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ABSTRACT: Green microalgae (Dunaliella salina) is well known as a source of carotenoids due to their extraordinary ability to
produce B-carotene. Carotenoids can be used as antioxidants. Dunaliella salina can grow even under stress culture media conditions.
Limited Nutrient will induce carotenoid production. Modification of nutrient supply such as nitrogen can affect cell growth, -
carotene content, and antioxidant activity. The research was conducted with a systematic literature review (SLR) from the PubMed,
Science direct, google scholar, and Springer databases using the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-analyses) flowchart method. Five articles were included in the inclusion criteria in this study. Cell growth decreased under
nitrogen-limited conditions. Modification of nitrogen can affect the biosynthetic pathway of B-carotene. The results of the study
showed that the decrease in nitrogen concentration (in the form of KNO3 or NaNO3) affects the decrease or increase in the level of
Bcarotene so that fluctuating results are obtained. Antioxidant activity increased under conditions of reduced nitrogen seen from the
increase in reducing power to DPPH as well as H202 decomposition as a result of increased enzyme activity of CAT, APX, PPX,
PPO in response to stress conditions in culture media.

Keywords: Dunaliella salina, Nitrogen modification, f-carotene, Antioxidant.

ABSTRAK: Mikroalga hijau (Dunaliella salina) terkenal sebagai sumber karotenoid karena kemampuannya yang luar biasa dalam
memproduksi p-karoten. Karotenoid dapat digunakan sebagai antioksidan. Dunaliella salina dapat tumbuh meskipun berada dalam
kondisi media kultur stres. Pembatasan nutrisi dapat menginduksi produksi karotenoid. Modifikasi suplai nutrisi seperti nitrogen
dapat berpengaruh terhadap pertumbuhan sel, kadar B-karoten, dan aktivitas antioksidan. Penelitian dilakukan melalui systematic
literature review (SLR) dari database PubMed, Science direct, google scholar dan Springer dengan metode diagram alir PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses). Lima artikel masuk dalam kriteria inklusi pada kajian ini.
Pertumbuhan sel menurun ketika berada dalam kondisi nitrogen terbatas. Modifikasi nitrogen dapat berpengaruh pada jalur
biosintesis B-karoten. Dari hasil pengkajian menunjukkan bahwa penurunan konsentrasi nitrogen (dalam bentuk KNO3 ataupun
NaNO3) berpengaruh terhadap penurunan atau peningkatan kadar B-karoten sehingga diperoleh hasil fluktuatif. Aktivitas antioksidan
meningkat pada kondisi penurunan nitrogen terlihat dari peningakatan daya reduksi terhadap DPPH maupun dekomposisi H202
akibat dari peningkatan aktivitas enzim CAT, APX, PPX, PPO sebagai respon dari kondisi stres pada media kultur.

Kata kunci: Dunaliella salina, Modifikasi Nitrogen, Antioksidan

1 PENDAHULUAN berperan mencegah penyakit degeneratif, penyakit
kardiovaskular dan kanker (De Fretes et al., 2012).
Pada mikroalga, karotenoid berperan sebagai
pigmen aksesoris untuk menangkap energi dan
transfer energi, juga sebagai proteksi komponen-
komponen yang berperan dalam fotosintesis
(Barsanti and Gualtieri, 2014). Kondisi kultur
seperti temperatur, salinitas, intensitas cahaya dan
nutrisi  dapat mempengaruhi  pertumbuhan
mikroalga. Adanya perlakuan seperti pembatasan
nutrisi dapat menginduksi produksi metabolit
sekunder, contohnya pada karotenoid.
Keterbatasan suplai nutrisi seperti nitrogen dapat
memberikan efek terhadap pertumbuhan sel,
perubahan rasio pigmen fotoprotektif (f-karoten)
terhadap klorofil dan mempengaruhi jalur
fotosintesis (Rajesh, Rohit and Mohan, 2017).

Mikroalga merupakan makhluk unisel yang
memiliki ukuran sekitar 1 mikrometer hingga
ratusan mikrometer yang dapat hidup pada air
tawar maupun air laut (Hadiyanto and Azim,
2012). Mikroalga dapat menggandakan diri
berlangsung dalam waktu sekitar 24 jam sekali
pada fase eksponensialnya (Devi et al., 2012).
Dunaliella salina merupakan contoh mikroalga
yang dapat tumbuh meskipun berada dalam
kondisi  stres  (Gallego-Cartagena, Castillo-
Ramirez and Martinez-Burgos, 2019). Dunaliella
salina terkenal sebagai sumber karotenoid karena
kemampuannya yang luar biasa  dalam
memproduksi B-karoten (Pourkarimi et al., 2020).
Karotenoid berperan sebagai antioksidan serta
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Kondisi nutrisi dari lingkungan tempat
tumbuh, akan mempengaruhi aktivitas Dunaliella
salina. Nitrogen sebagai komponen penting dalam
nutrisi media kultur tentunya akan memberikan
pengaruh pada peningkatan atau penurunan
pertumbuhan sel, kandungan [-karoten maupun
aktivitas antioksidan yang dihasilkan oleh
Dunaliella salina. rumusan masalah yang timbul
yaitu bagaimana pengaruh modifikasi nitrogen
terhadap pertumbuhan sel, kandungan [-karoten
serta aktivitas antioksidan yang dihasilkan oleh
Dunaliella salina.

2 METODOLOGI

Penelitian ini merupakan systematic literature
review (SLR) untuk mengidentifikasi, menilai dan
menginterpretasi berbagai penelitian yang relevan
dengan tema penelitian terkait pengaruh
modifikasi nitrogen terhadap kandungan [-karoten
dan aktivitas antioksidan Dunaliella salina,
dengan menggunakan diagram alir PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-analyses).

Pustaka diperoleh melalui pencarian pada
basis data referensi artikel ilmiah PubMed, science
direct, google scholar dan springer link. Kata
kunci yang digunakan yaitu “Dunaliella salina and
nitrogen”, “Influence nutrition to beta carotene
from Dunaliella salina”, “Nitrogen, beta carotene
and Dunaliella salina”, dan “Influence nitrogen to
B-carotene from dunaliella salina”. Jumlah sampel
yang diperoleh melalui proses penyaringan
berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi maka
artikel utama yang dikaji dan memenuhi Kriteria
inklusi sebanyak 5 artikel.

PubMed (n=27)
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Springer link (n=55)
Goonle scholar (n=1430)
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Gambar 1. Diagram alir PRISMA

3 PEMBAHASAN DAN DISKUSI

Pada penelitian ini diperoleh hasil pencarian pada
basis data referensi artikel ilmiah PubMed, science
direct, google scholar dan springer link dihasilkan
sebanyak 1843 artikel. Setelah dikeluarkan
berdasarkan judul dan tema penelitian diperoleh
33 artikel yaitu 6 artikel berasal dari science
direct, 18 artikel dari PubMed, 4 artikel dari
springer link dan 5 artikel dari google scholar.
Adapun kriteria inklusi yang meliputi artikel
penelitian dipublikasikan tahun 2011 - 2021,
berbahasa Inggris atau Bahasa Indonesia, memuat
bahasan terkait tema ataupun judul penelitian
yaitu mengenai pengaruh modifikasi nitrogen
terhadap kandungan p-karoten dan aktivitas
antioksidan Dunaliella salina, serta artikel berupa
research article. Kriteria eksklusi meliputi artikel
dipublikasikan di bawah tahun 2011, artikel tidak
memuat bahasan terkait dengan tema ataupun
judul  penelitian yaitu mengenai pengaruh
modifikasi nitrogen terhadap kandungan [-karoten
dan ktivitas antioksidan Dunaliella salina, serta
artikel bukan merupakan research article.
Kemudian setelah melalui penyaringan
berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi maka
artikel utama yang memenuhi Kkriteria inklusi
diperoleh sebanyak 5 artikel.

Pada systematic literature review ini
membahas terkait pengaruh dari pemberian
modifikasi nitrogen terhadap pertumbuhan sel,
kandungan [-karoten dan aktivitas antioksidan
yang dihasilkan dari kultur mikroalga Dunaliella
salina. Mikroalga merupakan organisme yang
dapat tumbuh di sungai, danau garam, mata air
serta habitat buatan seperti bendungan, kolam,
kaleng, botol, pot atau lainnya. Kaultivasi
mikroalga dapat berlangsung dalam waktu 7 hari,
15 hari atau 24 hari (El-Baky, H. H., 2004; Tran,
D. et al, 2014; Pereira and Otero, 2019).
Dunaliella salina memiliki kandungan senyawa
seperti  pigmen  (klorofil, B-karoten  dan
karotenoid), lipid, asam lemak, protein dan
karbohidrat  (Pavon-Suriano et al.,, 2018;
Hadizadeh, Mehrgan and Shekarabi,
2020).Kultivasi  mikroalga  bertujuan  untuk
memperbanyak jumah sel alga sehingga dapat
diperoleh kandungan senyawa yang lebih tinggi
(Barsanti and Gualtieri, 2014). Intensitas cahaya
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yang optimum digunakan dalam kultur Dunaliella
salina yaitu 5400 Ilux (Iffaturahmah, 2019).
Oksigen dapat mempengaruhi kualitas air dan
proses fotosintesis (Hadiyanto and Azim, 2012).
Kemudian pH yang cocok dalam mendukung laju
pertumbuhan sel dalam kultur Dunaliella salina
berada dalam kisaran 6-9 dengan pH yang paling
optimalnya  vyaitu pH 7. Konsentrasi
karbondioksida yang dapat meningkatkan
pertumbuhan sel mikroalga Dunaliella salina
yaitu di bawah 0,02 mol L™, jika lebih dari itu
maka fatal bagi pertumbuhan sel (Ying, Gilmour
and Zimmerman, 2014). Temperatur Yyang
optimum untuk pertumbuhan sel Dunaliella salina
yaitu 22°C - 33°C (Wu, Z. et al., 2016).

Nitrogen berperan dalam siklus calvin pada
proses karboksilasi yaitu dihasilkannya senyawa
intermediet stabil dimana terjadi penambahan satu
karbon dari molekul CO, ke dalam 5-karbon
akseptor (RuBp) yang dikatalisis oleh enzim
RuBisCO, dimana nitrogen inilah yang memiliki
peranan penting dalam pembuatan protein ini.
Keterbatasan nitrogen sering terjadi pada kondisi
salinitas yang tinggi dan selama periode aliran
yang rendah. Pembatasan nitrogen mempengaruhi
laju pertumbuhan, Kketersediaan asam amino,
membatasi translansi mMRNA dan penurunan
sintesis protein juga penurunan laju sistem
respirasi. Nitrogen dalam bentuk senyawa
anorganik meliputi nitrat (NOj3’), nitrit (NOy),
asam nitrat (HNOs), ammonium (NH,"), ammonia
(NHs), gas N, dinitrogen monoksida (NO),
nitrogen monoksida (NO) dan nitrogen dioksida
(NO,). Nitrat merupakan sumber utama nitrogen
yang sering digunakan dalam kultur mikroalga
(Barsanti and Gualtieri, 2014). Antioksidan yang
diproduksi oleh tubuh berupa enzim vyaitu
superoxide dismutase (SOD), Kkatalase, serta
glutation peroxidase. Sedangkan antioksidan
seperti  B-karoten  (prekursor vitamin A),
alfatokoferol dan asam askorbat merupakan
antioksidan berupa vitamin. Di dalam tubuh, (-
karoten dapat menstabilkan molekul radikal
dengan inti karbon sehingga dapat menurunkan
resiko kanker (Irianti et al., 2017).
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Gambar 2. Pengaruh pengosongan nitrogen
terhadap (a) Pertumbuhan sel, (b) kadar 3-karoten
(Lamers et al., 2012)

Berdasarkan beberapa hasil penelitian, variasi
konsentrasi nitrogen dalam media kultur diketahui
dapat mempengaruhi produksi [-karoten dan
aktivitas antioksidan dari Dunaliella salina (Singh
et al.,, 2016; Einali et al., 2013; Lamers et al.,
2012; Mirshekari et al., 2019; Yilancioglu et al.,
2014). Dunaliella salina yang dikultur dalam
medium Jhonson yang mengandung nitrogen
(dalam bentuk KNO3) sebagai media kontrol,
kemudian sebagai media uji yaitu KNOj3; yang
diganti dengan KCI sehingga pada t=8 jam terjadi
pengosongan nitrogen pada media kultur. Hasil
pengosongan nitrogen menunjukkan pengaruh
terhadap pertumbuhan sel pada 4 jam setelah
terjadi pengosongan nitrogen yaitu yang semula
laju pembelahan sel nya konstan sampai t=8 jam
sebesar 0,61 d* menjadi 0,87 d™* tetapi kemudian
menurun hingga t=45 jam (Gambar 2a). Di
samping itu, media kultur dengan pengosongan
nitrogen  menunjukkan adanya peningkatan
konsentrasi -karoten yang dihasilkan mikroalga
Dunaliella salina (Gambar 2b) (Lamers et al.,

» . M 4 48 @ a8 0 8 N 4

2012).
Terdapat dua media kultur Dunaliella salina
dengan perbedaan kondisi  nitrogen vaitu

mengandung nitrogen dalam bentuk KNO3 5 mM
sebagai media kontrol dan sebagai media uji yaitu
KNO; 0 mM. Media kultur yang tidak
mengandung nitrogen (dalam hal ini KNO3; 0 mM)
memberikan pengaruh pertumbuhan sel lebih
rendah ketika dibandingkan dengan media kontrol
KNO3; 5 mM yang memiliki densitas sel lebih
tinggi (Gambar 3a). Pengaruh yang sama terjadi
pada kandungan B-karoten yaitu media dengan
KNO; 0 mM diperoleh kadar B-karoten lebih
rendah sedangkan media kontrol KNO3z 5 mM
memiliki kadar [-karoten yang lebih tinggi
(Gambar 3b) (Einali et al., 2013).

ISSN: 2460-6472

pcarotens content (g-LEV")



Kajian Pustaka Pengaruh Modifikasi Nitrogen terhadap Kandungan B-karoten serta Aktivitas Antioksidan ...| 519

20 4 i b
P
o

I\
|

Cell density (10° mI-')
=

p-Carotene content (g ml?)
.

_— rim; N 80 100 120
Gambar 3. Pengaruh Pengosongan Nitrogen
Terhadap (a) Densitas Sel, (b) Kadar -karoten

(Einali et al., 2013).
b 60
0Lﬁ I'ﬂ I, 0

w T T v v 3 075" 250

F3

0 - 250 mM KNO

count (10 cells/mL)

Carotene (pg/mL)

Cell

Concentration of KNO 3 (mM)

40

e

13
4

b

-

— T
0.75 0 250

Scavenging activity (%)

e

Concentration of KNO 3 (mM)

Gambar 4. Pengaruh variasi konsentrasi nitrogen
terhadap (a) Pertumbuhan sel, (b) kadar B-karoten,
(c) Aktivitas antioksidan (Singh, Baranwal and
Reddy, 2016).

Dunaliella salina yang dikultur dalam tiga
konsentrasi nitrogen (dalam bentuk KNOg3) yang
berbeda yaitu KNO3 0 mM, KNO3 0,75 mM dan
KNO3; 250 mM menunjukkan pertumbuhan sel
mikroalga yang meningkat seiring dengan
peningkatan konsentrasi nitrogen yaitu KNO3 250
mM dan pertumbuhan sel menurun seiring dengan
penurunan konsentrasi nitrogen yaitu KNO3 0 mM
(Gambar 4a). Hal tersebut juga memberikan
pengaruh terhadap produksi karotenoid (Gambar
4b). Pada kondisi kultur dengan kxnO3z 0 mM
diperoleh kadar p-karoten yang lebih tinggi
dibandingkan dengan kontrol (KNO3; 0,75 mM),
hal tersebut juga berdampak pada aktivitas
antioksidan Dunaliella salina yang mengalami
peningkatan dibandingkan pada kondisi kontrol
(KNO3 0,75 mM). Daya reduksi terhadap DPPH
juga meningkat pada kondisi KNOz; 0 mM
(Gambar 4c) (Singh, Baranwal and Reddy, 2016).

Penelitian ~ lainnya  melaporkan  bahwa
Dunaliella salina yang dikultur pada kondisi
defisiensi nitrogen dan penambahan asam salisilat
memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan sel,

kandungan [-karoten dan aktivitas antioksidan.
Pemberian perlakuan berbeda yaitu pada kondisi
media mengandung nitrogen atau N-containing
(NC) KNO3; 5 mM, defisiensi nitrogen atau N-
deficient (ND) KNO3 0 mM, asam salisilat (SA)
0,1 mM dan kombinasi defisiensi nitrogen dengan
asam salisilat (ND+SA) KNO3; 0 mM + asam
salisilat 0,1 mM. Kultur Dunaliella salina dengan
kondisi  defisiensi  nitrogen  (ND) tidak
memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan sel
yaitu jumlah sel pada ND < (ND+SA) < NC < SA
(Gambar 5a). Hal tersebut memberikan hasil yang
sama pada media dengan defisiensi nitrogen (ND)
terhadap kandungan [-karoten vyaitu tidak
menunjukkan perubahan yang signifikan jika
dibandingkan dengan kultur kontrol (NC) dimana
kandungan [p-karoten pada media dengan
(ND+SA) < ND = NC < SA (Gambar 5b)
(Mirshekari et al., 2019).
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Gambar 5. Pengaruh defisiensi nitrogen terhadap
(a) Pertumbuhan sel, (b) kadar -karoten
(Mirshekari et al., 2019).

Berbeda hal nya dengan aktivitas empat enzim
antioksidan catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX), pyrogallol peroxidase (PPX) dan
polyphenol oxidase (PPO) pada perlakuan media
defisiensi nitrogen (ND) (Gambar 6), vyaitu
menunjukkan peningkatan aktivitas yang cukup
tinggi jika dibandingkan terhadap kontrol (NC)
serta perlakuan media kultur lainnya yaitu SA dan
ND+SA. Kehadiran H,;O, dapat menimbulkan
kerusakan oksidatif pada kondisi lingkungan
kultur. Diperolennya kandungan H,0, yang
mengalami penurunan cukup rendah pada media
defisiensi nitrogen (ND) atau KNO3 0 mM ketika
dibandingkan terhadap media kontrol NC, SA dan
ND+SA, hal tersebut diakibatkan karena adanya
peningkatan aktifitas enzim antioksidan dalam
dekomposisi H,O, pada media dengan KNO3; 0
mM (ND) (Mirshekari et al., 2019).
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Gambar 6. Pengaruh defisiensi nitrogen terhadap
(a) Aktivitas CAT, (b) Akivitas APX, (c) Akivitas
PPX, (d) Akivitas PPO, (e) Kandungan H,0,
(Mirshekari et al., 2019).

Pengaruh media kultur mikroalga dengan
variasi nitrogen dalam bentuk NaNOj 0,05 mM,
NaNO; 0,5 mM dan NaNO3; 5 mM memberikan
pengaruh peningkatan pertumbuhan sel Dunaliella
salina seiring dengan peningkatan konsentrasi
nitrogen yaitu media kontrol yang mengandung
NaNO; 5 mM, sedangkan media dengan
konsentrasi nitrogen paling rendah yaitu NaNOj
0,05 mM menunjukkan pertumbuhan sel yang
rendah. Berbeda hal nya dengan kadar B-karoten
yang dihasilkan oleh Dunaliella salina, yaitu
media kultur dengan konsentrasi nitrogen paling
rendah pada NaNO3 0,05 mM menghasilkan kadar
B-karoten lebih tinggi ketika dibandingkan
terhadap media kultur dengan konsentrasi nitrogen
lainnya yaitu NaNO3; 5 mM sebagai media kontrol
dan NaNOj3 0,5 mM (Gambar 111.7a). Pada media
kultur yang mengalami kehabisan nitrogen dapat
memicu akumulasi ROS (reactive oxygen species)
sehingga enzim antioksidan seperti catalase
(CAT), ascorbate peroxidase (APX) dan
superoxide  dismutase  (SOD)  mengalami
peningkatan aktivitas pada kondisi media kultur
dengan konsentrasi nitrogen NaNOjz; 0,05 mM
ketika dibandingkan terhadap kontrol vyaitu
NaNO3; 5 mM (Gambar 7b,7c,7d). Peningkatan
aktivitas CAT, APX dan SOD berperan dalam
mencegah stres oksidatif. Oleh karena itu kondisi
stres oksidatif dapat diinduksi oleh adanya
pengosongan nitrogen (Yilancioglu et al., 2014).
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Gambar 7. Pengaruh variasi konsentrasi nitrogen
terhadap (a) Kadar B-karoten, (b) Akivitas CAT,
(c) Akivitas APX, (d) Akivitas SOD (Yilancioglu
et al., 2014).

B-karoten  terbuat dari struktur  dasar
Geranylgeranyl  pyrophosphate atau GGPP
dikatalisis oleh enzim fitoena sintase (PYS)
menjadi fitoena. Fitoena diubah menjadi {-karoten
oleh fitoena desaturase, kemudian menjadi likopen
dengan Dbantuan (-karoten desaturase dan
karotenoid isomerase. Pada setiap tahapan terjadi
peningkatan ikatan rangkap terkonjugasi. Likopen
mengalami siklisasi oleh enzim likopen B-siklase
sehingga membentuk p-karoten (Merdekawati,
Kawur and A. B., 2017). B-karoten dapat dijadikan
sebagai antioksidan karena adanya ikatan rangkap
(>C=C<) yang dapat bekerja dengan menghambat
(Scavenging) ataupun memutus reaksi rantai
(chainbreaking) radikal bebas (Parwata, 2016).

Berdasarkan hasil penelitian beberapa artikel
tersebut maka dapat disimpulkan bahwa kondisi
defisiensi ataupun pengosongan nitrogen dalam
kultur dapat menurunkan aktivitas pertumbuhan
sel Dunaliella salina. Kondisi kultur ekstrem baik
pengosongan  nitrogen  ataupun  konsentrasi
nitrogen yang tinggi dapat meningkatkan produksi
B-karoten pada mikroalga Dunaliella salina.
Akumulasi B-karoten pada Dunaliella salina dapat
dipengaruhi oleh kondisi nitrogen pada media
kultur sehingga berpengaruh terhadap aktivitas
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Tabel 3. SLR Pengaruh modifikasi nitrogen terhadap aktivitas pertumbuhan sel, kadar p-karoten dan

aktivitas antioksidan Dunaliella salina.
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isopentenyl pyrophosphate (IPP) isomerase,
yang mana terlibat pada jalur biosintesis -karoten
(Jian-guo et al., 1996). Di samping itu penurunan
kadar B-karoten juga dapat terjadi pada kondisi
pengosongan nitrogen yang dapat diakibatkan oleh
beberapa faktor lingkungan atau kondisi media
kultur, maka dari itu pengaruh dari modifikasi
nitrogen memberikan hasil fluktuatif terhadap
kadar [-karoten vyang dihasilkan. Aktivitas
antioksidan dari hasil penelitian beberapa artikel
tersebut menunjukkan bahwa defisiensi atau
pengosongan nitrogen pada media kultur
Dunaliella salina memberikan pengaruh terhadap
peningkatan aktivitas antioksidan sebagai respon
dari stres oksidatif yang diinduksi oleh
pengosongan nitrogen.

4 KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  Systematic
Literature Review (SLR) di atas maka dapat
disimpulkan bahwa defisiensi nitrogen pada kultur
dapat menurunkan aktivitas pertumbuhan sel

Dunaliella salina. Kondisi media kultur dengan
modifikasi nitrogen memberikan hasil fluktuatif
terhadap produksi PB-karoten Dunaliella salina.
Defisiensi atau pengosongan nitrogen memberikan
pengaruh  terhadap  peningkatan  aktivitas
antioksidan.
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