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ABSTRAK

Nama Periset :  Bunga Salsabila Fairuz

Program Studi : S1 Kimia, Departemen Kimia, FMIPA UI

Judul Riset : Karakter Fisikokimia dari Mikroalga yang Ditumbuhkan
di Media dengan Berbagai Kadar Limbah Sawit

Pembimbing I : Tuti Wukirsari, Ph.D.

Pembimbing 11 :  Ade Andriani, Ph.D.

Karotenoid adalah pigmen alami tidak larut air yang terkenal karena bersifat antioksidan
dan merupakan prekursor vitamin A. Beta-karotena merupakan provitamin A terbaik
yang umum digunakan dalam industri sebagai pigmen oranye-merah untuk membuat
berbagai produk makanan. Pada penelitian ini beta-karotena diekstraksi dari mikroalga
dengan jenis spirulina yang ditumbuhkan pada media zarrouk dengan penambahan
limbah sawit dalam berbagai persentase. Kandungan karotenoid dalam mikroalga
diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol, metanol,
heksana, dan diklorometana. Berdasarkan hasil FESEM, terdapat perubahan ukuran
granula pada mikroalga yang ditumbuhkan dalam wvariasi persentase limbah sawit
(POME) sebagai media. Diklorometana merupakan pelarut ekstraksi terbaik berdasarkan
hasil penentuan kadar beta-karotena dengan spektrofotometer Vis. Persentase limbah
sawit dalam media berbanding terbalik dengan kadar beta-karoten dalam mikroalga.
Limbah sawit pada media mikroalga menghambat pembentukan pigmen dan menurunkan

aktivitas antioksidan ekstrak, berdasarkan metode DPPH.

Kata Kunci: karotenoid, beta-karotena, spirulina, limbah sawit, metode DPPH.
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ABSTRACT

Name : Bunga Salsabila Fairuz
Program : Chemistry
Title : Physicochemical Properties of Microalgae Grown in

Media with Various Levels of Palm Oil Waste
Counsellor I : Tuti Wukirsari, Ph.D.
Counsellor II . Ade Andriani, Ph.D.

Carotenoids are natural, insoluble pigments that are famous for their antioxidant
properties and are precursors of vitamin A. Beta-carotene is the best pro-vitamin A which
is commonly used in industry as an orange-red pigment to make various food products.
In this study, beta-carotene was extracted from microalgae, spirulina, grown in zarrouk
media with the addition of palm oil waste in various percentages. Carotenoid content in
microalgae was extracted using the maceration method with ethanol, methanol, hexane
and dichloromethane solvents. Based on FESEM results, there were changes in
microalgae granule size that grown in variety percentages of palm oil waste (POME) as
medium. Dichloromethane was the best extraction solvent based on the results of
determining beta-carotene content using a Vis spectrophotometer. The percentage of
palm waste in the media was inversely proportional to the beta-carotene content in
microalgae. Palm waste in microalgae medium inhibits pigment formation and reduces

antioxidant activity, based on the DPPH method.

Keywords: carotenoids, beta-carotene, spirulina, palm waste, DPPH methode.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pada abad kesembilan, kerajaan Kanem di Chad telah menemukan manfaat dari
Arthrospira platensis. Saat ini, alga biru-hijau dari genus Arthrospira, umumnya dikenal
sebagai spirulina, dibudidayakan secara komersial di seluruh dunia untuk nutrisinya
(Marzorati dkk., 2020). Mikroalga kaya akan sumber karbohidrat, protein, enzim, dan
serat. Selain itu, mikroalga juga mengandung banyak vitamin dan mineral, di antaranya
vitamin A, C, B1, B2, B6, niasin, iodin, kalium, zat besi, magnesium, dan kalsium
(Priyadarshani & Rath, 2012). Mikroalga yang diperuntukkan sebagai tambahan nutrisi
bagi manusia sekarang ini sudah dipasarkan dalam berbagai bentuk mulai dari tablet,
kapsul, dan cairan. Mikroalga juga ditambahkan ke dalam pasta, makanan ringan,
permen, atau bahkan minuman. Mikroalga juga dapat digunakan sebagai sumber nutrisi
bagi manusia, mikroalga dapat dimasukkan ke dalam pakan untuk berbagai macam
hewan mulai dari ikan (budidaya) hingga hewan peliharaan dan hewan ternak. Selain
digunakan dalam bidang pangan, mikroalga juga telah dimanfaatkan di bidang kosmetik.
Spesies mikroalga yang banyak ditemukan di produk perawatan kulit ialah Arthrospira
dan Chlorella. Ekstrak mikroalga dapat ditemui dengan mudah ditemukan pada produk
perawatan wajah dan kulit, misalnya pada produk krim anti-penuaan, produk perawatan
yang menyegarkan atau regenerasi, emolien dan sebagai anti iritasi pada pengelupas.
Mikroalga juga dapat ditemukan pada produk perlindungan matahari dan produk
perawatan rambut (Spolaore dkk., 2006).

Beta-karotena merupakan senyawaan penting yang terdapat dalam mikroalga.
Berdasarkan penelitian terdahulu, mikroalga merupakan sumber beta-karotena alternatif
yang paling baik dibandingkan dengan mikroorganisme lain (Fernandes dkk., 2021).
Beta-karotena juga dapat disintesis dalam skala besar secara kimia. Namun, karena efek
samping merugikan dari beta-karotena sintetis dengan kemurnian rendah yang umumnya
dikaitkan masyarakat dengan obat, minat masyarakat lebih terfokus pada produk alami

sebagai alternatif terhadap obat konvensional. Oleh karena itu, mikroalga sebagai sumber
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alternatif karotenoid alami, perlu dibudidayakan dan dikembangkan untuk memenuhi
kebutuhan pasar (Sathasivam & Ki, 2018).

Berbagai penelitian telah melaporkan penggunaan limbah untuk media pertumbuhan
mikroalga seperti limbah makanan (Kumar dkk., 2022), limbah karet (Utomo dkk.,
2015), limbah tambak udang (Santanumurti dkk., 2021), dan limbah ternak ayam.
Limbah palm oil mill effluent (POME) yang dihasilkan dari industri sawit sangat
melimpah di Indonesia. Indonesia merupakan produsen sawit terbesar di dunia dengan
jumlah produksi pada Desember 2023 mencapai 46 juta metrik ton (USDA). POME
merupakan limbah sawit berwarna kecoklatan dengan tekstur bubur yang mengandung
senyawaan organik larut air (Gambar 1.1). Jika tidak diolah dengan baik, POME
berdampak buruk terhadap lingkungan (Lam dkk., 2018; Zangeneh dkk., 2018). Konsep
menggunakan mikroalga untuk mengolah POME sudah diakui sebelumnya (Kamyab
dkk., 2018). Penggabungan budidaya mikroalga dengan pengolahan air limbah berpotensi
besar sebagai teknologi ramah lingkungan. Kandungan senyawa organik dan anorganik
dalam limbah sawit dapat berfungsi sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan
mikroalga (Selmani dkk., 2013). Pemanfaatan senyawa organik dan anorganik dalam
limbah dapat menyebabkan penurunan yang signifikan pada kadar senyawa organik dan

anorganik yang terkandung dalam mikroalga (Kamyab dkk., 2018).

Gambar 1.1 Limbah POME

Sumber: bspjipekanbaru.kemenperin.go.id
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Pada studi ini, digunakan mikroalga dengan jenis spirulina yang ditumbuhkan dalam
media zarrouk dengan berbagai variasi konsentrasi limbah sawit, yaitu 0, 30, 60, dan
100%. Morfologi mikroalga ditentukan dengan FESEM. Pengaruh konsentrasi limbah
dalam media terhadap kandungan pigmen, khususnya beta-karoten, dalam mikroalga
ditentukan. Ekstraksi karotenoid dilakukan dengan metode maserasi memakai pelarut
etanol, metanol, heksana, dan diklorometana. Pemilihan pelarut tersebut didasarkan dari
sifatnya yang mudah diuapkan, sehingga pemisahan pelarut dan beta-karoten hasil
ekstraksi akan mudah dilakukan. Aktivitas antioksidan ekstrak kasar juga ditentukan

dengan metode DPPH.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah persentase limbah sawit (POME) sebagai media pertumbuhan
memengaruhi kadar beta-karotena mikroalga?

2. Apakah perbedaan pelarut memengaruhi jumlah beta-karotena yang dapat
diekstraksi dari mikroalga yang ditumbuhkan pada limbah sawit (POME)?

3. Apakah limbah sawit (POME) sebagai media pertumbuhan memengaruhi

aktivitas antioksidan ekstrak kasar mikroalga?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Menentukan kadar beta-karotena mikroalga yang ditumbuhkan dalam media yang
mengandung POME dengan berbagai persentase

2. Menentukan pelarut terbaik untuk mengekstraksi beta-karotena dari mikroalga
yang ditumbuhkan dalam media limbah sawit (POME)

3. Menentukan aktivitas antioksidan ekstrak kasar mikroalga yang ditumbuhkan

dalam limbah sawit (POME)
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1.4 Hipotesis

1. Persentase limbah sawit (POME) dalam media memengaruhi kadar beta-karotena
mikroalga

2. Perbedaan pelarut memengaruhi jumlah beta-karotena yang dapat diekstraksi dari
mikroalga yang ditumbuhkan pada limbah sawit (POME)

3. Limbah sawit (POME) sebagai media pertumbuhan memengaruhi aktivitas

antioksidan ekstrak kasar mikroalga

1.5 Manfaat penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan pengetahuan lebih dalam
tentang penggunaan limbah sawit (POME) sebagai campuran media pertumbuhan
mikroalga, prosedur ckstraksi beta-karotena dari mikroalga yang ditumbuhkan pada
limbah sawit (POME), dan penentuan kadar beta-karotena ekstrak mikroalga guna

memberikan opsi baru sumber beta-karotena.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pigmen

2.2.1 Karotenoid dan Beta-karotena

Karotenoid merupakan pigmen alami yang dikenal karena karakteristik
antioksidannya dan berbagai perlindungannya untuk kesehatan manusia. Karotenoid
dikenal dengan kemampuan antioksidan, dengan melindungi sel dari bahaya yang
disebabkan oleh radikal bebas. Beta-karotena, zeaxanthin, astaxanthin, dan
canthaxanthin adalah contoh karotenoid unggul dan sering dipelajari secara ekstensif
karena penggunaannya yang meluas (Singh dkk., 2015). Selain itu, karotenoid
menemukan aplikasi luas dalam barang-barang kosmetik karena kapasitasnya untuk
melindungi dari radiasi UV (Saini & Keum, 2018). Struktur penting dari sebuah
karotenoid adalah polyene backbone yang terdiri dari serangkaian ikatan C=C
terkonjugasi. Struktur inilah yang bertanggung jawab atas sifat pigmentasi dan
kemampuan karotenoid ketika berinteraksi dengan radikal bebas dan karenanya bertindak
sebagai antioksidan yang efektif (Young & Lowe, 2018).

Beta-karotena adalah bahan yang terkenal dengan sifat antioksidan. Seperti
karotenoid pada umumnya, struktur kimia beta-karotena (Gambar 2.1) terdiri dari 40
atom karbon (Syukri dkk., 2021). Dari 600 jenis karotenoid yang teridentifikasi, beta-
karotena, pigmen merah/oranye/kuning cerah, menampilkan sifat antioksidan dan atribut
fungsional yang mencakup melindungi tubuh dari masalah kardiovaskular dan berbagai
jenis kanker, mengurangi peradangan, meningkatkan sistem kekebalan tubuh , membantu
faktor pertumbuhan dan jalur komunikasi seluler internal, mengendalikan spesialisasi sel,
menawarkan perlindungan sinar UV, dan berfungsi sebagai prekursor vitamin A (Jalali-

Jivan dkk., 2021).
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Gambar 2.1 Struktur beta-karotena
Sumber: National Center for Biotechnology Information. Drug and Lactation Database,

Beta-carotene

2.2.2 Fikosianin

Fikosianin merupakan suatu fikobiliprotein yang bertanggung jawab atas warna biru-
hijau pada spirulina. Pigmen ini digunakan sebagai pewarna biru alami dalam berbagai
aplikasi makanan seperti permen karet, produk susu, es, dan jeli. Pewarna ini juga dapat
digunakan pada kosmetik seperti lipstik. Di bidang farmasi, fikosianin menunjukkan efek
antitumor, aktivitas antioksidan, berkontribusi meredakan peradangan, dan gangguan
yang disebabkan oleh stres oksidatif. Metode konvensional untuk menilai kemurnian dan

degradasi fikosianin melibatkan serapan UV-vis dengan serapan maksimum pada 620 nm
(Adjali dkk., 2022).

2.2.3 Klorofil

Seperti pigmen alami lainnya, klorofil memiliki berbagai peran dalam industri bahan
aditif, terutama digunakan secara luas sebagai pewarna. Pigmen kehijauan ini terdapat
pada organisme fotosintesis oksigenik seperti tumbuhan, mikroalga, dan cyanobacteria,
memainkan peran penting dalam fotosintesis dengan menyerap dan mengubah energi
matahari menjadi energi kimia. Sebagai pigmen hijau alami yang paling melimpah,
klorofil kini menarik perhatian besar sebagai pewarna makanan, pakan, kosmetik, dan

obat-obatan, serta suplemen makanan fungsional (Sun dkk., 2023).

2.2 Mikroalga
Mikroalga mengacu pada mikroorganisme fotosintetik bersel tunggal yang memiliki
ukuran antara beberapa mikrometer hingga ratusan mikrometer dengan diameter antara

3-30um. Sianobakteri ini dikatakan berharga karena kemampuannya menghasilkan
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beragam senyawa di dalam selnya. memiliki kapasitas untuk membuat zat berharga,
beberapa spesies mikroalga yang sudah digunakan dalam bidang industri diantaranya
adalah A. platensis, C. vulgaris, H. pluvialis, D. salina, P. purpureum, dan P. tricornutum
(Gambar 2.2). A. platensis, atau lebih dikenal dengan nama spirulina, mempunyai
kandungan nutrisi yang tinggi, yaitu protein, dan nutrisi lainnya seperti lemak,

karbohidrat, antioksidan, dan vitamin (Armelia dkk., 2023; Gallego dkk., 2022).

iS

Gambar 2.2 Beberapa spesies mikroalga yang umum dimanfaatkan dalam industri

Sumber: The University of Manchester: Microalgae strain catalogue

Spesies spirulina dapat tumbuh di lingkungan dengan salinitas yang bervariasi.
Spirulina menunjukkan distribusi luas di berbagai ekosistem, meliputi lingkungan darat
dan perairan. Mikroalga jenis ini terdiri dari 60-71% protein, 8% lemak, 16% karbohidrat,
17% karotena, lebih dari 1% klorofil-a, 18% fikosiananin, dan 20-30% asam linoleat dari
total asam lemak. Kualitas spirulina sangat erat kaitannya dengan unsur hara yang ada
dalam media budidaya, unsur hara makro (N, P, K, S, Ca, Mg, Na), unsur hara mikro (Cu,
Zn, Bo, Co, Mo), dan unsur hara tambahan. nutrisi (H, C, O) memainkan peran penting.

Nitrogen, unsur penting untuk pertumbuhan spirulina, terdapat di air laut dalam bentuk
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organik (protein, asam amino, urea) dan anorganik, termasuk nitrat (NOs), nitrit (NO),
amonium (NH4), amonia (NH3), dan molekul nitrogen (N2) dalam bentuk gas (AlFadhly
et al., 2022; Ruliaty et al., 2022). Berbagai teknik dan medium dapat digunakan untuk
membudidayakan spirulina, contohnya sistem terbuka seperti kolam dan danau dengan
menggunakan media budidaya berbasis kimia seperti media Zarrouk, Conway dan
Kosarik. Media Zarrouk merupakan yang paling sering digunakan oleh banyak
perusahaan untuk budidaya Spirulina. Namun, keseluruhan biaya media budidaya
Zarrouk tidak berkelanjutan dalam jangka panjang karena perkiraan biaya per liter media
budidaya adalah 0,08 dolar amerika yang mencakup sekitar 35% dari total biaya produksi
biomassa alga (Armelia dkk., 2023).

2.3 Antioksidan

Antioksidan merupakan jenis senyawa yang memiliki kemampuan untuk
mengatasi atau mengurangi efek yang dihasilkan oleh oksidan dalam tubuh. Cara
kerjanya dengan memberikan satu elektron kepada senyawa radikal bebas (senyawa yang
bersifat reaktif), sehingga dapat menghambat aktivitas senyawa tersebut dengan
menghasilkan produk stabil. Antioksidan memainkan peran yang begitu penting untuk
menghambat aktivitas senyawa tersebut (Saleh dkk., 2012).

Antioksidan berperan penting dalam menjaga makanan tetap awet dengan
menghambat proses oksidasi, serta memberikan banyak kontribusi pada berbagai jenis
suplemen makanan, nutraseutikal, dan bahan makanan fungsional. Pada bidang
kesehatan, antioksidan juga digunakan untuk mengurangi resiko penyakit berkat
kemampuannya dalam melindungi tubuh dari kerusakan akibat oksidasi. Ekstrak alami
merupakan sumber dari banyak zat antioksidan. Antioksidan secara alami dapat
ditemukan dalam tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme yang kaya akan vitamin,
senyawa fenolik, dan karotenoid (Flieger dkk., 2021; Shahidi & Zhong, 2015).

Salah satu uji antioksidan yang umum dilakukan adalah metode DPPH. Radikal
DPPHe ditemukan oleh Goldschmidt dan Renn pada tahun 1920-an. Pertama kali
dikembangkan oleh Blois pada tahun 1958. Radikal ini terkenal karena stabilitasnya yang
luar biasa akibat delokalisasi radikal dalam cincin aromatik. Radikal ini memiliki warna
ungu tua yang intens. Dalam uji coba, radikal ini dinetralisir dengan menerima atom

hidrogen atau elektron dari spesies antioksidan (atau agen pereduksi) selama proses
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tersebut, diubah menjadi bentuk tereduksi (DPPH atau DPPH-H) pada akhir proses
(Gambar 2.3). Elektron tak berpasangan dari radikal DPPH menyerap dengan kuat pada
panjang gelombang 517 nm, menghasilkan warna ungu tua. Namun, ketika elektron ganjil
berpasangan dengan elektron lain, warna awal perlahan-lahan memudar menjadi kuning

pucat.

. NO,
NG, ArO+H ’
O,N N— V

N i . O,N N—N
Deep purple Pale yellow
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)
A=517nm
Deep purple Pale yellow

Gambar 2.3 Reaksi DPPH ketika bertemu suatu senyawaan antioksidan
Sumber: National Center for Biotechnology Information. The Versatility of Antioxidant

Assays in Food Science and Safety-Chemistry, Applications, Strengths, and Limitations

2.4 Limbah Sawit

Palm Oil Mill Effluent (POME) adalah air limbah yang dihasilkan selama proses
sterilisasi minyak sawit, sebelum dapat dilepaskan dengan aman ke lingkungan POME
harus diolah terlebih dahulu. POME, limbah berupa lumpur tebal dan berwarna coklat,
memiliki tingkat Biochemical Oxygen Demand (BOD) dan Chemical Oxygen Demand
(COD) yang tinggi. Peningkatan kadar BOD dan COD yang disebabkan oleh POME
dapat mencapai hingga 100.000 mg/L. Oleh karena itu, meskipun POME
digolongkan dalam limbah non-toksik, limbah ini memberikan kontribusi pada masalah
lingkungan karena kemampuannya yang besar dalam menghabiskan kandungan organik
dan nutrisi di dalam sistem akuatik, seperti oksigen dan zat gizi lainnya (Kamyab dkk.,

2018).
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Di antara metode konvensional, pengolahan biologis, termasuk sistem anaerobik dan
aerobik, banyak digunakan untuk mengolah POME. Namun demikian, teknik-teknik
yang ada masih belum mencapai pengolahan yang komprehensif, dan POME yang diolah
secara biologis masih mempertahankan warna coklat tua. Pewarnaan yang persisten ini
disebabkan oleh adanya unsur tanaman seperti lignin dan senyawa fenolik, yang tidak
berubah selama proses pengolahan biologis. Dengan itu, muncul pemanfaatan mikroalga
dalam pengolahan POME untuk menghasilkan biofuel sebagai solusi yang kompetitif dan
ramah lingkungan. Pendekatan ini telah menunjukkan keberhasilan dalam menghasilkan
biometana, biohidrogen, dan bioetanol, serta memberikan manfaat ekonomi melalui
biomodifikasi (Zangeneh dkk., 2018). POME yang tinggi akan unsur nitrogen, kaya
mineral, dan mengandung vitamin dianggap coock untuk budidaya mikroalga karena

dapat memberikan nutrisi penting untuk merangsang pertumbuhan sel (Low dkk., 2021).
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BAB3

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di Pusat Penelitian Bioteknologi, Science Center,
JI. Raya Jakarta-Bogor No.KM 46, Pakansari, Cibinong, Kabupaten Bogor, Jawa Barat.
Penelitian akan dilaksanakan pada bulan September hingga Desember 2023.

1.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat kaca yang lazim
digunakan di laboratorium, micropipet (DRAGONLAB), tabung sentrifugasi (Falcon)
15 & 50 mL, botol semprot, water bath (Stuart), magnetic stirrer (Thermo Fisher
Scientific), magnetic bar, mortar, alu, centrifuge (KUBOTA 6200), vorteks (Thermo
Fisher Scientific), deepwell maximizer bio-shaker (TAITEC), spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu 1800), FE-SEM (Thermo Fisher Scientific), GC-MS (Shimadzu).

3.2.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam peneclitian ini adalah mikroalga, standar beta-
karotena, KOH, etanol, metanol, kloroform, akuades, heksana, diklorometana,

metoksiamina hidroklorida, N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroasetamida.
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1.3 Metode penelitian
3.3.1 Penumbuhan mikroalga

Sampel mikroalga yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari ITB.
Mikroalga ditumbuhkan dari medium zarrouk yang ditambahkan empat variasi

konsentrasi limbah sawit (POME), yaitu 0, 30, 60, dan 100%.

3.3.2 Analisis Granula Mikroalga dengan FE-SEM

Morfologi permukaan sampel mikroalga yang ditumbuhkan bermedium limbah
sawit (POME) 0, 30, 60, dan 100% diperiksa menggunakan FE-SEM. Sampel dianalisis
dengan perbesaran 1000 dan 2000 kali untuk mengetahui apakah terjadi perubahan

struktur pada granula mikroalga seperti pengelupasan, pecah dan retak.

3.3.3 Ekstraksi beta-karotena

Ekstraksi beta-karotena dilakukan dengan metode meserasi. Diawali dengan
pembuatan KOH 10 M. Sebanyak 56 g KOH padat dilarutkan dalam akuades hingga
volumenya 100 mL. Selanjutnya, ke dalam empat erlenmeyer berisi 1 g mikroalga
masing-masing ditambahkan 14 mL KOH 10 M, diaduk dengan magnetic stirrer selama
5 menit, kemudian dipanaskan dengan water bath pada suhu 60°C selama 10 menit.
Setelah itu, campuran didinginkan hingga suhu ruang dan disaring. Kertas saring bersama
dengan residu yang menempel kemudian dimasukkan kembali ke empat erlenmeyer
berbeda. Ke dalam setiap erlenmeyer ditambahkan 9 mL pelarut untuk ekstraksi (etanol,
metanol, heksana, atau diklorometana). Campuran dalam erlenmeyer diaduk dengan
magnetic stirrer selama 10 menit, lalu dipindahkan ke tabung sentrifugasi berukuran 50
mL untuk disentrifugasi pada kecepatan 10.000 g selama 10 menit. Supernatan yang
berwarna kekuningan dipisahkan, disaring, dan ditampung pada tabung sentrifugasi
berukuran 15 mL. Jika tidak segera digunakan, filtrat disimpan di lemari pendingin

dengan suhu 14°C.

3.3.4 Analisis Beta-karotena dengan Spektrofotometer UV-Vis
Deret larutan standar beta-karotena dengan konsentrasi 0,1; 0,5; 1; 1,5; 3; 6; 9;
dan 12 pg/mL dibuat dari padatan standar beta-karotena yang dilarutkan dalam aseton.

Absorbans diukur dengan spektrofotometer Vis pada Amax 545 nm (Popescu dkk., 2022).
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Kurva standar yang diperoleh digunakan untuk menentukan kadar beta-karotena dalam

ekstrak karotenoid yang diperoleh dari prosedur ekstraksi di atas.

3.3.5 Analisis Beta-karotena Menggunakan GC-MS

Sebanyak 10 mg sampel mikroalga dimasukkan ke dalam microtube 1,5 mL
kemudian diinkubasi dalam pendingin dengan suhu —80°C. Pelarut campuran dibuat
dengan mencampurkan metanol:kloroform:akuades dengan perbandingan 5:2:2.

Sebanyak 1000 pL pelarut campuran yang mengandung 100 pg/mL standar
internal dimasukkan ke masing-masing microtube yang berisi sampel, selanjutnya
dihomogenkan dengan vorteks dan inkubasi dengan deepwel! maximizer bio-shaker pada
1200 rpm di suhu 37°C selama 30 menit. Setelahnya disentrifugasi selama 3 menit pada
10000 rpm suhu 4°C. Sebanyak 600 uL supernatan dipindahkan ke microtube 1,5 mL,
lalu ditambahkan 300 L ultrapure water, dan divorteks. Sampel kembali disentrifugasi
selama 3 menit pada 10000 rpm suhu 4°C. Supernatan dibagi ke dalam dua tempat, 400
pL dipindahkan ke dalam microtube 1,5 mL yang baru, sedangkan 200 pL dipindahkan
ke dalam tabung sentrifugasi sebagai sampel quality control (QC). Untuk membuat
sampel QC, dipindahkan 400 pL supernatan dari semua sampel ke dalam microtube yang
baru. Semua sampel ditutup rapat dan pelarut diuapkan pada konsentrator di suhu 30°C
selama dua jam, kemudian semua sampel dibekukan dengan liquid nitrogen dan freeze
dry sepanjang malam.

Sebanyak 100 pL metoksiamina hidroklorida ditambahkan ke sampel yang sudah
didiamkan semalaman dan diinkubasi dengan deepwell maximizer bio-shaker pada 1200
rpm di suhu 30°C selama 90 menit. Ke dalam campuran ditambahkan 50 pl. MSTFA dan
diinkubasi kembali dengan deepwell maximizer bio-shaker pada 1200 rpm di suhu 37°C
selama 30 menit. Sampel yang telah diinkubasi kemudian disentrifugasi selama 3 menit
pada 10000 rpm suhu 25°C. Supernatan dipindahkan sebanyak 100 pL ke dalam vial
GC/MS dan siap diinjeksikan.

3.3.6 Penentuan Aktivitas Antioksidan
Uji aktivitas antioksidan pada mikroalga dilakukan dengan menggunakan

Microplate Spectrophotometer Multiskan Go (Thermo Scientific) dan 96-well plate.
Serbuk DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) (0,0019 g) dilarutkan dengan 5 mL
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metanol dalam tabung falcon dan dihomogenkan dengan vorteks menghasilkan larutan
DPPH (1 mM). Blangko dibuat dengan 50 pL larutan DPPH dimasukkan ke 96- well plate
dan ditambahkan 50 puL akuades.

Larutan induk vitamin C (50 pg/mL) dibuat dengan cara melarutkan senyawa
vitamin C sebanyak 5 mg dalam metanol pada labu 100 mL sampai tanda batas, lalu
dihomogenkan. Dari larutan induk vitamin C, dibuat deret larutan standar 1, 2, 4, 5, 6, 8§,
dan 10 pg/mL. Deret larutan standar diencerkan menggunakan metanol seperti pada
pembuatan larutan induk.

Larutan sampel uji dibuat dengan 10 mg mikroalga dilarutkan dengan 1 mL dari
tiga jenis pelarut berbeda. Pada microtube, 10 mg mikroalga yang ditumbuhkan dalam
berbagai persentase limbah sawit dilarutkan dengan air, etanol, dan metanol. Sebanyak
50 pL larutan sampel dimasukkan ke 96-well plate dan ditambahkan 50 pL larutan DPPH.
Seluruh proses pengerjaan dilakukan dengan ditutup aluminium foil karena metanol
mudah menguap ke lingkungan, serta larutan DPPH sensitif terhadap cahaya dan oksidan
bebas di udara. Selanjutnya, diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. Setiap sampel,
deret larutan standar dan blangko di ukur pada panjang gelombang 517 nm menggunakan

Microplate Spectrophotometer Multiskan Go (Thermo Scientific).
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penumbuhan Mikroalga

Pada penelitian ini, digunakan mikroalga dengan jenis spirulina. Spirulina adalah
sianobakteri berfilamen dan multiseluler. Pada tahun 1962, Stanier dan Van Niel
mengklasifikasikan spirulina sebagai alga yang termasuk dalam prokariota.

Mikroalga yang digunakan pada penelitian ini didapatkan dari ITB. Sampel yang
di dapat berupa kepingan mikroalga yang sudah dikeringkan (Gambar 4.1a). Gambar 4.1
memperlihatkan bahwa penambahan limbah sawit ke dalam media pertumbuhan
berpengaruh terhadap warna mikroalga. Meningkatnya persentase limbah sawit pada
medium pertumbuhan membuat warna mikroalga menjadi semakin kecoklatan dan

hampir tidak terlihat lagi warna hijau pekat yang khas.

)

0% limbah sawit 30% limbah sawit

Gambar 4.1 Biomassa mikroalga. Sebelum dihaluskan (a) serta setelah dihaluskan dan

disaring 100 mesh (b)

Warna hijau tua pada bubuk spirulina berasal dari klorofil (Park dkk., 2018),

sedangkan warna biru-hijau khas spirulina disebabkan oleh fikosianin (Bortolini dkk.,
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2022). Penurunan warna hijau dan biru-hijau yang terlihat pada biomassa spirulina
dengan persentase POME lebih dari 0% mengindikasikan terhambatnya pembentukan
pigmen klorofil dan fikosianin. Warna asal limbah sawit (POME) yang berwarna coklat

gelap diduga menghalangi absorpsi cahaya dalam proses fotosintesis pada mikroalga.

4.2 Analisis granula mikroalga dengan FE-SEM

FESEM digunakan untuk memvisualisasi morfologi biomassa mikroalga yang
ditumbuhkan bermedium limbah sawit (POME) 0, 30, 60, dan 100%. Terdapat perbedaan
ukuran granula mikroalga antara yang ditumbuhkan dengan penambahan 0% limbah
sawit pada mediumnya, dengan mikroalga ditumbuhkan dengan penambahan limbah
sawit di atas 0% (Gambar 4.2). Perbedaan penambahan persentase sawit membuat nutrisi

yang tersedia pada media tumbuh mikroalga menjadi berbeda-beda.

g 10/19/2023 HV det mag o WD d HFW

g v spot | vac mode X o 10/18 et | may VD spot | vac mode F
0 340:10PM  3.00kV ETD 1000x 9.8mm 25  Highvacuum ' 414 ym Quattro S iLag % 323:23PM  3.00kV ETD 1000x '99mm 25 Highvacuum 414 ym

Gambar 4.2 Hasil analisis FESEM dengan perbesaran 1000 kali. Mikroalga yang
ditumbuhkan bermedium limbah sawit (POME) 0 (a), 30 (b), 60 (c), dan 100% (d)
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Meningkatnya persentase limbah sawit (POME) pada media tumbuh mikroalga
akan memberikan nutrisi unsur C yang berlebih. Meskipun karbon merupakan salah satu
komponen terpenting yang mempengaruhi perkembangan dan komposisi biomassa
mikroalga, tetapi jika digunakan secara berlebihan akan menghambat pertumbuhan
mikroalga (Sari dkk., 2022). Pertumbukan mikroalga yang terhambat pada media dengan
persentase sawit yang kian besar menyebabkan mikroalga yang ditumbuhkan dengan
persentase 0% memiliki ukuran granula yang paling besar dibandingkan yang lainnya.
Mikroalga yang mediumnya ditambahkan limbah sawit 30-100% juga terlihat ditutupi
oleh residu limbah sawit (Gambar 4.2b, 4.2¢, dan 4.2d) sehingga seratnya tidak sejelas
mikroalga dengan penambahan limbah sawit 0% (Gambar 4.2a).

4.3 Ekstraksi beta-karotena

Ekstraksi beta-karotena dilakukan dengan metode maserasi. Maserasi merupakan
metode ekstraksi dengan cara perendaman serbuk dalam pelarut air atau pelarut organik
sehingga zat yang terkandung di dalamnya akan terlarut. Pada proses ekstraksi,
penggunaan pelarut yang tepat merupakan salah satu hal yang perlu diperhatikan guna
mendapatkan ekstrak dengan rendemen yang tinggi.

Beta-karotena dapat larut dalam pelarut organik (Migkus dkk., 2019) sebaliknya,
tidak larut dalam air (Ishimoto dkk., 2019). Pada penelitian ini digunakan etanol, metanol,
heksana, dan diklorometana sebagai pelarut, dengan pertimbangan keempat pelarut
tersebut merupakan pelarut non polar (Abarca-Vargas dkk., 2016). Penggunaan pelarut
yang berbeda dilakukan dengan tujuan menemukan pelarut yang menghasilkan ekstrak
karotenoid terbaik. Ekstraksi dengan pelarut etanol dan metanol tidak diselesaikan karena
hasil yang kurang memuaskan, hasil ekstrak yang didapatkan dengan kedua pelarut
tersebut menunjukkan warna yang mendekati bening. Ini berkaitan dengan kepolaran
etanol dan metanol yang meskipun digolongkan sebagai pelarut non polar, indeks
polaritasnya masih jauh lebih tinggi dibandingkan diklorometana dan heksana (Abarca-
Vargas dkk., 2016).

Dari hasil ekstraksi pada mikroalga dengan penambahan 0% pada medium
(Gambar 4.3), dapat dilihat jika pelarut diklorometana menunjukkan warna kuning yang
lebih pekat dibandingkan pelarut heksana. Diklorometana merupakan pelarut yang paling

non polar dibandingkan heksana, etanol, dan metanol (Mokgotho dkk., 2013), ini yang
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menyebabkan diklorometana bekerja sebagai pelarut terbaik diantara empat pelarut yang
digunakan.

Pada Gambar 4.4 dapat dilihat terjadi perbedaan warna yang signifikan, warna
kekuningan memudar seiring dengan meningkatnya persentase limbah sawit pada
medium. Beta-karotena merupakan pigmen alami yang bertanggung jawab atas warna
kuning pada mikroalga (Marzorati dkk., 2020). Penurunan warna kuning menandakan
bahwa penambahan limbah sawit pada medium berdampak negatif dalam pembentukan

pigmen beta-karotena.

pelarut n-heksana pelarut diklorometana

Gambar 4.3 Ekstrak karotenoid yang diperoleh melalui maserasi mikroalga dengan

pelarut heksana dan diklorometana

Gambar 4.4 Ekstrak karotenoid pada mikroalga yang ditumbuhkan dalam zarrouk

medium dengan penambahan berbagai persentase limbah sawit (POME)
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4.4 Analisis beta-karotena dengan spektrofotometer UV-Vis

Kadar beta-karotena yang terkandung dalam mikroalga dihitung berdasarkan
absorbans yang didapatkan dari pengukuran menggunakan spektrofotometer Vis. Kadar
beta-karotena dalam mikroalga yang diekstraksi dengan diklorometana sebagai

pelarutnya adalah sebagai berikut:

Tabel 4.1 Nilai kadar beta-karotena pada ekstrak karotenoid menggunakan pelarut

diklorometana
Sampel Pelarut Kadar (pg) beta-karotena/ 1 g mikroalga
ZM + 0% POME Diklorometana 29.1

ZM + 30% POME Diklorometana 0,2
ZM + 60% POME Diklorometana 0
ZM +100% POME Diklorometana 0

Kandungan beta-karotena mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk
dengan penambahan 0% limbah sawit yang diekstraksi dengan pelarut diklorometana
tercatat 146 kali lebih banyak dari mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk
dengan penambahan 30% limbah sawit. Penambahan limbah sawit (POME) diduga
menggaggu pembentukan karotenoid, sehingga kadar beta-karotena berbanding terbalik
dengan meningkatnya konsentrasi limbah pada medium tumbuh mikroalga. Karena itu,
semakin tinggi limbah yang ditambahkan pada medium pertumbuhan, semakin kecil

kandungan beta-karotena dalam mikroalga.

4.5 Analisis beta-karotena dengan menggunakan GC-MS

Analisis metabolomik, dengan menggunakan Gas Chromatography — Mass
Spectrophotometer (GC-MS), pada mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk
dengan penambahan limbah sawit (POME) berbagai persentase bertujuan untuk
mengetahui metabolit yang terkandung pada ekstrak terkait, serta sebagai petunjuk

kandungan senyawa yang berperan pada aktivitas antioksidan (Deyab dkk., 2021).

Asam amino dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan yang baik (Dash & Ghosh,

2017). Pada penelitian ini, hasil analisis GC-MS sampel mikroalga yang ditumbuhkan
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pada media zarrouk dengan persentase limbah sawit (POME) 0% menunjukkan
keberadaan asam amino L-alanina dan L-valina (Tabel 4.2) yang dapat berfungsi sebagai
agen antioksidan. Pada penelitian yang dilakukan oleh Nawal pada tahun 2022,
dinyatakan bahwa persentase keberadaan karbohidrat, dan turunannya, pada spirulina
akan bervariasi tergantung banyaknya unsur nitrogen yang terkandung dalam media
pertumbuhan (Nawal et al., 2022). Hal ini dapat menjelaskan keberadaan asam D-
Glukonik, asam D-Galaktonik, dan D-(+)-Talosa yang muncul pada sampel mikrolaga
ZM + 0% POME, di mana unsur nitrogen yang ada dapat menutrisi mikroalga dengan
baik. Namun demikian, pada sampel dengan persentase limbah sawit lebih tinggi dari itu,
keberadaan karbohidrat dan turunannya, contohnya berupa gula, yang tidak lagi
terdeteksi merupakan dampak dari terlalu tingginya nutrisi unsur nitrogen. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Sari pada 2022, terlalu tingginya unsur nutrisi pada media
pertumbuhan dapat menjadi masalah karena sisa dari nutrisi yang tidak terserap sempurna
akan mengendap dan menghambat pertumbuhan mikroalga (Sari dkk., 2022). Dengan
demikian, penurunan jumlah metabolit seiring dengan bertambahnya persentase limbah
sawit pada media pertumbuhan juga diduga disebabkan oleh penyerapan nutrisi yang

tidak sempurna oleh mikroalga.
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Tabel 4.2 Kandungan senyawa pada mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk

dengan variasi persentase limbah sawit (POME)

Sampel

Senyawa ; 3 3 1
Butanedioic acid, 2TMS derivative V4
D-(+)-Talose, pentakis(trimethylsilyl) ether, methyl v
D-Galactonic acid, 6TMS v | v
D-Gluconic acid, 6TMS v
Ethanamine, 2TMS derivative v
Glyceric acid, 3TMS derivative </ v
Glycerol, 3TMS derivative v | V| /
Glyceryl-glycoside TMS ether 7 Lol
L-Alanine, 2TMS derivative v
L-Valine, TMS derivative v
Lactic Acid, 2TMS derivative e v |
Palmitic Acid, TMS derivative v |
Trifluoromethyl-bis-(trimethylsilyl)methy! ketone v

Keterangan:
1. Mikroalga ZM + 0% POME
2. Mikroalga ZM + 30% POME
3. Mikroalga ZM + 60% POME
4. Mikroalga ZM + 100% POME

4.6 Penentuan aktivitas antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dari ekstrak mikroalga yang ditumbuhkan pada limbah
sawit (POME) dilakukan dengan metode DPPH. DPPH merupakan suatu senyawa
radikal bebas yang digunakan sebagai reagen dalam penentuan antioksidan. Ekstrak

mikroalga yang digunakan pada uji aktivitas antioksidan ditunjukkan oleh Gambar 4.5.
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Aktivitas antioksidan dari mikroalga yang ditumbuhkan pada limbah sawit (POME)
dilihat dari nilai % Inhibisi yang didapat (Tabel 4.3). Kode ZM pada nama sampel
digunakan untuk menandakan penggunaan media zarrouk untuk pertumbuhan mikroalga.

Penambahan limbah sawit pada media pertumbuhan diberi kode sesuai dengan persentase

limbah sawit (POME).

Tabel 4.3 Hasil % Inhibisi dari ekstrak mikroalga yang ditumbuhkan dalam media
mengandung limbah sawit (POME) dengan berbagai persentase

Nama sampel Pelarut % Inhibisi
ZM + 0% POME Air 26,47
' ZM + 30% POME Air i
ZM + 60% POME TAir 0
ZM +100% POME | Air R
ZM+0%POME  Metanol 0
ZM+30%POME  Metanol N W
ZM +60% POME | Metanol | b,
ZM + 100% POME Metanol 0
| ZM+0%POME | Etanol —‘ 0o
| ZM + 30% POME Etanol 0 |
T P Bt oy W
ZM+ 100%POME | Etanol Pl

Nilai % inhibisi yang dapat ditentukan hanya muncul pada perhitungan dari
ekstrak mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk dengan penambahan 0%
limbah sawit (POME) menggunakan pelarut air dengan nilai 26,47%. Sementara itu,
ekstrak mikroalga yang ditumbuhkan pada media zarrouk dengan penambahan 0%
limbah sawit (POME) menggunakan pelarut metanol dan etanol tidak dapat ditentukan
(not detected). Variasi penggunaan pelarut menyebabkan perbedaan warna pada ekstrak
kasar mikroalga, ini berkaitan dengan kepolaran pelarut dan juga kepolaran pigmen
dalam mikroalga. Fikosianin merupakan pigmen dengan warna biru pekat pada spirulina

yang larut dengan baik dalam air (Silveira dkk., 2007), sedangkan klorofil dapat larut

28 Universitas Indonesia

Karakter fisikokimia..., Bunga Salsabila Fairuz, FMIPA Ul, 2024



dengan baik dalam etanol dan larut dengan lebih baik dalam metanol (Simon & Helliwell,
1997), maka dari itu warna biru yang muncul pada ekstrak kasar mikroalga yang
ditumbuhkan dalam media zarrouk dengan penambahan 0% limbah sawit (POME)
dengan pelarut air diduga sebagai fikosianin dan warna warna hijau pada ekstrak kasar
mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk dengan penambahan limbah sawit
(POME) adalah klorofil (Gambar 4.5). Rendahnya persentase inhibisi pada sampel selain
mikroalga ZM 0% POME dengan pelarut air, diduga terjadi karena buruknya aktivitas

antioksidan yang merupakan hasil dari terhambatnya pembentukan pigmen.

Pelarut: Air

™M M M M
0% POME 30% POME 60% POME 100% POME

E——— S .

0% POME 30% POME 60% POME _ 100% POME i
e e I T - SRR o

Gambar 4.5 Ekstrak mikroalga yang digunakan pada uji antioksidan
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BABS

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Meningkatnya persentase limbah sawit yang ada pada medium pertumbuhan
mikroalga membuat kadar beta-karotena menurun.

2. Dari empat pelarut yang digunakan pada penelitian ini, diklorometana menghasilkan
ekstrak karotenoid terbaik.

3. Meningkatnya persentase limbah sawit yang ada pada medium pertumbuhan
mikroalga menurunkan aktivitas antioksidan.

5.2 Saran

1. Studi lebih lanjut mengenai cara ekstraksi dengan metode sonikasi untuk mengetahui
kadar beta-karotena mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk yang
mengandung POME dengan berbagai persentase perlu dilakukan.

2. Studi lebih lanjut mengenai aktivitas antioksidan yang dilakukan selain dengan
metode DPPH pada mikroalga yang ditumbuhkan dalam media zarrouk yang
mengandung POME dengan berbagai persentase perlu dilakukan.

3. Studi lebih lanjut mengenai kadar nilai nutrisi dari berbagai macam sampel limbah
sawit (POME) perlu dilakukan.

4. Studi lebih lanjut mengenai hasil perumbuhan spirulina pada media Conway dan

Kosarik perlu dilakukan.
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LAMPIRAN

1. Nilai absorbans standar beta-karotena & kurva standar
Konsentrasi (ug/mL) |Absorbansi
0,1 0,045
0,5 0,060
1,5 0,086
3 0,108
6 0,239
9 0,360
12 0,484
Absorbansi
0,600
0,500 y =0,037x +0,0279

Absorbansi
< e o
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o o
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(=}
N
[=]
(=)

0,100

0,000

R?=0,9908

4 6

8 10 12 14

Konsentrasi (ug/mL)

Sampel Absorbansi |Konsentrasi (ug/mL) [Volume (mL) |Kadar (ug)
DCM 100% 0,0037 0 2,5 0
DCM 60% 0,01 0 2,3 0
DCM 30% 0,036 0,218918919 0,9 0,197
DCM 0% 0,42 10,5972973 2,75 29
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