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INTISARI

Spirulina plantesis merupakan spesies alga yang mengandung tiga jenis zat warna
alami, yaitu fikosianin, klorofil, dan beta karoten. Fikosianin merupakan zat warna biru
alami yang paling banyak ditemukan dalam Spirulina plantesis dan memiliki keunggulan
dibandingkan zat warna biru alami lainnya karena mengandung antioksidan. Klorofil
merupakan zat warna hijau alami, sedangkan beta karoten merupakan zat warna jingga
alami. Tujuan penelitian ini adalah mempelajari pengaruh jenis pelarut terhadap yield
fikosianin, yield Klorofil, dan yield beta karoten dalam ekstraksi fikosianin dari Spirulina
plantesis. Manfaat penelitian ini adalah untuk menambah wawasan tentang bagaimana cara
menghasilkan fikosianin yang diekstrak dari Spirulina plantesis dengan jenis pelarut yang
digunakan.

Metode penelitian yang digunakan ada empat macam, yaitu persiapan bahan baku,
penelitian pendahuluan, penelitian utama dan analisis. Variasi pelarut yang digunakan
adalah CaCly, aquadest, buffer sitrat pH 5-6, dan buffer fosfat pH 7-9. Pada persiapan bahan
baku, dibuat larutan CaCl., larutan buffer fosfat dengan pH 7,8 dan 9, serta larutan buffer
sitrat dengan pH 5 dan 6. Penelitian pendahuluan dilakukan untuk memperoleh waktu
ekstraksi dan perbandingan feed:solvent (F:S) yang akan digunakan pada penelitian utama.
Pada penelitian utama dipelajari pengaruh variasi jenis pelarut terhadap perolehan fikosianin
dari Spirulina plantesis. Suhu ekstraksi yang digunakan berkisar antara 4-10°C. Rancangan
percobaan yang digunakan adalah rancangan model fixed effect dengan satu variabel, yaitu
variabel jenis pelarut untuk penelitian utama. Analisis hasil penelitian yang dilakukan
meliputi analisis kadar, kemurnian, dan yield fikosianin, kadar dan yield klorofil, kadar dan
yield beta karoten, aktivitas antioksidan fikosianin, serta uji stabilitas fikosianin terhadap pH
dan suhu.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada tingkat kepercayaan 95%, jenis pelarut
berpengaruh terhadap yield fikosianin, namun tidak berpengaruh terhadap yield klorofil dan
yield beta karoten pada proses ekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis. Selain itu,
kondisi terbaik untuk ekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis diperoleh pada
perbandingan F:S (feed:solvent) = 1:150 g/ml, selama 96 jam, menggunakan pelarut buffer
fosfat pH 7, dengan yield fikosianin sebesar 49,9183 mg/g. Fikosianin yang dihasilkan stabil
pada pH 5-7, suhu rendah (4-10°C), dan suhu ruang (25-28 °C).

Kata Kunci: fikosianin, klorofil, beta karoten, Spirulina plantesis
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ABSTRACT

Spirulina plantesis is a species of algae containing three types of natural dyes,
namely phycocyanin, chlorophyll, and beta-carotene. Phycocyanin is a natural blue dye
found in Spirulina plantesis and has advantages over other natural blue dyes because it
contains antioxidants. Chlorophyll is a natural green dye, while beta-carotene is a natural
orange dye. The purpose of this study is to study the effect of solvent type on the yield of
phycocyanin, the yield of chlorophyll, and the yield of beta-carotene in extracting
phycocyanin from Spirulina plantesis. The benefit of this study is to add insight into how to
produce phycocyanin extracted from Spirulina plantesis using various type of solvents.

The research method used consists of preparation of raw materials, preliminary
research, main research and analysis. The solvent variations used were CaCl,, aquadest,
buffer citrate pH 5-6, and phosphate buffer pH 7-9. In preparation of raw materials, CaCl>
solution, phosphate buffer solution with pH 7,8 and 9, and citrate buffer solution with pH 5
and 6 was made. Preliminary study was conducted to obtain the time of extraction and feed:
solvent ratio to be used in the main research. In the main study, the effect of solvent type
variation in extracting phycocyanin from Spirulina plantesis was studied. The extraction
temperature used ranges from 4-10°C. The experiment design used was fixed effect model
design with one variable, that was solvent type variable. The results of the study was
analysed, including the analysis of the content, purity, and yield of phycocyanin, the content
and yield of chlorophyll, the content and yield beta carotene, antioxidant activity of
phycocyanin, and phycocyanin’s stability againts temperature and pH.

The results showed that at 95% confidence level, solvent types affected the yield
of phycocyanin, but did not affect the yield of chlorophyll and the yield of beta-carotene in
extracting phycocyanin from Spirulina plantesis. In addition, the best conditions for
extracting phycocyanin from Spirulina plantesis were obtained in the ratio of F:S= 1:150
g/ml, for 96 hours, using phosphate buffer pH 7 solvent, with the yield of phycocyanin of
49,9183 mg/g. The resulting phycocyanin is stable at pH 5-7, low temperature (4-10°C), and
room temperature (25-28 °C).

Keywords: phycocyanin, chlorophyll, beta-carotene, Spirulina plantesis
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penampilan menentukan daya tarik suatu benda. Begitu pula dengan makanan.
Makanan dengan tampilan yang menarik tentu akan membuat orang lebih tertarik untuk
mencicipi dan membelinya. Oleh karena itu, pigmen atau zat warna banyak digunakan oleh
produsen makanan untuk mewarnai makanannya agar lebih menarik. Selain itu warna-warna
tertentu dikaitkan seseorang dengan persepsi cita rasa, misalnya warna merah seringkali
identik dengan rasa pedas, merah muda untuk rasa stroberi, hijau untuk rasa melon, dan
coklat untuk rasa cokelat atau karamel.

Penggunaan pewarna makanan sudah diatur pemerintah mengenai batas
keamanannya, namun masih saja ada pedagang yang menggunakan bahan pewarna
berbahaya untuk makanan, misalnya pewarna tekstil yang merupakan pewarna sintetik dan
mempunyai warna lebih cerah, dapat digunakan dalam konsentrasi kecil, dan harganya lebih
murah. Contoh pewarna sintetik adalah rhodamine B (merah), Methanil Yellow (kuning),
Tatrazine (kuning), Brilliant Blue (biru), dll.

Pewarna makanan alami merupakan bahan yang lebih sehat untuk mewarnai
makanan karena berasal dari bahan-bahan alam, seperti tumbuhan. Jenis-jenis pewarna alami
antara lain adalah betalanin, karoten, klorofil, antosianin, fikosianin, dll. Sayangnya saat ini,
pewarna alami masih jarang ditemukan karena ketersediannya yang terbatas dan warnanya
yang tidak stabil sehingga tidak cocok untuk digunakan pada industri makanan dan
minuman. Produksi pewarna alami juga membutuhkan biaya yang lebih besar dibandingkan
dengan pewarna sintetik. Walaupun begitu, pewarna alami tetap harus dikembangkan karena
kesehatan manusia jauh lebih penting sehingga perlu dikembangkan proses penyediaan
pewarna alami yang murah.

Selain dari tanaman, pewarna alami juga dapat diperoleh dari spesies alga. Alga yang
mampu menghasilkan zat warna salah satunya adalah Spirulina sp. Spirulina mengandung
tiga jenis zat warna, yaitu fikosianin, karoten, dan fikosianin. Menurut Sedjati (2012),
pigmen yang paling banyak terkandung pada Spirulina adalah fikosianin, hingga mencapai
20% dari berat keringnya. Pigmen fikosianin berwarna biru, dan dapat digunakan sebagai

pewarna yang tidak berbahaya untuk makanan dan kosmetik. Perusahaan Dainippon Ink &



Chemicals (Sakura), bahkan telah mengembangkan produk dengan bahan dasar pigmen
fikobiliprotein bernama Lina Blue. Produk ini telah diaplikasikan pada permen Kkaret,
permen, minuman ringan, dairy product, ice sherberts, popsicles, dan wasabi. Sebagali
pewarna alami, pigmen fikosianin juga berpotensi menjadi pewarna untuk produk kosmetika
yang bernilai jual tinggi. Contoh produk yang telah mereka kembangkan adalah lispstick dan
eyeliners. (Candra, 2011)

Fikosianin merupakan pigmen yang termasuk ke dalam kelompok fikobiliprotein
bersama dengan fikoeritrin dan alofikosianin. Fikosianin diketahui juga memiliki
kemampuan mengobati sebagai antikanker dan meningkatkan respon imunitas. Seperti
pewarna alami lainnya, fikosianin juga tidak selalu stabil. Menurut penelitian yang dilakukan
oleh Sarada, warna biru pada fikosianin relatif stabil pada suhu ruang (25+2 °C) dan suhu
rendah (9+1 °C). Pada suhu 45 °C, fikosianin akan mulai kehilangan warnanya, sedangkan
pada suhu 50 °C, fikosianin sudah tidak dapat dideteksi lagi kandungannya. (Sarada, et al.,
1999)

Fikosianin merupakan pigmen dengan nilai jual yang tinggi. Harga fikosianin yang
dijual oleh Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com) mencapai SG$ 187,95 (Rp 1.879.500
dengan kurs 1 SGD = 10.000 IDR) per mg. Jika dibandingkan, Spirulina bubuk yang dijual

oleh Neoalgae (stokis-neoalgae.com/) hanyalah Rp 125.000 per 50 gram. Maka dari itu perlu
dikembangkan cara untuk dapat mengekstraksi fikosianin dari Spirulina dengan harga yang
terjangkau sehingga dapat digunakan oleh masyarakat luas.

Hingga saat ini belum banyak perusahaan yang memproduksi fikosianin. Hal ini
mungkin saja disebabkan oleh harga jual fikosianin yang tinggi menyebabkan sedikitnya
orang yang tertarik untuk membeli fikosianin. Pada penelitian ini, akan dilakukan ekstraksi
fikosianin dari Spirulina plantesis menggunakan metode maserasi. Ekstraksi dilakukan
untuk mengetahui pengaruh variasi jenis pelarut yield fikosianin, yield klorofil, dan yield
beta karoten pada fikosianin untuk menemukan kondisi optimum bagi ekstraksi fikosianin
dari Spirulina plantesis. Selain itu, akan dilakukan pula uji aktivitas antioksidan dan

kestabilan fikosianin pada pH dan suhu tertentu.


http://www.sigmaaldrich.com/

1.2

yie

Tema Sentral Masalah

Ketidakjelasan dan ketidakpastian mengenai pengaruh jenis pelarut terhadap
Id fikosianin, yield klorofil, dan yield beta karoten dalam proses ekstraksi fikosianin

dari Spirulina plantesis.

1.3 Identifikasi Masalah

Bagaimana pengaruh variasi jenis pelarut terhadap yield fikosianin, yield klorofil,

dan yield beta karoten dalam proses ekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis?

1.4 Premis

Kondisi terbaik untuk ekstraksi fikosianin adalah dengan pelarut sodium buffer fosfat pH
7 pada suhu 25°C, selama empat jam, dan dengan F:S (feed:solvent) = 1:12,5 g/mL.
(Silveira, et al., 2007)

Kondisi terbaik untuk melakukan ekstraksi fikosianin adalah pada pH= 7. Semakin tinggi
suhunya, maka laju ekstraksinya makin cepat. Konsentrasi fikosianin terbesar diperoleh
pada suhu 30 °C, sedangkan konsentrasi akan mengalami penurunan pada suhu 60 °C.
(Chia, et al., 2014)

Konsentrasi dan kemurnian fikosianin paling besar diperoleh pada F:S= 1:15. Konsentrasi
maksimum fikosianin diperoleh pada suhu ekstraksi 25 °C, dan waktu ekstraksi selama
24 jam. Kemurnian maksimum fikosianin diperoleh pada suhu ekstraksi 4 °C, dan waktu
ekstraksi selama 48 jam. (Pan-utai, et al., 2014)

. Pelarut buffer fosfat menghasilkan yield paling banyak (60,51+0,11 mg/g sampel),

kemurnian yang lebih tinggi (1,74 + 0,03). Akan tetapi aktivitas antioksidan pada ekstrak
dengan aquadest lebih kuat (ICso = 110,8 ppm). (Ridlo, et al., September 2015)

F:S = 1:125 menghasilkan konsentrasi fikosianin paling banyak. Hal ini ditandai dengan
nilai absorbansinya paling tinggi sebelum mengalami penurunan akibat kejenuhan
larutan. (Candra, 2011)

Waktu optimum untuk melakukan ekstraksi adalah 48 jam. Metode yang paling baik
adalah freezing dan thawing karena menghasilkan konsentrasi dan yield yang paling
besar. (Sivasankari, et al., 2014)

Walaupun metode homogenisasi dengan mortar dan alu menghasilkan yield terbesar, saat
diukur absorbansinya terjadi puncak pada panjang gelombang 678 nm, yang mendakan

adanya kontaminasi dengan Kklorofil. Oleh karena itu, metode paling baik untuk
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mendapatkan ekstrak fikosianin yang murni adalah dengan metode freezing and thawing.
(Sarada, et al., 1999)

Tabel premis disajikan pada halaman selanjutnya.

1.5  Hipotesis
Jenis pelarut berpengaruh terhadap yield fikosianin, yield klorofil, dan yield beta
karoten dalam proses ekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis. Dengan pelarut yang

sesuai maka akan meningkatkan yield fikosianin, yield klorofil, dan yield beta karoten.

1.6 Tujuan Penelitian

a. Mempelajari pengaruh jenis pelarut terhadap yield fikosianin dalam proses ekstraksi
fikosianin dari Spirulina plantesis.

b. Mempelajari pengaruh jenis pelarut terhadap yield klorofil dalam proses ekstraksi
fikosianin dari Spirulina plantesis.

c. Mempelajari pengaruh jenis pelarut terhadap yield beta karoten dalam proses ekstraksi

fikosianin dari Spirulina plantesis.



oH Suhu S Waktu
Peneliti Bahan Pelarut ekstraksi eksErak5| (g/mL) eks_trak5| Metode Analisis Hasil
°C) (jam)
Aquadest,
larutan buffer
sodium fosfat Ekstrak fikosianin Pelarut buffer fosfat pH 7 menghasilkan
10 mM (pH 7), . : - konsentrasi fikosianin paling banyak
. disentrifugasi dan AR
larutan buffer 24 48 Maserasi supernatannva sebesar 4,2 mg/mL. Setelah itu diikuti
sodium asetat - 30 1:25 %2 ' pada rotary P diukur Y oleh aquadest (3,73 mg/mL), CaCl;
10mM (pH 5), shaker - (3,48 mg/mL), NaCl (3,32 mg/mL), dan
absorbansinya pada . .
larutan NaCl 3= 280 dan 615 nm paling sedikit adalah menggunakan
0,15 M, dan buffer asetat pH 5 (1,84 mg/mL).
larutan CaCl,
10 g/L.
(Silveira, et | Spirulina
al., 2007) platensis F:S =1:12,5 menghasilkan yield
terbesar yaitu 46,8 mg/g. Variabel yang
G paling berpengaruh pada konsentrasi
1:100; Maserasi E:;Sg;?ﬁfﬁkgz;znég fikosianin adalah F:S. Kondisi terbaik
20; 23,6; 1:49,5; 0, 4, 10, ada rotar su erna?ann a untuk ekstraksi fikosianin adalah pada
Agquadest - 32,5; 1:22,2; 24, dan sphaker ad)e/l P diukur Y suhu 25°C, selama empat jam, dan
41,4; 45 1:14,33; 30 P - dengan F:S = 1:12,5 g/mL. Kondisi ini
i 100 rpm absorbansinya pada . . .
1:12,5 = memungkinkan hasil ekstraksi
A= 615 dan 652 nm A .
fikosianin dengan konsentrasi 3,68
mg/mL dan tingkat kemurnian
(A615/A280) sebesar 0,46.
Konsentrasi dan kemurnian fikosianin
paling besar diperoleh pada F:S= 1:15,
Ekstrak fikosianin yaitu masing-masing sebesar 6,88
10 mM 115 disentrifugasi dan mg/mL dan 3,83. Konsentrasi
(Pan-utai, et | Spirulina sodium i 25 4 -20 1j25’ 12, 24, Maserasi diukur maksimum fikosianin diperoleh pada
al., 2014) platensis phosphate nr 1‘_ 50’ 48 absorbansinya pada suhu ekstraksi 25 °C, dan waktu

buffer (pH 7)

A= 280, 615, dan
652 nm.

ekstraksi selama 24 jam. Kemurnian
maksimum fikosianin diperoleh pada
suhu ekstraksi 4 °C, dan waktu ekstraksi
selama 48 jam.




oH Suhu S Waktu
Peneliti Bahan Pelarut ekstraksi eksErak5| (g/mL) eks_trak5| Metode Analisis Hasil
°C) (jam)
Maserasi di pH 7 menghasilkan konsentrasi
5; 5,5; 6; dalam Ekstrak fikosianin fikosianin paling banyak sebesar 2,2
6,5, 7; 50 erlenmever disentrifugasi dan g/L. Pada pH 8 konsentrasi fikosianin
Larutan buffer 7,58 50, 100, 105 m)ll diukur menurun akibat terjadinya denaturasi
(Chia, etal., | Spirulina . . 150, 200, absorbansinya pada protein.
. sodium fosfat 1:20 bertutup yang B T — -
2014) platensis (10 mM, pH 7) 240 dilenakani A= 615 dan 652 nm Semakin tinggi suhunya, maka laju
P 30, 35, (menit) deng anp menggunakan ekstraksinya makin cepat. Konsentrasi
7 40, 45, ma r?etic Ultrospec 3100 pro | fikosianin terbesar diperoleh pada suhu
50, 60 stigrrer spectrophotometer. 30°C, sedangkan konsentrasi akan
' mengalami penurunan pada suhu 60 °C.
Ekstrak
disentrifugasi
dengan kecepatan
15 25 minimum 3500 rpm | F:S =4:5 (80 mg biomassa dalam 10 ml
Buffer fosfat 3j52 4j51 selama 5 menit pada pelarut) menghasilkan konsentrasi
(Candra, Spirulina 100 MM (pH 7 10 5j52 6:5: 24 Freezing and suhu 10 °C, lalu fikosianin paling banyak. Hal ini
2011) fusiformis 7 P 7j51 8:5: thawing supernatannya dikarenakan nilai absorbansinya paling
9_'5_' 105 diukur absorbansi tinggi sebelum mengalami
D pada panjang penurunan akibat kejenuhan.
gelombang 620 nm,
dengan buffer fosfat
sebagai blanko.
E_kstra!< f|kos_|an|n Pelarut buffer fosfat menghasilkan yield
disentrifugasi pada .
(Ridlo, et al Aquadest dan 3000 rpm selama 30 paling banyak (60,51+0,11 mg/g
‘ " | Spirulina ) Freezing and . . sampel), kemurnian yang lebih tinggi
September s Buffer Fosfat - - 1:100 48 thawin menit, dan diukur (1,74 + 0,03). Akan tetapi aktivitas
2015) p- pH 7 g absorbansinya pada e P

A= 280, 615, dan
652 nm.

antioksidan pada ekstrak dengan
aquadest lebih kuat (ICso = 110,8 ppm).




H Suhu S Waktu
Peneliti Bahan Pelarut b . | ekstraksi : ekstraksi Metode Analisis Hasil
ekstraksi o (g/mL) .
(¢C) (jam)
Yield=0,76
i 95 4 ) Freezing and mg/g;
’ thawing Kadar= 0,38
mg/mL.
Homogenisasi Yield=0,12
50 mM fosfat 95 ) dengan mo/g;
buffer pH 6,8 ' mortar dan Kadar= 0,06
alu mg/mL.
Yield=0,5
Sodium buffer 7 ) mo/g;
fosfat pH 7 Sampel fikpsianin Kadar= 0,25
_kemudian mg/mL. Waktu optimum untuk
Suhu disentrifugasi pada | yje|g= 0,136 melakukan ekstraksi
ruang 5000 rpm selama 15 mg/g; adalah 48 jam. Metode
(Sivasankari, | Spirulina 12 M HCI 12 1:2 24, 48, Maserasi menit kemudian Kadar= yang paling baik adalah
etal., 2014) | platensis 72 supeijr_n alitannya 0,068 freezing dan thawing
absorlt;janusrinya _ mg/mL. karena mer_lghasil_kan
menggunakan Yield= 0,572 konsentras_l dan yield
1M Asam ) spektrofotometer mg/g,_ yang paling besar.
asetat 1.2 12 UV-VIS Kadar=
0,286
mg/mL.
Sonikasi
(diberi
gelombang Yield= 0,08
suara) pad_a —
- 9,5 - - 50 kHz di Kadar= 0,04
dalam
. mg/mL.
ultrasonic
bath selama

30 menit.




H Suhu S Waktu
Peneliti Bahan Pelarut b . | ekstraksi ) ekstraksi Metode Analisis Hasil
ekstraksi o (g/mL) .
(¢C) (jam)
Yield=
19,26 mg /
100 mg
Aquadest - berat
Suhu . kering
ruang Maserasi biomassa
Paling baik
HCI (2, 4, 6, 8, pada
10 N) i konsentrasi Walaupun metode
8-10 N homogenisasi dengan
Vield= mortar dan alu
50 mM Homogenisasi 19.84 mg/ menghasilkan Y'eld
; terbesar, saat diukur
sodium dengan S 100 mg - o
6,8 - Ekstrak fikosianin absorbansinya terjadi
phosphate mortar dan disentrifugasi dan berat uncak pada panjan
- buffer pH 6,8 alu g kering P pada panjang
(Sarada, et Spirulina ) 2 4 94 supernatannya biomassa gelombang 678 nm, yang
al., 1999) sp n Homogenisasi diukur mendakan adanya
der? arl1 : absorbansinya pada kontaminasi dengan
V'rt'n%' L, | A=615dan6s2nm | Yield= | Klorofil. Oleh karena itu,
51 mM (Ije:\ Z(n 19,02 mg/ | metode paling baik untuk
sodium 6.8 9 var?asi 100 mg mendapatkan ekstrak
phosphate ’ kecepatan 5 berat fikosianin yang murni
buffer pH 6,8 10 20 100’ kering adalah dengan metode
rpr’n se’Iama biomassa freezing and thawing.
10 menit.
Yield=
52 mM 19.47mg/
sodium 6.8 ) Freezing and 100 mg
phosphate ’ thawing berat
buffer pH 6,8 kering

biomassa




1.7  Manfaat Penelitian

Bagi Peneliti:

a. Menambah wawasan peneliti mengenai ekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis.

b. Meningkatkan kemampuan peneliti dalam menentukan kondisi optimum untuk
mengekstraksi fikosianin dari Spirulina plantesis.

Bagi Industri :

a. Memberikan informasi bagi industri mengenai faktor-faktor yang dapat mempengaruhi
yield fikosianin, yield klorofil, dan yield beta karoten pada ekstraksi fikosianin dari
Spirulina plantesis pada skala laboratorium, agar dapat diaplikasikan dalam produksi
pada skala industri.

Bagi Pemerintah:

a. Memberikan masukan bagi pemerintah untuk mengembangkan industri pewarna
fikosianin alami, terutama dari Spirulina plantesis.

b. Memberikan solusi alternatif bagi pemerintah mengenai sumber pewarna alami untuk
menggantikan pewarna sintetik yang tidak baik untuk kesehatan masyarakat apabila

digunakan pada makanan.





