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Abstract 

Natural carotenoid synthesis has never exceeded synthetic products on a commercial scale. Lack 

of understanding of the microbiological and ecophysiological aspects of carotenoid-producing isolates 

leads to misidentification of species. One local isolate of green algae is used as a natural food source of 

carotenoids in the food industry, namely Chlorella pyrenoidosa. Carotenoid accumulation of the nonMVA 

pathway in green algae is determined by the enzyme D-1-deoxyxylulose 5-phosphate synthase, which is 

encoded by the D-1-deoxyxylulose 5-phosphate synthase (DXS) gene. The main purpose of this study was 

to detect the DXS gene as a carotenoid biosynthetic key enzyme encoder in C. pyrenoidosa whether or not 

to follow the non-MVA pathway for carotenoid biosynthesis or not. Morphological and ecophysiological 

characterization methods are carried out based on periodic observations and DXS gene detection using the 

guide Kuzuyama (2000). The results of the analysis of the similarity of the C. pyrenoidosa DXS gene in 

sustainable areas show that it can detect partial DXS genes from Chlamydomonas reinhardtii. The absence 

of growth inhibition in C. pyrenoidosa with lovastatin shows a non-MVA pathway that is the pathway used 

in carotenoid biosynthesis. 
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Abstrak 

Sintesis karotenoid alami belum pernah melebihi produk sintetik pada skala komersial. Kurangnya 

pemahaman mengenai aspek mikrobiologis dan ekofisiologis isolat penghasil karotenoid menyebabkan 

terjadinya kesalahan penamaan spesies. Satu isolat lokal alga hijau yang digunakan sebagai pakan alami 

sumber karotenoid dalam industri makanan yaitu Chlorella pyrenoidosa. Akumulasi karotenoid jalur non- 

MVA pada alga hijau ditentukan oleh enzim D-1-deoksixilulosa 5-fosfat sintase, yang disandi oleh gen D- 

1-deoksixilulosa 5-fosfat sintase (DXS). Tujuan utama penelitian ini adalah untuk mendeteksi gen DXS 

sebagai penyandi enzim kunci biosintesis karotenoid pada C. pyrenoidosa apakah juga mengikuti jalur non- 

MVA untuk biosintesis karotenoidnya atau tidak. Metode karakterisasi morfologis dan ekofisiologis 

dilakukan berdasarkan pengamatan secara berkala dan deteksi gen DXS menggunakan panduan Kuzuyama 

(2000). Hasil analisis keserupaan gen DXS C. pyrenoidosa pada daerah lestari memperlihatkan dapat 

mendeteksi parsial gen DXS dari Chlamydomonas reinhardtii. Tidak adanya hambatan pertumbuhan pada 

C. pyrenoidosa dengan lovastatin menunjukkan jalur non-MVA adalah jalur yang digunakan dalam 

biosintesis karotenoidnya. 
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PENDAHULUAN 

Karotenoid merupakan pigmen yang paling umum 

terdapat di alam dan disintesis oleh semua organisme 

fotosintetik dan fungi (Vilchez, 2011). Karotenoid 

diproduksi oleh berbagai jenis organisme, mulai dari non 

fototropik prokariot sampai tumbuhan tingkat tinggi, 

dengan lebih dari 700 struktur berbeda yang teridentifikasi 

saat ini (Stafsnes et al., 2010). 

Secara umum karotenoid dikelompokkan ke dalam 

karoten (karotenoid murni hidrokarbon, tidak memiliki 

atom oksigen) dan xantofil (karotenoid pembawa atom 

oksigen) (Kiokias et al., 2016). Karotenoid memiliki 

beberapa jenis di antaranya αkaroten, β-karoten, astasantin, 

likopen, lutein, zeasantin, β-criptosantin, dan fukosantin 

(Amaya, 2016). βkaroten merupakan senyawa hidrokarbon 

dengan ikatan rantai jenuh yang menghasilkan warna 

orange dan memiliki dua isomer yaitu trans dan cis. 

Molekulmolekul ini berperan secara fisiologis sebagai 

provitamin A dan penangkal radikal bebas (Marchal et al., 

2013). 

Sebagai pigmen yang jumlahnya berlimpah di 

alam, karotenoid juga memiliki manfaat yang luar biasa 

bagi kehidupan manusia. Karotenoid memberikan 

kontribusi yang besar bagi berbagai sektor kehidupan 

terutama sebagai provitamin A yang bermanfaat bagi organ 

visual, pewarna makanan, bahan aditif pada makanan, 

penambah sel darah merah, antioksidan, antibakteria, 

meningkatkan imunitas, serta pengganti sel-sel yang rusak 

(Ndiha dan Limantara, 2009). Pemanfaatan karotenoid 

sebagai bahan fungsional dalam makanan dan minuman 

saat ini masih terbatas karena memiliki kelarutan yang 

rendah di dalam air, titik leleh yang tinggi, ketidakstabilan 

secara kimiawi, serta bioavailabilitas yang rendah (Qian et 

al., 2012). Karotenoid dipercaya dapat meningkatkan 

respon imunitas yang lebih baik, anti kanker, antioksidan 

dan juga sebagai treatment penyakit yang sensitif terhadap 

cahaya (Nugraheni, 2010). 

 

Pada tumbuhan dan algae, karotenoid 

memegang peranan penting dalam proses fotosintesis 

bersama dengan klorofil. Mikroalga merupakan salah 

satu sumber alami yang mengandung berbagai senyawa 

penting, termasuk karotenoid (del Campo et al., 2007). 

Chlorella merupakan spesies mikroalga hijau yang 

dijumpai di semua habitat air dan telah diisolasi dari 

air tawar serta habitat air laut (Iwamoto, 2004). 

Chlorella pyrenoidosa diketahui sebagai penghasil 

beberapa jenis karotenoid, seperti β-karoten, α-karoten, 

lutein, zeaxantin, astaxantin, dan neoxantin. Mikroalga 

C. pyrenoidosa menghasilkan senyawa lutein kasar 100 

μg/g berat basah selnya. Dari hasil fraksinasi dan 

purifikasi diperoleh ekstrak lutein murni sebesar 0,878 

μg/g berat basah sel mikroalga (Kusmiati et al., 2010). 

Setiap gram massa sel kering terkandung karotenoid 

total 7 mg (3,5 mg lutein, 0,5 mg α-karoten, 0,6 mg 

βkaroten) dan 35 mg klorofil (Iwamoto,2004). 

1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase 

(DXS) mengkatalisis reaksi pembatas pertama dan laju 

dalam jalur mevalonat, kondensasi gliseraldehid 3fosfat 

(GAP) dan piruvat. Produk DXS juga digunakan untuk 

biosintesis tiamin (vitamin B1) dan piridoksol (vitamin 

B6). DXS mengkatalisasi langkah pertama dan langkah 

pembatas laju jalur mevalonat dan merupakan target 

yang menarik untuk pengembangan antibiotik baru, 

antimalaria, dan herbisida (Xiang, 2007). 

Alga fotosintetik membentuk IPP dengan 

menggunakan dua jalur. Jalur MVA digunakan untuk 

biosintesis sterol pada sitosol sedangkan jalur 

nonMVA digunakan untuk biosintesis karotenoid, 

fitol, dan isoprene pada plastida. Gen-gen dari jalur 

non-MVA disintesis di dalam inti sel. Meskipun 

terdapat dikotomi yang sama pada alga fotosintetik, 

dijumpai kekhususan pada anggota Chlorophyta. 

Chlorella fusca, Scenedesmus obliquus dan 

Chlamydomonas reinhardtii menggunakan jalur non- 

MVA tidak hanya untuk sintesis isoprenoid plastida, 

namun juga sterol sitosol (Lichtenthaler, 2000). 

 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 

Bioteknologi Departemen Biologi Fakultas Sains dan 

Matematika (FSM) Universitas Diponegoro (UNDIP) 

dan Laboratorium Terpadu UNDIP. Waktu 

pelaksanaan penelitian adalah bulan November 2018 

– Maret 2019. 

a. Alat dan bahan 

Alat-alat yang diperlukan antara lain 

spektrofotometer, kuvet, termometer ruangan, pH 

meter, microsentrifuge, mikrotube, vortex, 

mikropipet, tip, gunting, plastik, mortar, pestle, klip, 

sprayer, Nanodrop 2000, mesin PCR, sterofoam, 

gelas beker, keranjang, oven, freezer, komputer, kertas 

label, kertas tissue, alat tulis, dan alat dokumentasi. 

Bahan yang digunakan antara lain sampel 

mikroalga C. pyrenoidosa sebanyak 500 ml yang 

didapat dari BPPT Jepara, aseton murni, lovastatin, 

gel ice, alkohol 70%, PCR buffer, dNTPs, MgCl2, 

reagen Trizol, primer FDXS1 dan primer RDXS1, 

MyTaq oneStep Rt-PCR Kit, ddH2O, dan DEPC-H20. 

b. Pengamatan Morfologis dan Ekofisiologis 

C. pyrenoidosa 
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Pengamatan morfologis C. 

pyrenoidosa dilakukan menggunakan mikroskop optik 

dengan skala perbesaran 1000 kali. Sampel mikroalga 

diteteskan pada kaca preparat dan kemudian diamati 

selnya. 

Bagian yang diamati yaitu bentuk sel, flagel, dinding sel, 

dan inti sel. Mikroalga C. pyrenoidosa yang diamati diambil 

pada saat fase eksponensial yang ditentukan dari jumlah 

kerapatan sel karena sel sedang dalam masa 

perkembangbiakan. 

Pengamatan ekofisiologis dilakukan menggunakan 

termometer ruangan dan pH meter. Termometer ruangan 

digantung pada ruangan kultivasi C. pyrenoidosa. pH meter 

diletakkan pada kultur C. pyrenoidosa selama beberapa 

menit sampai pH stabil. Angka yang muncul pada 

termometer ruangan dan pH meter kemudian dicatat. 

Tabung-tabung Erlenmeyer yang berisi C. pyrenoidosa 

diletakkan di bawah cahaya lampu. Cahaya yang digunakan 

pada penelitian ini adalah 500 lux dengan menggunakan 

fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap. Perubahan 

warna yang terjadi pada C. pyrenoidosa juga diamati setiap 

hari. 

Penghitungan kerapatan sel C. pyrenoidosa 

dilakukan selama delapan hari tanpa penambahan lovastatin 

dan C. pyrenoidosa dengan penambahan lovastatin kadar 5 

μg/ml dan 10 μg/ml yang diletakkan masing-masing pada 

tabung Erlenmeyer berukuran 500 ml. Untuk memudahkan 

penghitungan yang diamati biasanya menggunakan alat 

bantu hand counter dan haemocytometer. 

b. Analisis Produksi Karotenoid C. pyrenoidosa 

 

Kandungan karotenoid diukur dengan menggunakan 

metode spektrofotometri. Mikroalga C. pyrenoidosa 

ditimbang beratnya 0,1 g, kemudian digerus dengan mortar. 

Mikroalga C. pyrenoidosa yang sudah digerus kemudian 

diekstraksi dengan 10 mL aseton 80%. Ekstrak tersebut 

kemudian disaring menggunakan kertas saring. Filtrat 

kemudian dimasukkan dalam cuvet untuk selanjutnya 

diukur kandungan karotenoid dengan alat spektrofotometer 

pada panjang gelombang 480 nm, 645 nm, dan 663 nm. 

c. Isolasi RNA 

 

Sampel mikroalga dikeluarkan dari freezer diletakkan 

dalam mortar pestel. Ektraksi RNA dengan menggunakan 

nitrogen cair atau secara lagsung menggunakan larutan 

ektraksi. Pengerjaan dilakukan di atas gel es untuk 

mencegah degradari RNA dan mengurangi aktivitas RNAse. 

Sampel mikroalga yang digunakan dipindahkan ke dalam 

microtube dan dilakukan penambahan 1 mL reagen TRIzol 

sebanyak 5 µl ke dalam microtube. Lalu ditambahkan 0.5 

mL isopropanol ke dalam microtube dan diinkubasi selama 

10 menit. Kemudian sentrifus selama 10 menit dengan 

kecepatan 12000 x g pada suhu 40C. Buang supernatan 

menggunakan mikropipet dan dilakukan penambahan 1 mL 

ethanol 75% ke pellet. Vorteks sampel secara continuous 

dan sentrifus selama 5 menit dengan kecepatan 7500 x g 

pada suhu 40C. Supernatant dibuang kembali menggunakan 

mikropipet dan pellet RNA dikering anginkan selama 5-10 

menit. Kemudian dilakukan penambahan 20-50 µL RNAse- 

free water dengan cara pipetting dan inkubasi menggunakan 

waterbath selama 10-15 menit pada suhu 55-600C. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 
a. Morfologis dan Ekofisiologis C. pyrenoidosa 

Hasil penelitian karakterisasi morfologis dan 

ekofisiologis sel C. pyrenoidosa diperlihatkan pada 

gambar 4.1, dimana sel berbentuk sferis atau oval, 

mempunyai dinding sel dan inti. Mikroalga C. 

pyrenoidosa berkembang biak dengan membelah diri 

membentuk suatu sel anakan atau berpasangan. 

Gerakan sel sangat aktif dan mempunyai sepasang 

flagella pada bagian anterior. Model gerakan sel 

adalah berenang dengan flagella mendorong sel maju 

maupun berputar. Mikroalga C. pyrenoidosa 

berkembang biak dengan membelah diri membentuk 

suatu sel anakan. 

 

Gambar 4.1 Sel C. pyrenoidosa perbesaran 1000 kali 

(Dokumentasi Pribadi, 2019) 

 

Suhu optimum pertumbuhan C. pyrenoidosa 

pada suhu 27o di bawah perlakukan iluminasi dan 

aerasi, pH optimum pertumbuhan 7. Mikroalga C. 

pyrenoidosa bersifat halofilik. Mikroalga C. 

pyrenoidosa mempunyai siklus hidup delapan hari. 

Sel pada fase logaritmik berwarna hijau cerah dan 

pada fase stasioner berubah warna menjadi hijau 

kekuningan yang berkaitan dengan pembentukan 

karotenoid. 

 

b. Pertumbuhan dan Analisis produksi 

Karotenoid pada C. pyrenoidosa 

Pertumbuhan C. pyrenoidosa dalam medium 

Walne terlihat pada Gambar 4.3 dengan siklus hidup 
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delapan hari. Kerapatan sel tertinggi dicapai pada hari 

ke-4 dan mulai menurun pada hari ke-5. Penurunan 

kerapatan sel ini terjadi sekitar 18%.Pertumbuhan C. 

pyrenoidosa pada hari pertama sampai hari kedelapan 

dengan penambahan lovastatin tidak memperlihatkan 

perbedaan yang berarti dengan pertumbuhan C. 

pyrenoidosa tanpa penambahan lovastatin. 
 

Gambar 4.8 Pengaruh lovastatin terhadap produksi 

karotenoid C. pyrenoidosa (Biru : 0, Merah : 5 μg/ml, 

Hijau : 10 μg/ml) 

 

Kajian biokimia terhadap biosintesis karotenoid C. 

pyrenoidosa telah menunjukkan bahwa lovastatin tidak 

menunjukkan hambatan terhadap pertumbuhan dan 

produksi karotenoidnya. Hasil penelitian yang diperoleh 

sesuai dengan yang dikemukakan oleh Lichtenthaler 

(2000) bahwa senyawa lovastatin tidak menghambat 

pertumbuhan dan produksi pigmen Chlorophyta. 

Berdasarkan hasil penelitian tersebut disimpulkan bahwa 

Chlorophyta tidak menggunakan jalur MVA dalam 

biosintesis karotenoidnya. Mengingat produksi karotenoid 

C. pyrenoidosa tidak terhambat oleh lovastatin pada 

Gambar 4.8 maka alga tersebut juga memiliki 

kecenderungan tidak menggunakan jalur MVA dalam 

biosintesis karotenoidnya. 

Mikroalga C. pyrenoidosa yang ditumbuhkan pada 

suhu 27
o
 tetap hidup dan dapat memperbanyak diri. Hasil 

penelitian ini sesuai dengan hasil yang dikemukakan oleh 

Prabowo (2009) bahwa kisaran suhu 25 o -30 o merupakan 

suhu yang optimal bagi Chlorella untuk pertumbuhan dan 

dapat meningkatkan aktivitas biologisnya dari organisme 

sebesar 2-3 kali lipatnya. 

Media kultur C. pyrenoidosa memiliki derajat 

keasaman (pH) yang berbeda-beda setiap harinya. Pada 

awal kultivasi media C. pyrenoidosa memiliki pH 5 

(asam). Pada hari ke-2 sampai hari ke-4 meningkat menjadi 

6 (asam). Pada hari ke-5 sampai hari ke-7 yang 

menunjukkan fase eksponensial dan nilai pH mengalami 

peningkatan menjadi netral yaitu 7. Pada hari ke-8 pH 

berubah menjadi 8 (basa). Menurut Prabowo (2009) 

menyatakan peningkatan pH terjadi karena adanya aktifitas 

fotosintesis. Dalam keadaan pH netral sangat mendukung 

kelimpahan sel, perubahan pH diduga karena adanya 

aktifitas fotosintesis yang dapat merubah kelarutan CO2 

dan mineral di dalam media pertumbuhan, hal ini yang 

menyebabkan pH mengalami peningkatan yang signifikan. 

Hasil pengamatan kualitatif menunjukkan cahaya 

memengaruhi pembentukan  karotenoid pada  C. 

pyrenoidosa dan mengubah warna sel dari hijau menjadi 

kuning kecoklatan. Cahaya yang digunakan pada 

penelitian ini adalah 500 lux dengan menggunakan 

fotoperiodisitas 14 jam terang 10 jam gelap karena 

intensitas cahaya memiliki peranan penting bagi mikroalga 

karena cahaya digunakan sebagai sumber fotosintesis 

bagi   mikroalga. Penyinaran harus 
disesuaikan yaitu 14 jam terang dan 10 jam gelap. 

Wijihastuti (2011) menyatakan apabila pemberian cahaya 

secara terus menerus akan mengakibatkan efek merugikan 

bagi proses fotosintesis. 

Venkataraman (1969) menyatakan bahwa 

kandungan klorofil berbanding secara seimbang 

terhadap cahaya matahari selama pertumbuhan. 

Cahaya yang cukup akan menghambat sintesis klorofil 

dan cahaya yang terbatas akan meningkatkan 

kandungan klorofil. Klorofil dan karotenoid akan 

disintesis dalam jumlah yang seimbang dalam 

kloroplas. Pada saat keseimbangan ini berubah akibat 

naiknya karotenoid, struktur plastid akan berubah dan 

akibatnya klorofil akan terdegradasi. 

c. Analisis Sekuensing Gen DXS C. 

pyrenoidosa 
Hasil sekuensing produk PCR bagian 

hulu menunjukkan panjang sekuen yang didapat 

sebesar 888 bp. Hal ini sesuai dengan hasil visualisasi 

produk amplifikasi PCR yaitu sekitar 900 bp. Analisis 

contig digunakan untuk membuang daerah yang bukan 

merupakan hasil konsensus dari kedua sekuen. Hasil 

sekuensing produk PCR ditunjukkan dari grafik 

kromatogram pada Lampiran 3. 

Sekuen C. pyrenoidosa yang diperoleh dianalisis lebih 

lanjut untuk mengetahui homologi gen DXS C. 

pyrenoidosa dengan Chlamydomonas reinhardtii. 

Analisis ini bertujuan untuk mengetahui kesamaan dan 

perbedaan sekuen C. pyrenoidosa dengan sekuen gen 

DXS Chlamydomonas reinhardtii yang terdapat di 

Genebank secara keseluruhan. 
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Gambar 4.9 Alignment gen DXS C. pyrenoidosa 

dengan gen DXS Chlamydomonas reinhardtii 

 

Berdasarkan hasil alignment pada Gambar 4.9 

tersebut menunjukkan bahwa urutan asam amino 

ESLPKLCDELRRYLLDSVSRSSGH pada gen DXS 

C. pyrenoidosa memiliki urutan asam amino yang 

homolog dengan urutan asam amino 

EQLKQLCKELRSDIVHTVSRTGGH pada parsial 

gen 

DXS Chlamydomonas reinhardtii. Hasil pensejajaran 

antara gen DXS C. pyrenoidosa dengan gen DXS 

Chlamydomonas reinhardtii menunjukkan bahwa gen 

DXS C. pyrenoidosa mempunyai kesamaan basa 12 

dari 24 fragmen gen DXS Chlamydomonas reinhardtii 

atau persentasenya sekitar 50%. 

Hasil analisis menunjukkan bahwa penggunaan 

primer gen DXS E. coli menjadi kurang tepat apabila 

digunakan sebagai dasar perancangan primer untuk 

memperoleh gen DXS C. pyrenoidosa mengingat bahwa 

organisme prokariot tidak sekompleks eukariot yang 

mempunyai intron dalam gennya sehingga akan menambah 

kesulitan dalam menganalisis urutan basa hasil sekuensing 

yang diperoleh. Kusumaningrum (2003) menyatakan 

perancangan primer untuk mengamplifikasi gen DXS pada 

C. pyrenoidosa berdasarkan pada hasil analisis gen DXS 

dari berbagai organisme yang termuat dalam Genbank. Gen 

DXS alga prokariot tidak megelompok satu kluster dengan 

gen DXS eukariot. Meskipun demikian, gen DXS 

mempunyai urutan lestari yang muncul baik pada 

organisme eukariot maupun prokariot. Mikroorganisme E. 

coli berada pada posisi di tengah antara organisme eukariot 

dan prokariot sehingga merupakan organisme yang sesuai 

digunakan bagi perancangan primer keduanya. 

Urutan basa yang homolog antara gen DXS C. 

pyrenoidosa dengan gen DXS Chlamydomonas reinhardtii 

yang menunjukkan asam aminonya ditunjukkan pada 

Gambar 4.10. Urutan basa yang menunjukkan gen DXS C. 

pyrenoidosa terletak pada urutan ke-113 hingga urutan ke- 

184. Urutan basa yang menunjukkan gen DXS 

Chlamydomonas reinhardtii terletak pada urutan ke-70 

hingga urutan ke-93.Warna hitam menunjukkan basa yang 

memiliki kemiripan antara kedua spesies dan tergolong ke 

dalam kelompok asam amino yang sama. Warna merah 

menunjukkan basa yang tidak memiliki kemiripan antara 

kedua spesies. Warna hijau menunjukkan basa yang 

memiliki kemiripan 2 basa antara kedua spesies namun 

tidak tergolong dalam kelompok asam amino yang sama. 
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