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ABSTRAK: Indonesia merupakan negara kepulauan dengan keanekaragaman hayati sehingga
memilliki potensi bagi perairan Indonesia untuk mikroalga dapat tumbuh dan berkembang.
Mikroalga Haematococcus sp. dikenal mengandung senyawa karotenoid, khususnya senyawa
astaxanthin. Astaxanthin berkhasiat sebagai antioksidan yang dapat dimanfaatkan sebagai

suplemen kesehatan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh jenis pelarut, volume
pelarut, dan lama waktu ekstraksi terhadap kadar astaxanthin. Ekstraksi dilakukan dengan
metode Ultrasound Assisted Extraction (UAE). Penelitian ini menggunakan metode percobaan
dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) factorial dengan tiga variabel bebas yaitu jenis pelarut,
volume pelarut dan waktu ekstraksi pada proses ekstraksi. Pada penelitian ini dilakukan analisis
kadar astaxanthin dalam Haematococcus sp. yang diperoleh dari hasil kultivasi sendiri,
kemudian dilakukan pengukuran kadar astaxanthin menggunakan spektrofotometri UV-Vis
pada panjang gelombang 478 nm. Hasil pengukuran menunjukkan kadar astaxanthin tertinggi
pada variasi pelarut aseton dengan volume 10 ml lama waktu 25 menit sebesar 0,0677%.

Kata Kunci: Antioksidan;

Spektrofotometri UV-Vis.

Astaxanthin; Ekstraksi; Ultrasound Assisted Extraction;

ABSTRACT: Indonesia is an archipelagic country with biodiversity so it has the potential for
Indonesian waters for microalgae to grow and develop. Microalgae Haematococcus sp. are
known to contain carotenoid compounds, especially astaxanthin compounds.. Astaxanthin is
powerful as an antioxidant, which can be used as a health supplement. This research aims to
determine the effect of solvent type, solvent volume, and extraction time on the astaxanthin
levels. Extraction was carried out using the Ultrasound Assisted Extraction (UAE) method. This
study uses experimental methods of a full random design (RAL) methods with three independent
variables - type solvents, volume solvents and time extraction on the extraction process. In this
study, analysis of astaxanthin levels in Haematococcus sp. obtained from self-cultivation results,
then astaxanthin levels were measured using UV-Vis spectrophotometry at a wavelength of 478
nm. The measurement results showed the highest levels of astaxanthin in the variation of acetone
solvent with a volume of 10 ml for 25 minutes of 0.0677%.

Keywords: Antioxidants; Astaxanthin; Extraction;Ultrasound Assisted Extraction; UV-Vis

Spectrophotometry.

1. Pendahuluan

Indonesia merupakan negara kepulauan dengan sumber
hayati dan non-hayati yang beragam dan melimpah. Adanya
keanekaragaman hayati memilliki potensi bagi perairan di
Indonesia serta kondisi iklim tropis dengan intensitas cahaya
matahari yang tinggi merupakan habitat yang sesuai untuk
mikroalga dapat tumbuh dan berkembang. Mikroalga
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merupakan mikroorganisme bersel tunggal berukuran
mikroskopik. Mikroalga mampu menghasilkan stok pangan
dalam waktu yang singkat, tidak membutuhkan lahan yang
terlalu luas, dan mudah diproduksi dalam kehidupan sehari-
hari (Hadiyanto dan Azim, 2012). Selain itu, mikroalga juga
merupakan mikroorganisme fotosintetik yang dapat tumbuh
dengan cepat dan mampu hidup di berbagai lingkungan yang
ekstrim.  Mikroalga memiliki struktur uniselular atau
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multiselular sederhana, contohnya antara lain Spirulina,
Chlorella, Nannochloropsis dan lain-lain (Islam dkk. 2017).

Haematococcus sp. saat ini merupakan salah satu jenis
mikroalga yang diminati karena memiliki kandungan super
antioksidan yang dikenal dengan nama astaxanthin.
Antioksidan merupakan seyawa yang mampu untuk
menetralisir dan menyerap radikal bebas sehingga mampu
mencegah penyakit-penyakit degeneratif. Berdasarkan
evaluasi yang telah dilakukan astaxanthin memiliki
kekuatan antioksidan 50-100 kali lebih kuat dibandingkan
vitamin E (Ekpe dkk., 2018). Kandungan antioksidan pada
astaxanthin ini juga dapat dijadikan sebagai alternatif obat
terapi untuk penderita Covid-19, dimana sebagai agen
antiapoptosis yang menghambat peristiwa kematian sel pada
penderita Covid-19 (Fakhri dkk., 2020). Untuk memenuhi
kebutuhan antioksidan di Indonesia saat ini, Indonesia masih
mengimpor kebutuhan vitamin E dan vitamin C. Untuk
mengurangi jumlah impor tersebut, maka pada penelitian ini
diharapkan dapat membantu mengurangi ketergantungan
terhadap impor bahan sumber antioksidan.

Berbagai penelitian dalam skala laboratorium telah
dilakukan untuk mengambil astaxanthin dari
Haematococcus sp.. Metode ekstraksi yang dilakukan saat
ini masih bergantung dengan pemilihan pelarut, dan
memerlukan pelarut organik serta memakan waktu yang
lama. Untuk mengatasi hal tersebut, saat ini telah banyak
berkembang metode ekstraksi yang lebih efisien,
membutuhkan pelarut sedikit, dan bersifat ramah
lingkungan. Metode ekstraksi dilakukan dengan tujuan
untuk menghancurkan dinding cel (cell disruption)
mikroalga, yakni dengan cara mekanis, kimia. Dengan cara
mekanis ini dapat dilakukan dengan metode gelombang
ultrasonic, microwave, serta bead milling. Sedangkan secara
kimia menggunakan larutan asam dan basa (Pinto
dkk.,2001). Penelitian sebelumnya menyelidiki pengaruh
waktu ekstraksi dan jenis pelarut terhadap yield astaxanthin
dari Haematococcus pluvialis (Haque et al., 2016) Namun
demikian, penelitian tersebut belum dapat menjawab kondisi
optimal ekstraksi Haematococcus sp. sehingga diperlukan
penelitian lebih lanjut terkait kondisi optimal ekstraksi
Haematococcus sp. Diduga faktor lain seperti lama waktu
ekstraksi dan rasio pelarut terhadap biomassa berpengaruh
terhadap hasil astaxanthin. Tujuan penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh  rasio volume pelarut dengan
biomassa, jenis pelarut yaitu etanol, metanol, dan aseton dan
mengetahui pengaruh lamanya waktu ekstraksi yang
dibutuhkan terhadap kadar astaxanthin yang diperoleh.

1. Metode Penelitian

2.1. Persiapan Bahan baku

Sampel (Haematococcus sp.) yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Haematococcus sp. yang sudah
memasuki red phase, kemudian disaring dan dikeringkan
menggunakan oven selama 5 jam pada suhu 60 °C. Setelah
kering, sampel dihaluskan menggunakan mortar sampai
menjadi halus seperti bubuk sehingga diperoleh serbuk
Haematococcus sp.. Sampel disimpan pada botol agar tetap

kering sampai siap digunakan. Selain itu digunakan juga
Aquadest, Alumunium foil, Asthin Force 6 mg dan pelarut
berupa Etanol teknis 96%, Metanol teknis 99,9%, dan
Aseton.

2.2. Proses Ekstraksi Haematococcus sp.

Proses ekstraksi dari Haematococcus sp. diawali dengan
penimbangan serbuk Haematococcus sp. sebanyak 0,1
gram, kemudian memasukkanya kedalam erlenmeyer 100
ml. Pelarut dengan variasi etanol, metanol, dan aseton
ditambahkan dengan variasi volume pelarut sebanyak 10 ml,
20 ml, dan 30 ml kedalam erlenmeyer 100 ml kemudian
digojok hingga larut. Kemudian campuran diekstraksi
menggunakan Ultrasound batch yang telah dinyalakan dan
suhu telah mencapai 60 °C. Ekstraksi berlangsung selama
variasi waktu 15, 20, dan 25 menit. Setelah di ekstraksi, hasil
ekstraksi dituang ke dalam centrifuge tube 15 ml. Ekstrak
diambil dengan cara sentrifugasi yaitu hasil ekstraksi di
sentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit.
Hasil sentrifugasi berupa filtrat, kemudian mengecek
absorbansinya dengan panjang gelombang 478 nm. Panjang
gelombang dipilih 478nm karena pada panjang gelombang
tersebut dapat membaca pigmen astaxanthin dengan hasil
tertinggi (Armenta dkk., 2009). Proses ekstraksi dilakukan
sebanyak 3 kali sampai memperoleh filtrat berwarna putih
jernih. Filtrat yang diperoleh dipekatkan menggunakan
water bath memmert dengan suhu air menyesuaikan titik
didih jenis pelarut. Ekstrak yang didapat dikemas didalam
botol gelap.

2.3. Pembuatan Kurva Baku Standar
Karakterisasi dan identifikasi astaxanthin menggunakan
Spektrofotometri  UV-Vis dilakukan dengan cara
menghasilkan larutan stok untuk membuat kurva standar
astaxanthin. Untuk membuat larutan stok ini, astaxanthin
standar sebanyak 1,25 mg dilarutkan dalam 50 ml pelarut
aseton hingga mencapai konsentrasi 25 ppm. Selanjutnya,
larutan ini diencerkan dengan mengambil sejumlah larutan
stok, yaitu 0,24; 0,4; 0,56; 0,72; dan 0,88 ml, lalu
dimasukkan ke dalam labu ukur berkapasitas 10 ml.
Selanjutnya, pelarut aseton ditambahkan ke dalam labu ukur
hingga mencapai tanda batas, sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi masing-masing 0,6; 1; 1,4; 1,8; dan 2,2
ppm. Absorbansi larutan ini diukur pada panjang gelombang
478 nm, dan data yang diperoleh digunakan untuk membuat
kurva linier yang menghubungkan konsentrasi yang diukur
dengan absorbansi yang diperoleh.
2.4. Analisis

Ekstrak  pigmen  astaxanthin  yang diperoleh
dimasukkan ke dalam kuvet yang diukur absorbansinya
menggunakan Spektrofotometri UV-Vis. Hasil absorbansi
kemudian dikonversi dalam satuan konsentrasi dengan
persamaan :

y=bx+a
Keterangan :
y = absorbansi
X = konsentrasi astaxanthin total
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Konsentrasi pigmen astaxanthin diukur pada panjang
gelombang 478 nm untuk pembuatan kurva linear dengan
syarat korelasi nilai ( r) yaitu r > 0,998 (Farmakope, 1995).
Dalam menetapkan kadar Astaxanthin Total digunakan
rumus:

X)) xV

Kadar Astaxanthin Total = x 100%

Keterangan :

X = Konsentrasi astaxanthin total
W= Massa sampel

V= Volume sampel

2. Hasil dan Pembahasan

Pada percobaan ini sebanyak 0,1 gram bubuk
Haematococcus sp. diekstraksi menggunakan pelarut
Etanol, Metanol, dan Aseton dengan volume pelarut 10, 20,
dan 30 ml pada waktu ekstraksi 15, 20, dan 25 menit.
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0.6 1
0.5 1

0.4 1
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Gambar 1. Kurva baku ekstrak astaxanthin

Gambar 1 merupakan kurva baku ekstrak astaxanthin yang
diekstrak menggunakan campuran pelarut metanol, aseton,
dan etanol. Hasil absorbansi terhadap konsentrasi ekstrak
adalah linier dengan R? lebih dari 99% sehingga dapat
digunakan sebagai kurva baku dalam ekstraksi ini.

3.1. Pengaruh Jenis Pelarut Etanol, Volume Pelarut dan

Waktu Ekstraksi terhadap Kadar Astaxanthin Total
Dari Gambar 2 dapat dilihat bahwa kadar astaxanthin terbaik
pada waktu ekstraksi 25 menit. Hal ini disebabkan semakin
lama waktu ekstraksi maka kadar astaxanthin akan semakin
meningkat dikarenakan pigmen Haematococcus sp.
berkontak terus dengan pelarut selama proses ekstraksi.
Sedangkan ditinjau dari segi volume pelarut, dapat dilihat
bahwa volume pelarut terbaik yaitu pada volume 10 ml,
semakin kecil volume pelarut yang digunakan maka
ekstraksi berlangsung sensitif sehingga kadar astaxanthin
yang dihasilkan semakin banyak. Dari hasil data tersebut
diperoleh bahwa waktu ekstraksi yang terbaik yaitu pada
waktu 25 menit dengan volume pelarut 10 ml yaitu sebesar
11.67 mg/g.
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Gambar 2. Pengaruh waktu ekstraksi dan volume pelarut
terhadap kadar astaxanthin dengan variasi jenis pelarut
etanol

3.2. Pengaruh Jenis Pelarut Metanol, Volume Pelarut
dan Waktu Ekstraksi terhadap Kadar Astaxanthin
Total
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Gambar 3. Pengaruh waktu ekstraksi dan volume pelarut
terhadap kadar astaxanthin dengan variasi jenis pelarut
metanol

Dari Gambar 3 dapat dilihat bahwa kadar astaxanthin
terbaik pada waktu ekstraksi 25 menit. Semakin lama waktu
ekstraksi maka pigmen astaxanthin yang dihasilkan akan
semakin banyak akibat pelarut dengan bahan berkontak terus
dengan panas dari proses ekstraksi. Pada jenis pelarut
metanol ini, waktu ekstraksi terbaik pada 25 menit juga
dipengaruhi oleh perbandingan jumlah rasio pelarut serta
sifat kepolaran dari jenis pelarut. Sedangkan ditinjau dari
segi volume pelarut yaitu pada volume 10 ml. Semakin kecil
volume pelarut yang digunakan maka ekstraksi berlangsung
baik pada berbagai waktu ekstraksi. Dari hasil data tersebut
diperoleh bahwa waktu ekstraksi yang terbaik yaitu pada
waktu 25 menit dengan volume pelarut 10 ml yaitu sebesar
12,05 mg/g.
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3.3. Pengaruh Jenis Pelarut Aseton, Volume Pelarut dan
Waktu Ekstraksi terhadap Kadar Astaxanthin Total
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Gambar 4. Pengaruh waktu ekstraksi dan volume pelarut
terhadap kadar astaxanthin dengan variasi jenis pelarut
aseton

Dari Gambar 4 dapat dilihat bahwa kadar astaxanthin
terbaik pada waktu ekstraksi 25 menit. Jenis pelarut aseton
memiliki nilai kepolaran yang baik sehingga didapat kadar
astaxanthin pada volume 10 ml dan 20 ml dengan waktu 15,
20, dan 25 menit semakin meningkat.

Dapat dilihat pada Gambar 3 bahwa volume pelarut
terbaik yaitu pada volume 10 ml, semakin kecil volume
pelarut yang digunakan maka ekstraksi berlangsung sensitif
sehingga kadar astaxanthin yang dihasilkan semakin banyak.
Dari hasil data tersebut diperoleh kadar astaxanthin optimum
yang terbaik yaitu pada waktu 25 menit dengan volume
pelarut 10 ml yaitu sebesar 20,31 mg/g.

Berdasarkan hasil percobaan dapat dilihat bahwa
semakin lama waktu ekstraksi maka kadar yang dihasilkan
semakin meningkat, hal ini disebabkan lamanya waktu
operasi pada proses ekstraksi. Lama waktu operasi
menyebabkan waktu kontak antara pelarut dengan bahan
baku semakin lama sehingga proses pelarutan dari kadar
oleh bahan baku mikroalga Haematococcus sp. terjadi terus
menerus sampai pelarut jenuh terhadap bahan baku tersebut.
Namun jika waktu proses ekstraksi terlalu lama juga dapat
mengalami kerusakan dan mengurangi hasil kadar yang
diperoleh. Sama halnya juga dengan volume pelarut,
semakin banyak volume pelarut maka kadar akan semakin
kecil. Hal ini disebabkan oleh pengaruh dari penambahan
rasio bahan pelarut. Pada saat rasio bahan pelarut 0,1 : 10
ml, maka ekstraksi akan berlangsung sempurna. Namun,
pada saat rasio bahan pelarut 0,1 : 30 ml, efektifitas volume
yang masuk ke dinding sel semakin sedikit sehingga kadar
yang dihasilkan semakin menurun akibat kontak antara
volume pelarut dan biomassa yang semakin kecil. Untuk
jenis pelarut yang digunakan, hasil kadar yang diperoleh
berbeda-beda dari masing-masing jenis pelarut. Hal ini
disebabkan karena sifat kepolaran dan tidaknya pelarut yang
digunakan. Semakin polar pelarut, maka daya ekstraksi akan
semakin bagus.

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa jenis pelarut
berpengaruh terhadap hasil ekstraksi astaxanthin. Diperoleh
dari laporan sebelumnya bahwa aseton memberikan yield
lebih tinggi dari etanol, sesia dengan hasil penelitian ini
(Sharayei et al., 2021). Ruen ngam et al. (2010) juga
melaporkan bahwa pelarut aseton memberikan yield
tertinggi dibanding metanol, dan etanol untuk ekstraksi
astaxanthin berbantukan UAE. Aseton dapat memberikan
yield tinggi karena strukturnya memiliki kemiripan dengan
astaxanthin yang banyak tersusun atas asam karboksilat
(Zhao et al., 2019).

UAE dapat membantu proses ekstraksi karena dapat
menghancurkan dinding sel Haematococcus pluvialis
sehingga pelarut dapat dengan mudah mengekstrak pigmen.
Zou et al. (2013) melaporkan bahwa ekstraksi astaxanthin
dengan UAE dan etanol dapat memberikan yield sebesar 27
mg/g, sementara dengan metode konvensional diperoleh
yield sebesar 16 mg/g. Dari hasil percobaan ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya bahwa jenis pelarut terbaik
pada proses ekstraksi adalah pelarut aseton 10 ml dengan
waktu maksimum ekstraksi adalah 25 menit. Semakin tinggi
kadar total astaxanthin yang dihasilkan berarti antioksidan
yang dihasilkan dari ekstrak Haematococcus sp. tinggi.

4. Kesimpulan

Dari Penelitian ini dapat disimpulkan bahwa semakin polar
jenis pelarut, maka akan semakin tinggi kadar yang
dihasilkan. Untuk rasio massa volume pelarut, semakin kecil
volume pelarut maka kadar astaxanthin yang diperoleh
semakin tinggi, didapat hasil kadar astaxanthin optimum
pada volume pelarut 10 ml. Lama waktu ekstraksi yang
dibutuhkan terhadap kadar astaxanthin Haematococcus sp.
berpengaruh dalam proses ekstraksi. Semakin lama waktu
ekstraksi kadar astaxanthin akan semakin meningkat. pada
penelitian ini didapat hasil kadar astaxanthin optimum pada
pelarut aseton dengan waktu 25 menit sebesar 20,31 mg/g.
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