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ABSTRAK

Pemanfaatan limbah sebagai media kultur dapat menekan biaya produksi dan menjadi salah satu
cara penanganan limbah. Limbah cair tahu (LCT) merupakan salah satu limbah yang banyak dihasilkan dan
berpotensi sebagai media tumbuh Chlorella sorokiniana. Hal ini karena LCT telah diketahui mengandung
makronutrien seperti nitrogen, fosforus, dan kalium. Penelitian ini bertujuan menentukan pertumbuhan C.
sorokiniana pada media LCT, menentukan kandungan metabolit sekunder dan total fenolik pada ekstrak
etanol C. sorokiniana yang dikultur pada media limbah tahu. Mikroalga dikultur pada konsentrasi media
LCT 15, 20, 25, dan 30%. Pertumbuhan terbaik diperoleh pada media LCT dengan konsentrasi 30%.
Biomassa mikroalga yang diperoleh dari hasil kultivasi pada media terbaik diekstraksi menggunakan
metode maserasi berulang dengan pelarut etanol. Metabolit sekunder pada ekstrak dianalisis dengan uji
fitokimia. Hasil uji menunjukkan keberadaan golongan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, dan terpenoid.
Uji total fenolik dengan pereaksi Folin Ciocalteau menghasilkan 14,16 mg GAE/g dan total flavonoid
ekstrak adalah 40,59 mg QE/g yang menunjukkan bahwa ekstrak tersebut berpotensi memiliki aktivitas
hayati seperti antimikroba dan antioksidan.

Kata Kunci : Chlorella sorokiniana, limbah cair tahu, flavonoid, metabolit sekunder, fenolik

GROWTH AND SECONDARY METABOLITES of Chlorella sorokiniana CULTURED IN TOFU
LIQUID WASTE

ABSTRACT

Utilizing waste as a culture medium can reduce production costs and become a way of handling
waste. Tofu liquid waste (LCT) is one of the wastes that is produced and has the potential as a growth
medium for Chlorella sorokiniana. LCT has been known to contain macronutrients such as nitrogen,
phosphorus, and potassium. This study aims to determine the growth of C. sorokiniana on LCT media,
determine the content of secondary metabolites and total phenolics in the ethanol extract of C. sorokiniana
cultured on tofu waste media. Microalgae were cultured at LCT media concentrations of 15, 20, 25, and
30%. The best growth was obtained on LCT media with a concentration of 30%. The microalgae biomass
obtained from cultivation on the best media was extracted using the repeated maceration method with
ethanol as solvent. The secondary metabolites in the extract were analyzed by phytochemical test. The test
results showed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, and terpenoids. Total phenolic test with Folin
Ciocalteau reagent gave 14.16 mg GAE/g, and total flavonoid extract was 40.59 mg QE/g which indicated
that the extract has potential as antimicrobial and antioxidant.

Keywords: Chlorella sorokiniana,, tofu liquid waste, flavonoids, secondary metabolites, phenolic
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Pendahuluan

Mikroalga merupakan mikroorganisme
yang bermanfaat di berbagai bidang di antaranya
bidang energi (Makareviciene et al., 2011; Li et al.,
2011) dan kesehatan (Olasehinde et al, 2019).
Pemanfaatan mikroalga di bidang kesehatan terkait
dengan kandungan senyawa yang terdapat dalam
mikroalga tersebut. Salah satu mikroalga yang
dapat dimanfaatkan ialah Chlorella sorokiniana.
Ekstrak spesies ini mengandung fenol dan
flavonoid yang mendukung kemampuannya
sebagai antioksidan (Olasehinde et al, 2019; Hamed
etal., 2017; Petruk et al.,, 2019).

Media kultur merupakan hal penting
dalam memanfaatkan C. sorokiniana. Pemanfaatan
limbah pada kultur mikroalga dapat menekan biaya
produksi dan menjadi salah satu solusi penanganan
limbah. Jenis mikroalga ini diketahui mampu
tumbuh baik pada limbah (Qiu et al, 2020) seperti
limbah domestik (Ramanna et al, 2014) dan limbah
peternakan (Chen et al, 2020; Susanty and Oksari,
2020).

Salah satu limbah yang juga dapat
dimanfaatkan sebagai media kultur Chlorella ialah
limbah cair tahu. Di Indonesia, banyak industri tahu
dengan limbah cair sekitar sekitar 20 juta m3/tahun
(Widayat et al., 2016). Pengolahan limbah cair tahu
yang masih belum baik oleh sebagian industri
dapat menimbulkan masalah pencemaran pada air
sungai (Kesuma et al.,, 2013). Agar limbabh ini tidak
terbuang dan mencemari air sungai, maka
sebaiknya dimanfaatkan untuk media kulur
mikroalga. Limbah tersebut dapat digunakan
sebagai media kultur mikroalga karena
mengandung nutrisi seperti karbon, nitrogen, dan
fosforus (Syaichurrozi et al, 2017). Beberapa
mikroalga diketahui dapat tumbuh pada limbah
cair tahu seperti Chlorella pyrenoidosa (Munir et al.,
2017) dan Chlorella sp. (Aulia et al., 2017). Potensi
C. sorokiniana untuk hidup pada limbah cair tahu
belum diketahui. Untuk itu, penelitian ini bertujuan
mengevaluasi pertumbuhan C. sorokiniana pada
berbagai konsentrasi limbah cair tahu dan
kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak
etanolnya.

Bahan dan Metode
Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
ialah kultur mikroalga C. sorokiniana (InaCCM 38),
limbah cair tahu (LCT) yang berasal dari daerah
Ciriung, Kabupaten Bogor, alkohol 96%, larutan
NaOH 2N, asam tanat, asam klorida, asam sulfat,
asam asetat anhidrida, 2,2-difenil-1-pikril hidrazil
(DPPH) (Sigma-Aldrich), etanol 96%, FeCls, reagen
Folin-Ciocalteau (Merck), kloroform, kuersetin
(Himedia), Naz2COs, reagen Dragendorff, reagen
Mayer, reagen Wagner, pita Mg, AlCls 10%, dan
kalium asetat 1M.
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Alat yang digunakan ialah lampu TL (3000-
4000 lux), hemositometer, laminar air flow,
sentrifus ~ (Hettich  Zentifugen @ EBA  20),
spektrofotometer ultraviolet-tampak (UV-Vis)
(Optizen™ POP-Smart), dan peralatan kaca.

Persiapan Media LCT

Media LCT disiapkan dalam 4 ragam
konsentrasi, yaitu 15, 20, 25, dan 30% (v/v) dan
diatur pH 7. Media LCT disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm.

Kultivasi pada media LCT (Azhar et al, 2017)

C. sorokiniana dikultivasi pada media LCT
steril, pada suhu ruang dan pencahayaan dari
lampu dengan intensitas 3000—4000 lux. Densitas
sel dihitung dengan hemositometer. Laju
pertumbuhan spesifik mikroalga (k) dihitung
dengan rumus:

k=3,22 280
T1-TO
Keterangan:
n1 : kepadatan sel pada hari ke-n
no : kepadatan sel awal (sebelumnya)
T1:hari ke-n
To : hari sebelumnya

Ekstraksi

Biomassa sel dengan pertumbuhan terbaik
diekstraksi dengan etanol 96% [1:10 (b/v)],
menggunakan shaker selama 3 hari. Ekstrak
diuapkan pada suhu 50 °C (tekanan 1 atm)
menggunakan penguap putar hingga tidak ada lagi
pelarut yang menetes. Sisa pelarut yang masih ada
diuapkan.

Uji Fitokimia Ekstrak

Kandungan bioaktif ekstrak etanol diuji
secara kualititatif, meliputi alkaloid, terpenoid,
flavonoid, saponin, dan tanin (Harbone, 1987).

Uji Total Fenolik (Azaman et al, 2017)

Total fenolik ditentukan dengan metode
Folin Ciocalteau. Sebanyak 50 mg ekstrak etanol
dilarutkan dengan akuades hingga volume larutan
50 mL. Sebanyak 1 mL larutan tersebut diambil dan
ditambah reagen 10% sebanyak 2,5 mL, dan
didiamkan selama 5 menit. Setelah itu 2,5 mL
Naz2CO03 7,5% ditambahkan dan didiamkan kembali
selama 45 menit dalam ruang gelap. Asam galat
sebagi standar juga direaksikan dengan cara yang
sama dengan konsentrasi deret 5, 10, 15, 20, dan 25
mg/L. Absorbans diukur pada panjang gelombang
760 nm. Total fenol ekstrak sampel dinyatakan

dengan rumus :
\

Total fenol GAE, _
otal fenol (mg g )—cm

Keterangan:
¢ = kadar dari kurva standar (mg/L)
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V = volume sampel (L)
m = bobot sampel (g)

Uji Total Flavonoid (Azizah et al., 2014 (modifikasi)
Ekstrak etanol (50 mg) ditimbang dan
dilarutkan dalam akuades hingga 50 mL. Sebanyak
1 mL larutan ditambahkan 0,2 mL AICl3 10%, 0,2
mL kalium asetat 1 M dan 3 mL etanol, kemudian
dicukupkan dengan akuades hingga volume akhir
10 mL. Setelah 30 menit, serapan larutan diukur
pada panjang gelombang 425 nm. Flavonoid total
ditentukan dengan menggunakan rumus:

%
Total flavonoid mgQE/g = c—

Hasil dan Pembahasan
Pertumbuhan Chlorella sorokiniana pada Media
Limbah Cair Tahu (LCT)

C. sorokiniana memperlihatkan
kemampuan tumbuh baik dalam media LCT, pada
semua konsentrasi. Namun, pertumbuhan terbaik
ialah pada konsentrasi media LCT 30%. Pada media
LCT 30%, mikroalga ini langsung dapat beradaptasi
dan jumlah selnya meningkat hingga hari ke-7
dengan kepadatan sel 3,98 x10¢ sel/mL. Kepadatan
sel tertinggi pada media lainnya ialah 2,56 x 106
sel/mL (konsentrasi 25% dan hari ke-6), 2,12 x106
sel/mL (konsentrasi 20% dan hari ke-4), 1,81 x106
sel/mL (konsentrasi 15% dan hari ke-4).
Kepadatan sel dari hari pertama hingga hari ke-14
dapat dilihat pada Gambar 1.

Kemampuan tumbuh C. sorokiniana pada
media limbah cair tahu dapat dilihat dari laju
pertumbuhannya (Tabel 1). Pada hari pertama,
tampak pertumbuhan cepat pada semua
konsentrasi media. Namun, laju pertumbuhan hari
kedua melambat. Pada media LCT dengan
konsentrasi 15 dan 20%, spesies Chlorella ini
mampu tumbuh hingga hari ke-4. Pada LCT 25%,
kemampuan tumbuh masih terjadi hingga hari ke-6
dan melambat di hari berikutnya. Pada media LCT
30%, mikroalga ini masih mampu tumbuh hingga
hari ke-7.
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Gambar 1. Kepadatan Sel Chlorella

sorokiniana pada Berbagai Konsentrasi Media
Limbah Cair Tahu

123

ISSN 2443-1230 (cetak)
ISSN 2460-6804(online)

Rata-rata kepadatan sel yang tinggi pada
media LCT 30% disebabkan jumlah LCT yang
diberikan sudah sesuai sehingga C. sorokiniana
mampu memanfaatkan sumber nutrien tersebut
dengan efektif. Hal ini sejalan dengan pernyataan
Munir etal. (2017), bahwa kadar nutrien yang tepat
dapat diserap ke dalam sel yang berperan penting
dalam proses biosintesis dan digunakan dalam
metabolisme. Nutrien dalam media memengaruhi
kemampuan mikroalga untuk beradaptasi dan
tumbuh. Jumlah serta rasio nitrogen:fosforus
memengaruhi laju pertumbuhan mikroalga (Lee et
al,, 2013).

Berdasarkan data pertumbuhan tersebut,
dapat diketahui juga bahwa limbah cair tahu dapat
dijadikan media tumbuh C. sorokiniana. Hal ini
karena LCT mengandung makronutrien seperti N,
P, dan K yang dibutuhkan oleh mikroalga. LCT
mengandung nitrogen 13,8 mg/L, fosforus 29,6
mg/L, dan kalium 511 mg/L (Gisela, 2021).

Pertumbuhan C. sorokiniana pada media
LCT terlihat tidak mengalami fase lag, sebagaimana
terlihat pada laju pertumbuhan yang tinggi di hari
pertama. Ini menandakan bahwa spesies tersebut
mampu beradaptasi dan menyerap nutrisi dari
media. Laju pertumbuhan pada LCT 30%
berfluktuasi meskipun kepadatan sel meningkat
hingga hari ke-7. Hal ini dapat disebabkan oleh sel
yang mampu bertahan dan berkembang, meskipun
ada juga yang mati (Hanifa et al, 2019).

Tabel 1. Laju Pertumbuhan Chlorella sorokiniana
pada Berbagai Variasi Konsentrasi Media Limbah
Cair Tahu (LCT)

Hari LCT 15% LCT 20% LCT 25% LCT 30%

kepadatan  k
sel

kepadatan  k
sel

kepadatan  k
sel

kepadatan k
sel

0 63500
1 623500

88500
536500

87500
320000

72000

319 252 500000 7

2 1080000 0.7 1030000 0.91 786500 806500 067

3 1113500  0.04 1446500 047 1596500 1713500 1.05

4 1813500  0.68 2116500  0.53 2436500 3183500 087

5 1366500 -0.40 1993500 -0.08 2466500 3343500 0.07

6 1266500 -0.11 1723500  -0.20 2563500 3696500 0.14

7 780000 -0.68 1066500 -0.67 2276500 3986500 011

10
11
12
13
14

430000
450000
360000
180000
276500
230000
260000

-0.65
-0.12
-0.31
-0.97

0.60

-0.26

0.17

630000
370000
256500
140000
190000
210000
246500

0.74
0.74
-0.51
-0.85

0.43
0.14
0.22

1840000
1470000
1100000
1026500
950000
856500
763500

3160000
2960000
2603500
2153500
1580000
1606500
1556500

-0.32
-0.09
-0.18
-0.27
-043

0.02

-0.04
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Fitokimia Ekstrak Etanol

Ekstrak etanol dari kultur pada media LCT
30% diketahui mengandung alkaloid, flavonoid,
steroid, dan fenolik (Tabel 2). Kandungan golongan
senyawa tersebut menunjukkan bahwa ekstrak
etanol berpotensi untuk dikembangkan dalam
bidang kesehatan. Flavonoid dilaporkan memiliki
aktivitas hayati sebagai antioksidan (Pradhan et al.,
2021), antimikrob dan antikanker (Jayshree et al,
2016). Alkaloid banyak ditemukan pada tumbuhan
dan juga memiliki aktivitas sebagai antikanker,
antijamur, dan antibakteri (Gutierrez et al., 2012).
Kandungan metabolit sekunder dipengaruhi oleh
beberapa faktor, salah satunya ialah metode
pengolahan (Pyo et al, 2014). Dalam hal ini
pengolahan dalam memperoleh ekstrak, yaitu
dengan maserasi dalam pelarut etanol. Etanol
mampu mengekstraksi hampir seluruh metabolit
yang ada pada sel. Teknik maserasi juga
memungkinkan terjaganya metabolit sekunder dari
kerusakan atau penguapan.

Tabel 2. Uji Fitokimia Ekstrak Chlorella sorokiniana

No Pengujian Hasil
1 Alkaloid ++
a.Wagner
b. Dragendorff
c. Mayer
2 Flavonoid ++
3 Steroid/triterpenoid  +
4  Fenolik/Tanin +
5  Saponin -

Keterangan: (+) : sedikit
(++): cukup banyak
(-) : Tidak ada

Total Fenolik Ekstrak Etanol

Ekstrak etanol C. sorokiniana yang dikultur
pada media LCT 30% memiliki total fenolik 14,16
mg GAE/g. Kadar ini tidak begitu berbeda dengan
temuan Olasehinde et al. (2019) yang menunjukkan
hasil total fenolik ekstrak etanol dari spesies yang
sama yang dikultur dengan media BG-11, yakni
14,21 mg GAE/g. Total fenolik diperoleh lebih
tinggi pada ekstrak dengan pelarut yang lebih polar
dibandingkan pelarut nonpolar. Ekstrak dari kultur
pada vinase tebu (dengan tambahan N, P, dan K
sebanyak 20, 5, dan 20 g/L) mengandung total
fenolik 15,28 mg GAE/g (Ansilago et al, 2021).
Total fenolik pada penelitian Lai dan Sun (2017)
dengan ekstraksi menggunakan etanol 75% pada
tepung C. sorokiniana yang diperoleh dari Taiwan
Chlorella Manufacturers, Ltd., hanya 3,17 GAE/g.
Dengan demikian, kandungan metabolit sekunder
pada suatu spesies dipengaruhi oleh lingkungan
media tumbuh dan prosedur ekstraksinya.
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Ekstraksi dengan pelarut etanol dan metanol
menunjukkan hasil yang lebih tinggi untuk total
fenolik dibandingkan ekstraksi dengan pelarut etil
asetat dan aseton (Safafar et al, 2015). Senyawa
fenolik dalam Chlorella yang sama juga
mengandung asam kafeat, asam ferulat, asam p-
kumarat, dan asam sinamat. Goiris et al. (2014)
menambahkan bahwa pada Chlorella, senyawa
fenolik terbanyak ialah floroglusinol dan asam p-
kumarat.

Total Flavonoid Ekstrak Etanol

Total flavonoid ekstrak etanol C
sorokiniana yang dikultur pada media LCT 30%
ialah 40,59 mg QE/g. Dari spesies yang sama,
Olasehinde et al. (2019) melaporkan total flavonoid
ekstrak etanol 11,54 mg QE/g, lebih rendah
daripada ekstrak diklorometana (18,36 mg QE/g).
Kandungan flavonoid pada ekstrak dari media
vinase tebu (dengan tambahan N, P, dan K sebanyak
20, 5, dan 20 g/L) mengandung total flavonoid
72,30 mg QE/g (Ansilago et al, 2021). Asam p-
kumarat merupakan salah satu prekursor penting
pada biosintesis flavonoid (Goiris et al, 2014).
Asam organik tersebut diketahui merupakan
komponen mayor pada Chlorella membentuk
naringenin  kalkon yang kemudian dapat
membentuk naringenin (Gambar 2). Naringenin
menjadi awal terbentuknya apigenin. Apigenin juga
merupakan komponen mayor pada Chlorella.
Senyawa lainnya yang dapat disintesis ialah
daidzein, luteolin, genistein, dan kuersetin (Goiris
etal., 2014).

D- LQ< NC
L «— w_ W
w
G“ |

DK — DQ

Q

Gambar 2. Jalur metabolism beberapa flavonoid
pada Chlorella vulgaris. Abu tu: komponen mayor
dan abu muda: komponen minor. PCA: asam p-
kumarat,NC: naringenin kalkon, PHL: Phloretin, LG:
likuiritigenin, D: Daidzein, A: Apigenin, G; Genistein,
L: Luteolin: DK: Dihidrokamferol,  DQ:
Dihidrokuisetin, K: Kamferol, Q: Kuersetin (Goiris
etal, 2014).
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Kesimpulan

C. sorokiniana dapat tumbuh pada media
limbah cair tahu dengan pertumbuhan terbaik pada
konsentrasi media 30%. Hasil uji fitokimia
menunjukkan adanya golongan senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin dan terpenoid. Ekstrak
mengandung sekitar 14 mg GAE/g total fenolik dan
sekitar 40 mg QE/g total flavonoid, Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak mengandung
senyawa fenolik dan flavonoid yang dapat
berpotensi sebagai antimikroba dan antioksidan.
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