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ABSTRAK

Spirulina platensis merupakan sumber makanan organik yang mengandung protein tinggi
dengan asam amino yang seimbang. Spirulina juga memiliki kandungan senyawa aktif yaitu
fikosianin dan flavonoid. Senyawa aktif tersebut pada umumnya memiliki aktivitas yang potential
sebagai suplemen dan sediaan bahan aktif pada pangan fungsional. Salah satu faktor yang
mempengaruhi kandungan fikosianin dan flavonoid dari mikroalga adalah nutrisi yang digunakan
dalam media pertumbuhan sehingga perlu dilakukan kajian mengenai pengaruh komposisi
media terhadap kandungan fikosianin dan flavonoid. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan
pengaruh variasi kandungan NaNO, pada media pertumbuhan terhadap kandungan fikosianin
dan flavonoid S. platensis; serta menentukan konsentrasi NaNO, terbaik pada media Walne
untuk menghasilkan biomassa S. platensis dengan kandungan fikosianin dan flavonoid tertinggi.
Penelitian ini terdiri dari 2 tahapan yaitu kultivasi S. platensis; dan ekstraksi fikosianin, flavonoid,
dan komponen aktif lainnya. Kultur S. platensis menggunakan media Walne dengan variasi
kandungan NaNO, yaitu masing-masing sebesar 80, 100 dan 120 g selama 11 hari. Total protein
dan nitrogen tertinggi diperoleh pada perlakuan 100 g NaNO, masing-masing sebesar 44,30%
dan 7,09%. Biomassa S. platensis setiap perlakuan NaNO, mengandung flavonoid, steroid, fenol
dan saponin. Konsentrasi dan rendemen fikosianin terbaik diperoleh pada perlakuan 80 g NaNO,
sebesar 1,32 mg/ml dan 32,93%.Total flavonoid ekstrak S. platensis tertinggi diperoleh pada
perlakuan 80 g NaNO, sebesar 16,56%. S. platensis terpilih adalah perlakuan NaNO, 80 g karena
menghasilkan kandungan senyawa aktif flavonoid dan fikosianin tertinggi.

KATAKUNCI:  fikosianin, flavonoid, NaNO, Spirulina platensis, Walne

ABSTRACT

Spirulina platensis is a source of organic foods that contain high protein with balanced amino
acids. Spirulina also contains active compounds of phycocyanin and flavonoids. The active
compound communly to have potential activities as supplement and functional food. One of the
factors that affects the content of phycocyanin and flavonoids from microalgae is the nutrients
used in growth media. So that it is necessary to study the effect of media composition on the
content of phycochyanin and flavonoids. This study aimed to determine the effect of various
concentrations of NaNO, on growth media on the content of flavonoids and phycocyanin and
determine the best NaNO, concentration in Walne media that produce S. platensis biomass with
the highest phycocyanin and flavonoid contents. This study was run in two steps that were cultivation
of S. platensis and extraction of phycocyanin, flavonoid, and other active components. S. platensis
were cultured in Walne media with various NaNO, concentrations that were 80, 100 and 120 g for
11 days. The highest total protein and nitrogen were obtained from 100 g NaNO, treatment which
were 44.30% and 7.09% respectively. The biomass of S. platensis for each of NaNO, treatment
contains flavonoids, steroids, phenols and saponins. The best concentration and yield of
phycocyanin were obtained from the treatment of 80 g NaNO, of 1.32 mg/ml and 32.93%
respectively. The highest total flavonoids of S. platensis extract were obtained at 80 g NaNO,
treatment of 16.56%. The best treatment to grow S. platensis which produced highest active
content of phycocyanin and flavoniud was gained from 80 g NaNO, medium.
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PENDAHULUAN

Spirulina platensis adalah salah satu mikroalga
yang paling banyak dibudidayakan di dunia terutama
karena nilai nutrisinya yang memberikan potensi
sebagai suplemen kesehatan dan sediaan bahan aktif
dalam pangan fungsional yang bernilai tambah tinggi
seperti protein, pigmen fikosianin dan flavonoid
(Deamici, Santos & Costa, 2018). Penambahan S.
platensis dalam pangan fungsional sudah banyak
dilakukan karena mudah diproduksi serta kaya akan
nutrisi dan sumber senyawa bioaktif yang menjanjikan
untuk meningkatkan karakteristik produk fungsional.
Wells et al. (2017) melaporkan bahwa produksi dalam
skala besar pada Spirulina telah terjadi di seluruh
dunia dan ditambahkan ke banyak makanan untuk
meningkatkan protein dan kandungan senyawa aktif
seperti salad, minuman, makanan atau dijual sebagai
suplemen kesehatan.

Flavonoid adalah senyawa organik alami yang ada
pada tumbuhan secara umum. Hasil penelitian El-
baky, El Baz, dan El-Baroty (2009) menunjukkan
bahwa penggunaan media Zarrouk pada Spirulina
maxima dengan perlakuan perbedaan konsentrasi
NaNO, 2,5; 3,13 dan 3,78 g/L sebagai sumber nitrogen
menghasilkan flavonoid tertinggi pada konsentrasi
3,78 g/L sebesar 1,93+0,05 mg/g. Penelitian Gouda,
Kavitha, dan Sarada (2015) melaporkan bahwa
penggunaan media Zarrouk dan ekstraksi larutan
butanol pada S. platensis menghasilkan kandungan
flavonoid sebesar 27,4 + 1,2 mg/100 g biomassa yang
dapat menghambat a-glukosidase dengan nilai IC,
23,0 £ 0,4 ng/mL. Penelitian lebih lanjut menujukkan
bahwa flavonoid berfungsi sebagai antioksidan
(Firdiyani, Agustini, & Ma'ruf, 2015) dan
antihiperglikemik (Febrinda, 2014).

Fikosianin adalah pigmen biru alami yang
termasuk kelas dari phycobiliproteins dan juga
dianggap sebagai salah satu pigmen utama Spirulina
(Kuddus, Singh, Thomas, & Al Hazimi, 2013).
Penelitian mengenai peningkatan fikosianin dalam
perlakuan nutrisi saat ini terus dikembangkan.
Manirafasha et al. (2017) melaporkan bahwa
mengkondisikan S. platensis dalam keadaan stres
dengan cara menambahkan natrium glutamat 5 mM
dan asam suksinat 7,5 mM sebagai sumber nitrat
pada media Zarrouk ke dalam kultur dapat
meningkatkan kandungan fikosianin masing-masing
sebesar 0,34+0,001 dan 0,311+0,001 mg/mL.
Anggreni dan Wrasiati (2014) juga melaporkan
penggunan media Walne (ml/L) dengan standar 100
g NaNO, menghasilkan kandungan fikosianin lebih
besar dibandingkan media kultur lain sebesar 7,49
mg/mL. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
fikosianin memiliki aktivitas sebagai antioksidan
(Gdara, Belgacem, Khemiri, Mannai, & Bitri, 2018),
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antitumor (Liu et al. 2018) dan antimalaria (Wulandari,
Setyaningsih, Syafrudin, & Asih, 2016).

Kandungan senyawa aktif pada bahan dipengaruhi
perbedaan komponen dan jumlah nutrisi. NaNO,
merupakan salah satu unsur nutrisi media yang dapat
mempengaruhi pertumbuhan mikroalga namun
penelitian tentang pengaruh komposisi NaNO, pada
media Walne terhadap kandungan flavonoid dan
fikosianin masih sangat terbatas. Penelitian terdahulu
yang menggunakan media Zarrouk mengkonversi nilai
pengurangan dan penambahan NaNO, sebesar 20%
dari standar NaNO,. Penggunaan NaNO, pada media
Walne umumnya menggunakan konsentrasi sebesar
100 g sehingga perlakuan pada penelitian ini dilakukan
dengan pengurangan dan penambahan NaNO,
sebanyak 80 dan 120 g. Berdasarkan hal tersebut,
perlu dikaji pengaruh komposisi NaNO, yang berbeda
yaitu dengan mengurangi NaNO, menjadi 80 gdan
menambahkan NaNO, sebesar 120 g terhadap
kandungan flavonoid dan fikosianin. Penelitian ini
bertujuan untuk menentukan pengaruh perbedaan
kandungan NaNO, media pertumbuhan terhadap
kandungan flavonoid dan fikosianin S. platensis dan
menentukan konsentrasi NaNO, terbaik pada media
Walne untuk menghasilkan biomassa S. platensis
dengan kandungan fikosianin dan flavonoid tertinggi.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah mikroalga
Spirulina platensis segar yang diperoleh dari Balai
Besar Pengembangan Budidaya Air Payau (BBPBAP)
Jepara, media Walne dengan 3 konsentrasi (80, 100,
dan 120 g pada NaNO,), air tawar dari sumur bor dan
air laut dari Jakarta. Bahan lain yang digunakan meliputi
etanol p.a 96%, akuades, bufer fosfat, BSA, Folin-
ciocalteu-fenol, HCL 2N, amonium sulfat. Alat utama
yang digunakan dalam penelitian ini meliputi toples
kaca 10 L, nylon mesh ukuran 20 um, selang , lampu
neon putih 40 watt, Refraktometer, timbangan digital,
Rotary evaporator, vortex, sentrifuse, oven, UV-vis,
pipet mikro dan alat gelas.

Metode
Prosedur penelitian

Kultivasi, pemanenan dan pengeringan S. platensis

Kultivasi S. platensis dilakukan di dalam toples
kapasitas 10 | menggunakan media Walne (Tabel 1)
dengan kandungan nitrogen yang berbeda yaitu 80 g,
100 g dan 120 g NaNO, pada suhu 25 °C dengan
intensitas cahaya 3250 lux (40 W) dan lama
pencahayaan 24 jam terang, salinitas air laut 15 ppt
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Tabel 1. Komposisi media Walne (Walne, 1970)
Table 1. Walne composition media (Walne, 1970)

Sediaan/Stock Per 100 ml
Larutan jejak logam/Trace metal solution (TMS)

ZnCl, 219
CoCl,-.6H,0 20g
(NH4)6M07024.4H,0 0.9¢g
CuS0,.5H,0 20g¢g

Dibuat larutan sampel sampai 100 ml dengan air suling. Larutan ini biasanya berembun. Larutan sampel
diasamkan dengan beberapa tetes HCI. HCI memberikan larutan yang jelas/Sample solution was made up to
100 ml with distilled water. This solution is normally cloudy. The sample solution was acidified with a few drops

of conc. HCI to give a clear solution.

Larutan vitamin/Vitamin solution

Vitamin B, (Cyanocobalamin)
Vitamin B, (Thiamine.HCI)
Vitamin H (Biotin)

10.0 mg
10.0 mg
200.0 pg

Dibuat larutan vitamin sampai 100 ml dengan air suling/Vitamine solution was made up to 100 ml with distilled

water

Larutan nutrisi/Nutrient solution Per liter/Per litre
FeCl;.6H,0 1.3¢
MnCl,.4H,0 0.36 g
H;BO3 33649
EDTA (Disodium salt) 45.0 9
NaH;P04.2H,0 20.0¢g
NaNO; 100.0 g
TMS (1 abowe) 1.0 ml

Dibuat larutan nutrisi sampai 1 liter dengan air suling/Nutrient solution was made up to 1 litre with distilled water

dan bibit yang digunakan 20% dari volume kultur.
Spirulina platensis dipanen hari ke 11 dengan OD >
0,5. Pemanenan spirulina dilakukan dengan cara
penyaringan menggunakan nylon mesh ukuran 20 um
untuk memisahkan biomassa dan filtratnya. Biomassa
dikeringkan menggunakan oven suhu 40 °C selama
24 jam untuk mendapatkan biomassa kering S.
platensis.

Ektraksi komponen aktif (Syabhril et al. 2011)

Biomassa S. platensis hasil kultur ditimbang
sebanyak 10 g dan dimasukkan ke dalam tabung
Erlenmeyer yang berisi pelarut etanol sebanyak
100 ml (sampel: pelarut 1:20 b/v). Sampel diekstraksi
menggunakan metode maserasi selama 3x24 jam dan
setiap 24 jam dilakukan penyaringan. Filtrat hasil
penyaringan disimpan dalam kulkas pada suhu 4 °C,
residu yang dihasilkan ditambah pelarut etanol untuk
dilakukan ekstraksi kembali. Filtrat yang dihasilkan
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu
40-48 °C selama 2 jam, disimpan dalam botol vial pada
kulkas pada suhu 4 °C untuk analisis total flavonoid.

Ekstraksi fikosianin (Moraes, Burkert, & Kalil, 2008)

Ekstraksi fikosianin menggunakan bufer fosfat
yang mengacu pada penelitian Moraes et al. (2008).
Biomassa kering S. platensis diekstrak menggunakan
bufer sodium fosfat 10 mM (pH 7,0) dengan perbandingan
sampel:pelarut sebesar 1:25 (b/v).

Biomassa kering yang sudah ditimbang kemudian
dicampurkan dengan bufer fosfat dalam tabung reaksi,
lalu dihomogenkan menggunakan vorteks selama
1 menit. Campuran keduanya diekstraksi dengan
gelombang ultrasonik pada frekuensi 42 kHz selama
20 menit. Hasil ekstraksi selanjutnya disimpan
selama 1 hari pada suhu 4 °C.

Supernatan hasil ekstraksi kemudian dipisahkan
menggunakan sentrifuse pada suhu 4 °C dengan
kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Ekstrak
fikosianin kemudian dilakukan scanning untuk
mengkonfirmasi keberadaan fikosianin pada rentang
panjang gelombang 620-660 nm menggunakan
spektrofotometer. Fikosianin yang diperoleh kemudian
dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40 °C
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selama 12 jam. Hasil pengeringan fikosianin ditimbang
dan dilakukan analisis C-phycocyanin, rendemen
fikosianin dan total protein fikosianin.

Analisis data (Walpole & Ronald, 1995)

Evaluasi data rendemen, protein, nitrogen, flavonoid
dan fikosianin melibatkan perbedaan jenis media
sebagai perlakuan. Data yang diperoleh diuji normalitas
dan homogenitasnya sebelum dilakukan analisis
ANOVA. Analisis data dilakukan dengan Analysis of
Variant (ANOVA) pada selang kepercayaan 95% (o.=
0,05). Perlakuan yang berpengaruh terhadap respon,
selanjutnya diuji lanjut Duncan. Percobaan dilakukan
3 kali ulangan.

Prosedur analisis

Analisis kadar protein kasar (AOAC, 1980)

Analisis kadar protein kasar biomassa S. platensis
secara kuantitatif mengacu pada AOAC (1980) yang
dilakukan melalui proses destruksi, destilasi dan
titrasi.

Analisis total flavonoid (Chang, Yang, Wen, &
Chern, 2002)

Larutan induk dibuat dengan cara 200 mg ekstrak
biomassa, dimasukkan ke dalam labu alas bulat,
ditambah heksametilentetramina, aseton, dan larutan
HCI, kemudian dihidrolisis dengan caran direfluks
selama 30 menit. Campuran hasil hidrolisis disaring,
filtrat dimasukkan ke dalam labu tentukur. Residu
direfluks kembali dengan di ditambah aseton,
dididihkan, disaring dan filtrat dicampur ke dalam labu
tentukur. Campuran filtrat dimasukkan ke dalam
corong pisah dan ditambahkan akuades lalu dipartisi
dengan etilasetat. Fraksi etil asetat dikumpulkan ke
dalam labu takar kemudian ditepatkan dengan etilasetat.

Larutan blanko dibuat dengan cara mengambil 10
mL larutan induk, ditambah dengan asam asetat
glasial. Larutan sampel dibuat dengan cara mengambil
10 ml larutan induk, ditambah dengan larutan AICI,
dan asam asetat glasial. Pengukuran dilakukan 30
menit menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 425 nm dengan pembanding kuersetin.
Kadar total flavonoid dihitung dengan rumus:

100
Berat sampel

Total _ CP (As-Abs) x1,25x
Flavonoid (%) ~ (Ap-Abp)

Keterangan:

Cp =Konsentrasi pembanding

As = Absorpsi sampel

Abs = Absorpsi blanko sampel

Ap =Absorpsi pembanding

Abp = Absorpsi blanko pembanding
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Analisis C-phycocyanin (C-PC) dan rendemen
Fikosianin (Bennet & Bogoard, 1973)

Fikosianin yang diperoleh masing-masing
diencerkan sesuai dengan perlakuan yang digunakan
kemudian diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 615 nm
dan 652 nm. Konsentrasi C-PC dan rendemen
fikosianin dihitung dengan persamaan Bennet dan
Bogoard (1973) yaitu:

(OD 615) — 0,474 (OD 652)
5,34

C-PC (mg/mL) =

PC x V
DB

Rendemen =

Keterangan:

C-PC =Konsentrasi C - fikosianin (mg/mL)
V = Volume pelarut (mL)

DB = Biomassa kering (g)

Analisis total protein fikosianin (Lowry, Rosebrough,
Farr, & Randall, 1951)

Analisis total protein fikosianin pada pigmen
fikosianin secara kuantitatif mengacu pada Lowry et
al. (1951) yang dilakukan melalui proses pengikatan
Cu atau tembaga dengan ikatan peptide oleh tirosin
dan triptofan yang membentuk reduksi fosfomolibdat
dan fosfowlframat pada suasana alkali. Reaksi ini
menghasilkan warna kebiruan yang dapat dibaca pada
panjang gelombang 660 nm.

Analisis komponen aktif (Harborne, 1987)

Analisis komponen aktif biomassa S. platensis
secara kualitatif dilakukan melalui pengujian fitokimia
terhadap senyawa alkaloid, steroid, saponin, flavonoid,
dan fenol hidrokuinon dengan mengacu pada Harborne
(1987).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kultur dan BiomassaS. platensis

Spirulina platensis dikultivasi menggunakan media
Walne dengan modifikasi jumlah kandungan NaNO..
NaNO, merupakan bentuk utama nitrogen di perairan
yang diketahui merupakan nutrien utama terhadap
pertumbuhan mikroalga (Dinata, Anggreni, & Antara,
2017). Pertumbuhan S. platensis pada penelitian ini
ditandai dengan semakin banyaknya sel yang
ditunjukkan dengan perubahan warna dari hijau cerah
menjadi hijau pekat pada media kultivasi (Gambar 1).

Pertumbuhan pada Spirulina dipengaruhi berbagai
faktor di antaranya adalah ketersediaan nutrien,
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Gambar 1. Kultivasi S. platensis (a) 80 g NaNO, hari ke-0, (b) 100 g NaNO, hari ke-0, (c) 120 g NaNO, hari

ke-0, (d) 80 g NaNO, hari ke-11, (e) 100 g NaNO, hari ke-11, (f) 120 g NaNO, hari ke-11

Figure 1.

Cultivation of S. platensis (a) 80 g NaNO, day 0, (b) 100 g NaNO, day 0, (c) 120 g NaNO, day O,

(d) 80gNaNO, day 11, (e) 100 g NaNO, day 11, (f) 120 g NaNO, day 11.

salinitas, pH, suhu dan media (Astiani, Dewiyanti, &
Mellisa, 2018). Menurut Costa et al. (2018), nitrogen
(N) merupakan unsur penting untuk pertumbuhan
mikroalga yang menyusun komponen biokimia
jaringannya (protein dan lemak) .

Waktu pemanenan S. platensis dilakukan hingga
umur mikroalga mencapai fase stasioner yaitu hari
ke-11 yang dilihat berdasarkan kurva pertumbuhan.
Kurva pertumbuhan Spirulina yang dihasilkan dapat

0.8

Nilai OD/OD value

dilihat pada Gambar 2. Waktu panen dilakukan saat
mencapai fase stasioner akhir. Hal ini dilakukan karena
pada fase ini laju reproduksi mikroalga sama dengan
laju kematiannya sehingga mikroalga mengalami
pertumbuhan yang seimbang dan membuat
kandungan nutrisi pada sel mikroalga yang dipanen
akan menjadi lebih baik dari fase-fase sebelumnya
(Healey, 1973). Hal ini diperkuat oleh Rafaelina et
al.(2016) yang menyatakan bahwa pemanenan

N r @

y
° Hari O 1 2 3 4 5 6
O 0.08 0.11 0.20 0.23 0.30 0.46 0.51 0.58 0.53 0.51 0.58 0.71 0.59 0.41 0.39 0.27 0.20 0.17 0.13

—®— NaNO, 80 g/L

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

—®— NanNO,100 g/l O 0.08 0.19 0.29 0.42 0.43 0.51 0.56 0.47 0.56 0.52 0.58 0.53 0.58 0.65 0.59 0.54 0.47 0.40 0.34
NaNO,120 g/ O 0.09 0.2 0.41 0.48 0.47 0.55 0.56 0.40 0.55 0.65 0.52 0.62 0.53 0.55 0.47 0.43 0.41 0.35 0.30

Waktu kultivasi(hari)/Cultivation time (days)
Gambar 2. Kurva pertumbuhan Spirulina platensis
Figure 2. Spirulina platensis growth curve
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Gambar 3. Ukuran sel S. platensis pada hari ke 11 dengan perbesaran 40 x 10 (a) 80 g NaNO,, (b) 100 g
NaNO,, (c) 120 g NaNO,
Cell size of S. platensis on day 11" at magnification of 40 x 10 (a) 80 g NaNO,, (b) 100 g NaNO,,
(c) 120 g NaNO,

Figure 3.

biomassa mikroalga dilakukan pada fase stasioner
dikarenakan pada fase ini terjadi peningkatan
metabolisme sekunder. Metabolisme sekunder terjadi
pada fase stasioner yang merupakan keseluruhan
proses sintesis dan perombakan produk metabolit
primer (Herbert, 1995).

Spirulina platensis yang dikultivasi dalam media
Walne dengan perbedaan jumlah NaNO, 80, 100 dan
120 g masing-masing memiliki OD 0,71; 0,53 dan 0,62
dengan rata-rata diameter 7,12 um/sel, 7,21 pm/sel,
7,19 um/sel dan filamen berbentuk spiral (Gambar 3).

Hasil ini menunjukkan bahwa perbedaan jumlah
NaNO, tidak menghasilkan perbedaan dalam ukuran
sel. Secara umum ukuran panjang tubuh Spirulina
berkisar 200-300 pm dan lebar 6-8 pm. Jain dan Singh

0.45 -
0.40 A
0.35 A T
0.30 A
0.25 A
0.20 A
0.15 A
0.10 A
0.05 A
0.00

0.34 +0.0492

Rendemen S.platensis (g/l)/
Yield of S. platensis (g/l)

(2012) menyatakan bahwa S. platensis yang dipanen
dengan nilai OD berkisar 0,5-1,0 memiliki ketersediaan
unsur nitrogen dalam medium yang cukup besar
sehingga biosintesis dan metobolisme sel cepat
terjadi. Peningkatan tersebut berkorelasi dengan
meningkatnya metabolit sekunder dan komponen
bioaktif yang dihasilkan.

Rendemen Biomassa

Biomassa basah hasil panen dikeringkan dengan
menggunakan oven pada suhu 40 °C selama 24 jam.
Pengeringan biomassa mikroalga yang efisien
merupakan faktor yang mendasar dari segi kelayakan
ekonomi pada sistem produksi mikroalga (Hadiyanto
&Azim, 2012). Rendemen biomassa kering S. platensis
yang dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 4.

0.32+0.0512

0.24 + 0.0572 : -|-

|

80

100 120

Kandungan NaNO,/NaNO; content (g)
Keterangan/Note : Huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata terkecil pada taraf nyata 0,05 (p<0,05)/The different
letter shows the smallest significant difference at the 0.05 level (p<0.05)

Gambar 4.Rendemen S. platensis yang dikultivasi dengan kandungan NaNO, berbeda
Figure 4. The yield of S. platensis cultivated in various NaNO, content
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Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan jumlah NaNO, tidak berpengaruh nyata
(p>0,05) terhadap rendemen S. platensis. Hal ini
menunjukkan bahwa dengan perbedaan perlakuan
NaNO, sebesar 80, 100 dan 120 g tidak memberikan
perbedaan pada rendemen biomassa S. platensis.
Hal ini diduga karena masing-masing konsentrasi
NaNO, masih mencukupi untuk memenuhi
pertumbuhan dari S. platensis sehingga belum
memberikan perbedaan yang signifikan satu sama
lainnya. Menurut Raoof, Kaushik, dan Prasanna (2008)
nitrogen merupakan unsur penting bagi sel S.
platensis yang mendukung aktivitas metabolisme sel
sehingga pembelahan sel dapat terus berlangsung.
Richmond (1988) mengaitkan kemampuan terus
tumbuh dengan adanya kumpulan pigmen fikosianin
yang berfungsi sebagai cadangan nitrogen pada sel-
sel S. platensis.

Kadar Total Protein dan Nitrogen

Mikroalga S. platensis merupakan makanan
fungsional yang mengandung protein tinggi. Faktor
yang mempengaruhi pertumbuhan mikroalga sebagai
faktor tumbuh (growth factors) dan sintesis protein
pada S. platensis salah satunya adalah unsur
nitrogen. Kandungan total protein dan nitrogen pada
S. platensis dapat dilihat pada Gambar 5.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan kandungan NaNO, berpengaruh nyata

(p<0,05) terhadap kandungan total protein dan nitrogen
S. platensis. Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan
kandungan total protein dan nitrogen dalam biomassa
S. platensis pada perlakuan 80 g NaNO, berbeda
nyata dengan 100 g NaNO, dan 120 g NaNO..
Kandungan total protein dan nitrogen pada perlakuan
80 g NaNO, lebih rendah dibandingkan dengan
perlakuan lainnya karena perlakuan 80 g NaNO,
memiliki kandungan NaNO, lebih sedikit dibandingkan
yang lainnya. Hal tersebut menunjukan bahwa dengan
rendahnya unsur NaNO, dapat berakibat buruk pada
senyawa primer protein mikroalga tetapi tidak pada
senyawa sekunder yang dihasilkan.

NaNO, atau amonium nitrat merupakan sumber
nitrogen. Nitrogen merupakan senyawa esensial yang
digunakan oleh mikroalga dalam sintesis protein dan
pembentukan jaringan sel (Dinata et al., 2017). Pada
perlakuan 100 g NaNO,dan 120 g NaNO, yang tidak
berpengaruh nyata, diduga karena adanya faktor
pembatas pada mikroalga. Menurut Sari, Suryajaya,
dan Hadiyanto (2012) media yang memiliki unsur hara
atau nutrien yang terlalu tinggi akan mempengaruhi
pertumbuhan maupun jumlah kandungan senyawa
organik karena mikroalga tersebut memerlukan waktu
yang lebih lama untuk beradaptasi.

Senyawa Aktif S. platensis

Identifikasi senyawa aktif pada biomassa kering
dari S. platensis dilakukan dengan cara uji fitokimia.
Fitokimia biasanya digunakan untuk merujuk
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Gambar 5. Kandungan total protein dan nitrogen S. platensis yang dikultivasi dengan kandungan NaNO,

yang berbeda
Figure 5.

Total protein and nitrogen content of S. platensis cultivated various NaNO, content
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pada senyawa yang ditemukan pada tumbuhan yang
tidak dibutuhkan untuk fungsi normal tubuh. S.
platensis yang dikultivasi dengan media yang
mengandung 80, 100 dan 120 g NaNO,mempunyai
senyawa aktif flavonoid, steroid, fenol hidrukuinon dan
saponin (Tabel 2).

Identifikasi senyawa aktif menunjukkan bahwa
perbedaan perlakuan jumlah NaNO, pada penelitian
ini tidak mempengaruhi jenis senyawa aktif. Hal ini
diduga karena unsur NaNO, masih mencukupi untuk
melakukan sintesis senyawa aktif tersebut. Liao et
al. (2018) menyatakan bahwa mikroalga memiliki
durasi waktu pertumbuhan yang cepat sehingga perlu
adanya nutrisi yang sesuai dalam pertumbuhannya
sehingga sintesis senyawa aktif dapat terjadi secara
optimal. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
Agustini, Suzery, Sutrisnanto, Ma'ruf, dan Hadiyanto
(2015) yaitu biomassa kering S. platensis hasil kultur
mengandung senyawa flavonoid, steroid, fenol
hidrokuinon dan saponin sedangkan alkaloid tidak
terdeteksi. Hal ini diduga karena S. platensis
merupakan tumbuhan tingkat rendah. Firdiyani et al.
(2015) menyatakan bahwa alkaloid tidak ditemukan
di semua jenis tanaman dan kebanyakan ditemukan
pada tanaman tingkat tinggi Angiospermae terutama
padatanaman dikotil.

S. platensis pada penelitian ini mengandung
senyawa saponin. Saponin banyak ditemukan
terutama dalam tumbuh-tumbuhan. Hasil penelitian
Agustini et al. (2015) menunjukkan hasil positif
saponin dari sampel S. platensis yang dikeringkan
saja karena keberadaan saponin dalam sampel segar/
basah sangat kecil sehingga tidak bisa terdeteksi
secara kualitatif. Menurut Kannan, Pushparaj, Dheeba,
Nageshwari, dan Kannan (2014) ekstrak kasar
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metanol S. platensis positif terhadap kandungan
saponin.

Biomassa S. platensis mengandung senyawa
steroid. Steroid merupakan produk metabolit sekunder
yang dihasilkan dari proses glikolisis yang diubah
menjadi Malonyl CoA dan isoprene (Mukharromah &
Suyatno, 2014). Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
Agustini et al. (2015) yang menyatakan bahwa S.
platensis mengandung senyawa steroid/triterpenoid.

Fenol hidrokuinon pada penelitian ini positif yang
ditandai dengan terbentuknya warna hijau. Menurut
Fahleny, Trilaksani, dan Setyaningsih (2014) serbuk
S. platensis mengandung senyawa fenol hidrokuinon.
Senyawa fenol biasanya terdapat dalam berbagai jenis
sayuran, buah-buahan dan tanaman. Senyawa fenol
diproduksi oleh tanaman melalui jalur sikimat dan
metabolisme fenil propanoid (Rashid, Park &
Selvaratnam, 2018).

Biomassa kering S. platensis menunjukkan positif
terhadap senyawa flavonoid. Flavonoid banyak
ditemukan pada tumbuhan. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Czerwonka et al. (2018) yang menyatakan
S. platensis mengandung senyawa flavonoid. Hasil
yang sama juga ditunjukkan pada penelitian EI-Baky
et al. (2009) yang melaporkan bahwa S. maxima
mempunyai kadar flavonoid 5.12 mg/g.

Fikosianin

Salah satu pigmen utama dalam S. platensis
adalah fikosianin. Fikosianin dapat diekstrak
menggunakan pelarut air atau buffer karena merupakan
pigmen yang berasosiasi dengan protein dan bersifat
polar serta larut air (Wulandari et al. 2016). Hasil
analisis fikosianin yang meliputi konsentrasi C-
phycocyanin (C-PC), rendemen, dan total protein dari

Tabel 2. Senyawa aktif S. platensis yang dikultivasi menggunakan kandungan NaNO_ berbeda
Table 2. The active compounds of S. platensis cultivated in different NaNO, contents

Komponen aktif/ 80 g 100 g 120 g Standar warna/
Active component NaNO3; NaNOs NaNOs Colour standard
Alkaloid
Dragendorff i i i Endapan m.erah atau jingga/Red or
orange sediment
Meyer - - - Endapan putih/White sediment
Wagner - - - Endapan coklat/Brown sediment
Flavonoid + + + Lapisan amil alkohol/Amil alcohol layer
. Perubahan warna merah menjadi
Steroid * * * biru/hijau/Change red to blue/green
Fenol hidrokuinon + + + Warnajmgga, hijau hingga hijau
kebiruan/Orange, green to bluish green
Saponin + + + Terbentuknya busa/Foam formation
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Gambar 6. Konsentrasi C-phycocyanin (mg/mL), rendemen (%) dan total protein fikosianin (%) S. platensis
yang dikultivasi dengan kandungan NaNO, berbeda

Figure 6.
cultivated in various NaNO, contents

mikroalga yang dikultivasi menggunakan NaNO,
dengan jumlah berbeda dapat dilihat pada Gambar 6.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan jumlah NaNO_ berpengaruh nyata (p<0,05)
terhadap konsentrasi C-phycocyanin pada S.
platensis. Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan
konsentrasi C-phycocyanin pada ketiga perlakuan
NaNO, saling berbeda nyata satu sama lain. Tingginya
nilai konsentrasi fikosianin pada perlakuan 80 g NaNO,
diduga sebagai upaya S. platensis untuk
meningkatkan senyawa sekunder pada kondisi
tertekan (stres). Hal tersebut menunjukkan apabila
kandungan NaNO, rendah maka senyawa primer yang
dihasilkan rendah tetapi senyawa sekundernya
meningkat. Apabila kandungan NaNO, tinggi maka
senyawa primer yang dihasilkan tinggi dan senyawa
sekundernya meningkat. Namun tetap ada faktor limit
mikroalga sehingga tidak dapat termanfaatkan dengan
optimal.

Sujatha dan Nagarajan (2013) menyatakan faktor
lain yang juga mempengaruhi pigmen adalah
komposisi media. Media pertumbuhan yang
mengandung jumlah nitrogen sedikit cenderung
mempengaruhi mikroalga dalam membentuk pigmen
fikosianin yang berfungsi dalam detoksifikasi tubuh
manusia dari racun. Antonio del Rio-Chanon, Zhang,

C-phycocyanin concentration (mg/mL), yield (%) and (%) protein total phycocyanin of S. platensis

Xie, Manirafasha, dan Jing (2015) melaporkan bahwa
penambahan kandungan nitrat dan pemberian stres
dengan mengurangi pencahayaan pada lampu pada
kultur S. platensis menunjukkan hasil yang baik
dengan meningkatkan sebanyak 27% kandungan
fikosianin yaitu sebesar 137 mg/ml.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan jumlah NaNO_ berpengaruh nyata (p<0,05)
terhadap rendemen fikosianin pada S. platensis . Hasil
uji lanjut Duncan menunjukkan rendemen fikosianin
pada ketiga perlakuan NaNO, saling berbeda nyata
satu sama lain. Tingginya nilai rendemen fikosianin
pada perlakuan 80 g NaNO, diduga karena produksi
kandungan fikosianin yang tinggi akibat adanya
pemberian perlakuan stres dengan cara mengurangi
nutrisi sehingga kadar rendemen fikosianin menjadi
tinggi. Perbedaan nilai hasil rendemen fikosianin yang
diekstrak menggunakan gelombang ultraonik
dipengaruhi oleh beberapa faktor salah satunya adalah
karena adanya perbedaan komposisi NaNO, pada
media yang digunakan. Nitrogen merupakan elemen
esensial yang dibutuhkan untuk sintesis pigmen
aksesoris dan klorofil. Terjadinya defisiensi nitrogen
akan mengakibatkan senyawa nitrogen yang disimpan
digunakan untuk proses sintesis komponen-
komponen tersebut.
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Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan jumlah NaNO, tidak berpengaruh nyata
(p>0,05) terhadap total protein fikosianin pada S.
platensis Hal ini menunjukkan bahwa dengan
perbedaan jumlah NaNO, sebesar 80, 100 dan 120 g
tidak memberikan perbedaan pada total protein
fikosianin S. platensis. Hal tersebut diduga apabila
NaNO, berkurang maka protein yang merupakan
senyawa primer dalam fikosianin akan menjadi
berkurang tetapi fikosianin yang merupakan senyawa
sekunder akan meningkat sehingga konsentrasi
pigmen fikosianin meningkat tetapi protein yang telah
terikat pada fikosianin tersebut berkurang. Fikosianin
termasuk kelompok pigmen yang terikat pada protein.
Sel-sel pada mikroalga dapat mengalami penurunan
kandungan protein yang mengakibatkan degradasi
berbagai komponen sel yang berkaitan dengan sintesa
protein termasuk protein yang terdapat dalam
fikosianin, hal ini dapat terjadi apabila kekurangan
unsur nitrogen karena nitrogen merupakan prekursor
penyusun senyawa protein dalam sel (Richardson,
Orcutt, Schwertner, Martinez & Wickline, 1969).

Total Flavonoid S. platensis

Senyawa fenol yang terbesar ditemukan di alam
salah satunya adalah flavonoid. Senyawa-senyawa
ini dapat ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan dengan
zat warna merah, ungu, dan biru, dan sebagian zat
warna kuning (Gafur, Isa, & Bialangi, 2014).
Kandungan total flavonoid ditetapkan menggunakan
reagen AlICI, berdasarkan metode Chang et al. (2002).
AICI, akan bereaksi dengan gugus keto pada C4 dan
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gugus OH pada C3 atau C5 pada senyawa flavon atau
flavonol membentuk senyawa kompleks yang stabil
berwarna kuning. Hasil analisis total flavonoid pada
ekstrak S. platensis dapat dilihat pada Gambar 7.

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa
perlakuan jumlah NaNO, berpengaruh nyata (p<0,05)
terhadap total flavonoid pada S. platensis. Hasil uji
lanjut Duncan menunjukkan total flavonoid pada ketiga
perlakuan NaNO, saling berbeda nyata satu sama
lain. Total flavonoid tertinggi terdapat pada perlakuan
80 g NaNO,. Tingginya total flavonoid pada S.
platensis pada perlakuan 80 g NaNO, dikarenakan
rendahnya unsur NaNO, yang digunakan. Hal ini
diperkuat oleh Awad dan Jager (2002) yang
menyatakan bahwa peningkatan flavonoid di bawah
pemupukan kandungan nitrogen yang rendah
meningkatan ketersediaan fenilalanin karena
pembatasan sintesis protein di bawah defisiensi
nitrogen. Fenilalanin yang ditingkatkan secara
substansial akan meningkatkan produksi flavonoid
karena fenilalanin juga merupakan prekursor untuk
pembentukan flavonoid. Hasil ini didukung oleh
penelitian Ibrahim, Jaafar, Rahmat, dan Rahman
(2012) yang menunjukkan bahwa tanaman kacip
fatimah (Labisia pumila Blume) memiliki kandungan
flavonoid tertinggi pada daun, batang dan akar yang
diberi pemupukan dengan konsentrasi 0 kg N/ha
dibandingkan perlakuan 90, 180 dan 270 kg N/ha
dengan nilai berturut-turut pada daun, batang dan akar
yaitu 0,90 mg/g, 0,77mg/g, 0,55 mg/g. Perlakuan
konsetrasi 0 kg N/ha menghasilkan peningkatan
kandungan total flavonoid sebesar 3%, 13% dan 32%
pada perlakuan 90, 180 dan 270 kg N/ha.
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Gambar 7. Total flavonoid pada ekstrak S. platensis yang dikultivasi menggunakan kandungan NaNO, berbeda
Figure 7. Total flavonoids in S. platensis cultivated in various NaNO, contents
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KESIMPULAN

Total protein dan nitrogen terbaik diperoleh pada
perlakuan 100 g NaNO, masing-masing 44,30% dan
7,09%. Biomassa S. platensis mengandung flavonoid,
steroid, fenol dan saponin. Konsentrasi dan rendemen
fikosianin terbaik diperoleh pada perlakuan 80 g NaNO,
sebesar 1,32 mg/ml dan 32,93%. Total flavonoid
ekstrak S. platensis terbaik diperoleh pada perlakuan
80 g NaNO, sebesar 16.56%.
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