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ABSTRAK

Pigmen mikroalga merupakan senyawa bioaktif penting yang dapat dimanfaatkan dalam industri pangan,
farmasi, dan kosmetik. Coccolithophore sp., salah satu jenis mikroalga laut, diketahui memiliki kandungan
pigmen seperti karoten, klorofil, dan xantofil. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi jenis pigmen yang
terkandung dalam mikroalga Coccolithophore sp. menggunakan metode kromatografi kolom. Proses
ekstraksi dilakukan dengan pelarut aseton 90%, kemudian pemisahan pigmen menggunakan eluen
heksana:aseton dengan perbandingan bertahap (4:1 hingga 1:4). Hasil pemisahan menunjukkan adanya
pigmen karoten (warna kuning), klorofil a (hijau tua), klorofil b (hijau muda), dan xantofil (kuning muda). Waktu
elusi berbeda-beda tergantung kepolaran masing-masing senyawa. Hasil ini menunjukkan potensi
Coccolithophore sp. sebagai sumber pigmen alami yang dapat diaplikasikan untuk produk industri ramah
lingkungan.

Kata Kunci: Coccolithophore sp.; Kromatografi kolom; Klorofil; Mikroalga; Pigmen

Chlorophyll Pigments In Microalgae Coccolithophore sp. Cultivated At Laboratory Scale

ABSTRACT

Microalgal pigments are important bioactive compounds with potential applications in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries. Coccolithophore sp., a type of marine microalga, is known to contain
pigments such as carotene, chlorophyll, and xanthophyll. This study aims to identify the types of pigments
present in Coccolithophore sp. using column chromatography. The extraction process was carried out using
90% acetone, followed by pigment separation with a stepwise eluent ratio of hexane:acetone (4:1 to 1:4). The
separation results revealed the presence of carotene (yellow), chlorophyll a (dark green), chlorophyll b (light
green), and xanthophyll (light yellow) pigments. Elution times varied depending on the polarity of each
compound. These results demonstrate the potential of Coccolithophore sp. as a natural pigment source for
environmentally friendly industrial applications.
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PENDAHULUAN

Mikroalga merupakan organisme fotosintetik mikroskopik yang hidup di lingkungan perairan dan telah
dikenal sebagai sumber senyawa bioaktif bernilai tinggi, seperti protein, asam lemak, polisakarida, dan
pigmen fotosintetik (Demirbas, 2011; Mata et al., 2010). Di antara senyawa tersebut, pigmen seperti klorofil,
karotenoid, dan xantofil memiliki peranan penting dalam fotosintesis serta potensi besar dalam bidang industri
pangan, farmasi, dan kosmetik sebagai pewarna alami, antioksidan, dan agen antikanker (Singh & Gu, 2011;
Bahadar & Bilal, 2020).

Salah satu kelompok mikroalga laut yang menarik untuk diteliti adalah Coccolithophore sp., anggota
kelas Haptophyceae, yang ditandai dengan struktur luar khas berupa lempengan kalsium karbonat (coccolith)
dan kandungan pigmen unik seperti 8-karoten, fucoxanthin, klorofil a dan b (Nontji, 2014; Henderiks & Pagani,
2021). Walaupun genus ini banyak ditemukan di lautan terbuka dan berperan penting dalam siklus karbon
global, potensi aplikatifnya dalam bidang bioindustri, khususnya sebagai sumber pigmen alami, masih sangat
terbuka untuk dieksplorasi (Read et al., 2023).

Identifikasi dan isolasi pigmen dari mikroalga umumnya dilakukan dengan pendekatan kromatografi.
Metode kromatografi kolom menjadi salah satu teknik yang efektif untuk memisahkan senyawa berdasarkan
perbedaan kepolaran antara fase diam dan fase gerak (Christian & Skoog, 2016). Dalam konteks pemisahan
pigmen, penggunaan pelarut bertingkat (gradient elution) seperti campuran heksana dan aseton dapat
mempermudah fraksinasi senyawa nonpolar hingga polar secara bertahap (Sedjati et al., 2012).

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi jenis pigmen klorofil yang terkandung
dalam mikroalga Coccolithophore sp. hasil kultivasi skala laboratorium dengan menggunakan metode
kromatografi kolom. Hasil dari studi ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai potensi

pemanfaatan mikroalga laut sebagai sumber pigmen alami yang ramah lingkungan dan bernilai ekonomi

tinggi.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain lumping dan alu, gelas ukur, tabung reaksi,
pipet tetes, statif, buret, labu Erlenmeyer, sentrifus, pipet volumetrik, kolom kromatografi, magnetic stirrer, hot
plate, aluminium foil, pisau, dan vial.Bahan-bahan yang digunakan meliputi silica gel, aseton, n-heksana,

kapas, serta sampel mikroalga Cocolithophore sp.
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Prosedur Penelitian

Penelitian ini menggunakan pendekatan deskriptif, dengan analisis sampel yang dilakukan di
laboratorium. Data yang dikumpulkan bersifat kualitatif dan menggambarkan karakteristik hasil yang diamati.
Pembuatan Pasta Mikroalga Cocolithophore sp.

Mikroalga Cocolithophore sp yang telah dikultur, diambil dengan proses pemanenan menggunakan
setrifus untuk mengambil padatan darii mikroalga kemudian dikeruk dan disentrifugasi selama 10 menit. Dan

diambil pasta mikroalga. Pasta Mikroalga Cocolithophore sp. dapat dilihat pada Gambar 1.

T

Gambar 1. Pasta Mikroalga Cocolithophore sp.
Proses Karakterisasi pigmen Klorofil Dengan Kolom
Ekstrak mikroalga Cocolithophore sp. yang telah diperoleh kemudian diproses melalui sentrifugasi
menggunakan alat sentrifus dengan kecepatan 3000 rpm. Setelah sentrifugasi, supernatan yang terbentuk
dipisahkan dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi atau erlenmeyer. Selanjutnya, dilakukan pencampuran

reagen dengan perbandingan volume 4:1, 3:2, 2:3, dan 1:4 antara larutan aseton dan n-heksan.

Penyiapan Kolom dan Fase Diam
Langkah awal adalah menyiapkan kolom kromatografi dengan memasukkan kapas dan kertas saring
di bagian dasar kolom, kemudian menutup kran. Setelah itu, fase gerak dituangkan hingga setengah tinggi
kolom, diikuti dengan penambahan fase diam hingga volume yang diinginkan. Selanjutnya, fase gerak
dikeluarkan perlahan hingga tersisa sekitar 1 cm di atas permukaan fase diam, sambil memastikan tidak
terdapat gelembung udara dalam fase diam. Kolom yang telah disiapkan siap digunakan.
Kran kolom kemudian dibuka perlahan agar eluen mengalir, dan pencatatan waktu dimulai sejak
tetesan pertama fase gerak. Sampel mikroalga Cocolithophore sp. dimasukkan ke dalam kolom berdasarkan
rasio campuran pelarut (4:1, 3:2, 2:3, dan 1:4). Perubahan warna pigmen diamati saat melewati kolom

kromatografi.
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Fraksi yang keluar ditampung setiap 2 mL, dan waktu munculnya analit pertama (menit awal dan

akhir keluarnya analit) dicatat untuk setiap fraksi. Penting untuk memastikan penambahan fase gerak

dilakukan tepat waktu agar cairan di atas fase diam tidak habis. Contoh kolom pada gambar 2

Gambar 2. Contoh Kolom

HASIL DAN PEMBAHASAN
Identifikasi Pigmen

Tabel 1. menunjukkan bahwa pigmen terelusi berdasarkan urutan kepolaran. Karoten (nonpolar)
keluar pertama pada menit ke-3,26 dengan warna kuning. Klorofil a dan b keluar berikutnya pada menit 6,18
dan 17,20 dengan warna hijau tua dan muda. Terakhir, xantofil (lebih polar) keluar pada menit 32,43 dengan
warna kuning muda.

Tabel 1. Perbandingan Eluen dan Pigmen Warna

Perbandingan Eluen Waktu (Menit) Warna Jenis Pigmen
Heksana:Aseton 4:1 3,26 Kuning Karoten
Heksana:Aseton 3:2 6,18 Hijau Tua Klorofil a
Heksana:Aseton 2:3 17,20 Hijau Muda Klorofil b
Heksana:Aseton 1:4 32,43 Kuning Muda Xantofil

Metode kromatografi kolom efektif memisahkan pigmen karena adanya gradasi kepolaran dari eluen.
Karoten yang bersifat nonpolar cepat terelusi oleh heksana. Klorofil memiliki gugus polar dan nonpolar
sehingga elusi terjadi lebih lambat. Xantofil sebagai pigmen polar paling akhir keluar karena kuat berikatan
dengan fase diam silika.

Pigmen Karoten

Karotenoid merupakan kelompok pigmen alami yang umumnya berwarna kuning, jingga, hingga merah

oranye, serta memiliki kelarutan tinggi dalam pelarut organik nonpolar atau lemak (lipofilik). Senyawa ini

termasuk dalam golongan terpenoid dan memiliki struktur kimia yang tersusun dari rantai isoprena, dengan
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rumus kimia yang menyerupai atau identik dengan karoten. Karoten sendiri terdiri dari beberapa bentuk
isomer, antara lain a-karoten, -karoten, dan y-karoten (Britton, 2008).

Karotenoid bersifat sangat mudah mengalami degradasi akibat paparan cahaya, panas, dan oksigen,
sehingga kestabilannya dalam bahan biologis sangat tergantung pada kondisi lingkungan selama pengolahan
dan penyimpanan (Mertz et al., 2010; Rodriguez-Amaya, 2016). Oleh karena itu, analisis karotenoid
membutuhkan metode pemisahan yang tepat serta kondisi yang dapat meminimalkan kerusakan senyawa
tersebut.

Dalam penelitian ini, analisis pigmen pada sampel Coccolithophore sp. dilakukan menggunakan
metode kromatografi kolom. Teknik ini memungkinkan pemisahan komponen pigmen berdasarkan
perbedaan afinitas terhadap fase diam dan fase gerak, yang dalam hal ini menggunakan campuran pelarut
n-heksana dan aseton dalam berbagai rasio. Campuran pelarut tersebut dipilih karena sifat karotenoid yang
sangat hidrofobik dan berada secara intraseluler, sehingga membutuhkan pelarut nonpolar untuk proses
ekstraksi yang efektif (Maleta et al., 2018; Rao & Rao, 2007).

Hasil pemisahan pigmen menunjukkan bahwa pigmen karoten muncul pada menit ke-3,26 dengan
rasio eluen 4:1 (n-heksana:aseton). Fraksi yang keluar pada waktu tersebut menunjukkan warna kuning khas,
yang konsisten dengan karakteristik umum karoten. Menurut Sediaoetama (1976), pigmen karoten biasanya
berwarna kuning hingga jingga, meskipun tidak semua warna kuning pada tumbuhan atau makanan
dihasilkan oleh karoten.

Warna kuning yang teramati mendukung identifikasi visual terhadap keberadaan karoten, meskipun
untuk konfirmasi spesifik diperlukan metode spektrofotometri atau kromatografi lanjutan seperti HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), sesuai dengan standar analisis pigmen modern (Rodriguez-Amaya,
2016).

Pigmen Kilorofil (Klorofil a dan Klorofil b)

Klorofil merupakan pigmen fotosintetik utama yang memberikan warna hijau pada tumbuhan, alga, dan
beberapa jenis bakteri. Pigmen ini umumnya ditemukan di dalam kloroplas bersama dengan pigmen lain
seperti karotenoid (karoten dan xantofil). Dua jenis utama klorofil yang sering ditemukan dan dipelajari adalah
klorofil a dan klorofil b, masing-masing memiliki struktur dan sifat polaritas yang sedikit berbeda (Lichtenthaler
& Buschmann, 2001).

Dalam penelitian ini, pemisahan klorofil dilakukan menggunakan metode kromatografi kolom dengan

campuran pelarut n-heksana dan aseton. Berdasarkan hasil pengamatan, klorofil a terelusi lebih awal pada
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rasio pelarut 3:2 (n-heksana:aseton), sedangkan klorofil b muncul kemudian pada rasio 2:3. Perbedaan waktu
elusi ini disebabkan oleh sifat polaritas masing-masing pigmen; klorofil b lebih polar dibandingkan klorofil a,
sehingga cenderung tertahan lebih lama pada fase diam yang bersifat nonpolar (Jeffrey & Mantoura, 1997).

Warna larutan yang teramati selama pemisahan mendukung keberadaan kedua jenis klorofil. Klorofil
a ditandai dengan warna hijau tua, sementara klorofil b menunjukkan warna hijau muda. Warna-warna ini
merupakan karakteristik visual yang umum digunakan dalam identifikasi pigmen klorofil, meskipun untuk
konfirmasi lebih lanjut diperlukan analisis spektroskopi seperti UV-Vis atau HPLC (Rodriguez-Amaya, 2016).

Klorofil bersifat amfipatik, yaitu memiliki gugus polar (seperti gugus karbonil dan hidroksil) namun
didominasi oleh struktur hidrokarbon panjang dan cincin porfirin yang menyebabkan sifat nonpolar secara
keseluruhan. Oleh karena itu, pelarut nonpolar seperti kloroform, petroleum eter, atau n-heksana lebih efektif
digunakan dalam ekstraksi klorofil (Sub et al., 2019). Dalam proses ekstraksi menggunakan aseton murni,
dihasilkan warna hijau terang, yang menandakan keberadaan pigmen polar dan nonpolar dalam campuran.

Menurut Prasanna et al., (2010), dalam pigmen yang murni dan tidak bercampur, warna yang
dihasilkan dapat berbeda tergantung pada sifat kimianya. Pigmen polar dan nonpolar masing-masing
menunjukkan warna khas dalam pelarut tertentu, dan hal ini dapat dimanfaatkan sebagai dasar identifikasi
visual awal sebelum dilakukan konfirmasi lebih lanjut melalui analisis instrumen. Dengan demikian, hasil
pemisahan menunjukkan bahwa sampel Coccolithophore sp. mengandung klorofil a dan b, yang masing-

masing dapat terdeteksi secara visual dan dikonfirmasi melalui pola elusi berdasarkan polaritas pelarut.

Pigmen Xantofil

Xantofil merupakan salah satu jenis karotenoid yang bersifat lebih polar, dibandingkan karoten, karena
keberadaan gugus oksigen seperti hidroksil atau epoksida dalam strukturnya (Rodriguez-Amaya, 2016).
Senyawa ini umumnya memberikan warna kuning cerah pada jaringan tumbuhan dan mikroalga. Dalam
penelitian ini, xantofil dipisahkan menggunakan metode kromatografi kolom, dengan campuran pelarut n-
heksana dan aseton dalam rasio 1:4, serta penggunaan aseton murni sebagai pelarut lanjutan. Pemilihan
eluen tersebut didasarkan pada kepolaran xantofil yang lebih tinggi dibandingkan karoten, sehingga
membutuhkan pelarut yang lebih polar untuk proses elusi yang optimal (Britton, 2008).

Fraksi yang keluar pada menit 32,43 menunjukkan warna kuning muda, yang secara visual
mengindikasikan keberadaan xantofil. Menurut Rani Agustian et al., (2013), karotenoid dapat dikelompokkan
menjadi dua golongan utama, yaitu karotenoid nonpolar (seperti karoten) dan karotenoid polar (seperti

xantofil). Warna kuning muda yang dihasilkan oleh fraksi yang terelusi dalam pelarut aseton menunjukkan

http://ejurnal.ung.ac.id/index.php/jfpj/issue/archive 125


http://ejurnal.ung.ac.id/index.php/jfpj/issue/archive

Jambura Fish Processing Journal

Vol. 7 No. 2 (2025)

Ngabalin et al., / JFPJ, 7 (2): 120 - 127

karakteristik khas dari xantofil. Perlu diketahui bahwa meskipun penampakan warna dapat digunakan sebagai
indikator awal keberadaan pigmen tertentu, identifikasi lebih akurat terhadap xantofil memerlukan konfirmasi
lebih lanjut menggunakan analisis spektroskopi atau kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) dengan deteksi

pada panjang gelombang spesifik.

(a) (b)
Gambar 3. (a) Kromotografi Kolom yang menunjukkan warna pigmen; (b) vial penampung fraksi 1,2,3 dan 4,
pigmen warna mikroalga Cocolithophore sp.

SIMPULAN

Kromatografi kolom efektif memisahkan pigmen dalam Coccolithophore sp. Pigmen mikroalga
Coccolithopore sp yang diidentifikasi meliputi karoten berwarna kuning, klorofil a berwarna hijau tua, klorofil
b berwana hijau muda, dan juga xantofil berwarna kuning muda. Hasil ini menunjukkan potensi mikroalga laut

sebagai sumber pigmen alami.
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