophotometer,dry biomass was determined using gravimetric and total carotenoid screening was carried out
using the Lichtenthaller method employing a UV-Vis spectrophotometer. Four species of microalgae were
obtained with a green color indicating that all of them are chlorophyta (green algae) microalgae. Screening total
carotenoid was carried out on four isolated microalgae species and two microalgae species were obtained from
biochemistryy laboratory such as Scenedesmus rubescens and Galdiera sulphuraria. The highest total
carotenoid content was microalgae isolated from pond water with belong to chlorophyta genus with carotenoid
content 36 + 0.25 pu/g. These results provide information that the isolated microalgae can be used as potential as
a source and production of carotenoids.

Key words : Isolation, Microalgae, Carotenoid

PENDAHULUAN
Mikroalga adalah mikroorganisme yang terpenoid, saponin, dan pigmen karotenoid
dapat berfotosintesis dengan memanfaatkan  meliputi astaxantin, lutein, [B-karoten yang

sumber cahaya matahari (Duong et al. 2012)
Mikroalga mengandung senyawa metabolit
primer dan metabolit sekunder yang dapat
dimanfaatkan sebagai sumber bahan makanan
fungsional, nutrasetik dan farmasetik. Metabolit
primer yang dilaporkan terdapat pada mikroalga
diantaranya adalah karbohidrat, lipid, protein
serta kandungan metabolit sekunder seperti,

bermanfaat dalam bidang kesehatan sebagai
sumber obat (Fu et al. 2017).

Senyawa bioaktif dari mikroalga yang
banyak ditemukan diantaranya adalah pigmen
alami yang terdiri atas klorofil, karotenoid dan
phycobiliprotein(Gouveia, Marques, and
Bandarra 2010). Pigmen tersebut telah banyak
digunakan dalam berbagai industri makanan
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sebagai pewarna alami, serta industri kosmetik
dan farmasi (Tan et al. 2020). Karotenoid adalah
senyawa organik poliena isoprenoid yang
diklasifikasikan menjadi golongan tetraterpenoid
dengan 40 atom Kkarbon sebagai atom
penyusunnya (Zhang et al. 2014). Karotenoid
dibagi menjadi dua yaitu, karoten (hidrokarbon
yang tidak mengandung oksigen) seperti a-
karoten, B-karoten dan likopen, dan xantophylls
(hidrokarbon yang mengandung unsur oksigen)
termasuk lutein, zeaxanthin dan violaxanthin
(Aburai et al. 2013). Beberapa penelitian telah
melaporkan kandungan senyawa bioaktif seperti
tokoferol, karotenoid dan fikosianin dari
mikroalga  Nannochloropsis sp,  Spirulina
maxima, Tetraselmis suecica, Synechoccocus,
Synechoccocus dan Porphiridium cruentum
(Santiago-morales, Trujillo-valle, and Marquez-
rocha 2018). Mikroalga Chlorella vulgaris
dilaporkan mempunyai kandungan karotenoid
seperti B-karoten,Lutein, Astaxantin,
Cantaxantin,dan Zeaxantin (Hynstova et al.
2018). Penelitian lainnya melaporkan mikroalga
Oedogonium intermedium mengandung
karotenoid seperti Violaxantin, Neoxantin,
Loroxantin, Lutei, a-karoten,3-karoten, dan 9'-
cis-Neoxantin yang mempunyai aktivitas biologi
sebagai antioksidan dan antidiabetes(Wang et
al. 2017).

Berdasarkan uraian potensi yang dimiliki
oleh mikroalga, maka dilakukan penelitian yang
bertujuan untuk mendapatkan mikroalga dari
sumber air kolam Universitas Andalas Padang
dan penapisan kandungan karotenoidnya.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah mikroalga yang telah berhasil diisolasi
dan menjadi koleksi Laboratorium Biokimia
Universitas Andalas (Hernandi, Dharma, and
Armaini 2019) yaitu Scenedesmus rubescens
dan Galdiera sulphuraria. Mikroalga yang
diisolasi dari sumber perairan air kolam
Universitas Andalas yang diberikan kode isolat
AUP-1, AUP-2, AUP-3 dan AUP-4. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini meliputi media
Bold’s Basal Medium (BBM) yang terdiri dari

natrium nitrat (Merck), magnesium sulfat
heptahidrat (Merck), natrium klorida (Merck),
kalium  hidrogen fosfat (Merck), kalium
dihidrogen fosfat (Merck), kalsium klorida

dihidrat (Merck), asam borat (Merck), kalium
hidroksida  (Merck), EDTA, besi sulfat
heptahidrat (Merck), asam sulfat (Merck), zink
sulfat heptahidrat (Merck), mangan (Il) klorida
tetrahidrat  (Merck), molibdenum trioksida
(Merck), tembaga sulfat pentahidrat (Merck),
kobalt (II) nitrat heksahidrat (Merck), akuades,
kloroform (Merck), dan methanol (Merck).
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Metode
Pengambilan Sampel Mikroalga

Pengambilan sampel mikroalga dilakukan
dengan menggunakan menggunakan plankton
net dengan ukuran mata jaring 30 pm dan
diameter mulut jaring 30 cm dengan teknik
secara vertikal pada kedalaman 0-0,5 m dari
permukaan sumber perairan kolam Universitas
Andalas. Jaring plankton net ditenggelamkan
dalam perairan dan selanjutnya diangkat.
Sampel air yang telah disaring oleh plankton net
dimasukan ke dalam botol yang sudah diisi
dengan medium BBM dan diberi label untuk
selanjutnya dilakukan identifikasi dan isolasi
mikroalga dengan menggunakan bantuan
mikroskop (Acid et al. 2009; Kawaroe et al.,
2010).

Isolasi Mikroalga

Teknik isolasi mikroalga dalam penelitian
ini dilakukan dengan metode micropipette
washing technique (Parvin, 2007). Bagian ujung
mikropipet dipanaskan dan selanjutnya dibentuk
menjadi bentuk lancip. Sampel mikroalga yang
sudah dikumpulkan dan dibawa ke laboratorium
selanjutnya dimasukkan dalam BBM.
Selanjutnya mikropipet akan digunakan untuk
mengambil sel tunggal mikroalga dari sampel
air. Sel tunggal mikroalga diamati dengan
menggunakan mikroskop (Olympus BX40) pada
perbesaran 1000x. Setelah diperoleh isolat
murni mikroalga, selanjutnya isolate mikroalga
akan ditempatkan dalam botol vial 10 mL dan
ditambahkan BBM. Botol vial diletakkan di dekat
sinar cahaya lampu neon putih (Phillips TL-D 40
W) sampai 17 hari. Kemudian dilakukan
pengecekan kembali dengan mikroskop, jika
sudah diperoleh satu sel tunggal dibawah
pengamatan  mikroskop, maka mikroalga
tersebut sudah murni dan selanjutnya dilakukan
proses kultivasi dalam medium BBM.

Kultur Mikroalga

Mikroalga dikultur dengan menggunakan
media BBM dengan kondisi pencahayaan
menggunakan sebuah sinar cahaya lampu neon
putih (Phillips TL-D 40 W) dengan intensitas
cahaya + 2219 Lux. Aerasi dilakukan dengan
menggunakan aerator selama proses kultur
mikroalga. Pertumbuhan mikroalga dimonitor
secara berkala dengan melakukan pengukuran
optical density (OD) pada panjang gelombang
680 nm dengan Spektrofotometer UV-Vis
(Genesys 20). Kurva pertumbuhan mikroalga
yang diperoleh digunakan untuk menentukan

waktu  pemanenan biomassa  mikroalga.
Pemanenan mikroalga dilakukan dengan
melakukan sentrifugasi menggunakan alat

sentrifus (Centrifuge 80-2 Electric Centrifuge)
terhadap  kultur mikroalga dan  diambil
biomassanya untuk dikeringkan (Sekatresna et
al. 2016).
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Skrining Total
Karotenoid

Skrining total karotenoid dalam penelitian
ini dilakukan untuk mendapatkan spesies
mikroalga dengan kandungan total karotenoid
yang paling tinggi. Biomassa mikroalga
ditimbang sebanyak 20 mg dan ditambahkan
dengan 5 mL metanol kemudian diinkubasi
dalam penangas air selama 30 menit pada 40+5
°C dan didinginkan pada suhu ruang. Campuran
biomassa mikroalga dan metanol kemudian
disentrifugasi pada 3500 rpm selama 10 menit.
Pigmen terlarut diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer  UV-Vis  pada  panjang
gelombang 470 nm, 652 nm, dan 665 nm.
Selanjutnya  absorbansi diukur dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan
menggunakan rumus penyerapan pigmen
maksimum yaitu pigmen (klorofil a, klorofil b dan
Karotenoid) pada 470, 652 dan 665 nm.
Penentuan kadar total karotenoid dilakukan
dengan menggunakan rumus perhitungan total
karotenoid (Lichtenthaler 1987) :

Mikroalga Terhadap

Klorofila (pg/g) = (16,72x A.665 nm) - (9,16 x A. 652 nm)

Klorofil b (pg/g) = (34,09 x A.652 nm) - (15,2 x A.665 nm)

Total Karotenoid (ug/g)

_ (1000 x A.470 nm) — (1,63 X Chlo a) — (104,96 x Chlo b)
- 221

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Mikroalga dan Identifikasi Mikroalga

Isolasi spesies mikroalga dari sampel air
kolam di Universitas Andalas dilakukan dengan
metode micropipette washing technique (Parvin,
2007). Berdasarkan hasil isolasi diperoleh empat
isolat mikrolga yang selanjutnya ditumbuhkan
dengan menggunakan media BBM. Selain itu,
dalam penelitian ini juga dilakukan penapisan
terhadap 2 isolat mikroalga koleksi Laboratorium
Biokimia Universitas Andalas Scenedesmus
rubescens dan Galdiera sulphuraria. (Hernandi,
Dharma, and Armaini 2019). Hasil identifikasi
morfologi dari empat isolat tersebut dapat dilihat
pada Gambar 1 terkait morfologi mikroalga hasil
isolasi.

Gambar 1. Bentuk morfologi isolat (a) AUP-1 (b) AUP-
2, (c) AUP-3 dan (d) AUP-4 (Hasil isolasi) dan
(e)Scenedesmus rubescens AUMAL (f) Galdiera
sulphuraria AUMA2

Hasil identifikasi morfologi  spesies
memberikan informasi tentang karakter fenotip
dari mikroalga yang berhasil dipisahkan seperti
bentuk, warna, dan ukuran dari mikroalga yang
berhasil dipisahkan. Berdasarkan karakter
tersebut keempat isolat mikroalga menunjukkan
bahwa empat mikroalga hasil isolasi dari kolam
Universitas Andalas dengan mempunyai warna
hijau dengan bentuk bulat dan memanjang.
Berdasarkan penelusuran literatur dan website
Algabase, keempat isolat tersebut
memperlihatkan karakter umum yang dimiliki
mikroalga yang berasal dari kelas chlorophyta
(alga hijau) (Kawaroe,2010). Mikroalga dari
kelas chlorophyta banyak ditemukan pada
sumber perairan air tawar, seperti spesies
mikroalga yang berasal dari sumber Sungai Kati
Lubuk Linggau, Sumatera Selatan umumnya
didominasi mikroalga dari kelas chlorophyta
meliputi  Oocystis sp, Scenedesmus sp,
Pediastrum sp, Cosmarium sp dan Chlorella sp
(Harmoko et al. 2017).

Kultivasi Mikroalga dan
Karotenoid Mikroalga

Mikroalga ditumbuhkan dengan
menggunakan medium pertumbuhan BBM.
Medium BBM adalah salah satu jenis BBM yang
banyak digunakan untuk proses kultur mikroalga
air tawar karena mempunyai kesamaan
karakteristik dengan air tawar pada kondisi alami
(Aragaw and Asmare, 2017). Mikroalga isolat
AUP-2 dan AUP-3 mempunyai nilai optical
density (OD) tertinggi dibandingkan jenis isolat
mikroalga lainnya dan Nilai OD terendah adalah
mikroalga Scenedesmus rubescens AUMAL.
Nilai OD menggambarkan kerapatan sel
mikroalga selama masa pertumbuhan (Aragaw
and Asmare 2017).

Skrining Total
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan mikroalga

Pertumbuhan isolat mikroalga diukur
berdasarkan peningkatan absorban pada kultur
yang diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 680 nm. Nilai
absorban pada kurva pertumbuhan mewakili
jumlah kepadatan sel pada media kultur.
Tingginya nilai absorbansi hasil pengukuran
mengindikasikan semakin banyak jumlah sel
pada media pertumbuhan isolat mikroalga
(Chaidir at al., 2017).

Kultivasi isolat mikroalga dalam medium
BBM mengalami peningkatan dari hari ke-0
sampai hari ke-16 dan megalami penurunan

pada hari ke-22. Absorban yang diperoleh
mewakili jumlah sel mikroalga yang terdapat
dalam medium kultivasi BBM. Kepadatan sel
dapat diperlihatkan dengan semakin tingginya
nilai absorban pada kurva pertumbuhan isolat
mikroalga (Hernandi, Dharma, and Armaini
2019). Kepadatan sel tertinggi diperlihatkan oleh
isolat AUP-2 dan AUP-3. Berdasarkan hasil
yang diperoleh dari kurva pertumbuhan secara
keseluruhan mengalami penurunan kepadatan
sel pada hari ke-20 sampai pada hari ke-24.
Kurva pertumbuhan mikroalga dapat dijadikan
referensi dalam menentukan waktu pemanenan
optimal terhadap mikroalga (Sekatresna et al.
2016). Biomassa mikroalga yang sudah
dilakukan pemanenan pada waktu optimal,
kemudian dipisahkan dari medium dan
dihilangkan kadar airnya dengan cara didiamkan
pada suhu ruang selama #£1-2 hari untuk
mendapatkan berat kering biomassa mikroalga
dengan melakukan penimbangan berat biomasa
mikroalga sampai beratnya konstan.

Berat biomassa  mikroalga  dalam
penelitian ini dihitung secara gravimetri dengan
menggunakan neraca analitik. Data berat
biomassa mikroalga yang ditkultivasi dalam
500 mL BBM disajikan dalam Tabel 1. Biomassa
ini selanjutnya disimpan dalam lemari pendingin
sebelum digunakan dalam skrining penentuan
kandungan total karotenoid setiap isolat
mikroalga dalam penelitian ini.

Tabel .1 Berat Biomassa Mikroalga (Rata-rata + Standar Devisiasi mewakili jumlah ulangan n = 3).

No Mikroalga Sumber Berat Biomassa (g)
1 AUP-1 Kolam Unand 0,5848+0,11
2 AUP-2 Kolam Unand 0,4770+0,14
3 AUP-3 Kolam Unand 0,8856+0,27
4 AUP-4 Kolam Unand 0,6676+0,12
5 AUMA 1 Danau Kerinci 0,4952+0,17
6 AUMA 2 Danau Kerinci 0,5664+0,22

Klorofil dan karotenoid merupakan pigmen
yang banyak ditemukan pada organisme
fotosintetik seperti mikroalga(Qamar et al. 2021).
Biosintesis karotenoid terjadi pada kloroplas,
yang terbentuk oleh kondensasi universal C5
prekursor isoprenoid isopentenil difosfat (IPP)
dan dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP).
Kedua prekursor ini diproduksi oleh dua jalur
biosintesis dalam tumbuhan yaitu jalur
mevalonat (MVA) dan jalur methylerythritol 4-
phosphate (MEP) (Zhang et al. 2014). Dalam
mikroalga karotenoid disintesis melalui jalur non-
mevalonat yakni jalur methylerythritol  4-
phosphate (MEP), dimana molekul isoprenoid
(C5) dikonversi secara enzimatik menjadi
tetraterpenoid (C40) (Barredo 2012). Warna
hijau pada mikroalga disebabkan oleh adanya
kandungan klorofil. Karotenoid pada mikroalga
ditandai dengan adanya perubahan warna hijau
menjadi  kuning selama proses kultivasi
mikroalga. Karotenoid seperti B-karoten, a-
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karoten, lutein, violaxanthin, neoxanthin dan
zeaxanthin merupakan bebrapak jenis
karotenoid yang banyak diperoleh dari mikroalga
(Priyadarshani and Rath 2012). Berdasarkan
hasil skrining terhadap produksi biomassa isolat
mikroalga AUP-1, AUP-2, AUP-3, AUP-4, AUMA
1 dan AUMA 2 diperoleh berat biomassa secara
berurutan adalah 0,5848+0,11 g, 0,4770+0,14 g,
0,8856+0,27 g,
0,6676+0,12g, 0,4952+0,17 g, dan 0,5664+0,22
g. Isolat mikoalga dengan kode isolat AUP-3
mempunyai berat biomassa paling banyak jika
dibandingkan dengan isolat lainnya.

Pada Tabel 1 menunjukkan jumlah bio

massa terbanyak terdapat pada mikroalga
isolat AU  P-3 dengan jumlah biomassa
sebanyak 0,8 856+0,27 g, kemudian isolat
mikroalga AUP-2 dengan berat biomassa
terendah sebanyak 0,4 770+0,14. Perbedaan
biomassa pada spesies mikroalga disebabkan
kemampuan biosintesis klorofil  tidak sama
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antar spesies satu dengan spesies yang lain
(Chew et al. 2017).
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Gambar 3. Kandungan Klorofil a, Klorofil b dan Total
Karotenoid Mikroalga

Berdasarkan hasil pengukuran Klorofil a,
klorofil b pada dan total karotenoid terhadap
enam jenis isolat mikroalga didapatkan
kandungan klorofil a dan klorofil tertinggi adalah
isolat AUP-3 yaitu 19,29 ug/g dan 12,89 ug/g.
Hasil skrining total karotenoid secara berurutan
adalah sebesar 3,36+0,25 ug/g, 0,96+0,10 pg/g,
1,81+0,14 pg/g, 3,1310,14 pug/g, 1,13+0,08 pg/g,
1,13+0,08 pg/g, dan 1,10+0,16 pg/g berat kering
biomassa. Mikroalga isolat AUP-1 mempunyai
kandungan total karotenoid tertinggi sebesar
3,36+0,25 pug/g. Korelasi antara konsentrasi
klorofil a, klorofil b, karotenoid dan biomassa
mikroalga, ditegaskan dalam penelitian oleh
Mencfel (2013) yang menyebutkan tingginya
biomassa mikroalga belum tentu mempunyai
kandungan klorofil dan karotenoid yang tinggi
juga, yang disebabkan oleh beberapa faktor
seperti kemampuan adaptasi mikroalga terhadap
kondisi intensitas  cahaya, kemampuan
mikroalga dalam menyerap, dan kemampuan
mikroalga dalam menyerap nutrisi yang terdapat
dalam media. Metabolisme pada mikroalga
melibatkan berbagai enzim penting dalam
proses metabolism seperti pyruvate
dehydrogenase complex (PDC) dan acetyl-CoA
carboxylase (ACCase) yang berperan selama
proses pertumbuhan sel dan biosintesis lipid dan
karotenoid mikroalga (Debowski et al. 2020).

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil identifikasi secara
morfologi dan penapisan kandungan total

karotenoid terhadap mikroalga hasil isolasi maka
dapat diperoleh hasil enam isolat mikroalga dari
genus chlorophyta mempunyai bentuk bulat dan
berwarna hijau. Mikroalga isolate AUP-1
merupakan isolat dengan kandungan total
karotenoid tertinggi sebesar 3,36+0,25 pg/g
berat kering biomassa. Hasil studi penelitian ini
dapat memberikan informasi mikroalga dari

genus chlorophyta mempunyai potensi untuk

dijadikan sebagai sumber dan produksi
karotenoid.
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