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OBJECTIVES This paper aims to provide an academic contri-
bution to the potential of the microalgae Aurantiochytrium
from Indonesian mangrove forests. This paper presents an
initial overview of research on Aurantiochytrium microalgae
starting from the isolation of microalgae from their habitats,
an overview of production, qualitative analysis techniques of
squalene as well as analysis of economic potential and fun-
ctions for vaccine adjuvant raw materials. METHODS A total
of 10 samples of mangrove leaves were taken from the ma-
ngrove forests of Raja Ampat, WestPapua. Lab-scalebiomass
production is presented in this paper. The pureisolateis gro-
wn in the nutrients media consisting glucose, yeast extract,
peptone and a mixture of seawater and aquadest. RESULTS
Qualitative analysis ofthe product produced using Thin Layer
Chromatography (TLC) showed apositiveresult of the presen-
ce of sqalene in the biomass from the cultivation of Auranio-
chytrium microalgae. In addition, the potentials of squalene
from the fermented Aurantiochytrium microalgae is discus-
d as apotentialdisruptive alternative of raw materialthat is
environmentally friendly and sustainable which can replace
conventional squalene production from extracted liver shark
oil. Recently, several vaccine adjuvants, including the COVID-
19vaccine, use Aurantiochytrium microalgae as raw material
to replace vaccine adjuvants from deep sea sharks. CONCLU-
S10NS In the future, the potential of Aurantiochytrium micro-
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algae products will be increasingly demanded in many heal-
th nutrition and cosmetic industries. Given its relevance for
the future of related strategic industries in Indonesia, more
in-depth bioprocess research shall be carried out using indi-
genous isolates of Aurantiochytrium microalgae from Indo-
nesian mangrove forests.

KEYWORDS Aurantiochytrium; covid-19; microalgae; squale-
ne; vaccine adjuvant

1
TUJUAN Tulisan ini bertujuan memberikan kontribusi akade-
mis potensimikroalga Aurantiochytrium dari hutan bakau In-
donesia. Tulisan ini mempresentasikan gambaran awal pe-
nelitian tentang mikroalga Aurantiochytrium mulai dari tek-
nik isolasi mikroalga dari habitatnya, gambaran produksi-
nya, teknik analisa kualitatif squalene hingga analisa poten-
si ekonomi dan fungsinya untuk bahan baku adjuvant vak-
sin. METODE Sebanyak 10 sampel daun bakau diambil dari
hutan bakau Raja Ampat, Papua Barat. Teknikisolasi meng-
gunakan metode direct plating method. Setelah aplikasi tek-
nik streaking dari koloni mikroalga yang ada pada sampel
ke dalam medium agar, dihasilkan 4 isolat murni. Produk-
si awal biomassa berbahan baku mikroalga Aurantiochytri-
um ditampikan dengan nutrisi glucosa, yeast extract, pepto-
ne dan campuran air laut dan aquades. HASIL Analisa kuali-
tatif produk yang dihasilkan menggunakan Kromatografi La-
pis Tipis (KLT) menunjukkan hasil positif adanya sqalene pa-
da biomassa hasil kultivasi isolat mikroalga Aurantiochytri-
um. Squalene darihasil fermentasi mikroalga Aurantiochytri-
umtelah banyak dikaji sebagai sumber bahan balu alternatif
yang ramah lingkungan dan berkelanjutan (sustainable), Be-
berapa adjuvant vaksin, termasuk vaksin covid-18 menggu-
nakan bahanbaku mikroalga Aurantiochytriumuntuk meng-
gantikan adjuvant vaksin yang bersumber dari ikan hiu laut
dalam. KESIMPULAN Di masa depan, potensi produk mikroal-
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TABEL 1. Penelitian terkait mikroorganisme penghasil squalene yang pernah dilakukan.

No Sumber

Yield Squalene (mag/g pcw)

Referensi

1 ccharomyces cerevisiae

2 Torulaspora delb ruecjgi
3 Aurantiochytrium S:QHEZ L)
4
5

gudozymn sp. JCC207
Ubritalea squalenifaciens sp. nov.

0,04-1,6 Mantzouridou dan Tsimidou (2010)
0,24 Bhattacharjee diki. (2001)
317,74 MNakazawa dkk. {(2014)
70,32 Chang dlde. {2008)
15 Kasai dkl. (2007)

1
ga Aurantiochytrium akan semakin dibutuhkan di banyak in-
dustri nutrisi kesehatan dan kosmetik Mengingat relevansi-
nyauntuk masa depan industri strategis terkait di Indonesia,
seyogyanya perlu riset mendalam yang lebih banyak dari iso-
lat mikroalga Aurantiochytrium dari hutan bakau Indonesia.

KATA KUNCI Aurantiochytrium; adjuvant vaksin; covid-19;
mikroalga; squalene

1. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Potensi mikroalga Aurantiochytrium telah lama dikaji seba-
gai salber alternatif produksi lipid, carotenoid dan terpe-
noid untuk pangan, kosmetik dan obat-obatan (Bellou did.
2016; Eas ier Marchan dkk. 2018; Hong dkk 2011). Produk tu-
runan dari hasil fermentasi menggunakan bahan baku mik-
roalga Aurantiochytriumtelah dikaji aspek keamanannya un-
tuk digunakan oleh makhluk hidup (Dillon dldc 2020). Pro-
duksi docosahexanoic acid (DHA) skalaindustri oleh DSM dan
Evonik semakin memantapkaper'an penting mikroalga ini
(Evonik 2018; Veramis 2017). Awalnya, produk berbahan ba-
ku mikroalga Aurantiochytrium diproduksi skala industriun-
tuk pakan ikan sebagai pengganti pakan kaya omega-3 kon-

nal dari ikan tangkapan. Kemudian, produk kosme-
tik dan nutrisi dengan bahan bakumikroalga Aurantiochytri-
um juga telah banyak beredar di supermarket di Eropa (Byr-
ne 2019). Terkini, mikroalga Aurantiohcytrium memiliki per-
an penting untuk produksi squalene sebagai bahan adjuvant
vaksin covid-19 yang umumnya diproduksi dari ikan hiulaut
dalam (Evonik 2021).

Tiga produk utama yang dapat dihasilkan oleh mikroalga
Aurantiohcytrium adalah docosahexanoic acid (DHA), squale-
ne dan astaxanthin (Aasen didk. 2016; Du dkle 2021). Karena
fungsi dan urgensinya, perkiraan serapan pasar dunia hing-
ga 2019 untuk ketiga produk ini menunjukkan daya tarik eko-
nomi, masing-masing dengan nilai USD 4,3 milyar (omega-
3), USD 177 juta (squalene) and USD 1,8 milyar (astaxanthin)
(Aasen dkk. 2016). Ditinjau dari model bisnis, value prepro-
sition produk dari bahan baku mikroalga Aurantiochytrium
sangat menarik untuk proyeksi bisnis masa depan dengan
isu non-fish products, environmental friendly, no-heavy me-
tal dan high purity product. Hal itu dikarenakan kemampu-
an produksi squalene dari mikroalga Aurantiochytrium yang
relatif tinggi di banding sumber lainnya, seperti yang terte-
ra pada Tabel 1. Sehingga pengembangan teknologi biopro-
ses berbahan baku mikroalga Aurantiochytrium akan berpo-
tensi menjadi teknologi yang dapat menggantikan teknologi
konvensional yang ada, misalnya teknologi produksi omega-
3 darisalmondansqualene dari ikan hiulaut dalam.

Mikroalga Aurantiochytrium adalah mikroalga uniselu-

ler heterotropik yang laju pertumbuhan selnya tergantung
faktor nutrisi yang diumpankan. Langhah pertama eksplo-
rasi mikroalga Aurantiochytrium adalah isolasi pada habitat
hutanakau (Suhendra dlde 2019). Meskipun Indonesia di-
kenal sebagai negara dengan hutan bakau terluas, sayang-
nya kajian tentang mikroalga Aurantiochytrium di Indonesia
masih jarang Referensijurnal internasional menggunakan
Aurantiochytrium strain lokal Indonesia belum ada selama
ini. Mengacu peta keragaman hayati global, dari 6,534 stra-
in yang ditemukan dalam publikasi, tidak ada satupun stra-
inlokal dariIndonesia. Saat ini, kajian tentang mikroalga Au-
rantiochytrium di Indonesia masih sebatas kajian potensi di-
bidang pangan dan farmasi (Suhendra 2022; ae ndra dkk
2021). Karenanya, publikasi ini disusun agar memberikan
kontribusiakademis bagi pengembangan potensi mikroalga
Aurantiochytrium yangberasaldari hutanbakau di Indonesia.
Publikasiini juga bertujuan melanjutkan kajian yang telah di-
publikasikan sebelumnya (Suhendra dkk 2019, 2021; Suhen-
dra 2022). Bagian kerja pendahuluan dari tim ini sebelumnya
telah melakukan analisa genetika Aurantiochytrium sp. LR52,
strain lokal Indonesia, dan telah didaftarkan pada bank data
National Center of Biotechnology Information (NCBI) (Hutari
u;:}e:kﬂila).

Tulisan ini mempresentasikan gambaran awal peneliti-
an tentang mikroalga Aurantiochytrium mulaidari teknik iso-
lasi mikroalga dari habitatnya, gambaran produksinya, tek-
nik analisa kualitatif squalene hingga analisa potensiekono-
mi dan fungsinya untuk bahan baku adjuvant vaksin. Teknik
isolasi menjadi langkah awal yang penting untuk dipresen-
tasikan karena belum adanya culture collection di Indonesia
terkait mikroalga jenis ini. Sementara, habitat asal oal-
ga ini ada di hutan bakau dimana Indonesia adalah negara
dengan hutan bakau terluas di dunia. Kajian teknik "meng-
ambil” strain mikroalga Aurantiochytrium dari habitat hutan
bakau Indonesia jugabelum pernah dipublikasikanresmi di
publikasi nasional maupun internasional Tanpa teknik iso-
lasiyang tepat sesuaikondisialam dan pendukung yang ada,
maka tidak akan pernah didapatkan strain mikroalga asli In-
donesia. Secara teknis, hutan bakau di Indonesia rata-rata
jauh darilaboratorium yang bisa langsung mengambil sam-
ple mikroalga yang diinginkan. Lokasi sampling yang dikaji
di publikasi ini adalah hutan bakau Raja Ampat, Papua Barat
yang dikenal memiliki kekayaan keanekaragaman hayati la-
ut.

Gambaran teknik produksi biomassa dari mikroalga Au-
rantiochytrium beserta analisa komponen aktifnya diharapk-
an menjadi kajian menarik pada tulisan ini karena topik ini
juga belum pernah ditampilkan pada jurnal nasional. Oleh
karena itu, diharapkan publikasi ini dapat memberikan kon-
tribusi pada potensi masa depan mikroalga Aurantiochytri-
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CAMBAR 1. Ilustrasi komponen vaksin.

um sebagai bahan bakubemilai tinggi dimasadepan, seperti
produksiuntuk adjuvant vaksin dan produk lainnya.

1.2 Squalene sebagai adjuvant vaksin

Agar memahami teknologi hulu dan hilir dari vaksin, per-
Iu adanya gambaran terkait komponen yang diperlukan da-
lam sebuah produk vaksin. Gambar 1 memberikan ilustrasi
tentang komponen penting yang ada di dalam sebuah am-
pul (vial) vaksin. Seperti pada Gambar 1, komponen pen-
ting yang harus ada di dalam vaksin adalah komponen aktif
yaitu jumlah yang sangat kecil suatu virus tidak berbahaya
yang telah dilemahkan, air sebagai komposisi utama, penga-
wet dan penstabil untuk mempertahankan kualitas vaksin
dan mencegah kontaminasi, serta adjuvant untuk mencip-
takan respon imun yang lebih kuat terhadap vaksin (Savoy
2020). Komponen-komponen tersebut harus ada di dalam
suatu vaksin agar menghasilkan vaksin yang memilili ting-
kat efikasiyang tinggi (Del Giudice dkk. 2006; Gorvett 2020).

Salah satu komponen penting yang ada di suatu vaksin
adalah adjuvant. Adjuvant vaksin adalah komponen yang me-
rangsang respon imun terhadap antigen dan memodulasi-
nya menuju respon imun yang diinginkan (S hi dkk 2019). Be-
berapa macam bahan baku yang dapat digunakan sebagai
adjuvant vaksin adalah alumunium-based material, squale-
ne dan virosomes (Xue dkk 2019). Salah satu adjuvant yang
dikenal saat ini adalah MF59 yang merupakan emulsi squa-
lene yang sudah diujikan secara Klinis sebagai vaksin influ-
enza dan menunjukkan hasil efikasi yang baik, dimana seti-
ap ampul vaksin mengandung sekitar 10 mg squalene (Wor-
ld Health Organization 2020). Beberapa vaksin COVID-19 ju-
ga menggunakan MF59 di dalam satu ampulnya dan menun-
jukkan konsistensi yang baik (Kalvodova 2010; Stelzner dkk.

[ ib)

CAMPX 2. Struktur molekul squalene (a): linear (b): flattrigonal (diadopsi
dari (National Center for National Center for Biotechnology Information Bi-
otechnology Infermation 2020).
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2018). Kandidat vaksin lain yang juga menggunakan emul-
si squalene adalah vaksin antraks (Spanggord dkk 2006) dan
fluburung (Lini dkk. 2010; Pasquale dkk. 2015).

Squalene merupakan senyawa hidrokarbon triterpenik
tak jenuh dengan rumus kimia C3pHsp, yang merupakan in-
termediet dari biosintesis phytosterol atau cholesterol yang
terdapat padamaman, hewan dan manusia (Spanova dan
Daum 2011). Gambar 2 menggambarkan struktur molekul
squalene. Dinamai "squalene” pertama kali tahun 1916 oleh
ahli kimia Jepang Mitsumaru Tsujimoto karena senyawa ini
terdapat pada hati hiu laut dalam (Squalus spp) (Tsujimoto
1516). Sejak saat itu, minyak hati ikan hiu menjadi sumber
sgualene terbesar. Sumber lain squaleneberasal dari tanam-
an seperti minyak zaitun (Beltran dik. 2016) dan mikroba se-
perti Saccharomyces cerevisiae (Thompson dkk. 2014), teta-
pikarenaketerbatasan volume ketersediannyaumumnya di-
gunakan untuk nutrisi herbal skala kecil dan menengah dan
masih pada skala kesulitan untuk mencapai skala ekonomis
industri (Spanova dan Daum 2011).

Sayangnya, kebutuhan tinggi dan mendesak untuk pro-
duksi squalene terkendala den@ pasokanbahanbakusqua-
lene yang terbatas. Umumnya, squalene berasal dari minyak
hati ikan hiu yang berhabitat di laut dalam (Spanova dan Da-
um 2011). Kekhawatiran perburuan besar-besaran dan an-
caman kepunahan hiu laut dalam muncul di berbagai media
seiring dengan upaya menggenjot produksi vaksin COVID-19
besar-besaran karena mengorbankan sekitar setengah mi-
lyarikan hiu (Change.org 2020; Emma Bowman 2 ;Herald
202 lissa Cristina Marquez 2020; Herald

o).

Karenanya, untuk memenuhi kebutuhan squalene yang
bersifat renewable dan sustainable, mikroalga Aurantio-
chytrium menjadi salah satu sumber bahan baku alternatif
untuk produksi squalene yang memiliki prospek menjanjik-
an. Kekhawatiran produsen vaksin Pfizer akan pasokan squ-
alene memutuskan untuk menjalin kerjasama dengan Evo-
nikyang memproduksiemulsified oilyang telah memproduk-
silipid dari mikroalga pada skala industri (Evonik 2021).

Beberapa produk vaksin COVID-19 memerlukan squale-
ne sebagai adjuvant yang saat ini ketersediaannya terbatas
(Cotterill 2020; Melody M. Bomgardner 2020; Xu dkk. 2016).
Umumnya, adjuvant vaksin flu, vaksin antraks, termasuk

Science

The Wire
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TABEL 2. Kajian mikroalga Aurantiochytrium dibeberapa negara yang telah dilakukan.

No  Spesies Asal Yield 5qualene Referensi

1 Aurantiochytrium sp. TWZ-97 China 1886 g/L (Zhang dkk 2019)
2 Aurantiochytrium sp. Yonez 5-1 Jepang 317,74 mg/g pow (Makazawa dkk. 2014)
3 Aurantiochytrium sp. 18W-13a Jepang 198 mg/g pcw (Kaya dik. 2011)

4 Aurantiochytrium sp. T66 usaA 71,54 mg/g pew (Pateldkl. 2020)

5 Aurantiochytrium sp. 18W-13a Jepang 171 mg/g pow (Makazawa dkk. 2012)

vaksin COVID-19, mengandung squalene yang diproduksida-
ri hati ikan hiu laut dalam yang jumlahnya semakin terba-
tas. Sumber squalene terbesar lain dari tanaman yaitu dari
tanaman zaitun (Beltran dlde 2016) dan mikroba, seperti ye-
ast (3u dkk 2016). Sayangnya, kedua alternatif sumber squa-
lene tersebut tidak memenuhi kriteria kuantitas untuk skala
ekonomi industri besar dalam produksibahan baku obat dan
vaksin saatini(Cohil dide 2019).

Karenanya, penelitian tentang produksi squalene seba-
gai adjuvant vaksin kini menawarkan solusi penggunaan
mikroalga Aurantiochytrium sebagai bahan baku alternatif
pengganti bahan baku dari hatiikan hiu sebagai bahan adju-
vant vaksin COVID-19 (Fossier 2018; Morabito ¢ 2019;
dkk. 2010). Penggunaan mikroalga Aurantiochytrium se-
bagai sumber bahan baku terbarukan penggantibahan baku
hatiikan hiulaut dalam diperkirakan akan mencegah perbu-
ruan sekitar setengah miliar ekor ikan hiu akibat kebutuhan
squalene yang sangat banyak di sektor farmasi dan obat (He-
rald 2020; Science The Wire 2020).

Kajian kultivasi sebelumnya telah dilakukan pada skala
laboratorium, menggunakan shake flask (Li dk 9) mau-
pun strategi teknis pada fermenter (Gohil
tentang scale-up dari hasil laboratorium dipresentasikan un-

W

tuk mempercepat pemanfaatan squalene di masa pandemi
(Phan did. 2020). Kajian teknik ekstraksi squalene yang di-
pertimbangkan meliputi ekstraksi menggunakan pelarut or-
ganik, cold press, dan ekstraksi menggunakan supercritical
fluid (Hoang dkk 2014; Rosales-Garcia dkk 2017). Untuk ska-
la industri, ekstraksi menggunakan pelarut organik (umum-
nya heksana) lebih banyak digunakan.

Sayangnya, mikroalga Aurantiochytrium dari Indonesia
untuk produksi squalene belum pernah dikaji sebelumnya.
Seperti yang tersaji dalam Tabel 2, beberapa spesies Auran-
tiochytrium yang telah dikaji untuk produksi squalene se-
bagian besar dari Jepang dan sebagian lainnya dari China
dan USA. Sehingga kajian tentang mikroalga Aurantiochytri-
um asli Indoensia perlu dilakukan. Kajian variasi keaneka-
ragaman hayati dari strain Aurantiochytrium yang berasal
dari habitat yang berbeda memiliki perbedaan karakteristik
dan komposisi komponen produk yang dihasilkan (Jaritkhu-
an dan Suanjit 2018). Perbedaan tersebut antara lain pada
jenis asam lemak yang dihasilkan, misalkan ada satu stra-
in dominan penghasil asam palmitat, strain lainnya domin-
an menghasilkan asamlinoleat, sementara strain lainnya do-
minan asam dokosaheksanoat, dan lain sebagainya. Dengan
luasnyahutan bakau yangdimilikiIndonesia, makaakan ber-
potensi memiliki kekayaan keanekaragaman hayati tinggi
dan perbedaan karakteristik baik sesama strain lokal mau-
punstrain negara lainnya.

Selain itu, hal mendasar yang menjadi urgensi dalam ka-

jian mikroalga Aurantiochytrium lokal Indonesia adalah agar
suatu saat bila kita mau memproduksi skala komersial maka
kita secara legal boleh menggunakan strain tersebut tanpa
terkena klaim dari negara manapun. Oleh karena itu, diha-
rapkan kajian ini dapat berkontribusi sebagai referensi un-
tuk pemanfaatan mikroalga Aurantiochytrium sebagai bah-
an baku adjuvant vaksin, baik vaksin COVID-19 maupun vak-
sinlainnya.

2. METODE PENELITIAN

2.1 Penyiapan sampel

Tahap awal penelitian ini adalah mengumpulkan sampel da-
un bakau yang sudah berjatuhan. Sampel daun bakau yang
diambil sebanyak 5 daun yang terdiri dari 1 daun berwarna
kuning kecoklatan, 1 daun berwarna coklat, 2 daun berwar-
na kuning kecoklatan dan 1 daun berwarna kuning Daun
bakau yang sudah terkumpul diletakkan didalam plastik zip
yang kemudian diisi dengan sedikit air laut dan ditutup ra-
pat. Sampel daun bakau selanjutnya disimpan didalam kotak
pendingin yang telah diisi es. Proses penanaman dilakukan
sesegera mungkin di Laboratorium Biomedik, Fakultas Far-
masi, Universitas Ahmad Dahlan Yogyakarta. Selanjutnya, di-
lakukan proses isolasi terhadap sampel tersebut.

2.2 Teknik isolasi

Pada penelitian ini proses isolasi mikroalga Aurantiochytri-
um dilakukan dengan menggunakan teknik direct plating.
Teknik ini dilakukan dengan memotong daun bakau seluas
1cm?, kemudian potongan daun tersebut diletakkan di atas
permukaan medium agar pada cawan petri. Proses isolasi
mikroalga dilakukan dengan menggunakan 2 variasi medi-
um agar. Untuk variasi pertama berisikan 14 g nutrien agar, 1
g glukosa, 250 ml aquades, serta 250 mlair laut. Untukvariasi
yangkeduaberisikan 7 gagar; 2,5g glukosa; 2,5 g yeast extract,
dan peptonl g Potongan daun bakau kemudian ditanam pa-
da medium agar dan diinkubasi pada suhu ruangan selama
1-2 hari di tempat yang gelap. Setelah didapatkan isolat da-
ri daun bakau yang ditanam pada medium agar, isolat terse-
but dicek dengan menggunakan mikroskop untuk mengin-
dikasiisolattersebut mengandung mikroalga Aurantiochytri-
umyang diinginkan atau tidak. Setelahterindikasimikroalga
jenis Aurantiochytrium, streaking isolat tersebut pada medi-
um agar untuk mendapatkan single colony. Gambar 3A me-
nunjukkan pertumbuhan isolat pada daun bakau yang telah
ditanam pada medium agar, sementara Gambar 2B menun-
jukkan beberapa sampel yang telah di-streaking pada medi-
um agar.

Setelah dilakukan streaking, 5 sampel pada cawan pe-
tri tersebut diamati morfologinya secara mikroskopik untuk
memastikan bahwa terdapat mikroalga yang diinginkan di
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CAMBAR 3. (A): Pertumbuhan sampel daun bakau pada medium agar yang
ditumbuhi koloni mikroalga pada tepinya; (B) streaking koloni mikroalga
pada medium agar.

dalamnya. Morfologi mikrealga yang tumbuh pada isolat
dicocokkan dengan morfologi mikroalga Aurantiochytrium
yang sesungguhnya. Hal ini bertujuan untuk menapis isolat
yang berisi mikroalga Aurantiochytrium.

Setelah didapatkan single colony dilakukan proses puri-
fikasi isolat mikroalga dengan teknik streak plate berulang
ulang hingga isolat murni didapatkan, serta pengamatan
mikroskop dilakukan kembali. Hal ini bertujuan untuk me-
mastikan bahwa isolat mikroalga yang didapatkan benar-
benar mumi (hanya terdapat mikroalga Aurantiochytrium).
Sebelum dilakukan penyimpanan isolat yang murni, isolat
tersebut di-shaking dengan menggunakan medium broth.

2.3 Kultivasi dan preparasi biomassa

Komponen nutrisi yang umum digunakan untuk kultivasi
(pembiakan) skala laboratorium adalah glucose anhydrious
dari MERCK'®, medium agar, yeast extract, pepton, air disti-
lasi dan air laut (Chandrasekaran dldo 2018). Selain itu, anti-
biotik sepertipenicillin dan streptomycin serta anti jamur se-
perti nystatin ditambahkan untuk mencegah pertumbuhan
omassa dilakukan dalam tiga tahap, yaitu tahap standing cul-
ture, pre-culture dan main culture. Komposisi media bervari-
asi pada tiap tahapnya, masing-masing standing culture 2 g/
L yeast extract, 9 g/L glukosa anhydrious, dan campuran air
laut dan aquades dengan perbandingan 1:1. Media tiap tahap
standing culture 10 g/ L; pre-culture yeast extract, 25 g/L glu-
kosa anhydrious, dan campuran air laut dan aquades dengan
perbandingan 11 dan main culture 25 g/Lyeastextract, 100 g/L
glukosa anhydrious, dan campuran air laut dan aquades de-
ngaerbandingan 11

Pada tahap standing culture dan pre-culture media per-
tumbuha@yang sudah disiapkan dengan kadar yang telah di-
tentukan dimasukkan isolat murni Aurantiochytrium. Proses
tersebut dilakukan di Laminar Air Flow yang sebmya su-
dah disterilisasi dengan UV untuk meminimalisir terjadinya
kontaminasi pada isolat maupun media. Selanjutnya media
yang telah di masukkan isolat di-shaking selama 2 hari pada
kecepatan 200 rpm pada media standing culture dan pre cul-
ture. Pada tahap akhir adalah produksi biomassa pada main
culture dengan proses shaking selama 5 hari pada kecepatan
210rpm.

2.4 Analisis kualitatif squalene

Biomassa yang dihasilkan disentrifugasi pada kecepatan
4000 rpm selama 15 menit Biomassa kemudian disaring
menggunakan kain screen T200 kemudian dibilas menggu-
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nakan aquades. Setelah itu, biomassa ditiriskan sebentar
yang selanjutnya dipindahkan ke wadah. Supernatan kemu-
dian dimasukkan ke dalam wadah terpisah. Setelah itu, bio-
massa basah dikeringkan ke dalam lemari pengering meng-
gunakan dehumidifier yang diatur pada suhu 30 °C selama
24 jam. Biomassa kering kemudian dimasukkan ke dalam ta-
bung falconlalu ditambahkan pelarut n-heksana. Sampel ke-
mudiandisonikasi selama 30 menit. Sampel yang telah diso-
nikasi kemudian dipekatkan menggunakan evaporator Buchi
Rotavapor R-300, dengan pengaturan vakum di angka 240
mbar, rotasi 80 rpm, suhu waterbath 51°C dan suhu chiller 12
°C. Setelah selesai dipekatkan, sampel kemudian dilarutkan
menggunakan aseton dan etil asetat dengan perbandingan
11sebanyak 20 ml.

Plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) kemudian disiapkan
dan dipotong dengan ukuran 5x 2 cm. Pada bagian bawah di-
beri tanda garis menggunakan pensil dengan jarak 0,75 cm
daritepibawah. Pada bagian atas diberi tanda garis menggu-
nakan pensilberjarak 0,25 cm dari tepi atas. Kemudian, pada
garis bagian bawah, diberikan dua titik menggunakan pen-
sil untuk menandai lokasi penaruhan sampel dan senyawa
standar squalene. Jarak kedua titik antara 0,5-1 cm. Kedua
titik kemudian diberi kode untuk keterangan titik penaruh-
an senyawa standar squalene dan larutan sampel. Senyawa
standar squalene lalu diteteskan pada titik pertama hingga
warna titik jelas terlihat Begitupun dengan larutan sampel
jugadilakukan hal yang sama.

Bejana KLT kemudian disiapkan. Sikloheksan sebagai
eluen dituangkan dengan kedalaman 0,75 cm. Selanjutnya
potongan panjang kertas saring dimasukan sampai menyen-
tuh tutup bejana. Kertas saring digunakan untuk mengama-
ti kejenuhan di dalam bejana KLT dengan indikasi eluen me-
naiki kertas saring hingga sampai atas. Plat sampel kemu-
dian dimasukan ke dalam bejana KLT. Posisi plat sampel di-
atur agar bersandar pada dinding bejana. Bejana KLT ditu-
tup dan ditunggu beberapa saat sampai eluennaik pada plat
sampel hingga menyentuh garis bagian atas. Ketika eluente-
lah mencapai garis atas, plat sampel kemudian diambil dan
angin-anginkan. Plat sampel yang telah selesai dikembangk-
an di dalambejana KLT kemudian dihangatkan di atas hotpla-
te. Selanjutnya akan terlihat noda pada senyawa standar squ-
alene maupun pada larutan sampel. Indikasi adanya squale-
ne secara kualititatif ditunjukkan pada plat yang akan terli-
hat titik noda yang segaris dengan senyawa standar squale-
ne.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Isolat Yang dihasilkan

Penelitian bioteknologi mikroalga terus berkembang kare-
na sebagian besar lingkungan laut masih belum banyak di-
kaji seiring dengan kebutuhan manusia terhadap produk-
produk nutrisi, kosmetik dan obat-obatan. Termotivasi per-
timbangan tersebut, penelitian ini berupaya mengeksplorasi
penggunaan mikroalga dari hutan bakau sebagai bahan ba-
ku produksibahan biokimia aktif, khususnya squalene, yang
bernilai ekonomi tinggi. Mengingat belum ada standar re-
ferensi ideal pada publikasi sebelumnya terkait komposisi
media tumbuh untuk isolasi mikroalga Aurantiochytrium da-
ri hutan bakau Indonesia, maka keberhasilan teknik isolasi
yang dipresentasikan pada tulisan ini diharapkan menjadi
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TABEL 3. Hasil pengamatan mikroskopik morfologiisolat yang terindikasi mikroalga Aurantiochytrium.

Sampel Penilaian Sampel Penilaian
RAM1-01  Tidak Terindikasi Aurantiochytrium RAM2-01 Terindikasi Aurantiochytrium
RAM1-02  Terindikasi Aurantiochytrium RAM2-02 Terindikasi Aurantiochytrium
RAM1-03  Tidak Terindikasi Aurantiochytrium RAM2-03 Terindikasi Aurantiochytrium
RAM1-04  Tidak Terindikasi Aurantiochytrium RAM2-04 Terindikasi Aurantiochytrium
RAM1-05  Terindikasi Aurantiochytrium RAM2-05 Terindikasi Aurantiochytrium

langkah awal untuk melakukan eksplorasi mikroalga Auran-
tiochytium agar dapat digunakan sebagai bahan balu berni-
laiekonomi tinggi. Proses hulutahap isolasi sel mikroalga di-
ilustrasikan sebagai upaya "penambangan” bahan baku bio-
kimia dari sebuah "tambang tak terbatas” yang berupa hutan
bakau (¥ie dld. 2017).

Karenanya, salah satu inisiatif awal dilakukan dan dip-
resentasikan pada tulisan ini adalah untuk mendapat isolat
murni mikroalga Aurantiochytrium. Selain itu, karena mikro-
alga Aurantiochytrium tumbuh secara heterotropik dengan
pemberian nutrisi untuk pertumbuhan, maka perlu diten-
tukan secara eksperimental komposisi ideal media tumbuh
dan rangkaian teknik isolasi yang dilakukan untuk memini-
malisir kontaminasi dan memudahkan mendapatkan isolat
murni selmikroalga yang diharapkan.

Pada penelitian ini, teknik isolasi dari sampel daun ba-
kau yang telah jatuh di hutan bakau Raja Ampat telah dip-
resentasikan pada tulisan ini. Teknik direct plating untuk
isolasi mikroalga Aurantiochytrium dari daun bakau telah di-
gunakan pada penelitian ini dengan modifikasi nutrien pa-
da medium pertumbuhan sampel Pada proses isolasi mik-
roalga Aurantiochytrium, penggunaan nutrien pada medium
agar dapat mempengaruhi tumbuh kembang mikroalga Au-
rantiochytrium yang dihasilkan. Dari 10 sampel yang telah
diisolasi, terdapat 6 sampel yang terindikasi mikroalga jenis
Aurantiochytrium. Hasil pengamatan mikroskopik, morfolo-
gi isolat yang terindikasi sebagai mikroalga Aurantiochytri-
um dapat dilihat pada Tabel =.

Gambar 4 menunjukkan isolat mikroalga yang terkonta-
minasimikroba lainnya. Kontaminasiyang dimaksud di sini
adalah kontaminasi media kultur atau pembibitan mikroal-
ga saat penumbuhan dari sampel daun bakau yang dipakai.
Adanya mikroba yang tumbuh diduga karena proses strea-
king tidak dilakukan secara aseptis. Bila kontaminan terla-
Iu besar, maka sampel daun bakau yang dipakai dipisahkan
atau diisolasi sel mikroalganya hingga mendapat kultur iso-
lat murni sel mikroalga Aurantiochytrium. Setelah melakuk-

CAMBAR 4. Contoh isolat yang terkontaminasi mikroba.

an proses purifikasiisolatmikroalga dengan teknik streaking
diperoleh isolat murni. Hasilnya diperoleh 4 isolat murni se-
perti ditampilkan pada Gambar 5.

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 5 dapat dike-
tahuibahwa sampel dengan isolat mumi mikroalga Auranti-
ochytrium adalah sampel RAM2-01, RAM2-03, RAM2-04 dan
RAM2-05. Sebanyak 75% sampel dengan isolat murni mikro-
alga Aurantiochytrium adalah sampel yang tumbuh pada me-
dium agar 2. Hal ini dapat disimpulkan bahwa sampel yang
tumbuh padamedium agar 2dapat bertahan hiduplebih baik
daripadasampel yang tumbuh padamedium agar 1. Salahsa-
tu faktor yang menyebabkan terjadinya hal tersebut adalah
kandungan yang terdapat dalam medium agar tersebut. Me-
dium agar 1 terdapat kandungan yeast extract sebesar 2,0%
(w/v), pepton sebesar 5,0% (wi/v), agar sebesar15,0% (w/v). Se-
dangkan medium agar 2 terdapat kandungan yeast extract
sebesar 12,5% (w/v), pepton sebesar 50% (w/v), agar sebesar
70,0% (w/v).

Yeast extract berguna untuk memberikan suplai nutrisi
organik yang diperlukan serta beberapa mineral untuk per-
tumbuhan sel mikroalga. Pepton berfungsi sebagai sumber
nitrogen dan protein serta berguna untuk memisahkan mik-
roalga dari jamur, dimana terjadi pertumbuhan mikroalga
yang lebih cepat dibandingkan dengan jamur. Sedangkan
media agar berfungsi sebagai pemadat medium. Berdasark-
an data diatas dapat disimpulkan bahwa medium agar 2 me-
miliki formulasi yang lebih baik dibanding dengan medium
agar 1 untuk berkembangnya mikroalga Aurantiochytrium.
Kandungan yeast extract pada medium agar 2 lebih banyak
daripada medium agar 1sehingga nutrisi mikroalga Auranti-
ochytrium lebih tercukupi.

Secara umum, bentuk morfologi mikroalga yang dipe-
roleh pada penelitian ini berbentuk bulat dengan warna do-
minan kuning. Ciri morfologi pada penelitian sebelumnya di-
jadikan acuan sel mikroalga aurantiochytium yang dihasilk-
an pada penelitian ini. Kajian tentang keanekaragaman ha-
yati mikroalga aurantiochytium menunjukkan bahwa secara
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CAMBAR 5. Isolat murni mikroalga Aurantiochytrium.Keterangan: (2) RAM2-01; (b) RAM2-03; (c) RAM2-04; (d) RAM 2-05.

umum mikroalga Aurantiochytriumberukuran sekitar 5 - 20
pm (Jaritkhuan dan Suanjit 2018). Hasil awal dari penelitian
ini nantinya perlu ditunjang penelitian selanjutnya berupa
analisis genetika dan pembentukan pohon filogenetik untuk
menjadi acuan strain lokal Indonesia.

3.2 Karakteristik biomassa Aurantiochytrium

Dalam penelitian ini, mikroalga laut dari spesies Aurantio-
chytrium telah diisolasi Gambar & menampilkan ilustrasi
tahapan yang dilakukan pada penelitian ini. Isolat mikro-
alga Aurantiochytrium yang diperoleh dibudidayakan untuk
memperoleh biomassa. Gambar 64 menampilkan hasil pro-
duk setelah melewati fermentasi bertahap, mulai dari stan-
ding cullture, pre-culture hingga main culture. Setelah 120
jam kultivasi, produk yang dihasilkan berwarna kuning ce-
rah beraroma amis seperti aroma khas minyak ikan yang
menjadi salah satu indikasi adanya asam lemak tak jenuh
rantai panjang omega-3. Selain kekhasan produk asam le-
mak tak jenuh, produk biomassa dari mikroalga Aurantio-
chytrium memiliki potensi menghasilkan squalene (Du dlk.
2021).

Kompoenen nutrien yang umum digunakan untuk kulti-
vasi (pembiakan) mikroalga Aurantiochytrium skalalaborato-
rium adalahsumber karbon, mediumagar, yeast extract, pep-

Sentifugasi Pengeringan Analisia

A B

CAMBAR 6. Ilustrasi proses dan hasil pada penelitian ini. A: produk biomas-
sayangdihasilkan. B: hasil proses sentrifugasi memisahkanbiomssa basah.
C: hasil kering biomassa. D: plat KLT yang telah dikembangkan, dimana tan-
dadi bagian kiri atas adalah senyawa standar squalene yang digunakan se-
dangkan bagian kanan bawah adalah sampel.

ton, air distilasi, NaCl, airlaut (baik dalam bentulk brine water
sintetis atau air laut asli), sumber fosfat (dalam bentuk ortho-
phosphate) dan urea (Chandrasekaran dkk 2018). Selain itu,
antibiotik seperti penicillindan streptomycin serta antijamur
seperti nystatin ditambahkan untuk mencegah pertumbuh-
an kolonibakteri maupun jamur (Burja dkk 2006).

Mikroalga Aurantiochytrium dikenal sebagai oleaginous
microalgae karenakemampuan menghasilkan kandungan li-
pidyang tinggi. Produk biomassa seperti Gambar 6A memili-
ki potensi kandungan lipid yang hingga 55% (Chandrasekar-
an dkk 2018). Selanjutnya sentrifugasi dilakukan untuk me-
misahkan biomassa basah dengan kandungan lipid tinggi da-
rifasa cair curahnya(Gambar 6B). Biomassabasah yang diha-
silkan kemudian dikeringkan (Gambar 5C).

Pada penelitian ini adanya squalene sebagai hasil dari
kultivasi mikroalga Aurantiochytrium dianalisis secara kua-
litatif dengan KLT. Sel mikroalga Aurantiochytrium pada bi-
omassa kering seperti pada Gambar 6C terlebih dahulu di-
pecahkan isi selnya dengan sonifikasi. Selanjutnya ekstrak-
si dengan solven non-polar dilakukan agar senyawa squa-
lene terpisah. Keberadaan squalene ditentukan secara kua-
litatif menggunakan KLT dengan penanda (marker) squale-
ne. Gambar 6D memperlihatkan bahwa metode yang diajuk-
an pada penelitian ini secara kualitatif menunjukkan adanya
kandungan squalene pada produk yang dihasilkan dari mik-
roalga Aurantiochytrium dengan isolat murni dari Raja Am-
pat.

Hasil ini memberikan potensi untuk pengembangan le-
bih lanjut mengingat pontesi mikroalga dariisolat lokal Indo-
nesiamampu menghasilkan squalene. Di masa depan perlu
dilanjutkan kajian baik skala laboratorium, pilot plant hingga
skala komersial agar menghasilkan squalene sesuai keperlu-
an nasional akan produk nutrisi, kosmetik dan bahan baku
obat. Selainitu, proses yang ekonomis dan efektif juga meru-
pakan pertimbangan penting untuk pengembangan kajian
masa depan agar dapat diaplikasikan pada industri berbasis
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mikroalga Aurantiochytrium yang memiliki daya saing seca-
ra ekonomis.

Kajian untuk menurunkan biaya produksi salah satunya
adalah mengoptimasi pilihan bahan baku yang digunakan,
misalkan dengan menggunakan bahan baku yang harganya
murah dari hasil samping produk pertanian atau industri pa-
ngan (Abdel-Wahab dkk 2022). Selain itu, komponen biaya
hilir juga perlu dioptimasi karena berpotensi menghabisk-
an sekitar 20-60% dari keseluruhan biaya proses. Optima-
si komponen biaya hilir dengan cara meningkatkan efisiensi
ekstraksi komponen dan daur ulang lebih lanjut dari residu
biomassa yang dihasilkan agar mendapat nilai tambah seca-

ra ekonomi. Tinjauan ini bertujuan untuk memberikan gam-
baran seara global aspekbioteknologi produksibiomassa da-
ri mikroalga Aurantiochytrium agar memberikan informasi
latar belakang bagi para peneliti berikutnya.

3.3 Potensi riset di Indonesia

Gagasan agar bangsa Indonesia memperkuat penguasaan
teknologi vital pada industri obat dan vaksin menemukan
momentumnya dengan wabah pandemi COVID-19. Terkini,
program vaksinasi yang sedang berjalan juga menyadarkan
kita akan darurat penguasaan teknologi vaksin di masa dep-
an, mulai dari industri hulu hingga hilirnya karena semua
vaksin yang digunakan di tanah air adalah i.mpcr, misal vak-
sin Sinovac maupun Astrazeneca.

Sayangnya, mikroalga Aurantiochytium darl hutan bakau
Indonesiasebagai kajian untuk adjuvantvaksin COVID-19 be-
lum ada hingga saat ini. Padahal, Indonesia merupakan ne-
gara yang kaya akan biodiversitas mikroalga Aurantiochyti-
um. Kajian awal untuk penentuan metode isolasi mikroal-
ga Aurantiochytrium dari hutan bakau Kulonprogo telah di-
mulai di Universitas Ahmad Dahlan (Suhendra 2020). Usul-
an rancang bangunindustri omega-3 berbasis mikroalga Au-
rantiochytrium telah diusulkan sebelumnya (Suhendra dik.
2015). Kandungan mikroalga Aurantiochytrium umumnya
terdiri dari lipid (23% dry cell weight). Lipid yang diekstrak
mengandung sekitar 72% hidrokarbon, 13% trigliserida dan
15% lipida polar (Kaya dkk. 2011). Kandungan squalene yang
dihasilkan sekitar 1 - 3 g/ liter volume kultur yang dapat di-
hasilkan dari fermentasi selama 4-12 hari (Nakazawa dldk.
2014). 1

Sejauh ini, rangkaian penelitian tentang mikroalga Au-
rantiochytrium mulai dari isolasi mikroalga, gambaran pro-
duksinya, teknik analisa kualitatif squalene hingga analisa
untuk bahan baku adjuvant vaksin dari mikroalga dari hutan
bakau di Indonesia akan menjadi penelitian pertama. Oleh

karena itu, hasil dari penelitian ini perlu kajian intensif beri-
kutnya untuk mengembangkan teknologi produksi squalene
agar peluang berkontribusi di dunia sains dan teknologivak-
sin dunia dan nasional dapat dimanfaatkan di masa depan.
Selain sebagai adjuvant vaksin di industri farmasi, squa-
lene juga dimanfaatkan di bidang industri kosmetik dan su-
men makanan (Popa dkk.2015; Lozano-Grande dik. 2018).
Hingga kini, industri kosmetik menyerap 64,2% total penda-
patan di pasar squalene pada tahun 2015 dan terus mening-
kat dengan semakin meningkatnya kepedulian terhadap su-
plemen dan krim anti-penuaan dan peremajaan, serta di-
gunakan juga pada detoksifikasi, pelembab, antibakteri dan
lain-lain (Research Grand View 2014). Squalene juga terbukti
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sebagaipeningkatimunitas tubuh(Fos
2009), anti peradangan (Carc
anti kanker (Cirmena dhd. .

Dengan peningkatan kebutuhan vaksinasi COVID-19,
suplemen peningkat imunitas dan obat-obatan lain yang
menggunakan squalene, maka kebutuhan akan squalene se-
makin tinggi. Karena keterbatasan bahan baku dasar squa-
lene dari hati ikan hiu, maka alternatif bahan baku produksi
squalene dari mikroalga hutan Indonesia diharapkan mem-
berikan kontribusi keamanan pasokan bahan baku squalene
di masa depan.

Selain itu, penelitian untuk tujuan bahan baku adjuvant
vaksin ini akan menggunakan mikroalga Aurantiochytium
dari hutan bakau Indonesia yang merupakan topik riset yang
belum pernah dikaji sebelumnya. Karenanya, hasil dari pe-
nelitian ini juga diharapkan menggairahkan pen@litian ber-
ikutnya untuk mengkaji keanekaragaman hayati dari hutan
bakau Indonesia.

4. KESIMPULAN

Tulisan ini memberikan gambaran awal penelitian potensi
mikroalga Aurantiochytrium mulai dari isolasi mikroalga pa-
da habitat asalnya, gambaran produksinya hingga analisis
kualitatif biomassa yang dihasilkan. Teknik isolasi mikroal-
ga Aurantiochytrium yangdigunakan pada riset ini adalah de-
ngan direct plating method dengan meng; il sampel daun
hutan bakau yang telah jatuh di perairan hutan bakau Raja
Ampat, Papua Barat. Telmik isolasi yang digunakan pada pe-
nelitianini pada akhimya terbukti mampu mendapatkan iso-
lat murni mikroalga Aurantiochytrium dari habitatnya. Sela-
in itu, gambaran produksi biomassa dari isclat murni telah
ditampilkan pada tulisan ini dilanjutkan dengan teknik ana-
lisis kualitatif pengujian keberadaan squalene. Teknik kulti-
vasi dan formulasi media dan nutrisi yang dibuat telah ter-
bukti menghasilkan produk biomassa yang diinginkan yang
berwarna kuninga cerah dan beraroma amis seperti aroma
minyak ikan. Dengan hasil uji squalene yang positif pada bi-
omassa yang dihasilkan, maka mikroalga Aurantiochytrium
Iokal Indonesia berpotensi digunakan sebagai bahan baku
untuk produksi bahan bernilai ekonomi tinggi yang memer-
lukan squalene, seperti industri vaksin. Hasil penelitian ini
semoga menjadi landasan awal untuk penelitian berilutnya.
Selain itu, potensi mikroalga Aurantiochytrium semakin di-
butuhkan di masa depan pada industri nutrisi, kosmetik dan
farmasi. Mengingat halini, perlu pengkajianlebih banyak da-
ri mikroalga Aurantiochytrium dari isolat hutan bakau Indo-
nesiadi masa depan.

5. UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini mendapat dukungan dana hibah riset dari (ht-
tps://lppm.uad.ac.id/) Lembaga Penelitian dan Pengabdian
kepada Masyarakat (LPPM) Universitas Ahmad Dahlan. Kare-
nanya, penulis menyampaikan ucapan terima kasih kepada
LPPM UAD yang memberikan dana untuk penelitian ini.
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